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 تیــباشــند کــه بــا فعالیم رخونســازیغ ییاســتروما يهااز جملــه ســلول یمیمزانشــ يادیــبن يهاســلول :زمینه و هدف

ــیا ســتمیس یکننــدگلیتعد ــ منیمــزمن و خــودا يهــايماریاز ب ياریدر درمــان بســ یمن ــا توجــه ب ــد. ب ه کــاربرد دارن

 یدرمــان کــردیآلــوژن رو يادیــنب يهاولــوگ، اســتفاده از ســلولات یمیمزانش يادیبن يهااستفاده از سلول يهاتیمحدود

 یمیمزانشــ يادیــســلول بن ییتوانــا یمطالعه، بررس نیباشد. هدف از ایم کیمونولوژیا يهايماریدر درمان ب یدبخشیام

  باشد.یحاصل م يهاسلول تهیسیتولرژن یابیآلوژن و ارز يهاتیدر سطح لنفوس PD-L1آلوژن در القا 

ن انجــام شــد. مازندرا یدانشگاه علوم پزشک يمونولوژیدر گروه ا 1399تا آذر  1397مطالعه از بهمن  نیا :روش بررسی

 آلــوژن یطحــال يهارا بــا ســلول C57مــوش  یران و درشت نــ يهاجداشده مغز استخوان یمیمزانش يادیبن يهاسلول

 يمترتویفلوســا بــا اســتفاده از یطحــال يهاتیرا در ســطح لنفوســ PD-L1 انیــب زانیــساعت م 72مجاور کرده و پس از 

شــد. ســپس  يریگانــدازه یدر ســوپرناتانت کشــت ســلول IL-10و  IFN-γ يهانیتوکیســا زانیــم نی. همچنــمیدینجســ

 زانیــممواجــه کــرده و  C57مــوش  یطحال يهامختلط با سلول یتیعنوان محرك در واکنش لنفوسمزبور را به يهاسلول

  .دیگرد یابیارز CFSEتست  توسط ریتکث

 یتوجهآلــوژن بــه شــکل قابــل یمیمزانشــ يادیــبن يهاپس از مجاورت با ســلول +PD-L1 يهاتیلنفوس زانیم ها:یافته

مــذکور در  يهاداشــت. ســلول يمعنادار شیافزا زیدر سوپرناتانت ن IL-10و  IFN-γ يهانیتوکی. مقدار ساافتی شیافزا

  .دندیدگر به نسبت گروه کنترلآلوژن  یطحال يهاسلول ریمختلط موجب کاهش تکث یتیواکنش لنفوس

 يریگها، موجــب شــکلتیدر ســطح لنفوســ PD-L1آلــوژن بــا القــا مولکــول  یمیمزانشــ يادیبن يهاسلول گیري:نتیجه

 گردد. کیآلوژن يهاتواند موجب کاهش پاسخیشوند که میم یکیتولرژن يهاسلول

  .، تولرانسشده يزیرمرگ برنامه ،یمیمزانش يادیسلول بن :لیديک لماتک

 

  
 (Mesenchymal stem cells, MSC) یمیمزانش يادیبن يهاسلول

         باشندیم (Multipotent)چندتوان  ییاستروما يهااز جمله سلول

   ییتوانا يها داراسلول نیشوند. ایم افتیکه عموما در مغز استخوان 

  

به انواع  (Differentiation) زیو تما (Self-renewality) يخودنوساز

و  تیپوسیت، آدیکندروس ت،یاز جمله استئوس یسلول يهارده

مختلف به  يهاسمیمکان قیها از طرسلول نیا 2و1.باشندیم تیوسیم

 يادیبن يهارسد که سلولینظر مپردازند. بهیم یمنیا يهاپاسخ میتنظ

ترشح  نیسلول و همچنتماس سلول به  قیاز طر یمیمزانش

  مقدمه

 
  

 

  600تا  593هاي ، صفحه8ره شما ،79دوره ، 1400آبان ی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش  اصیلمقاله 

 

  01/08/1400آنلاین:      23/07/1400پذیرش:      22/02/1400: ویرایش     15/02/1400دریافت:          چکیده
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          و همکاراني کارمزد یبهاره حسن                      594

    

 
  600تا  593 ،8، شماره 79وره ، د1400 آبانی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش

 

ها نیتوکی)، ساVEGFو  HGFمختلف رشد (همچون  يفاکتورها

) و CCL8و  CCL2 ریها (نظنی)، کموکاTGF-βو  IL-10 مانند(

را  یمنیا ستمیمتالوپروتئازها) س کسیمختلف (مثل ماتر يپروتئازها

   3.دهدیقرار م ریتحت تاث

، Tو  B يهاو عملکرد سلول ریدر مطالعات متعدد مهار تکث

توسط  (NK)کشنده  یعیطب يهاو سلول (DC) کیتیدندر يهاسلول

MSCیسطح يهامولکول نیاز جمله مهمتر 5و4.شده است ارشها گز 

 یمنیا ستمیس يهاسلول لیجهت تعد یمیمزانش يادیبن يهاسلول

را نام برد. مطالعات  Galectinsو  PD-L1 ،TGF-β ،HLA-Gتوان یم

پردازد، یتومور م طیها در محMSCنقش  یکه به بررس یگوناگون

 انینه تنها با ب یمیمزانش يادیبن يهاکه سلول ندانشان داده

 یمنیا يهابه مهار پاسخ PDL-2و  PD-L1 يکمک مهار يهامولکول

             در گاندهایل نیا انیب شید، بلکه موجب افزانکنیکمک م

، T يهاجمله سلولاز  یمنیا يهاو سلول یسرطان يهاسطح سلول

           1ligand -Programmed death 6- 9.گردندیها مDCماکروفاژها و 

         باشد که یمولکول غشا گذر م کیو  B7از خانواده  CD-274 ای

           انیها و ماکروفاژها بT cellها، B cellها، DCغالبا توسط 

   10- 12.شودیم

 يهاموجب مهار سلول PD-1 رندهیگ قیاز طر PD-L1 نگیگنالیس

T ویکتیآلور (Alloreactive T cells)  و القا سلولT گردد. یم یمیتنظ

 نیکه ا یمیمزانش يادیبن يهاسلول يهایژگیو یرغم تمامیعل

استفاده از  د،ینمایم یجهت سلول درمان یمناسب دیها را کاندسلول

دارد.  یر پد زیرا ن ییهاتیاتولوگ محدود یمیمزانش يادیسلول بن

مطلوب از افراد  تیو کم تیفیبا ک یمیمزانش يادیسلول بن يجداساز

 ندمان يانهیزم يهايماریب ایسن و  افزایشباشد. یمختلف مشکل م

 ریها را تحت تاثMSC یذات يهایژگیو ابتیو د دییروماتو تیآرتر

ها سلول نیا یمحافظت يهایژگیدهند و موجب نقص در ویقرار م

   14و13.گردندیم

 یمیمزانش يادیتوجهات به سمت استفاده از سلول بن نیبنابرا

در  PD-L1مولکول  تیاست. با توجه به اهم دهیآلوژن معطوف گرد

آلوژن در  یمیمزانش يادیبن يهاو لزوم استفاده از سلول ولرانسالقا ت

بر  یمیمزانش يادیبن يهاسلول ریتاث یدر مطالعه حاضر به بررس ن،یبال

 یابیآلوژن و ارز يهاتیدر سطح لنفوس PD-L1ولکول م انیب

  .میبه دست آمده پرداخت يهاسلول یتیسیمونوژنیا

  
  

) BALB/c )H-2d دهاي سوري نژادر این مطالعه از موشموش: 

اي استفاده شده است. این حیوانات از هفته 8- 12ماده ) C57)H-2b  و

تهران خریداري شده و در مرکز تحقیقات حیوانات انیستیتیو پاستور 

 .آزمایشگاهی دانشگاه علوم آزمایشگاهی مازندران نگهداري گردیدند

هاي خود با دسترسی آزادانه به آب و غذا این حیوانات در قفس

ساعت روشنایی و  12نگهداري و تحت شرایط محیطی استاندارد (

Cساعت تاریکی، دماي  12
 ) قرار%50±%01و رطوبت  25-20 °

هاي کمیته کنترل و نظارت یشات با توجه به دستورالعملآزما. گرفتند

  بر حیوانات آزمایشگاهی و کمیته اخلاق حیوانات انجام شده است.  

سلول بنیادي هاي بنیادي مزانشیمی: جداسازي و تکثیر سلول

        ماده C57هاي موش فمور و تیبیا هاياستخوانمغز از  مزانشیمی

 15شدند.جدا  Soleimani & Naderiاي طبق پروتکل هفته 8- 12

هاي مذکور با استفاده از محیط کشت طور خلاصه، مغز استخوانبه

low glucose DMEM (Gibco, UK) روش فلاشینگ استخراج شده به

در ، PBSپس از دو بار شست و شو با  هاي استحصالیو سلول

به  ow glucose DMEMLط لیتر به محیمیلی/سلول 25×610 غلظت

سیلین/استرپتومایسین پنی %1و  FBS (Gibco, UK) %10همراه 

(Gibco, UK)  .هاي جداشده از مغز استخوان در سلولمنتقل شدند

 ساعت 24پس از شدند. متري کشت داده میلی 95پلیت کشت سلول 

هاي سلول، دار 2COدر انکوباتور  C° 37 در دمايها در کشت سلول

هاي چسبان را ادامه را خارج کرده و کشت سلولو غیرچسبان  شناور

یند تعویض محیط هر دو روز یک بار تا رسیدن به تراکم آدهیم. فرمی

تریپسین هاي چسبنده با استفاده از گیرد. سلولانجام می %70بالاي 

از کف پلیت جدا شده و جهت پاساژ به فلاسک  EDTA %25داراي 

 ،هابار پاساژ متوالی این سلول سهالی  دواز  پسشود. بعدي منتقل می

هاي بنیادي مزانشیمی دوکی شکل به جمعیت هموژنی از سلول

  دست یافتیم.چسبنده 

هاي طحالی: پس از خارج کردن طحال از بدن جداسازي سلول

 محیط کشت پتري دیش حاوي بهطحال موش در شرایط استریل، 

RPMI (Gibco, UK) همراه بهFBS 10%  سیلین/استرپتومایسینپنی %1و 

 گردند.به روش پرفیوژن از طحال جدا میها سلولو  منتقل شده

با سرنگ راخ چندین سول طحااف طرل اکپسوروي طور خلاصه، به

  بررسیروش 
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درون محیط کشت به مکرر و پرفشار یق ربا تزد و شومید یجاا

د. ندگرمیرج خاه شدد یجاي اهاراخسول از طحاي هالسلول، طحا

اف طرل اکپسون سفید شدل و طحاي هالکامل سلووج تا خرر کاین ا

         ،دور ریختن مایع رویی از سانتریفیوژ وپس  .یابدمه میل اداطحا

ml 5 از محلول لیز RBC )NH4Cl:8.024 g/L, KHCO3: 1 g/L, 

EDTA (Na2): 0.37 g/L ( دقیقه  پنجسلولی اضافه کرده و توده را به

 PBSلیتر میلی 30تا  20نیم. سپس با افزودن روي یخ انکوبه می ک

را  حاصل سلولیوشو، توده کنیم. پس از شستفرآیند لیز را خنثی می

حل کرده و با استفاده از تریپان بلو شمارش  RPMIدر محیط کامل 

  دهیم.سلولی انجام می

هاي طحالی پس از در سطح سلول PD-L1ارزیابی میزان بیان 

منظور بررسی توانایی دي مزانشیمی: بهمجاورت با سلول بنیا

هاي طحالی در سلول PD-L1هاي بنیادي مزانشیمی در القا سلول

 BALB/cهاي طحالی موش با سلول C57هاي موش MSCآلوژن، 

)d2-H دماي ساعت در  72مدت به 10:1) به نسبتC
در  37 °

هاي رویی ساعت سلول 72شدند. پس از دار انکوبه  CO2انکوباتور 

-Antiبادي مونوکلونال  نتیآوشو با آوري شده و پس از شستردگ

mouse H-2Kd-PerCP/Cyanine5.5  وAnti-mouse PDL1-PE 

(Biolegend- USA) آمیزي شدند و براي و ایزوتایپ مربوطه رنگ

  آماده گردیدند. (Partec, Germany)خوانش با دستگاه فلوسایتومتري 

گیري اندازهدر سوپرناتانت:  IFN-γو  IL-10گیري غلظت اندازه

در سوپرناتانت کشت همزمان  IFN-γو  IL-10هاي میزان سایتوکین

MSC هاي روش الایزا با استفاده از کیتهاي طحالی بهو سلول

مطابق با دستوالعمل  (KPG, Kerman, Iran)شرکت کارمانیا پارس ژن 

  کیت انجام شد.

: (Mixed lymphocyte reaction)واکنش لنفوسیتی مختلط 

در القا  MSCهاي مجاور شده با منظور بررسی توانایی لنفوسیتبه

هاي طحالی با سلول MLRها را در واکنش تولرانس، این لنفوسیت

آلوژن مجاور کردیم. بدین منظور جهت ارزیابی ظرفیت تکثیري 

 CFSEدهنده)، آنها را توسط ماده (پاسخ C57هاي طحالی سلول

(Invitrogen, USA)  هاي با سلول 10:1نشان دار کرده و به نسبت

هاي طحالی بکر (محرك) و یا سلول MSCطحالی مجاور شده با 

BALB/c  ساعت  96خانه کشت دادیم. پس از گذشت  96در پلیت

  آوري شدند.گردها براي خوانش با دستگاه فلوسایتومتري سلول

 Unpairedو  Unpaired t-testجهت آنالیز آماري داده از 

ANOVA test .میانگینصورت هاي نرمال بهداده استفاده شد± 

در  مبناي معناداري >05/0P نمایش داده شد و مقادیرمعیار انحراف

ها و رسم نمودارها با نظر گرفته شد. تجزیه و تحلیل آماري داده

 FlowJo-V10و  Graphpad prism software version 9استفاده از 

 انجام گردید.

 

  
هاي در سلول PD-L1تاثیر سلول بنیادي مزانشیمی بر میزان بیان 

هاي آسپیره شده از مغز استخوان در پاساژ پنجم به طحالی آلوژن: سلول

هاي دوکی شکل چسبیده به فلاسک جمعیت هموژن و یک دستی از سلول

  ).1(شکل اشد بآیند که شکل تیپیک سلول بنیادي مزانشیمی میدر می

در  PD-L1منظور ارزیابی توانایی سلول بنیادي مزانشیمی در القا به

هاي طحالی ساعت با سلول 72مدت ها را بهها، این سلولسطح لنفوسیت

آوري شده و گردهاي شناور ساعت سلول 72آلوژن مجاور کردیم. پس از 

و  Anti-mouse H-2Kd-PerCP/Cyanine5.5هاي مونوکلونال باديبا آنتی

Anti-mouse PDL1-PE نشان  2شکل  آمیزي شدند. همانطور که دررنگ

پس از مواجهه با  +PD-L1هاي ، میزان لنفوسیتداده شده است

هاي بدون مواجهه افزایش نسبت سلولهاي بنیادي مزانشیمی، بهسلول

  ).3(شکل  )P=001/0(معناداري داشته است 

از  پسو  پیش 10- نترلوکینایو  اینترفرون گامامقایسه سطوح 

سایتوکین در  : غلظت این دومجاورت با سلول بنیادي مزانشیمی

سوپرناتانت کشت هم زمان سلول بنیادي مزانشیمی و سلول طحالی 

آلوژن با تکنیک الایزا مورد بررسی قرار گرفت. همانطور که نتایج 

دهد مجاورت با سلول بنیادي مزانشیمی موجب افزایش نشان می

  .)5و  4شکل گردد (ت این دو سایتوکین میغلظ

هاي مجاور شده با سلول بنیادي مزانشیمی در تاثیر لنفوسیت

هاي طحالی آلوژن در واکنش لنفوسیتی مختلط: به جهت تکثیر سلول

هاي مجاور شده با سلول بنیادي بررسی آلوژنیسیتی لنفوسیت

 هايبا سلول طی مختلـش لنفوسیتـواکنها در ولـن سلـی، ایـمزانشیم

سنجیده شد.  CFSEوسیله طحالی آلوژن مواجه شده و میزان تکثیر به

 در C57هاي طحالی دهد تکثیر سلولهمانطور که نتایج نشان می

  مزانشیمی، ا سلول بنیاديـمجاور شده ب BALB/cهاي حضور لنفوسیت

  هایافته
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  ب                  الف                                  

 ریی. تغC57شده از مغز استخوان موش  رهیآسپ يهاسلول يمورفولوژ :1کل ش

 جداشده از مغز يهاالف) سلولاز پاساژ پنجم مشهود است.  يهاسلول نیشکل ا

  )400(×ها پس از پاساژ پنجم استخوان در روز چهارم. ب) سلول

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

و  پیش BALB/cهاي طحالی سلول در سطح PD-L1مقایسه میزان بیان  :2شکل 

  ): سلول طحالیC57 )SPCهاي بنیادي مزانشیمی از مجاورت با سلول پس

  

  

  

  

  

  

  

  

از مجاورت  پسو  پیش PD-L1 کنندهبیان BALB/cهاي : درصد لنفوسیت3شکل 

  ): سلول طحالیC57 )SPCهاي بنیادي مزانشیمی با سلول

  
  

  

  

  

  

  

 يادیبن يهاوپرناتانت کشت همزمان سلولدر س 10 نینترلوکیغلظت ا :4شکل 

  )یسلول طحال :BALB/c )SPC یطحال يهاو سلول C57 یمیمزانش

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

هاي بنیادي در سوپرناتانت کشت همزمان سلولاینترفرون گاما غلظت : 5شکل 

  )سلول طحالی :BALB/c )SPCهاي طحالی و سلولC57 مزانشیمی 
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  یمیمزانش يادیمجاور شده با سلول بن ایبکر و  BALB/c يهاتیدر مواجهه با لنفوس C57 یطحال يهالولس ریتکث زانیم سهیمقا :6شکل 

  
  

  

  

  

  

  

  
  

  

  

هاي در مواجهه با لنفوسیت C57هاي طحالی درصد تکثیر سلول :7شکل 

BALB/c بکر و یا مجاور شده با سلول بنیادي مزانشیمی  

هاي بکر مواجهه فوسیتها با لنست که این سلولا کمتر از زمانی

  .)7و  6(شکل  )P=02/0اند (داشته

  

  
بر توانایی فرار از سیستم ایمنی هاي بنیادي مزانشیمی افزونسلول

کنند. اگرچه هاي ایمنی ذاتی و اکتسابی را نیز تعدیل میمیزبان، پاسخ

منی بررسی هاي ایرا در مهار سلول MSCمطالعات بسیاري نقش 

هاي هاي اتولوگ و چالشهاي استفاده از سلولاند، اما محدودیتکرده

تر هاي آلوژن در بالین، محققین را به شناخت دقیقMSCاستفاده از 

ها واداشته هاي مسئول در سرکوب ایمنی توسط این سلولمکانیسم

  بحث
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 هاي بنیادي مزانشیمی توانایی القامطالعه حاضر نشان داد سلولاست. 

هاي طحالی آلوژن را در سطح لنفوسیت PD-L1مولکول مهاري 

هاي بنیادي مزانشیمی در شرایط هاي مجاور شده با سلولد. سلولندار

زایی کمتري داشته هاي بکر، ایمنینسبت به سلول اندمطالعه توانسته

. از جمله هاي آلوژن شودکاهش تکثیر سلولموجب  باشد و

 PD-L1سطح سلول بنیادي مزانشیمی هاي مهاري مهم در مولکول

هاي اند که سلولشناسی نشان دادهه سرطانزباشد. مطالعات در حومی

توانند موجب ، میPD-L1بر بیان مولکول افزونبنیادي مزانشیمی 

و  Tهاي هاي سرطانی، سلولافزایش بیان این مولکول در سطح سلول

   16و8.ماکروفازها گردند

هاي مطالعه حاضر نشان داد که تعداد سلول دست آمده ازنتایج به

طور معناداري به MSCپس از مجاورت با  PD-L1کننده مولکول بیان

ها ). این دادهP=001/0باشد (هاي بدون مواجهه میبالاتري از سلول

هاي اعمال دهنده این حقیقت باشد که یکی از مکانیسمتواند نشانمی

در  PD-L1هاي بنیادي مزانشیمی آلوژن القا بیان تولرانس توسط سلول

طور که باشد. همانمی Tو  Bهاي ها از جمله سلولسطح لنفوسیت

در واکنش مختلط لنفوسیتی نیز  MSCهاي مجاور شده با سلول

هاي طحالی آلوژنیسیتی کمتري داشته و موجب کاهش تکثیر سلول

 PD-L1احتمالا  ).P=002/0هاي بکر شدند (آلوژن به نسبت سلول

سطح  PD-1ها با اتصال به مولکول بیان شده در سطح لنفوسیت

هاي آلوژن روي آنها تاثیر گذاشته و منجر به کاهش تکثیر لنفوسیت

اند که و همکاران نشان داده Moravejهاي آلوژن گردند. سلول

ها DCدر سطح  PD-L1هاي بنیادي مزانشیمی با القا بیان سلول

شوند که کاهش تکثیر هاي تولرژنیکی میDCي گیرموجب شکل

و همکاران  Diskin 11.دنبال داردرا به IL-2و ترشح  Tهاي سلول

سطح  PD-1ها با اتصال به مولکول PD-L1+ T cellاند که نشان داده

T cellهاي هاي مجاور موجب مهار فعالیت سایر سلولT  و کاهش

در  PD-L1ینگ گردند. سیگنالمی Th1پلاریزاسیون به سمت 

در این  −T-bet−IFN-γموجب ایجاد فنوتیپ  +T CD8هاي سلول

مهاري  PD-1تواند به اندازه سیگنالینگ شود که میها میسلول

، پروستاگلاندین β-TGFفاکتورهاي محلول متعددي از جمله  17.باشد

E2 )PGE2) فاکتور رشد کبدي ،(HGFاکسیژناز ()، اندول ديIDO ،(

گري را واسطه MSC تنظیمیاثرات  IL-10و  (NO)د نیتریک اکسای

در  IL-10همینطور که در این مطالعه نیز نشان داده شد  18- 21.کنندمی

ي بنیادي مزانشیمی آلوژن با هاسوپرناتانت کشت همزمان سلول

. اما میزان سایتوکین )P=01/0( یابدهاي طحالی افزایش میسلول

 باشدتانت افزایش یافته مینیز در سوپرنا IFN-γالتهابی پیش

)0009/0=P( مطالعات مختلفی نشان داده است که .IFN-γ  نه تنها

هاي بنیادي هاي ایمونوساپرسیو سلولموجب از بین رفتن ویژگی

ها ضروري شود بلکه براي عملکرد این سلولمزانشیمی نمی

موجب  γ-IFNاند که و همکاران گزارش کرده Sheng 23و22.باشدمی

هاي بنیادي مزانشیمی و در سطح سلول PD-L1یش مولکول افزا

که کشت هم طوري. بهگرددمیها افزایش قدرت مهاري این سلول

ناك  IFN-γهاي جداشده از موش T cellهاي مزانشیمی با زمان سلول

) موجب کاهش بسیار چشمگیري در مهار تکثیر −/−IFNγاوت (

  22.گرددیمی میهاي بنیادي مزانشتوسط سلول Tهاي سلول

 یبررس" تحت عنوان نامهانیاز پا یمقاله بخش نیا: سپاسگزاري

 يادیبن يهاشده توسط سلول Cross dress يهاتیاسپلنوس ییکارآ

 درمدل کیپوست آلوژن وندیدر القا تولرانس نسبت به پ یمیمزانش

در سال  یپزشک یشناسیمنیارشد ا یدر مقطع کارشناس "یموش

 یدانشگاه علوم پزشک تیباشد که با حمایم 5224و کد  1399

 مازندران اجراشده است.
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Background: Mesenchymal stem cells are non-hematopoietic stromal cells that are 

used in the treatment of many chronic and autoimmune diseases by modulating the 

immune system. Due to the limitations of using autologous mesenchymal stem cells, 

the use of allogeneic stem cells is a promising therapeutic approach in the treatment of 

immunological disorders. This study aimed to investigate the ability of allogeneic 

mesenchymal stem cells to induce Programmed death-ligand 1(PD-L1) expression on 

the surface of splenic lymphocytes and the role of this molecule in the mesenchymal 

stem cell-treated cells tolerogenicity.   

Methods: This study was conducted from February 2019 to December 2020 in the 

department of Immunology of Mazandaran University of medical sciences. 

Mesenchymal stromal cells were isolated from the femur and tibia of C57 mice. C57 

bone marrow-derived mesenchymal stem cells were co-cultured with allogeneic 

BALB/c splenic cells. After 72 hours, the expression of PD-L1 on the surface of splenic 

lymphocytes was evaluated by flow cytometry. Interferon-gamma (IFN-γ) and 

Interleukin-10 (IL-10) cytokine assay were done in the cell culture supernatant. 

Mesenchymal stem cell-treated BALB/c lymphocytes were then exposed to allogeneic 

C57 splenocyte as stimuli in the mixed lymphocyte reaction (MLR) and the rate of 

proliferation was assessed by CFSE. 

Results: The amount of PD-L1 positive BALB/c splenic lymphocytes were 

significantly increased after allogeneic C57 mesenchymal stem cells exposure 

(P=0.001). The levels of IFN-γ and IL-10 cytokines in the supernatant of cell culture 

also increased significantly (respectively, P=0.0009, P=0.01). C57 splenocytes 

proliferation notably decreased after mesenchymal stem cell-treated BALB/c 

lymphocytes exposure compared to the group were cultured with naïve BALB/c 

lymphocytes (P=0.002). 

Conclusion: Allogeneic mesenchymal stem cells are capable to induce of PD-L1 on the 

surface of lymphocytes. PD-L1 expression on mesenchymal stem cell-treated cells 

makes them less immunogenic than naïve cells. These tolerogenic cells can reduce 

allogeneic responses. It seems that PD-L1 plays an important role in mesenchymal stem 

cell immunomodulation. 
 

Keywords: mesenchymal stem cell, PD-1, tolerance. 
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