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بررسي تأثير سرم موش حامله بر روي سلولهاي دندريتيك در القاء تحريك 
   IFN-γ و IL-10هاي   و توليد سيتوكينTهاي  لنفوسيت
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  مقدمه
  داراي دو منـشاء پـدري و مـادري         ،جنـين محتواي ژنتيكي       
  م ايمنيـه سيستـد كــرس نظر ميه بنابراين منطقي ب. باشد مي

  

  
  
  
  
  
  
  
  

كنـد، جنـين     گونه كه پيوند با منشاء پدري را رد مي         مادر همان 
   چنين ولي عملاً،دـز رد نمايــاي پدري را نيــه نژ حاوي آنتي

  

  چكيده 
 و  بوده اسـت  محققين  توجه  ورد  وسيله سيستم ايمني مادر، موضوعي است كه مدت نيم قرن، م             جنين نيمه آلوژن به   رد نشدن   : زمينه و هدف      

طي جنين  - سطح تماس مادردر) Th2)T helper 2غلبه پاسخ ايمني  تئوري .در مورد چگونگي اين پديده، پيشنهادات متعددي ارائه گرديده است
سيـستم   ولي در مـورد اثـرات سيـستميك حـاملگي بـر              ،از جوانب مختلف مورد تأييد قرار گرفته است       هائي است كه      فرضيه جزءحاملگي موفق،   

 دسـت نخـورده، قابليـت       Tهـاي     عنوان تواناترين فعال كننده لنفوسيت       سلولهاي دندريتيك، به  . دنضد و نقيض زيادي وجود دار     هاي    يه نظر ،ايمني
 Thاي گيـري سـلوله   توانند باعث جهـت  اين سلولها همچنين مي. باشند دارا ميبه صورت همزمان را ايمني و همچنين القاء تحمل ي  القاء پاسخ ايمن  

 در تنظيم پاسـخ ايمنـي طـي حـاملگي     ،عنوان يكي از عوامل مؤثره  ب دندريتيكسلولهايرسد كه     به نظر مي  بنابراين  .  شوند Th2 يا   Th1به سمت   
 بررسـي اثـر سـرم مـوش حاملـه بـر توانـايي سـلولهاي دنـدريتيك در تحريـك پاسـخ                         بـا هـدف      اين مطالعه . باشند  نقش مهمي را بعهده داشته      

   .انجام گرفت و همچنين القاء پروفايل سيتوكيني در آنها Tهاي  ژن در لنفوسيت به آنتياختصاصي 
آوري  ي جمـع حـاملگ ) اواسـط  (9-11 بين روزهاي )Balb/c×C57BL/6( سرم موشهاي حامله آلوژنيكدر اين مطالعه تجربي،: رسير    روش ب 

بافت طحال با كلاژناز، جداسـازي سـلولهاي كـم چگـال بـه كمـك محـيط        اي شامل هضم آنزيمي       ، طي روشي سه مرحله    سلولهاي دندريتيك . شد
 ،ميزان خلوص سلولهاي دنـدريتيك جـدا شـده   . جدا شدند Balb/cاز طحال موشهاي گراديان غلظت نايكودنز و سرانجام چسبندگي به پلاستيك،    

ژن خـارجي،     عنوان آنتـي     ، به  Conalbuminك با   سلولهاي دندريتي .  و روش فلوسيتومتري تعيين گرديد     CD11cبادي ضد شاخص      با كمك آنتي  
دو گـروه ديگـر از سـلولهاي    . اضـافه گرديـد  % 5/2 سرم موش حاملـه بـا غلظـت نهـايي           ،ها  به تعدادي از كشت   . طي كشت شبانه بارگذاري شدند    
سـلولهاي  . ، مجـاور شـدند  )FBS)Fetal bovine serumغيرحاملـه و   موشـهاي مـاده   سـرم بـا   بـه ترتيـب   ،ژن دندريتيك طي بارگذاري با آنتي

برداشـته شـد و      ،اي ايمـن شـده    ــ ـ موشه )اي  ناحيه(الــبراكياي لنفاوي   ــه  گره. دــ به كف دست موشها تزريق گرديدن      ،دندريتيك بارگذاري شده  
گيري  و اندازهـواكتين راديــ روز با استفاده از تايميدي5پس از ا ه لنفوسيتر  ي ميزان تكث  .ند كشت داده شد   Conalbuminدر حضور   سلولهاي آن   

 Sandwich ELISA تحريك شـده، بـا اسـتفاده از تكنيـك     Tوسيله سلولهاي  به  )Interleukin-10(IL-10 و) IFN-γ)Interferon-γتوليد . شد
)Sandwich Enzyme-Linked Immunoadsorbent assay( هـاي   لنفوسيت، در سوپ رويي حاصل از كشتT  سـت  نتـايج بد . ، تعيـين گرديـد

   . مورد تجزيه و تحليل قرار گرفتندMann-whitneyبا استفاده از آزمون غير پارامتري آمده 
 باعـث القـاء پاسـخ    ، در مجـاورت سـرم غيرحاملـه     ،ژن  سلولهاي دندريتيك بارگذاري شده بـا آنتـي       كه  نتايج بدست آمده نشان دادند      : ها  يافته    

 ولـي مجاورسـازي سـلولهاي      ،آنهـا القـاء نمودنـد     در را   IL-10 و   IFN-γزيـادي از     و همچنين توليـد مقـادير        ند شد Tتكثيري قوي در سلولهاي     
اي مهـار      ، به ميـزان قابـل ملاحظـه        Tهاي    ژن در لنفوسيت    ندريتيك با سرم موش حامله، توانايي آنها را در القاء پاسخ تكثيري اختصاصي آنتي             د

اي كـاهش    لنفاوي گروه مجاور شده با سرم حامله، به ميـزان قابـل ملاحظـه          وسيله سلولهاي غدد     به IL-10 و   IFN-γ همچنين ميزان توليد     .نمود
   .پيدا كرد
 سرم موش حامله بر توانـايي سـلولهاي دنـدريتيك در القـاء پاسـخ تكثيـري اختـصاصي بـه             كه دهند  نشان مي بدست آمده   نتايج  : گيري      نتيجه

-HLAر فاكتورهـايي از قبيـل       يثتـا تـوان بـه        مـي  مهـاري را  اثـرات   . ري دارد اثـر مهـا   ،  Tوسيله سـلولهاي       به  ترشح سيتوكين  نژن و همچني    آنتي

G)Human leucocyte antigen-G( ،IL-10 ،PGE2)Prostaglandin E2(طور عمـده در سـطح     به كه، پروژسترون و تعدادي از عوامل ديگر
ولـي تعيـين دقيـق    باشـند، نـسبت داد،     مـي موجـود ولي به علـت بـروز پديـده سـرريز، در سـرم حاملـه نيـز         ندشو  ميجنين ترشحـ تماس مادر  

   .تري دارد هاي بيش هاي دخيل در اين پديده نياز به بررسي مكانيسم
             

   سيتوكين   – 4تكثير سلولي     – 3      سرم حامله– 2    سلولهاي دندريتيك – 1:    ها كليدواژه

  29/3/86: ، تاريخ پذيرش25/11/85  : دريافتتاريخ

I(شناسي، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران، گروه ايمنيشناسي ي ايمنيي دكترادانشجو.  
II ( استاد وPhD دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايراناحمد،  آل شناسي، دانشكده علوم پزشكي، بزرگراه جلال يمنيگروه اشناسي،  ايمني)*مؤلف مسؤول.(  

III ( شناسـي    و اسـتاديار گـروه ايمنـي   دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايـران  شناسي،  مركز تحقيقات ايمنيناسي، ش ايمنيگروه استاديار
  .سينا، تهران، ايران هاي علوم پزشكي جهاد دانشگاهي ابن توليدمثل، مركز تحقيقات بيوتكنولوژي توليدمثل، پژوهشكده فناوري
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 ماه در بدن خود 9انه را  جنين نيمه بيگ،افتد و مادر   اتفاقي نمي 
 تحمل ايجاد شده در بدن مادر نسبت بـه          )1(.نمايد نگهداري مي 

اسـت كـه     يكي از مسائل مهم علـم پزشـكي          ،جنين نيمه آلوژن  
هـاي فراوانـي     محققين علم ايمونولوژي در مـورد آن بررسـي        

اولين بار آقاي مداوار موضـوع حـاملگي را بـه           . اند انجام داده 
گاه ايمونولوژيك مـورد بررسـي قـرار        صورت جدي و از ديد    

داد و در مورد عدم رد جنين نيمه آلوژن بـه وسـيله سيـستم               
 چندين نظريه را مطرح كرد كه امروزه فقـط يكـي            ،ايمني مادر 

 نظريـه وجـود     )2(.از آنها به شكلي متفاوت پذيرفته شده اسـت        
سد ايمونولوژيك بين مادر و جنـين توسـط مـداوار بدرسـتي             

 اين سد بر خلاف تصور او، سدي غير فعال           ليكن ،مطرح شده 
 و )Petraglia )3وار،اد، چـرا كـه پـس از مـد    باش ـ يا خنثـي نمـي  

همكاران نشان دادند كه جفت به عنوان سد بين مادر و جنين،            
ــي     ــال م ــل فع ــوع تحم ــك ن ــاه ي ــد جايگ ــن  . باش ــد اي در تايي

د كــه ســلولهاي  نــشان دادنــ)Murgita)4 و  Hoskin،موضــوع
انـد بـه دنبـال       ه يك بار زايمان موفق داشته     طحال موشهايي ك  

كه چنين    در حالي  ،شوند ر مي ـ تكثي ،وزادـمواجه با سلولهاي ن   
ايــن . گــردد اتفــاقي در مــورد موشــهاي بــاكره مــشاهده نمــي

دهد كـه سيـستم ايمنـي مـادر بـه صـورت              موضوع نشان مي  
هاي جنينـي    ژن ي شناخت و واكنش بر ضد آنتي      ـوه تواناي ـبالق

خ، عواقـب   ي، ايـن توانـايي پاس ـ     لي طي حاملگي طبيع   را دارد و  
  .منفي بدنبال ندارد

 ايمني در دوره حاملگي از دو جنبه مختلف         هاي  پاسخ   كنترل  
 ايمنـي در    هـاي   پاسـخ  كنتـرل    ، جنبـه اول   ؛قابل بررسـي اسـت    

موضع بارداري است كه طي تماس مستقيم سلولهاي مـادر و           
 ايمنـي در    هاي  پاسخ  كنترل ، ديگر جنبهشوند و    جنين ايجاد مي  

باشد كه احتمالا به طور عمده بـا واسـطه           سطح سيستميك مي  
  .دنگير فاكتورهاي اندوكرين محلول انجام مي
تـرين سـلولهاي عرضـه          سلولهاي دندريتيك به عنوان مهـم     

دهي سلولهاي   ژن و تنها سلولهايي كه توانايي جهت       كننده آنتي 
T    دست نخـورده بـه سـمت TH1   يـاTH2)T Helper( را دارا 
هاي مختلف ايمونولوژيك از جمله      باشند، همواره در پديده    مي

در مورد نقش اين سـلولها در موضـع         . اند حاملگي مطرح بوده  
 مطالعـات   ،بارداري و تاثير حاملگي بر فنوتيپ و عملكرد آنهـا         

 مطالعه چگونگي   واخيراً ما طي د    )5-7(.اندكي انجام گرفته است   
ولهاي دنـدريتيك در بافـت دسـيدوآ    مهاجرت و جايگزيني سـل    

طي حاملگي و تاثير ريز محيط حـاملگي روي ايـن سـلولها را              
  )9و 8(.ايم گزارش نموده

ــوش  ــدريتيك در م ــلولهاي دن ــلي  ،   س ــر رده اص ــه دو زي  ب
و ميلوئيـــدي بـــا شـــاخص  CD8αيـــدي بـــا شـــاخص يلنفو

يدي توانايي  يشوند كه زير رده لنفو      تقسيم مي  CD11bسطحي
يد به سمت   يو زير رده ميلو    TH1ها به سمت     خجهت دهي پاس  

TH2   براي زير رده لنفوئيـدي      ، علاوه بر اين   ؛باشند را دارا مي 
   )10(.نقش تولروژنيك نيز پيشنهاد گرديده است

دانــيم ســرم حاملــه شــامل عوامــل ســركوبگر     چنانچــه مــي
 ،)HLA-G)Human leucocyte antigen-Gمتعـددي از جملـه   

PGE2)Prostaglandin E2( ،IL-10)Interleukin-10( ،VitD3 
)Vitamin D3( ،باشـد  پروژسترون و استروژن مي)كـه هـر   )2 

توانند بـر فنوتيـپ، عملكـرد، بلـوغ و فراوانـي             كدام از آنها مي   
دهي  در نتيجه نوع پاسخي كه آنها جهت       سلولهاي دندريتيك و  

مطالعـات قبلـي مـا نـشان داد كـه           .  تاثير گذار باشند   ،مي كنند 
 تهيـه شـده از مـوش در اواسـط دوره حـاملگي، قـدرت                سرم

هاي  اء پاسخ تكثيري در لنفوسيت    قسلولهاي دندريتيك را در ال    
T، طي واكنش MLR)Mixed leukocyte reaction(  آلوژنيـك، 

 مطالعه حاضر با هدف بررسي تاثير سـرم         )11(.دهد كاهش مي 
ك در القـاء    اواسط بارداري موش بر قدرت سلولهاي دنـدريتي       

 و همچنـين    Tهـاي    ژن در لنفوسـيت    اسخ اختصاصي به آنتي   پ
  .بررسي پروفايل سيتوكيني آنها صورت گرفت

  
  روش بررسي

 Balb/c)10-8  مــادهموشــهاي ،در ايــن مطالعــه تجربــي  
هاي مختلف توزيع شدند و در هر         دو به دو در قفس    )  اي  هفته

هـر روز صـبح،      .قرار داده شـد    C57BL/6قفس يك موش نر     
ــر موشــها از  ــال بررســي شــد  نظ ــلاك واژين ــود پ در  .ندوج
 ؛ وجـود اسـپرم در واژن بررسـي شـد          ، پلاك مثبـت   موشهاي

 ميكروليتــر 20 حــدود ،بــدين ترتيــب كــه توســط ســمپلر    
PBS)Phosphate buffer saline(ــه واژن ــيح و ، در دهان  تلق

 وجود اسپرم در   ،آوري گرديد   بلافاصله مايع دهانه واژن جمع    
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 ودر  سـكوپ نـوري بررسـي شـد       مايع مـذكور توسـط ميكرو     
 حاملگي  5/0، روز    و پلاك واژينال   روز مشاهده اسپرم   ،نهايت

  .در نظر گرفته شد
، در اواســـط Balb/c مـــاده موشـــهايخـــونگيري از قلـــب 

 پـس از     خون گرفته شده   .گرفت  انجام  )  روزگي 9-11(حاملگي
  و  شـد   ميكروفيـوژ  ، ساعت در دماي اتـاق     2 تا   1انكوباسيون  

سرم بدست آمـده   . شد  لخته تشكيل شده جدا     سرم حاصل، از    
در تـا زمـان اسـتفاده        و   يكرون، اسـتريل شـد     م 22/0با فيلتر   

  .نگهداري شدگراد  درجه سانتي -70فريز 
پـس از نخـاعي كـردن حيـوان در           Balb/c موشـهاي طحال     

. قـرار داده شـد     PBS  خارج و در پليت حاوي       ،شرايط استريل 
گرم در    ميلي D 5/0حلول كلاژناز   ليتر از م     ميلي 1به هر طحال    

 %2 حـاوي سـرم جنـين گـاوي     )Roche, Germany(ليتـر  ميلي
)Gibco, U.K.( ــرم30 و  ليتــر در ميلــي DNase I  ميكروگ
)Roche, Germany(،  تزريق و سوسپانسيون سلولي حاصـله 

آوري و در مجـاورت        جمع ،ليتري   ميلي 50فالكون  لوله  در يك   
 بـا   ها با قيچي بـه قطعـات ريـز          سپس طحال  ،يخ قرار داده شد   

به ازاي هـر طحـال، يـك        . تقسيم شدند متر مكعب     ميلي 1 ابعاد
 در محلــولليتــر  گــرم در ميلــي ميلــي 2/1ليتــر كلاژنــاز  ميلــي

بهار افشان، ()HBSS=Hanks balanced salt solution(هانكس
 DNase ميكروگـرم    30سرم جنين گـاوي و      % 2 حاوي   )ايران

وسـيله پيپــت   قطعــات بـافتي بـه   .گرديـد اضـافه  ليتـر   در ميلـي 
 مخلـوط و بـه مـدت        ،ل آنزيمـي  ـن بار با كوكت ـ   ــپاستور چندي 

گـراد     درجـه سـانتي    37  بـا دمـاي    در انكوباتور دقيقه   45-30
      .شدندانكوبه % CO2 5حاوي 

ي ـه يكبار قطعات بافت ــ دقيق10ر ــون، هــدر زمان انكوباسي   
پس از پايـان   .ندده شدم زه ،تـكشت ـي پليـت دورانــبا حرك 

ي ـ به قطعات بـافتي و نيـز سوسپانـسيون سلول ـ          ،انكوباسيون
 EDTA)Ethylene diamineي كلاژناز، ـق بافتـحاصل از تزري

tetra acetic acid)(Merk,Germany (   5بــا غلظــت نهــايي 
 . اضـافه و مخلـوط بـافتي چنـدين بـار پيپـت شـد               ،مولار  ميلي

 عبـور داده   الك سـلولي   از   ،سوسپانسيون سلولي بدست آمده   
شد و بـا سوسپانـسيون سـلولي حاصـل از تزريـق كلاژنـاز               

  .مخلوط گرديد

 دوبار بـا    ،سوسپانسيون سلولي بدست آمده از مرحله قبل          
پس از دومين مرحلـه     . شستشو داده شد   RPMI-1640محيط  

 RPMI-1640ليتـر محلـول        ميلي 3 باشستشو، رسوب سلولي    
اين مخلوط  . دمخلوط گردي ،  FBS %5و   2mM( EDTA(حاوي
ــه آرا ــب ــه روي م ــي3ي ب ــر   ميل ــول ليت ــايكودنزمحل        %12 ن

)Axis-Shield, Norway( ليتـري،    ميلـي 15ك لوله فالكون يدر
  دماي  در g×600 دقيقه در دور     15لوله به مدت    . دـمنتقل گردي 

 كم چگال   سلولهايسپس  . راد سانتريفوژ شد  گ  درجه سانتي  4
ه آرامـي   ب% 12و نايكودنز    RPMI-1640از حد فاصل محلول     

 2و  مـولار      ميلـي  EDTA- PBS 5 و يكبار با     ندآوري شد   جمع
تعـداد سـلول حاصـل و        .سرد، شسته شدند   PBSبار ديگر با    

ــات  ــزان حيـ ــز ميـ ــتفاده از لام  )Viability(نيـ ــا اسـ ــا بـ  آنهـ
از سـلولهاي   . و روش تريپان بلو برآورد گرديـد    هموسيتومتر
 تهيـه شـد و سـلولها  بـه           ون سـلولي   سوسپانسي ،بدست آمده 

% CO2 5 درجـه سـانتي گـراد و         37 ساعت در دمـاي      2مدت  
 ســلولهاي ، ســاعته2در مــدت كــشت  . كــشت داده شــدند 

ها به همراه تعداد بسيار كمتـري        دندريتيك نابالغ و مونوسيت   
 ، ساعته 2پس از كشت    . شدند به كف پليت متصل      Bلنفوسيت  

شسته شدند،   RPMI-1640 سلولهاي غير چسبان به آرامي با     
% 80  تقريبــاً،كــه زيــر ميكروســكوپ فــاز كنتراســت بطــوري

كه عمـدتا شـامل     (هاي تيره سلولهاي چسبان باقيمانده را سلول    
تـشكيل  ) باشـند  دندريتيك نابالغ و ماكروفاژهـا مـي      ي  سلولها

 سـاعت  14-16اقيمانده بـه مـدت    سلولهاي چسبان ب  .دادند  مي
 ،در گـروه اول   .  داده شـدند    در چهار گروه مختلف كشت     ديگر
FBS    سرم موش غير حاملـه بـا        ،، در گروه دوم   %10با غلظت 

 حامله با غلظـت      سرم ،و درگروه سوم و چهارم     % 5/2غلظت  
  آنتـي ژن   ،در گـروه اول تـا سـوم       . فه شد به محيط اضا  % 5/2

Conalbumin)Sigma, USA ( ميكروگرم در  100نيز با غلظت
 سـاعت   14-16طـي   . ه شـد  ت اضـاف  ـبه محـيط كـش    ليتر    ميلي

 بـالغ شـده و از كـف پليـت جـدا             ،كشت، سـلولهاي دنـدريتيك    
آوري شده و به منظور تزريق به كف         ، جمع اين سلولها . شدند

ميـزان خلـوص    .  مـورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد        ،دست موشـها  
ــده   ــدريتيك بدســت آم ــلولهاي دن ــك  ،س ــتفاده از تكني ــا اس  ب

     )12(.فلوسيتومتري تعيين گرديد
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سـلولهاي شـناور شـده      آوري سوسپانـسيون      س از جمع  پ    
 1×106كــشت شــبانه، غلظــت ايــن سوسپانــسيون روي  طــي 

از آن  ميكروليتـر    100تنظيم شد و سـپس      ليتر    سلول در ميلي  
هـا در     لولـه . ليتـري ريختـه شـد        ميلـي  15در دو لوله فـالكون      

 ،ونــ ـ آزم هــه لول ــ ب  و دــنخ قرار داده شد   ــاوي ي ــر ح ــبش
 متصل بـه فـايكواريترين      CD11cبادي ضد     آنتيروليتر  ميك 1

PE –conjugated anti-mouse CD11c (BD,USA)  و به لوله
 45  به مـدت ها  لوله. كنترل، كنترل ايزوتيپ مربوطه اضافه شد     

 و سپس با بافر فلوسيتومتري دو       نددقيقه روي يخ انكوبه شد    
وب رس ـ.  شسته شدند  g×300 دقيقه و در دور      10بار به مدت    

ورت بـه ص ـ  بافر فلوسـيتومتري      سي  سي 1سلولي حاصل در    
وص ـهاي مخـص    و پس از انتقال به لوله      درآمد   سوسپانسيون

 منظـــور آنـــاليز بـــه وســـيله دســـتگاه ري، بـــهتفلوســـيتوم
ــيتومتري ــرار  (Partech, Germany)فلوس ــتفاده ق ــورد اس  م

-16آوري شده پس از كـشت        سلولهاي دندريتيك جمع  . گرفت
 و دو بـار بـا       مـولار    ميلـي  PBS-EDTA 5بار با    ساعته، يك  14

PBS درجـــه ســـانتي گـــراد و در دور 4  دمـــايدر g× 340  
 محلول رويي بدقت و     ،پس از آخرين سانتريفوژ   . شسته شدند 

 107 روي   ،بطور كامل خارج شد و غلظت سلولهاي دنـدريتيك        
 ميكروليتــر از 30. تنظــيم شــد PBSليتــر  ســلول درهــر ميلــي
به صورت زير پوسـتي     )  سلول   3×105(يسوسپانسيون سلول 

سـه گـروه از سـلولهاي       . به كف دست موشها تزريـق گرديـد       
 و يـك گـروه نيـز بـه           بودند دندريتيك با آنتي ژن مواجه شده     

  . با آنتي ژن مواجه نشده بود،عنوان كنترل منفي
ولهاي دندريتيك پـالس شـده      به منظور بررسي توانايي سل        

 اختـصاصي، مطـابق     Tهـاي    سـيت ژن در تحريـك لنفو     با آنتي 
ك ــ ـروز پس از تزريـق سـلولهاي دندريتي        Inaba)13(  ،5 روش

 و  ندخـارج شـد    Brachialاوي  ــغدد لنف به كف دست موشها،     
د، به اين ترتيب كـه      ــكشت داده شدن   Conalbumin ژن با آنتي 

ــاوي پــس از خــا  رج شــدن در شــرايط اســتريل، در  غــدد لنف
در چهـار گـروه     مـولار     لـي  مي PBS-EDTA 5هاي حاوي    پليت

ردن سـلولها و    ــ ـبه منظور خـارج ك    . جداگانه قرار داده شدند   
 ند لـه شـد    ،دد لنفاوي ــي، غ ــك سلول ــون ت ــتهيه سوسپانسي 

عبور داده  الك سلولي   سوسپانسيون سلولي بدست آمده از      و  

به مـدت   مولار     ميلي PBS-EDTA 5 در   ، حاصل سلولهاي .شد
گــراد   درجــه ســانتي4دمــاي  در  وg ×340 دقيقــه بــا دور 10

 .شـسته شـدند    PBS بـار بـا      2 مجـدداً    سـلولها  .شسته شـدند  
س ــپ.  شمارش شده و ميزان حيات آنها تعيين گرديد        ،سلولها

 ه شستشو، مايع رويي به دقت خارج شـد و         ـن مرحل ــاز آخري 
 ــ   )Click)Sigma, USAردن محــيط كــشت پــس از اضــافه ك

 3×106 روي ، گروه4ك از حاوي سرم، غلظت سلولها در هر ي   
به هر حفـره ميكروپليـت      . سلول در هر ميلي ليتر تنظيم گرديد      

 ر از سوسپانسيون سـلولي    يت ميكرول 100،  )ته صاف ( خانه 96
ژن مورد نظر با غلظت       آنتي .اضافه شد )  سلول 3×105معادل  (

 Clickبـا محـيط كـشت       ر  ليت ـ  ميكروگـرم در ميلـي     200نهايي  
هـــاي  ليتـــر از آن بـــه حفـــره ميكرو100 مخلـــوط و ،لمـــكا

  .ميكروپليت اضافه شد
 و  ندانجام شد  )Triplicate(گانه  صورت سه   ها به   تمام كشت     

ژن، فقط محيط كـشت       جاي آنتي ه   ب ،هاي كنترل منفي    در حفره 
بــراي بررســي صــحت سيــستم . اضــافه گرديــد Clickكامــل 

 ,PHA)phytohemagglutinin)(Gibco ،كشت، بـه سـه حفـره   

England( اضـافه شـد   ليتـر     ميكروگـرم در ميلـي     5غلظـت   ا   ب. 
 درجـه   37  بـا دمـاي     ساعت در انكوبـاتور    80ها به مدت      پليت

پــس از مــدت  و انكوبــه شــدند CO2% 5گــراد حــاوي  ســانتي
 وــ ـن راديواكتي ــ ـتيميديميكروكـوري    1مذكور، به هر حفـره      

)3H-Thymidine()Amersham,U.K(،هـــاي  اضـــافه و پليـــت 
، CO2 ساعت ديگر در انكوبـاتور  16-18كشت سلول به مدت     

آوري شـده و ميـزان جـذب         س سلولها جمـع    سپ .ندانكوبه شد 
 Counter β)Wallac–تيميــدين نــشاندار بــه وســيله دســتگاه

 CPM=Count per(بــه صــورت شــمارش در دقيقــه ) 1410

minute(گيري شد  اندازه.   
ه ها بـا انجـام آزمايـشات اولي ـ        ابتدا تيتر مناسب آنتي بادي        

بـادي    آنتي (Captureبادي    آنتي سپس   ،تيتراسيون تعيين گرديد  
در بـافر   (Pharmigen, USA) )موشـي  IFN-γمنوكلونال ضد 

Coating)   هاي   و حفره شد   رقيق   1:250به نسبت   ) بافر فسفات
 درجـــه 4  دمـــاي ميكروليتـــر از آن در100ميكروپليـــت بـــا 

  ســپس.شــدندپوشــيده  Overnightصــورت   گــراد بــه ســانتي
-PBS( و بـا بـافر شستـشو       ندهاي ميكروپليت خالي شـد        حفره
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Tween 20( ،5  بعـد از شستـشوي   . ند بار شستـشو داده شـد
ها توسط دستمال كاغـذي جـذب       آخر، مايع باقيمانده در حفره    

   .شد
 ميكروليتـر از بـافر      200به هر حفـره     ،  blockingبه منظور       

ت يـك  اضـافه شـد و ميكروپلي ـ   (PBS-FCS %10)رقيق كننده
ــه شــد   ــشگاه انكوب  ســپس ،ســاعت در درجــه حــرارت آزماي

ــره ــد   حف ــالي ش ــت خ ــاي ميكروپلي ــابقنده ــالا  روش و مط  ب
، 1000،  2000هـاي     استانداردها شامل غلظـت    .شستشو شدند 

-IFNاز  ليتر،    رم در ميلي  پيكوگ 3/31 و   5/62،  125،  250 ،  500

γ          ميكروليتـر از هـر      100 و   ند در بافر رقيـق كننـده تهيـه شـد 
هـاي مربوطـه اضـافه        صورت دوتـايي در حفـره       ستاندارد به ا

   .گرديد
در ) هــا مــايع رويــي كــشت لنفوســيت (هــا همچنــين نمونــه    

ــايي اضــافه شــد2صــورت  هــاي مربوطــه بــه حفــره در . ند ت
 ميكروليتر بافر رقيق كننده اضـافه       100فقط   هاي بلانك     حفره

ــد ــت و گردي ــدت   پلي ــه م ــا ب ــرارت  2ه ــه ح ــاعت در درج  س
 تخليـه و شـسته      ،هـا   حفره سپس همه    يشگاه انكوبه شدند  آزما
بادي منوكلونـال ضـد       آنتي(Detectionبادي    آنتيآنگاه  . شدند

IFN-γ    موشي كونژوگـه بـا بيـوتين((Pharmigen , USA)  و 
توأماً  )HRP)Horse reddish peroxydaseاويدين كونژوگه با 

 100 و ند در بــافر رقيــق كننــده رقيــق شــد1:250بــه نــسبت 
  .ها اضافه گرديد ميكروليتر از محلول حاصله به تمام حفره

ــت    ــا ميكروپلي ــه مه ـــ ب ــرارت  1دت ـ ــه ح ــاعت در درج  س
 بار با بافر    7 تخليه و    ،ها  حفرهند، سپس   آزمايشگاه انكوبه شد  

  ميكروليتــر محلــول سوبــسترا100 .شستــشو شــسته شــدند
Tetramethyl benzidine(TMB)] و Hydrogen Peroxide 

[(Pharmingen, USA)  ــره ــام حفـ ــه تمـ ــا بـ ــافه و ،هـ  اضـ
 به مدت نيم ساعت در درجه حرارت آزمايشگاه         ها  ميكروپليت

 ميكروليتر محلـول    50ر حفره   به ه  .ندو در تاريكي انكوبه شد    
 اضافه گرديـد  )  نرمال 2اسيد سولفوريك   (كننده واكنش  متوقف

نـانومتر   570 و   450ها در دو طول مـوج         جذب نوري حفره  و  
 گيـري   مشابه با انـدازه    دقيقاً ،IL-10 گيري   اندازه .ت گرديد قرائ

IFN-γ  بـا  نتايج بدست آمده    تجزيه و تحليل آماري      .انجام شد
بـراي   .انجام شـد   Excelو   SPSSافزار آماري     استفاده از نرم  

ه از روشهاي غيرپارامتريك     ــها در اين مطالع     مقايسه ميانگين 
(Mann-whitney test) حدود اطمينان در تمـامي   .شد استفاده

دار    معني 05/0كمتر از    Pدر نظر گرفته شد و      % 95آزمايشات  
   .محسوب گرديد

  
  ها يافته

 سلولهاي حاصـل از هـضم آنزيمـي         ،همانطور كه ذكر شد       
 ، بـا هـدف جداسـازي سـلولهاي تـك            Balb/cطحال موشهاي   

هسته اي كم چگال، روي محيط گراديـان غلظـت نـايكودنز بـا         
ــالي  ــل% 2/12چگ ــ. شــدندمنتق ــه ط ــل %3-6ور متوســط  ب  ك
 جـدا   ،هاي طحال پس از بـردن روي محـيط گراديـان           لكوسيت

 2پـس از كـشت      . بـود % 92-95حيـات آنهـا     ميـزان   شدند كه   
ســاعته و حــذف ســلولهاي غيــر چــسبان، خلــوص ســلولهاي 

 سـاعته،   14-16پس از كشت    . رسيد % 80دندريتيك به حدود    
بـه حالـت شـناور درآمـده و          شـده    سلولهاي دنـدريتيك بـالغ    

متوسـط حـدود     ورــ ـال بط ــ ـر طح ــاز ه . دــآوري شدن  جمع
بررسي خلـوص ايـن     .  سلول دندريتيك بدست آمد    5-3 × 105

سلولها با استفاده از فلوسيتومتري نشان داد كه خلوص آنهـا          
با توجه به بيان شاخص سلولهاي دندريتيك در مـوش يعنـي             

CD11c ، 1دار شماره نمو( بود% 92 ± 2حدود( .  
ط مختلف بالغ شـده بودنـد        كه درشراي   دندريتيك سلولهاي    

، در حـضور سـرم مـوش غيـر           حضور سرم موش حامله    در[
، پـــس از ])FCS)Fetal calf serumحاملـــه و در حـــضور 

 به سه گروه متفـاوت از موشـها تزريـق    ،ژن گذاري با آنتي  بار
تيك كـه در     سلولهاي دنـدري   ،به يك گروه از موشها نيز     . شدند

 بدون بـار گـذاري      ،حضور سرم موش حامله بالغ شده بودند      
 روز پـس از تزريـق سـلولهاي         5.  تزريـق گرديـد    ،ژن با آنتـي  

و سلولهاي غـدد    ند   غدد لنفاوي ناحيه اي خارج شد      ،دندريتيك
 و ميــزان تكثيــر ســلولها ندلنفــاوي بــا آنتــي ژن تحريــك شــد

نـشان داد   مجزا    آزمون 5نتايج حاصله از    . گيري گرديد  اندازه
 حاملـه   موشهاي دندريتيك با سرم     سلولهايكه مجاور كردن    
سركوب توان ايـن سـلولها در        موجب   ،%5/2آلوژن در غلظت    

 T يها  ژن در لنفوسيت    پاسخ تكثيري اختصاصي به آنتي    القاء  
  . )2 شماره نمودار()=000/0P(گردد مي
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ان تكثير سلولهاي غدد لنفاوي چهار مقايسه ميز -2نمودار شماره 

ژن،  گروه موش ايمن شده با سلولهاي دندريتيك بارگذاري شده با آنتي
  )LTT)Lymphocyte transformation testطي آزمايش 

بـه ترتيـب از     . انـد      ـ سلولهاي دندريتيك در چهار گروه جداگانه مورد بررسي قرار گرفتـه            
به هنگـام بارگـذاري     ) ژن  آنتي+ حامله  ( در گروه اول   سمت چپ به راست سلولهاي دندريتيك     

بـا سـرم غيرحاملـه مجـاور        ) ژن  آنتـي + غيرحامله  (ژن با سرم حامله و در گروه دوم         با آنتي 
 FBS بـا    ،ژن  آنتـي بـا   اين سلولها به هنگـام بارگـذاري        ) ژن  آنتي+FBS(در گروه سوم  . شدند

  سلولهاي دندريتيك بدون بارگذاري)ژن حامله ـ آنتي (همچنين در گروه چهارم. مجاور شدند
سلولهاي مذكور به كف دست موشها تزريـق شـده،          .  با سرم حامله مجاور شدند     ،ژن   آنتي با

كـشت داده  ) منفـي (ژن اي، خارج و در حضور يا غيـاب آنتـي    روز غدد لنفاوي ناحيه  5پس از   
ــدازه   . شــدند ــو ان ــدين راديواكتي ــا اســتفاده از تيمي ــر ســلولها ب ــزان تكثي ــ مي ــدگي . ري گردي
  .اند  آزمايش مستقل بدست آمده5 از ،)ميانگين±انحراف معيار(نتايج

    ـ تيمار سلولهاي دندريتيك با سرم موش حامله موجب سركوب شديد تـوان ايـن سـلولها                 
 در مقايـسه بـا سـرم مـوش غيـر            Tهـاي     ژن در لنفوسيت    در القاء پاسخ اختصاصي به آنتي     

  ).p=000/0(حامله گرديد

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  

ــزان      ــروه SI و CPMمي ــاي كنت گ ـــه ـــرل يعنـ ـــي گـ روه ـ
ك ـ دندريتي ـ ايـسلوله ـه آنهـا    ـه ب ـ ــ ـي ك ــ ـموشهاي(غيرحامله

ژن در مجـاورت سـرم مـوش غيرحاملـه،            پالس شده با آنتـي    
 سلولهايي كه به آنها     موشهاي(FBSگروه   و) تزريق شده بود  

تزريـق  ،  FBSژن در مجـاورت       دندريتيك پالس شده بـا آنتـي      
 78/20 ±20/2 و 2/98552±38/2923بــه ترتيــب ) شــده بــود

 25/16±62/1 و     90437 ±81/1892براي گـروه غيرحاملـه و       
 در حالي كه پس از اضـافه كـرن سـرم            ،بود FBSبراي گروه   

ــا غلظــت   ــه ب ــزان ، % 5/2حامل ــه   SI و CPMمي ــب ب ــه ترتي ب
 نمـودار ( كاهش پيدا كـرد    04/6±58/50 و   2/32002 83/2156±
  .)2 رهشما
 دنـدريتيك بـا سـرم حاملـه بـدون           سـلولهاي مجاورسازي      

 نمـودار ( غدد لنفاوي نداشت   سلولهايژن، تأثيري بر تكثير       آنتي
هـــاي   لنفوســـيت(SI)س تحريـــككانـــد مقايـــسه .)2 شـــماره

 سـلولهاي ژن پـس از حـساس شـدن بـا             اختصاصي به آنتـي   
 ژن و مجاور شده با غلظـت        دندريتيك بارگذاري شده با  آنتي     

 نيز اختلاف آماري معنـي داري        سرم حامله و غيرحامله    5/2%
را بـين    SIاختلاف    3  شماره نمودار ). P=000/0(را نشان داد  

  . دهد دو گروه حامله و غيرحامله نشان مي

  . بر سطح سلولهاي دندريتيك خالص شده از طحالCD11cبررسي بروز شاخص  -1نمودار شماره 
، )PE(گـه شـده بـا فـايكواريترين    ونژو كCD11cبـادي منوكلونـال اختـصاصي           ـ به منظور تأييد ميزان خلوص سلولهاي دندريتيك، ايـن سـلولها بـا اسـتفاده از آنتـي                  

اي از نمودارهـاي حاصـل از آنـاليز           شـكل فـوق نمونـه     .  و درصد سلولهاي رنگ گرفته با استفاده از دستگاه فلوسيتومتر مورد شـمارش قـرار گرفتنـد                 آميزي شدند   رنگ
 .باشدمي%92در اين نمودار ميزان خلوص سلولهاي دندريتيك. فلوسيتومتري است
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 هاي اختصاصي به لنفوسيت) SI(كس تحريكاند -3نمودار شماره 
تيك بارگذاري شده با هاي دندريژن پس از حساس شدن با سلول آنتي
ه و ــرم حاملــس% 5/2ت ـــده با غلظــاور شــژن و مج يــآنت

  هــغيرحامل
% 5/2 بـا غلظـت     ،ژن      ـ سلولهاي دندريتيك به هنگام بارگـذاري بـا آنتـي          

سرم موش حامله و غيرحامله تيمار شده و سپس به كـف دسـت موشـها                
 خـارج و در حـضور       اي،   روز غـدد لنفـاوي ناحيـه       5پـس از    . تزريق شدند 

ميزان تكثير بـا اسـتفاده از تيميـدن راديواكتيـو           . ژن كشت داده شدند     آنتي
 آزمـايش مـستقل     5از  ) ميـانگين ±انحراف معيـار  (نتايج. گيري گرديد   اندازه

  ).P=000/0(اند بدست آمده

  
 ، كه درشرايط مختلف بالغ شده بودنـد        دندريتيك سلولهاي    

گروه متفاوت از موشـها      سه   پس از بار گذاري با آنتي ژن به       
 سـلولهاي خارج و   ،  Brachialدد لنفاوي   غ  سپس تزريق شدند، 

 در چهار گروه مجزا    (Conalbumin)ژن   در مجاورت آنتي   هاآن
 غدد لنفاوي پـس  سلولهايمايع رويي كشت    . ند شد  داده كشت

ــع 96از  ــاعت جمـ ــدازه    سـ ــراي انـ ــد و بـ ــري  آوري شـ گيـ
 .تفاده قــرار گرفــتمــورد اســ IL-10و  IFN-γهــاي  ســيتوكين

ــيتوكين ــه روش    سـ ــذكور بـ ــاي مـ  Sandwich ELISAهـ
  .ندگيري شد اندازه

نشان داد كه مجاورسـازي     مجزا   آزمون   5نتايج حاصل از        
 بـا سـرم حاملـه در        ژن  در حـضور آنتـي      دندريتيك سلولهاي

مقايسه با گروه غيرحامله، سبب كاهش قابل توجه توليـد هـر            

و  IFN-γميزان توليـد   .ده بود ش IL-10و   IFN-γدو سيتوكين   
IL-10     ي كه بـه آنهـا      موشهايغدد لنفاوي   (در گروه غيرحامله

ژن در مجـاورت سـرم         دندريتيك پالس شده با آنتي     سلولهاي
 8/3447±18/77به ترتيـب    ) موش غيرحامله، تزريق شده بود    

بـود، در حـالي كـه       ليتر    پيكوگرم در ميلي   4/2120±28/131و  
 دنـدريتيك   سلولهايم حامله به كشت     كردن سر  پس از اضافه  
 غدد  سلولهايتوسط   IL-10و   IFN-γژن، توليد     به همراه آنتي  

ترتيـب    دندريتيك مذكور بـه    سلولهايلنفاوي حساس شده با     
تقليل پيـدا   ليتر    پيكوگرم در ميلي   91/38±71/0 و   69±83/2به  
نـشان داد كـه      IFN-γ/IL-10بررسـي نـسبت     . )P=000/0(كرد

روه حاملـه در مقايـسه بـا گـروه غيرحاملـه            اين نـسبت در گ ـ    
ــزايش دا ــي  شــتاف ــاري معن ــزايش از لحــاظ آم ــن اف دار   و اي

  .)4نمودار شماره ()P=004/0(بود
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 بين دو گروه حامله IFN-γ/IL-10مقايسه نسبت  -4نمودار شماره 
  و غيرحامله

م حاملـه و   بـا سـر  ،ژن     ـ سلولهاي دندريتيك به هنگام بارگذاري با آنتي       
مجـاور شـده و سـپس بـه كـف دسـت موشـها               %) 5/2با غلظت   (غيرحامله

اي، خـارج و در حـضور          روز غـدد لنفـاوي ناحيـه       5پـس از    . تزريق شدند 
 در مايع رويـي كـشت   IFN-γ و IL-10ژن كشت داده شدند و غلظت       آنتي

، محاسبه شده و    IFN-γ/IL-10نسبت  . گيري شد    اندازه ELISAبه روش   
ــروه  انحــراف (نتــايج.  حاملــه و غيرحاملــه مقايــسه گرديــد   بــين دو گ

  .)P=004/0(اند  آزمايش مستقل بدست آمده5از ) ميانگين±معيار
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  بحث
نتايج حاصل از اين مطالعه نشان داد كه توانايي سـلولهاي               

) اوسـط بـارداري   (با سرم موش حاملـه      دندريتيك تيمار شده    
ــي   در ال ــه آنتـ ــصاصي بـ ــري اختـ ــخ تكثيـ ــاء پاسـ ر ژن د قـ

 كـاهش يافتـه     ،، در مقايسه با گروه غير حامله      Tهاي   لنفوسيت
ــود ــاوي    . ب ــدد لنف ــي كــشت ســلولهاي غ ــايع روي بررســي م

موشــهائي كــه بــه آنهــا ســلولهاي دنــدريتيك پــالس شــده بــا 
Conalbumin        در  ، وتيمار شده با سرم حامله تزريق شده بود 

مقايسه با تزريق سلولهاي دندريتيك تيمار شده با سـرم غيـر      
 IL-10و   IFN-γ نشان داد كه ميزان هـر دو سـيتوكين           ،حامله

در گروه غير حامله نسبت به گـروه حاملـه افـزايش داشـت و               
 از ،در گـروه حاملـه   IFN-γ/IL-10اين در حالي بود كه نسبت    

  . تر بود غير حامله بيش
ايي كـه در دوره     انـد، فاكتوره ـ       تحقيقات مختلف نـشان داده    

ــا   مــيد، شــون بــارداري توليــد مــي تواننــد اثــرات ســركوبي ي
ــر اجــزاء مختلــف سيــست  تعــديل ــدگي ب ـــكنن ي داشــته ـم ايمن
سركوب سيستم ايمنـي مـادر در دوره حـاملگي كـه             )2(.باشند

ري جنــين نيمــه آلــوژن در بــدن او منجــر بــه تحمــل و نگهــدا
ــرا،گــردد مــي ت موضــعي و سيــستميك قابــل  از دو جنبــه اث

  .باشد بررسي مي
 ايمنـي در موضـع بـارداري تـا          هـاي   اسـخ پ   چگونگي تعديل   

حدودي شناخته شده است اما اثرات بارداري بر كـل سيـستم    
ايمني مادر به طور قطع روشن نگرديـده و گزارشـات ضـد و              

ــود دارد  ــورد آن وج ــضي در م ــي  )15و 14(.نقي ــر منطق ــه نظ  ب
 ايمني مادر در سـطح سيـستميك        هاي  پاسخرسد كه تنظيم     مي

ري دقيقـا همخـواني نداشـته باشـد       با تنظيم در موضـع بـاردا      
چون مادران طي دوره بارداري مشكل عمده اي از نظر مقابله           

و چنانچه قرار باشد سـركوب       )16(هاي عفوني ندارند   با بيماري 
 بـه   ،گـردد  ها با شدتي كه در موضع بارداري اعمال مـي          پاسخ

پـذيري   صورت سيستميك نيز صـورت گيـرد، انتظـار آسـيب          
ادران را طـي دوره بـارداري خـواهيم         زياد سيـستم ايمنـي م ـ     

هــاي  از طرفــي بهتــر شــدن عــوارض برخــي بيمــاري؛ داشــت
و از نـوع التهـابي       TH1 هـاي   پاسـخ خودايمن كـه بـا واسـطه        

نشان مي دهـد كـه تنظيمـات        ،  )17(باشند طي دوره بارداري    مي

 ايمنـي مـادر طـي بـارداري بـسيار        هـاي   پاسـخ اعمال شده بر    
      .باشند يپيچيده و در عين حال دقيق م

فاكتورهاي توليد شده دوره بارداري مي توانند با تـاثيري               
ترين اجزاء ايمني    به عنوان يكي از مهم    ،  Tهاي   كه بر لنفوسيت  

هـا بـه سـمت       گذارند باعث جهت گيري پاسـخ       مي ،اختصاصي
TH1  ياTH2 مطالعات انجـام شـده در ايـن زمينـه بـه            . بشوند

ــه    ــاكي از غلب ــده ح ــور عم ــخط ــا پاس ــركوب  TH2 يه و س
ملگي و بخـصوص در     تر مراحل حا    التهابي در بيش   هاي  پاسخ

 هـاي   پاسـخ ، امـا حـضور فعـال        )18(باشـند  موضع بارداري مي  
TH1         و  )19(طي حاملگي نيز به وسيله محققين نشان داده شده

حتي در موضـع بـارداري نيـز بـه           TH2 هاي  پاسخغلبه مطلق   
 وال قـرار گرفتـه    وسيله گروهي از محققين مورد س ـ     ه  تازگي ب 

 كه يكي از افراد صاحب نظـر در         Chaouat، به طوري كه     است
 مقالـه مـروري در      5 ، سـال اخيـر    5 در   ،باشـد  اين زمينـه مـي    

هاي مربوطه   و سيتوكين  TH2 هاي  پاسخضديت با غلبه مطلق     
  )19-22و 16(.طي حاملگي موفق به چاپ رسانده است

 هـاي   پاسـخ بـه عنـوان سـيتوكين شـاخص          IFN-γحضور      
TH1  ــين ســلولهاي ــوان )NK)Natural killerو همچن ــه عن  ب

سلولهاي مهم التهـابي در ابتـداي حـاملگي يعنـي مرحلـه لانـه        
 معتقدنـد    Chaouat اثبات شده اسـت و افـرادي چـون           ،گزيني

در دوره  TH1يــا  TH2 هــاي پاســخبايــد بحــث مطلــق بــودن 
جه ها بدون تو   بارداري را كنار گذاشت و به بررسي سيتوكين       

تـر   رسد بـيش    چرا كه به نظر مي     )20( پرداخت به پروفايل پاسخ  
از آنكه غلبه مطلق يك پاسخ موثر باشد، همكاري در پاسـخ و             

  . موثر است،تنظيم دقيق عملكرد آنها در حاملگي موفق
ــي ژن          ــه آنتـ ــصاصي بـ ــري اختـ ــخ تكثيـ ــاهش پاسـ كـ

Conalbumin              كه در اين مطالعه در گـروه حاملـه نـسبت بـه ،
ــد گــروه ــه مــشاهده گردي ــر حامل ــه حــضور  ، غي ــا توجــه ب  ب

فاكتورهاي سركوبگر متعدد در سرم حامله، بـه نظـر منطقـي            
ژن  كتورها مي توانند قدرت عرضه آنتي     مي باشد، چون اين فا    

به وسـيله سـلولهاي دنـدريتيك را از طريـق تـاثير بـر بلـوغ،                 
. مهاجرت و يا حتي تحمل زا كـردن ايـن سـلولها تغييـر دهنـد               

در گــروه  IL-10و  IFN-γتــر هــر دو ســيتوكين  بــيشتوليــد 
غيرحامله نسبت به گروه حامله نيز با توجه به اختلاف تكثيـر            
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در كـشت    Tتـري لنفوسـيت       حضور تعداد بـيش    .مشاهده شد 
سلولهاي گروه غيـر حاملـه، بـه نظـر منطقـي مـي رسـد، امـا                  

در گروه حاملـه نـسبت بـه         IFN-γ/IL-10تر بودن نسبت     بيش
 طـي حـاملگي   TH2 هـاي  پاسـخ امله با غلبه مطلق     گروه غير ح  

 در سـالهاي    ،همانطور كه ذكر شـد    .  در تضاد مي باشد    ،موفق
 در مـورد    )23(اخير تعداد مقالاتي كـه نظريـه كلاسـيك مـداوار          

را طي حـاملگي مـورد       TH2 هاي  پاسخغلبه و حكمراني مطلق     
 ؛)25و 24، 15( به سرعت در حال افزايش است،سوال قرار داده اند   

هـا طـي    و همكاران نشان دادند، مونوسيت Sacks ،جمله آن  از
 از گــــروه  IL-12حــــاملگي طبيعــــي انــــسان، ســــيتوكين 

و  Svensson )24(. را ترشــح مــي كننــد  TH1هــاي ســيتوكين
جفت گذاري بين موشـهايي كـه       كه  همكارانش نيز نشان دادند     

 منجر به حاملگي موفق مي      ،دارند IL-4و   IL-10نقص در ژن    
داد ـه تعـــو همكــارانش گــزارش كردنــد كــ Boney )26(.گــردد
تفـاوتي بـا    ،  IL-10هاي موشهاي ماده با نقـص در توليـد           بچه
نيز نتـايج    IFN-γ در مورد    )15(.هاي موشهاي طبيعي ندارد    بچه

ضــد و نقــيض بــسياري وجــود دارنــد، چــرا كــه بــسياري از 
 را در مـوارد سـقط مكـرر نـشان           مطالعات، افزايش ميزان آن   

 اما در عين حال نقـش ضـروري ايـن سـيتوكين در      )27(ندا داده
پديــده لانــه گزينــي و رگزايــي طــي آن نيــز نــشان داده شــده 

و همكارانش در مطالعه اي كه بـا روش   Matthiesen )21(.است
ISH)In situ hybridization(     صورت گرفت، نـشان دادنـد كـه
ر د IFN-γو   IL-4ين   سلولهاي بيان كننده هر دو سيتوك      تعداد

ه بـا زنــان غيرحاملــه، افــزايش  خـون زنــان حاملــه در مقايــس 
 حاضـر  اگرچه اين نتيجه تا حدودي با نتيجه مطالعـه           ؛)28(دارد

نشان  IFN-γو   IL-4 ولي افزايش برابر در مقدار       ،تفاوت دارد 
 حداقل در سطح سيستميك، انحـراف       ،مي دهد كه طي حاملگي    

ن مورد نيـز    وجود ندارد كه اي    TH1/TH2عمده اي در بالانس     
نـان بـه عفونـت در دوره بـارداري          مؤيد عدم آسيب پذيري ز    

هـاي ايمنـي     نظر مي رسد كه جهت گيري پاسـخ       ه  باشد و ب   مي
از آنچـه در گذشـته       TH2يـا    TH1در طي حاملگي بـه سـمت        

در واقـع جهـت گيـري       .  پيچيـده تـر باشـد      ،تصور مي گرديـد   
هـاي سـطح تمـاس       ژن بـر ضـد آنتـي      TH2به سـمت    انتخابي  

 و  )29( جنين در انسان و حيوان نـشان داده شـده اسـت            -درما

ك و غيـر    ـلازم نيست اين تغييـر حتمـا بـه صـورت سيـستمي            
  .ها باشد ه همه آنتي ژنــي بر عليــاختصاص

 دو ، سـلولهاي دنـدريتيك در مـوش   ،طور كه گفته شد  همان    
هـا را بـه      يدي دارند كه پاسخ   ييدي و لنفو  يزير رده اصلي ميلو   

 يكــي از )10(.سـوق مـي دهنـد    TH1و   TH2 سـمت ترتيـب بـه  
عواملي كه مي تواند روي نـوع پاسـخ القـايي بـه وسـيله ايـن                 

 و حتي جهـت عملكـرد آنهـا را بـدون            تاثير گذار باشد  سلولها  
توجه به زير رده عوض كنـد، ريـز محـيط حـاكم بـر بلـوغ و                  

 چنانكه ديده شده بسته به نـوع ريـز محـيط،            ؛عملكرد آنهاست 
 بدون توجه به زير رده، عملكردهايي كاملا متضاد         اين سلولها 

رفتـه از خـود      ه صورت متعارف از آنهـا انتظـار مـي         با آنچه ب  
  )31و 30(.نشان داده اند

 فراواني سـلولهاي دنـدريتيك در طحـال طـي           ، ديگر ألهمس    
 كـه   نـد دكتر زرناني و همكاران نشان داد     . دوره حاملگي است  

يـد طحـال    يي دندريتيك ميلو  در اواسط بارداري تعداد سلولها    
شـود    نسبت به موشهاي غير حامله كم مي       در موشهاي حامله  

يد بين دو گروه مـشاهده      يولي تغييري در تعداد سلولهاي لنفو     
تيك از طحـال   در مطالعـه حاضـر، سـلولهاي دنـدري       )9(.نگرديد

ند و در طـي بلـوغ تحـت تاثيرسـرم           موشهاي نرمال جـدا شـد     
سـرم حاملـه   رسد در اين مدت  نمي به نظر   ،حامله قرار گرفتند  

هاي سلولهاي دندريتيك جـدا شـده از         باعث تغيير در زير رده    
 اما اين احتمال وجـود دارد كـه باعـث بيـان          ،طحال شده باشد  

اي كمـك محـرك و مـؤثر در عرضـه           افتراقي بعضي مولكوله  
ه نـشان داده شـد    . ژن روي اين دو زيـر رده شـده باشـد           آنتي

لاوه بـر القـاء     ك لنفوئيد در موش ع     سلولهاي دندريتي  است كه 
را هـم دارا     TH1هـا بـه سـمت        دهي پاسخ  تحمل، توانايي جهت  

رسد كه سـرم حاملـه باعـث افـزايش            به نظر مي   )10(.باشند مي
دي سـلولهاي دنـدريتيك نـسبت بـه         كارائي زير گـروه لنفويي ـ    

گروه ميلوئيدي شده است كه ضمن مهـار پاسـخ تكثيـري            زير
و  TH1هـا بـه سـمت         هت دهي پاسخ  ، سبب ج  Tهاي    لنفوسيت

ايــن . گرديــده اســت IFN-γ/IL-10در نتيجــه افــزايش نــسبت  
ان افتراقـي مولكولهـاي     ــ ـه بي ــ ـد نتيج ــ ـتوان ي مي تغيير كاراي 

. كمك تحريكي بر سطح اين گروه از سلولهاي دندريتيك باشد         
ـــتاثي ـــ ــز محيـاوت فاكتورهـــر متف ـــاي موجــود در ري  از طـ
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هـاي    ها روي زيـر گـروه       ين ساير سيتوك  ها و   ه هورمون ــجمل
 )33و 32،  7(.سلولهاي دندريتيك، قبلا نيـز گـزارش گرديـده اسـت          

د ــــييد و ميلوــــييالگــوي مهــاجرت ســلولهاي دنــدريتيك لنفو
هــاي متفــاوتي پاســـخ  ز بــا توجــه بــه اينكــه بــه كمــوكينــــني

و ممكن است همين الگـوي متفـاوت         )34( متفاوت است  ،دهند مي
در كنار اثر سـرم حاملـه بـه عنـوان ريـز محـيط               در مهاجرت   

هـا بـوده    حاكم نيز يكي از عوامل موثر در جهت گيـري پاسـخ   
  . باشد

ا به صـورت درون     ــه  د سيتوكين ــگيري تولي  اندازهاحتمالاً      
دو گروه حاملـه و غيـر حاملـه، نتـايج            Tسلولي در سلولهاي    

بـا  . تمربوط به پروفايل سيتوكيني را روشن تر خواهد سـاخ         
توجه به نكاتي چون تاثير گذاري ريز محـيط حـاكم بـر بلـوغ               

ــدريتي   ــلولهاي دن ــرد س ــر رده وعملك ــاوت در زي ــاي  ك، تف ه
 است هاي متفاوتي كه ممكن   سلولهاي دندريتيك و عكس العمل    

ــز محــيط ــان    در ري ــوغ و بي ــزان بل ــر مي ــف از نظ ــاي مختل ه
نتـي ژن نـشان دهنـد، نيـاز بـه           هاي مهم در عرضـه آ       مولكول

  .رسد تر در اين زمينه ضروري به نظر مي هاي بيش ررسيب
  

  گيري نتيجه
مطالعه حاضر نشان داد كه سرم حامله باعث كاهش تـوان          

ژن در    آنتـي سلولهاي دندريتيك در القاء پاسخ اختصاصي به        
گردد و در ضمن باعث جهـت دادن پاسـخ         مي Tهاي    سيتلنفو

. شـود  مـي  (Th1)هاي تيـپ يـك     اين سلولها به سمت سيتوكين    
هـا در     بودن مطلق پاسخ   TH2 يا   TH1البته قضاوت در مورد     

. رسـد   منطقي به نظر نمـي     سطح سيستميك در دوره بارداري،    
آنچــه مــسلم اســت ســرم حاملــه در شــرايط مــورد مطالعــه  
توانسته است توانايي سلولهاي دندريتيك را در عرضـه آنتـي         

تحليـل   اختـصاصي تغييـر دهـد، امـا          Tهـاي     ژن به لنفوسـيت   
هـاي   توكيني مـشاهده شـده نيـاز بـه بررسـي          هـاي سـي     پاسخ
  .تري دارد بيش

  
  تقدير و تشكر

بدين وسيله نويسندگان مقاله مراتب تقدير و تشكر خود را              
شناسـي   اس محتـرم گـروه ايمنـي      از جناب آقاي فلـك كارشـن      

دانــشكده پزشــكي دانــشگاه علــوم پزشــكي ايــران بــه جهــت  
  .دارند  اليزا، ابراز ميهمكاري در انجام آزمايشات
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Abstract 
    Background & Aim: Tolerance to the semi-allogenic fetal graft by the maternal immune system is a medical enigma 
that has stimulated investigations for a half of century. Several hypotheses have been proposed to explain the tolerance of 
mother to the fetus. The successful pregnancy is proposed and proved by many scientists to be a Th2 dominant 
phenomenon. This hypothesis is proved in most aspects of feto-maternal interface, but systemic effects of pregnancy on 
immune system, are controversial. Dendritic cells (DCs) are the most potent activators of naïve T lymphocytes capable of 
tolerance induction as well as immunity. These cells can influence Th cell differentiation, by inducing Th1 or Th2 responses 
as well. Therefore DCs are one of the probable candidates which mediate immune regulation during pregnancy. The aim of 
this study was to determine if pregnant mouse serum has any effect on DCs’ functional capacity to stimulate antigen 
specific proliferation of T lymphocytes and their cytokine profile.   
    Material and Methods: In this experimental study, mid-gestational sera were obtained from allogenic pregnant Balb/c 
mice (Balb/c × C57BL/6) on days 9-11 of gestation. DCs were purified from Balb/c mice spleens through a three steps 
method including collagenase digestion of spleen tissues, selection of low-density cells by Nycodenz density gradient 
medium and plastic adherence. The purity of DCs was determined by flowcytometry, using anti CD11c antibody. DCs were 
pulsed with Conalbumin as a foreign antigen during overnight culture. In some cultures pregnant mouse sera were added 
at 2.5% final concentration. Two other groups of DCs were treated with normal mice sera and FBS, respectively. Antigen 
pulsed DCs were injected in to mice palms. Draining lymph node cells of immunized mice were cultured in presence of 
Conalbumin after 5 days and their proliferation was measured by 3H-thymidin incorporation method. IFN-γ and IL-10 
production by stimulated T cells was also measured in their culture supernatant using sandwich ELISA.  The results were 
analyzed using  non-parametric Mann-Whitney test.  
    Results: Our results showed that normal serum-treated, antigen-pulsed DCs induced a strong proliferative response of 
T cells and high levels of IFN-γ and IL-10 production. However, treatment of DCs with pregnant mouse serum markedly 
blocked their ability to induce antigen-specific lymphocyte proliferation. IFN-γ and IL-10 productions were also decreased 
by lymph node cells of mice injected with pregnant serum treated DCs.  
    Conclusion: Our results demonstrate that pregnant mouse serum has suppressive effect on DCs capacity to induce 
antigen specific proliferation and cytokine secretion by T cells. The suppressive effects of pregnant serum can be induced 
through HLA-G, IL-10, PGE2, progesterone and several other factors, existing mostly at the feto-maternal interface but 
because of their overflow can be found in the serum as well. However, determination of the exact mechanism underlying 
this phenomenon needs more investigation. 
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