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، كـه در كاتابوليـسم تريپتوفـان        (IDO)  دي اكـسيژناز   3و2اند كه بيان آنزيم ايندول آمين        مطالعات اخير نشان داده    :هدف زمينه و 
سـلولي  ن سلولي و برون     هاي درو  ر ارگانيزم همچنين حفاظت در براب    نقش دارد، براي القاي تحمل ايمونولوژيك مادر عليه جنين و         

 در آنـدومتر مـوش و مقايـسه         IDOاين پژوهش، يك مطالعه تجربي است و هدف از انجـام آن بررسـي بيـان ژن                  . ضروري است 
   ،با توجه به نقش ايـن آنـزيم در بقـاي جنـين نيمـه بيگانـه      . ميزان بيان ژن اين آنزيم در فازهاي مختلف سيكل استرس موش است        

   در مطالعـات كـاربردي در خـصوص علـل ايمونولوژيـك سـقط جنـين         اي پايـه بـه عنـوان   توان  از نتايج حاصله از اين پژوهش مي  
  .استفاده كرد

استروس مورد بررسـي    چهارگانه سيكل    اي ماده طي فازهاي   ه  در آندومتر موش   IDO بيان ژن    ة حاضر در مطالع  :روش بررسي 
آنـدومتر از سـاير   ،  در هـر فـاز     . طريق بررسي سيتولوژي اسـمير واژينـال تعيـين گرديـد           فازهاي سيكل استروس از   . قرار گرفت 

 وIDO  بـا اسـتفاده از پرايمرهـاي اختـصاصي      نيمه كمي وRT-PCR  به روشIDO mRNAبيان نسبي  هاي رحمي جدا و قسمت
mGAPDH  به عنوان ژنHouse keeping ي قطعه تكثيـر يافتـه بـه دو قطعـه      ويژگي واكنش از طريق هضم آنزيم.گيري شد اندازه

  . تاييد گرديد  جفت باز259و 138
هاي ماده طي تمامي فازهاي سيكل استروس بيـان   در آندومتر موش IDO عه براي نخستين بار نشان داد كه   نتايج اين مطال   :نتايج

   .)>001/0p (در رسيدر فاز دي استروس به كمترين مقدا بيان اين ژن در فاز استروس به بالاترين حد و. شود مي
 ابزارهاي  يكي ازحاكي از نقش احتمالي اين آنزيم به عنواناستروس در آندومتر موش طي فازهاي سيكل  IDO بيان :گيري نتيجه

 آميزش جنسي فقـط     ،همچنين با توجه به اينكه در موشها      . باشد سيستم ايمني ذاتي در حفاظت كانال توليد مثل در برابرعفونت مي          
در القـاي تحمـل     يـك راهكـار مهـم       توانـد بـه عنـوان         در اين فاز مـي     IDOشود، بيان سطح بالاي آنزيم       يروس انجام م  در فاز است  

  . عمل كندايمونولوژيك مادر عليه جنين 
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  زمينه و هدف
اخيـراً از سـوي بـسياري از        هـايي كـه      مسيكي از مكاني ـ  

 و تحمل ايمونولوژيك بارداريدر مورد موفقيت  محققين  
مورد توجه قرار گرفتـه     مادر در برابر جنين نيمه بيگانه       

دي اكـسيژناز    3و2دول آمـين    اين ـآنـزيم   ژن  است، بيان   
(IDO)1   1-4(باشـد     نـين مـي   ج -مـادر   در سطح تماس(. 
ــزي ــه   ،IDOم آن ــرده و آن را ب ــاليز ك ــان را كات    تريپتوف

N-  كنـد    ين تبديل مـي   ن سپس كينور   و 2ينن فورميل كينور
)5(. IDO       از طريق كاتابوليسم تريپتوفان، موجب كاهش 

ســـطح ايـــن اســـيد آمينـــه شـــده و در نتيجـــه تكثيـــر 
ــان   Tهــاي  لنفوســيت ــه حــضور تريپتوف ــسته ب ــه واب  ك

هـاي    ر متابوليـت  ديگ ـاز طـرف    . شـود   باشد مهار مـي     مي
 نقش دارند   Tهاي    تريپتوفان نيز در مهار تكثير لنفوسيت     

ــضور    .)6( ــه در حـ ــت كـ ــده اسـ ــشان داده شـ   IDOنـ
 تـرين فـاز سـيكل     قادر به گذر از ابتدايي    Tهاي    لنفوسيت
ــسيم ــزان  ).7 (باشــند  ســلولي نمــيتق ــر آن مي  عــلاوه ب

 افــزايش IDO نيــز در حــضور  Tهــاي  آپوپتــوز ســلول
  ).8(يابد  مي

ترين محرك شناخته شـده        قوي IFNγ(3(اينترفرون گاما   
 شـواهدي وجـود دارد      .)9(باشد     مي IDOبراي القا بيان    
ژن نظيـر     كننـده آنتـي    هـاي عرضـه    سـلول مبني بر اينكه    

 IDOهاي دندريتيك از طريق توليـد        ماكروفاژها و سلول  
 IDOمهـار    .)10(كننـد      را مهار مي    Tهاي    تكثير لنفوسيت 

هـاي   متيل تريپتوفان از اثرات مهـاري سـلول        -1توسط  
ممانعـت   Tهـاي     ژن بر روي لنفوسـيت      كننده آنتي  عرضه

هـاي دنـدريتيك منبـع       ماكروفاژها و سـلول    .)11(كند    مي
هـاي دنـدريتيك      سلول .)12،11( هستند   IDOاصلي بيان   

ــان IDOطحــال مــوش  ــد مــي را بي ــر دو .كنن    اگرچــه ه
هاي دندريتيك آنزيم    زيرردة لنفوئيدي و ميلوئيدي سلول    

IDO   فعال اين آنـزيم در     شكل  فقط   ولي   ؛كنند   را بيان مي
. )13(شــود  مــيبيــان  (+CD11c+CD8α) ردة لنفوئيــدي

                                                 
1- Indoleamine 2,3- Dioxygenase  
2- N- Formylkynurenin 
3- Gamma Interferon 

هاي امن    در بسياري از مكان    IDOهاي بيان كننده     سلول
 نظيـر تيمـوس، اپيديـديم، جفـت و اتاقـك            سيستم ايمنـي  

ر  بنـابراين بـه نظ ـ     .)14-17( قدامي چـشم وجـود دارنـد      
 رسد كه اين سلولها مسئول القاء تحمل ايمونولوژيـك          مي

ــان ــوق در مك ــاي ف ــذكر باشــند ه ــات . ال  و Munnمطالع
Mellorــش     راه ــه نق ــشاي اولي ــوژيIDOگ   در ايمونول

هـاي   در مـوش   IDO آنها نشان دادنـد كـه        .بودبارداري  
 بـارداري در سـطح   5/9 تـا  5/7 آلوژنيـك از روز     باردار

 IDO و تزريق مهاركننـده      شده جنين بيان  تماس مادر و  
 سبب سقط   باردارهاي    متيل تريپتوفان به موش    –1 يعني

رسـد كـه       بنابراين به نظـر مـي      .)1(شود    تمام جنينها مي  
IDO    بقاء جنـين نيمـه بيگانـه       هاي اصلي     مكانيزم يكي از
 سـيكل  ،اساس بارداري در جوندگاني نظير مـوش   . باشد

 بــارداريگيــري و   چــرا كــه جفــت؛باشــد اســتروس مــي
) نـه سـاير فازهـا    و(متعاقب آن فقـط در فـاز اسـتروس        

 با توجه به ايـن مهـم و نقـش مهاركننـدگي     .افتد  اتفاق مي 
 IDOاين انتظار وجود دارد كـه بيـان          ، IDOايمني آنزيم   

 بـه   .در فازهاي مختلف سيكل اسـتروس متفـاوت باشـد         
ــزيم    ــان آن ــژوهش بي ــن پ ــور در اي ــين منظ  در IDOهم

 RT-PCR4يكل اسـتروس بـه روش       فازهاي مختلـف س ـ   
  .نيمه كمي مورد ارزيابي قرار گرفت

  
  روش بررسي

 مـاده   5هـاي همخـون     مـوش  : حيوانات مـورد مطالعـه     –1
 هفتـه از انـستيتو پاسـتور    8 –12 با سن  BALB/Cنژاد

خريداري و در شرايط بهداشتي مناسب و شـرايط   ايران  
 سـاعت روشـنايي بـدون       12 ساعت تاريكي و     12نوري  
 كليه آزمايشات تجربي    .يت غذايي نگهداري شدند   محدود

شـكي  زانجام شده در اين پژوهش توسط كميته اخلاق پ        
ــشكدة در  ــنپژوه ــكي     آوري ف ــوم پزش ــوين عل ــاي ن ه

  .يد گرديديسينا تأ ابنـ  جهاددانشگاهي

                                                 
4- Reverse Transcriptase- Polymerase Chain Reaction 
5- Inbred   
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ــتروس   -2 ــيكل اس ــاي س ــين فازه ــيكل   :تعي ــل س مراح
استروس براي هـر مـوش بـا بررسـي اسـمير واژينـال              

بـراي   PBS1  از μl20اي ايـن كـار حـدود         بـر  .تعيين شد 
مـورد  واژن بـا بكـارگيري يـك سـمپلر          شستشوي آرام   

 .تهيـه گرديـد   يك اسـمير مرطـوب        و قرار گرفت استفاده  
مراحـــل ســـيكل اســـتروس بـــا توجـــه بـــه نـــسبتها و 

 موجود در لتليا هاي اپي لوكوسيتها و سلولمورفولوژي 
تعيـين   نـوري  پ ميكروسـكو  400 ×اسمير با بزرگنمايي    

   واژينـال   ريمبراسـاس سـيتولوژي اس ـ     هـر حيـوان      .شد
ــاز   ــار ف ــي از چه ــت  در يك پرواســتروس، اســتروس، م

 برخــي از .بنــدي شــد اســتروس و دي اســتروس طبقــه
. ديــدرآميــزي گ بــا روش پاپــانيكلا رنــگاســميرها نيــز 

هـايي كـه داراي دو سـيكل متـوالي بودنـد، جهـت               موش
  . بعدي انتخاب شدند  هاي بررسي

پس از تعيين فاز استروس،      :هيه نمونه بافت آندومتر   ت –3
هاي رحمـي آنهـا در شـرايط         موشها كشته شدند و شاخ    

 PBSرحم با حجم زياد بافر     سپس   .استريل خارج گرديد  
ــور    ــز از مح ــي ري ــنس و قيچ ــد و توســط پ  شــسته ش

 بافـت آنـدومتر توسـط تيـغ         . باز گرديد  2مزومتريال  آنتي
اشـيده شـد و قطعـات       اسكالپل بـه آرامـي و بـا دقـت تر          

ــت ــول   بدســ ــله در محلــ ــده بلافاصــ    RNA-Bee آمــ
(Biosite, Sweden)  جهت استخراجRNA  گرديدمنجمد.  

بافــت  :هــاي بافــت آنــدومتر  از نمونــهRNA اســتخراج –4
 Pellet Pestel توسـط  RNA-Beeمـوردنظر در محلـول   

(Sigma, USA) ســـپس كلروفـــرم .يكنواخـــت گرديـــد 
(Sigma, USA)   بـه آن  ) حجمـي % (10يي  بـا غلظـت نهـا

  بعـد از   ميكروتيـوب   . شـدت تكـان داده شـد      ه  اضافه و ب  
   g18000بـا دور    ،   درون ظـرف يـخ     ه شدن  دقيقه انكوب  5

صــفر درجــه ســانتريفوژ دمــاي   دقيقــه در10بــه مــدت 
آوري شد و با      فاز بالايي به آرامي با سمپلر جمع      . گرديد

ــل   ــساوي از ايزوپروپان ــم م  (Merck, Germany) حج
 مخلوط حاصل به مدت حداقل يك ساعت        .ط گرديد مخلو

                                                 
1-Phosphate Buffered Saline 
2- Antimesometrial 

درون فريزر قرار داده شد و بعـد از گذشـت ايـن زمـان            
 محلـول   .مجدداً با همان شرايط قبلي سـانتريفوژ گرديـد        

د و  ش ـ خارج    ميكروتيوبرويي با واژگون نمودن سريع      
ــودة  ــاقي   RNAت ــوب ب ــف ميكروتي ــد  در ك ــراي .مان  ب

 ml1 وپروپانل، و خارج شدن كامل ايز     RNAشستشوي  
 به مـدت    g 18000به آن افزوده شد و با دور        % 75اتانل  

ــه در20 ــاي   دقيق ــانتريفيوژ C4 °دم ــد س ــل .گردي  اتان
نيز خـارج شـد و پـس از خـشك شـدن تـودة               باقيمانده  

RNA    به آن ،μl50-20) به انـدازة تـودة       توجه با RNA (
 . در آن حـل شـود      RNAآب مقطر استريل اضافه شد تا       

تخراج شــده تــا زمــان اســتفاده بعــدي  اســRNAســپس 
  . گرديدمنجمد

  مخلوطي شـامل    : استخراج شده  RNAاز   cDNA 3 تهيه   –5
μl4از )x5((Fermentas, Lithuania) Reaction buffer  ،
μl 3 از )mM5(mix  dNTP4(Roche, Switzerland)، μl1 
 μl1و  M 20 (Random-Hexamer (GE, Sweden)( از

 ,M-MuLV (Fermentas وس رونويــسي معكــاز آنــزيم

Lithuania)     ــا آب مقطــر تهيــه گرديــد و حجــم نهــايي ب
   در دمـاي     RNA از نمونـة     μl10 . رسيد μl10استريل به   

° C65   ه شـد و بلافاصـله   داد دقيقـه حـرارت   7به مـدت
الــذكر بــه   از محلــول فــوقμl10 .گرفــتروي يــخ قــرار 

 اضـافه گرديـد و بعـد از         RNAميكروتيوب داراي نمونة    
ــانتريفوژ،  ــايكلر  س ــتگاه ترموس  ,Eppendorf)در دس

Germany) ساعت در دماي 1 به مدت ° C42   قـرار داده
   بدسـت آمـده بـا آب مقطـر اسـتريل            cDNA سپس   .شد

 –C20 °  در دمـاي ر رقيـق و در فريـز  7 بـه  2به ميـزان  
  .قرار داده شد

   ابتـــدا در : (PCR) از اي پليمـــر واكـــنش زنجيـــره  –6
 μl5/2صـورت جداگانـه مخلـوطي از        دو ميكروتيوب به    

) mM 25 ( از PCR x10(Roche,Switzerland)  ،μl2 بافر
MgCl2 (Roche,Switzerland)،μl1)mM10(dNTP mix 

(Roche, Switzerland) وμl2/0آنـــــزيم  Taq DNA 
                                                 
3- Complementary DNA 
4- Deoxy Nucleotid Three Phosphate  
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گرديد و به يكي از  تهيه (Roche, Switzerland)مراز  پلي
 و Reverse از هر كـدام از پرايمرهـاي         μl1ميكروتيوبها  

Forward  ــزيم ــژه آن ــت  (IDO وي ــا غلظ ــه ) μM5 ب و ب
 mGAPDH1 از پرايمرهاي آنـزيم      μl1ميكروتيوب ديگر   

اضافه گرديد و با آب مقطر استريل بـه         ) μM5با غلظت   (
 رقيـق   μl1 cDNA سپس   .رسانده شد  μl24حجم نهايي   

 در  PCR .از ميكروتيوبها افـزوده گرديـد     شده به هر يك     
 40 در سـپس  و  دقيقه2به مدت  C94 °شرايط حرارتي 

 30 بـه مـدت   C57 ° ثانيـه،  30بـه مـدت    C94 ° سيكل  
بـه   C72 ° ثانيـه و بـدنبال آن  30 به مدت C72 °  وثانيه

جهت انجام .  انجام گرديد IDOپرايمر    دقيقه براي  7مدت  
PCR براي mGAPDHصورت زير عمل شده  ب: ° C94 

 30به مـدت   C94 °  سيكل30 در  دقيقه، سپس3به مدت 
 ثانيـه  30 به مدت C72 ° ثانيه و 30 به مدت C60 °ثانيه، 

 پرايمرهـاي  تـرادف  . دقيقه7 به مدت C72 °و بدنبال آن، 
و بـراي   ) نداي فـن راه، ايـران      (IDOمورد استفاده براي    

mGAPDH (CyberGene, Sweden) به شرح زير بود:  

   : مــوشصــفاقي  در ماكروفاژهــايIDO ژن  القــاء بيــان–7
 از ماكروفاژهـاي    ،IDOه عنوان كنترل مثبـت بيـان ژن         ب

 (IFNγ) اينترفـرون گامـا      صفاقي موش و تيمار آنهـا بـا       
(Sigma, USA)بــراي ايــن كــار پــس از . اســتفاده شــد 

 اسـتريل بـه ناحيـه       PBS از   ml5كـردن حيـوان،     نخاعي  
 .گرديـد آوري    هـاي ناحيـه جمـع      ي تزريق و سـلول    قصفا
 در محـيط    60 × 15يـت   هاي بدست آمده در دو پل      سلول
% 10حــاوي  RPMI-1640 (Sigma, England) كــشت

ــاوي    ــين گ ــرم جن  2 (Invitrogen, England)(FCS)س
هـــاي   بعـــد از دو ســـاعت ســـلول.داده شـــدندكـــشت 

شستـشو  ) C37 °(گـرم   RPMIغيرچـسبان، بـا محـيط    

                                                 
1- Mouse-Glycer Aldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase 
2- Fetal Calf Serum  

هــاي ماكروفــاژ بــا توجــه بــه  خلــوص ســلول .گرديدنــد
فــاز كنتراســت مرفولــوژي آنهــا در زيــر ميكروســكوپ 

سـپس بـه يكـي از       .  برآورد گرديد  %80بررسي و حدود    
 كامـل حـاوي     RPMIپليت ديگر    كامل و به     RPMIپليتها  
U/ml 1000   بعـد از گذشـت     . گاما اضافه شـد    اينترفرون
آوري و    جمـع  3خراشگر سلولها توسط    ، ساعت 48زمان  

 سـپس  از سلولها تهيـه گرديـد و   RNAپس از شستشو،  
cDNA   بيـان ژن    در پايـان      و ه شـد   از آنها تهي ـIDO   بـا 
  . بررسي گرديدPCRتكنيك 

ــان   تخلــيص ســلول –8 ــاي بي ــدريتيك و الق    IDOهــاي دن
هـاي دنـدريتيك طحـال مـوش بـه عنـوان              سلول :در آنها 

  .  مورد استفاده قـرار گرفتنـد      IDOكنترل مثبت دوم بيان     
  هــاي دنــدريتيك طحــال مــوش  ســلولبــه همــين منظــور 
منتـشر  محققـين مقالـه حاضـر       وسط  با روشي كه قبلاً ت    

ــد)17(شــده اســت  ــيص گردي ــ. ، تخل ــور خلاصــه،  هب   ط
 در شـرايط    آنهـا ، طحـال    موشـها پس از نخاعي نمـودن      
   بــا D طحــال بــا محلــول كلاژنــاز .اســتريل خــارج شــد

ــت     DNaseI و mg/ml 5/0 (Roche, Germany)غلظــــ
 . پرفيـوز شـدند  μg/ml30 (Roche, Germany)با غلظـت  

آوري و در مجاورت يخ قرار       حاصل جمع  سوسپانسيون
. سپس طحال با قيچي به قطعات ريز خرد شـد          .داده شد 

 mg/ml 2/1 با غلظـت     Dهضم آنزيمي با محلول كلاژناز      
   CO2نكوبـــاتور ا در μg/ml 30 بـــا غلظـــت  DNaseو 

  هــضم شــده بافــت . شــد دقيقــه انجــام 35-45بــه مــدت 
سـلولي  عبور داده شد و سوسپانـسيون        از غربال فلزي  

از مرحله قبـل مخلـوط      هاي بدست آمده     سلولحاصل با   
  مخلــوط ســلولي بدســت آمــده دوبــاره بــا       .گرديــد

PBS   ــلول ــوب س ــد و رس ــسته ش ــرپ   ش ــي پ ــا اپت    4ب
(Axis-Shield, Oslo, Norway) 15%) gr/ml 085/1=d( 

پـرپ    روي مخلوط حاصـل محلـول اپتـي        .مخلوط گرديد 
ضــافه بــه آرامــي اCMF-HBSS5س محلــول پو ســ% 12

                                                 
3- Scraper 
4- Optiprep  
5- Ca++, Mg++ Free Hanks Balanced Salt Solution 

 ترادف پرايمر

IDO F: 5′- GGG- ATG- ACG- ATG- TTC- GAA- AG- 3′ 
R: 5′- AAA- AAC- GTG- TCT- GGG- TCC- AC- 3′ 

mGAPDH F: 5′- CAG- GAG- CGA- GAC- CCC- ACT- A- 3′  
R: 5′- GGC- ATG- GAC- TGT- GGT- CAT- GA- 3′ 
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 ژسانتريفو g600  دور با دقيقه   15ها به مدت       لوله .گرديد
-CMFچگال از حد فاصل محلـول      هاي كم  د و سلول  شدن

HBSS بـار بــا   آوري و دو جمـع % 12پـرپ    و اپتـيPBS 
 در شـرايط  EDTA mM 5 (Merck, Germany)حـاوي  

 كامـل   RPMIدر  هاي كـم چگـال       سلولو  سرد شستشو   
 سـاعت كـشت     2مـدت   سرم جنين گـاوي بـه       % 5حاوي  
هاي غيرچسبان از طريق شستشو با        سپس سلول  .شدند

RPMI    هـاي باقيمانــده    بــه سـلول .گـرم حـذف گرديدنـد
 اضـافه   سرم جنين گاوي  % 10 گرم حاوي    RPMIمحيط  

 سـاعت ديگـر ادامـه       16 بـه مـدت      ه كردن گرديد و انكوب  
 U/ml 1000 به برخي از پليتها در طي كشت شبانه .يافت

ــد اضــافهIFNγاز  ــشت،   .  گردي ــان ك ــان زم ــس از پاي پ
 PBSآوري و بـا       هاي غيرچسبان بـه آرامـي جمـع        سلول

نـدريتيك بـه    دهـاي    خلـوص سـلول   . سرد شسته شـدند   
ــا روش روش فلوســيتومتري ــين  مطــابق ب ــروه محقق گ

 بــادي اختــصاصي ضــد و بــا اســتفاده از آنتــيحاضــر 
CD11c) 17 ( هاي انجـام     در تمام آزمون   .ارزيابي گرديد
 بـود % 90بـالاتر از    الـذكر     فـوق  يها وص سلول شده، خل 

 روي  PCR  و cDNA سـنتز ،  RNA اسـتخراج    .)4شكل  (
هـاي قبلـي      هاي فـوق بـه روش منـدرج در قـسمت           سلول

   .انجام گرديد

 : ژلهــا و دانــسيتومترياسـكن ، 1الكتروفـورز ژل آگــارز  -9
% 5/2 براساس درصد ژل كه (USB, USA) پودر آگارز

 مخلوط و   2(TAE)ز  ور الكتروف بود توزين شد و در بافر     
 پـس از اضـافه      .بوسيلة حرارت دادن، كاملاً حـل گرديـد       

 بـا   (Roche, Germany)3يوم برومايـد دكردن محلول اتي
 4گيري سيني قالب ، با ريختن ژل در      mg/ml 1-5/0غلظت  

صورت جامـد درآمـد و      ه  ب دقيقه   15در زمان    آگارز   ژل
 از هر   .اده شد  حاوي بافر قرار د    الكتروفورزدرون تانك   

 بــه IDO و mGAPDHهــاي  ژن PCR محــصول نمونــه

                                                 
1- Agarose  
2- Tris-Acetate-EDTA 
3- Etidium bromide  
4- Casting tray 

 5لودينـگ   بـافر  μl2طور همزمان به همراه     ه   ب μl8مقدار  
)x6(   حـداكثر  با آمپر ز ور اضافه و الكتروف  6به هر چاهك

 بانـدهاي  . سـاعت انجـام شـد   1 ولت به مدت  80و ولتاژ   
 مشاهده و از آنهـا عكـسبرداري        UVحاصل تحت اشعة    

 Lab works  (UVP, USA)افزار  سيلة نرم بو، سپس.شد
ــسيته  ــسبت دان ــدها و ن ــسيته بان ــدهاي دان ــه IDO بان  ب

mGAPDHبدست آمد .  
بـه منظـور    :IDOژن  PCRهضم آنزيمـي محـصولات      -10

، هضم آنزيمي قطعه تكثيـر      PCR واكنش   بررسي ويژگي 
ــزيم  ــا اســتفاده از آن ــه ب  ,PspOMI (SibEnzym  يافت

Russia)ــ. انجــام شــد ــه اي ــوطي از  ب    μl3ن منظــور مخل
SE Buffer Y x10 (SibEnzyme, Russia)   وμl3/0 

 μl10با آب مقطـر اسـتريل بـه حجـم نهـايي             آنزيم فوق   
بـه ايـن     IDOژن   PCR از محـصول     μl20 .ده شد يرسان

 رسيد و در    μl30مخلوط اضافه گرديد و حجم نهايي به        
 سـپس  .به مدت دو سـاعت قـرار داده شـد    C37 °دماي 

الكتروفورز % 5/2 ت هضم شده روي ژل آگارز     محصولا
  ).2شكل  (شد و عكسبرداري گرديد

ــون ــاي  آزم ــاريه ــد   : آم ــسيته بان ــسبت دان ــه IDOن  ب
mGAPDH      بــراي هــر مــوش تعيــين شــد و ســپس 

ــسبت ــده  ن ــاي بدســت آم ــف ســيكل  ه ــاي مختل  از فازه
-Kruscallاستروس با استفاده از آزمون غير پارامتري        

Wallis05/0.  مقايــسه گرديــدp<دار در   اخــتلاف معنــي
  .نظر گرفته شد

  
  نتايج 

هــاي مختلــف ســيكل  تهيــه نمونــه بافــت آنــدومتر در فــاز
ــتروس ــال  :اسـ ــمير واژينـ ــيتولوژي اسـ  ،براســـاس سـ

هاي مورد مطالعه در يكي از چهار فـاز اسـتروس،            موش
 .استروس قرار گرفتنـد    استروس و دي    مت ،پرواستروس

ــلول   ــتروس سـ ــاز پرواسـ  ــ  در فـ ــرد بـ ــاي گـ   ازال، هـ
هـاي    دودي از سـلول   ح ـبه تعداد قابـل توجـه و تعـداد م         

                                                 
5- Loading buffer  
6- Well 
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هاي   تمام سلول . اپيتليال چند وجهي و لكوسيت ديده شد      
هاي اپيتليال چنـد وجهـي        موجود در فاز استروس سلول    

هـاي    استروس علاوه بر سـلول      در فاز مت  . شاخي بودند 
 لكوسـيتها   .مذكور، لكوسيتها نيـز قابـل مـشاهده بودنـد         

در . دادند  استروس را تشكيل مي     اي فاز دي  ه  عمدة سلول 
هـاي اپيتليـال      دودي از سـلول   ع ـاين فاز همچنين تعداد م    

   .گرد بازال قابل رديابي بودندهاي  سلولشاخي و يا 
 در BALB/Cهاي ماده   نمونه آندومتر موش 25مجموعاً  

 نمونـه در فـاز      7فازهاي مختلف سيكل استروس شامل      
 نمونه در فـاز  5استروس،  نمونه در فاز    6پرواستروس،  

استروس از نظر بيان      نمونه در فاز دي    7استروس و    مت
  .ند مورد بررسي قرار گرفتPCR به روش IDOژن 

ــر ژن ــا اســتفاده از mGAPDH و IDOهــاي  تكثي   :PCR ب
ــام  ــا پرايمرPCRانج ــاي ب ــژه    mGAPDHو  IDO ه وي

جفت بـازي    309 و   397 اتمنجر به تكثير قطع   ترتيب  ه  ب
   .)1كل ش(شد 

 IDOاينكـه قطعــه تكثيـر يافتــه مربـوط بــه    جهـت تأئيــد  
 مربـوط  PCR هضم آنزيمـي روي محـصولات     ،باشد  مي

 انجــام گرفــت و ســپس محــصولات حاصــل از IDOبــه 
 .الكتروفـورز گرديـد   % 5/2 روي ژل آگارز     هضم آنزيمي 

بـاز و      جفـت  259دو قطعـه    ،  IDOبا هضم آنزيمـي روي      
واكــنش ويژگــي مؤيــد كــه بــاز بدســت آمــد   جفــت138
  .)2شكل (باشد  مي

هاي دندريتيك   ي و سلول  ق در ماكروفاژهاي صفا   IDOبيان  
بــه عنــوان كنتــرل مثبــت، ماكروفاژهــاي   :طحــال مــوش

 طـي  هـاي دنـدريتيك طحـال مـوش در         سـلول  ي و قصفا
.  تيمـار شـد    U/ml 1000به ميـزان     IFNγ كشت شبانه با   

پـس از   مـذكور   هاي    نشان داد كه سلول    RT-PCRنتايج  
 در  ؛كننـد    مي  را بيان   IDO سطح بالايي از     IFNγتيمار با   

 را بيـان    IDOنخـورده آنـزيم       هاي دسـت   حالي كه سلول  
 .)3شكل (كردند  نمي

جهــت  : در فازهــاي مختلــف ســيكل اســتروس IDOبيــان 
ــسبي   ــان ن ــي بي ــوش، روي  IDOبررس ــدومتر م    در آن

  BALB/C موش ماده 25 و نسبت آنها به هم در  mGAPDH و IDO نتايج حاصل از دانسيتومتري - 1جدول 

  mGAPDH  بهIDOنسبت دانسيتة   نام فاز
  ميانگين

)M±SD(  
 122/0±035/0  1/0  1/0  11/0  197/0  129/0  125/0 095/0 پرو استرس

 638/0±112/0  -  79/0  58/0  54/0  52/0  65/0  75/0  استروس

 181/0±048/0  -  -  169/0  166/0  173/0  134/0  263/0 مت استروس

  061/0±016/0  03/0  07/0  06/0  06/0  07/0  06/0  08/0 دي استروس

نـدومتر فازهـاي    هـاي آ     در نمونـه   mGAPDHو   IDO  بيـان  -1شكل  
   با پـرايمرهاي PCRمختلـف سيـكل استـروس با استفاده از تكنيـك 

به عنوان كنترل  IFNγاز ماكروفاژهاي تيمار شده با (اختصاصي 
  .)استفاده شده است) +con(مثبت 

ستروس و كنتـرل     فازهاي سيكل ا    PCR هضم آنزيمي محصولات     -2شكل
ــا پرايمــر ــا IDOمثبــت ب   كنتــرل منفــي، -PspOMI ) .1 و هــضم آنزيمــي ب

2- digest  ،ــي ــرل منف ــتروس، -3 كنت ــتروس،  digest -4 پرواس ــرو اس   پ
  digest -8 مــــت اســــتروس، -7 اســــتروس، digest -6 اســــتروس، -5

ــتروس،   ــت اسـ ــاركر  -9مـ ــتروس، -bp 100 ،10مـ   digest-11 دي اسـ
  ،)IFNγاژهاي تيمار شده با ـروفـماك(ت ـرل مثبـ كنت-12روس، ـدي است

13-digest كنترل مثبت  IFNγ.  
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 مربـوط بـه فازهـاي        بافت آنـدومتر    cDNAهر نمونه از    
ــر    م ــا دو پرايمـ ــتروس بـ ــيكل اسـ ــف سـ  و IDOختلـ

mGAPDH بطــور جداگانــه PCRســپس . انجــام گرفــت 
 هر دو ژن همزمان با هـم و بـه مقـدار             PCRمحصولات  

  نـرم افـزار     اسـتفاده از    بـا  ومساوي الكتروفورز گرديد    
Lab Works   بيان نسبيIDO  در فازهاي مختلف سـيكل 

ــIDO هنــسيتااســتروس از طريــق مقايــسه نــسبت د  ه  ب
mGAPDH  نـسبي ژن    بررسي بيـان     .بررسي شدIDO 

در فازهاي مختلف سـيكل اسـتروس نـشان داد كـه اولاً             
 ثانيـاً بيـان ايـن      .شود   در تمام فازها بيان مي     IDOآنزيم  

ي نـسبت بـه     معنـي دار  طـور     آنزيم در فاز استروس بـه     
  ).1شكل () >001/0p(ساير فازها بيشتر است 

مختلــف ســيكل   در فازهــاي IDOميــانگين بيــان ژن  
 طبـق   . نشان داده شده است    1استروس موش در جدول     

 در فــاز اســتروس IDO بيــان نــسبي بيــشترينهــا،  داده
كمترين مقدارآن مربوط بـه فـاز دي        و  ) 112/0±638/0(

  .بود) 061/0±016/0(استروس 
  

  بحث
، با توجه بـه اينكـه جنـين يـك پيونـد نيمـه بيگانـه اسـت          

هـاي جنـين     ژن  عليه آنتـي  هاي ايمني مادر      سركوب پاسخ 
بـسياري از مطالعـات انجـام شـده          .دور از ذهن نيـست    

مطالعـات  . )18 -20( انـد   صحت اين نظريه را تأييد كـرده      
انجام شده در مورد چگونگي تعديل يا سركوب سيـستم          

ــي    ــادر در ط ــي م ــارداريايمن ــي ب ــشان م ــه    ن ــد ك ده
 يكـي   .هاي مختلفي در انجام اين امر نقش دارنـد         مكانيزم

 توليد فاكتورهاي   ، جنين ردهاي عدم      مهمترين مكانيزم  زا
   .)21(باشــد  ســركوبگر ايمنــي در موضــع بــارداري مــي

) T) 12هـاي     در مهار پاسخ سلول    IDOبا توجه به نقش     
اين ) 4،3(وتروفوبلاستها  شيسي  بوسيلة سن  IDOو بيان   

ــان   ــه بي  در فــصل مــشترك IDOامكــان وجــود دارد ك
هـاي ايمنـي و نهايتـاً          در سـركوب پاسـخ     ني جني ـ  مادري

 وMellor . بقاي جنين نيمه بيگانه دخالـت داشـته باشـد   
Munn ــه ــد كـ ــشان دادنـ در دورة  IDOژن  mRNA  نـ

 امـا بيـان   ،ه شـد بيـان  5/9 تا   5/7 موش از روز     بارداري
ــزيم در  ــن آن ــا 5/10روز اي ــارداري 5/13 ت ــه جفــت ب  ب

از  .)1 (ردوا و يا جنين وجود نـدا      دمحدود شد و در دسي    
هــاي بيگانــه پــدري بوســيلة  ژن اساســاً آنتــي آنجــا كــه

شوند يك رخداد مهـم        مادري شناسايي مي   Tهاي   سلول
 Tهـاي     مهـار عملكـرد سـلول      ،در حفظ جنين نيمه بيگانه    

 Mellorو  Munn .)22( خواهد بـود   IDOمادري بوسيلة   
 آلوژن در  باردارهاي    كه تيمار كردن موش    اند  نشان داده 

تريپتوفــان كــه مهاركننــده   متيــل-1 بــارداري بــا 4روز 
 سبب سقط تمام جنينها     ،باشد   مي  IDOاختصاصي آنزيم   

 باردارهاي    در موش   IDOكه مهار      در صورتي  .شود  مي

هاي دندريتيك طحـال و ماكروفاژهـاي          در سلول  IDO بيان   -3شكل
  كنتـرل منفـي،    -1(عنـوان كنتـرل مثبـت          به IFNγتيمار شده   صفاقي  

 ماكروفاژهـاي  -IFNγ ،3اي دنـدريتيك تيمـار شـده بـا        ه ـ  سلول -2 
  هاي دندريتيك   سلـول-bp 100،5اركرـ م-IFNγ، 4تيمـار شـده با 

  ) ماكروفاژهاي دست نخورده- 6دست نخورده، 

هاي دندريتيك تخليص   در سطح سلولCD11c بررسي بيان ماركر -4شكل
  .شده از طحال موش به روش فلوسايتومتري
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 ايـن  .)1(نـدارد   تأثير سويي بر روند بارداري      1سينژنيك
 در مهـار     IDOدهـد كـه آنـزيم         ها بخوبي نشان مي     يافته

 مــادر عليــه   Tهــاي  لنفوســيتهــاي تكثيــري   پاســخ
 اين فرضيه   .دارداساسي  هاي بيگانه پدري نقش      ژن  آنتي

 هـاي   و بـا اسـتفاده از مـوش        Munnبعـدي   در مطالعات   
هـاي    و مـوش   RAG2 و   RAG1هاي    ژن داراي نقص در  

هـايي    استفاده از موش   .قرار گرفت ژن مورد تأييد     ترانس
اري يا كمپلكس اصلي سـازگ     MHC 2كه داراي هاپلوتيپ    

هاي سـازگاري بـافتي مينـور        ژن  يكسان ولي آنتي  بافتي  
 نــه تنهــا در مهــار IDO نــشان داد كــه ،بودنــدمتفــاوت 
 مــادر عليــه  Tهــاي  يــري لنفوســيت ثهــاي تك پاســخ
هاي اصلي سازگاري بافتي بلكه در مهـار پاسـخ    ژن  آنتي

  .)24(هاي مينور نقش دارد  ژن عليه آنتي
يزيولوژي اسـت    ف يرخدادسيكل استروس در جوندگان     

 مختلــف و بــويژه ســطح توليــد    عوامــلكــه توســط  
پروژسـترون كنتـرل    اسـتروژن و    هاي جنـسي     هورمون

 ايـن سـيكل در جونـدگان تعيـين كننـده زمـان              .شود  مي
 برخلاف بسياري از پستانداران كـه در        .گيري است  جفت

 در  ،باشـد   مستقل از سـيكل ماهيانـه مـي       گيري   آنها جفت 
گيـري فقـط در فـاز         جفـت  جوندگاني نظيـر مـوش و رت      

و در ســاير فازهــاي ســيكل شــود  اســتروس انجــام مــي
با توجه به اينكـه     . پيوندد  وقوع نمي ه  گيري ب  معمولاً جفت 

 و مواجهـة     اسـپرم انـزال   مـذكور بـا      گيري در فـاز    جفت
بيگانه هاي   ژن  تعداد زيادي از آنتي   سيستم ايمني مادر با     

 ايـن فـاز بـا    ظيم ايمني درهمراه است، منطقي است كه تن   
هاي متفـاوتي نـسبت بـه سـاير فازهـاي سـيكل               مكانيزم

اساسـي آنـزيم    نقـش    با توجه به  . استروس انجام پذيرد  
IDOهاي  هاي تكثيري لنفوسيت  در مهار پاسخT در اين ،

ــدومتر مــوش  ــزيم در آن ــان ژن ايــن آن هــاي  مطالعــه بي
BALB/C         در فازهاي مختلف سيكل استروس بـه روش 
RT- PCRنتـايج  . مورد ارزيـابي قـرار گرفـت    نيمه كمي 

در تمـام فازهـاي      IDOبدست آمده نشان داد كه آنـزيم        
                                                 
1- Syngenic 
2- Major Histocompatibility Complex 

 بـه   IDO با توجه به اينكه      .شود  سيكل استروس بيان مي   
عنوان يكي از ابزارهاي سيستم ايمني ذاتي نقـش مهمـي           

هــاي درون ســلولي و  در جلــوگيري از تكثيــر ارگانيــسم
نــدومتر طــي  در آIDO، بيــان )25(بــرون ســلولي دارد 

 حاكي از نقـش احتمـالي   فازهاي مختلف سيكل استروس 
 اين آنزيم به عنوان يكي از ابزارهاي سيستم ايمني ذاتـي   

 .باشـد  در حفاظت كانال توليد مثل در برابـر عفونـت مـي      
  جالــب توجــه اينكــه بيــان ايــن آنــزيم در فــاز اســتروس 

داري نسبت به ساير فازهاي سيكل بيـشتر         به طور معني  
توانـد توضـيح مناسـبي        يافته اخير مـي   . )>001/0p (بود

 احتمـالي   بـارداري سركوب سيستم ايمني مادر در      براي  
  . گيري باشد جفتبعد از 

ــاء پاســخ ــه    الق ــادر علي ــي م ــستم ايمن ــاي مخــرب سي ه
توانـد بـا نابـاروري و يـا سـقط             هاي اسپرم مـي    ژن  آنتي

 از ايـن رو تنظـيم ايمنـي در موضـع            .جنين همراه باشـد   
 از. اي برخـوردار خواهـد بـود         از اهميـت ويـژه     بارداري

ي ح ـوقايع ايمونولوژيك فـاز اسـتروس، مهـاجرت ترجي        
هاي سيستم ايمنـي بـه موضـع         جمعيت خاصي از سلول   

مطالعـات ايمونوهيـستوشيمي نـشان      . باشـد   آندومتر مي 
 ماكروفاژهـا در    تعـداد داده است كـه در فـاز اسـتروس          

رعكس در فـاز    ب. يابد  شدت افزايش مي  ه  آندومتر موش ب  
ن كــاهش و ژاســتروس، هنگــامي كــه غلظــت اســترو دي

كنـد، فراوانـي ايـن سـلولها          پروژسترون افزايش پيدا مي   
بسيار كم شـده و در طـي فـاز پرواسـتروس در سـطح               

  ). 23(ماند  پائيني باقي مي
ــاز اســتروس   ــدومتر در ف ــه آن مهــاجرت ماكروفاژهــا ب

 طيـف   احتمالاً ناشـي از تـأثير اسـتروژن در آزاد شـدن           
هـاي   توسـط سـلول   وسيعي از فاكتورهـاي كموتاكتيـك       

 جالـب   .)23(باشـد      و اسـترومايي آنـدومتر مـي       لتليا اپي
گزيني   بارداري و به هنگام لانه    توجه اينكه پس از شروع      

. يابـد   تعداد ماكروفاژهاي آندومتر بـاز هـم افـزايش مـي          
) 27(مطالعات انجـام شـده توسـط زرنـاني و همكـاران             

هــاي دنــدريتيك در تمــام فازهــاي  لولنــشان داد كــه ســ
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نـسبي  دارنـد و فراوانـي      سيكل استروس موش حضور     
   بالاتر ازداري اين سلولها در فاز استروس به طور معني

  .باشد ساير فازهاي سيكل استروس مي
 را در آندومتر بيـان      IDOهايي كه آنزيم     در مورد سلول  

  . اطلاعات جامعي در دسترس نيست ،كنند مي
ــسان ــلول    در ان ــه س ــت ك ــده اس ــشان داده ش ــاي   ن ه

هـاي تروفوبلاسـت     شيوتروفوبلاسـت و سـلول     سـي  سن
ولـي   .)3(كننـد   يلوسـي ايـن آنـزيم را بيـان مـي     وخـارج  
شـامل ماكروفاژهـا و     ژن    كننـده آنتـي    هاي عرضه  سلول
 در   IDO بيـان    ايهاي دندريتيك مهمتـرين كانديـد      سلول

م شـده   مطالعات انجا  .باشند  جنين مي  -سطح تماس مادر  
دنـدريتيك  هـاي    كه ماكروفاژها و سلول   ه است نشان داد 

IDO          در ايـن    .)12،11(كننـد      را به مقدار زيـاد بيـان مـي
ي و  قمطالعه نيز نشان داده شد كـه ماكروفاژهـاي صـفا          

   هاي دندريتيك طحـالي مـوش پـس از تحريـك بـا             سلول
IFNγ     سطح بالايي از IDO   بنـابراين بـه   . كنند  را بيان مي

   در فـاز     IDOسـد كـه بـالا بـودن بيـان نـسبي             ر  نظر مي 
استروس نسبت بـه سـاير فازهـا مربـوط بـه مهـاجرت              

 اين .هاي دندريتيك به آندومتر باشد ماكروفاژها و سلول
ــي ســلولها مــي ــد آنت ــا ســاير   ژن توانن هــاي اســپرم و ي

 مـادر   Tهـاي   هاي بيگانه پـدري را بـه لنفوسـيت     ژن  آنتي
   IDO، بواسـطة بيـان      عرضه كرده و پس از تحريك آنها      

  .نرژي در اين سلولها شونداسبب القاء 

  گيري نتيجه
ــه    ــه يافت ــه ب ــا توج ــوع ب ــژوهش    در مجم ــن پ ــاي اي   ه

اكـسيژناز     دي   3 و 2 آمـين     رسد آنزيم ايندول    به نظر مي  
مختلف سـيكل اسـتروس     در آندومتر موش طي فازهاي      

شود و بيان بـالاي آن در فـاز         كنترل شده بيان مي     كاملاً
تروس مؤيد نقش حفاظتي اين آنزيم در جلـوگيري از          اس

هـاي    ژن  هاي ايمونولوژيك مضر عليـه آنتـي        القاء واكنش 
با توجـه بـه توضـيحات فـوق بـه نظـر              .باشد  اسپرم مي 

آنزيم ) Mellor) 24 و   Munnرسد كه بر خلاف يافته        مي
IDO      واي ددر دسـي گيـري نيـز      در روزهاي بعد از جفـت
در حال حاضر  نظرية اخيـر.  بيان شودباردارهاي    موش

  .باشد گروه تحت بررسي مياين توسط 
  

  تشكر و قدرداني
اين مطالعه با اعتبار تخصيص يافته از سوي مركز ملـي           

طــي قــرارداد شــمارة تحقيقــات علــوم پزشــكي كــشور 
ــت م و م/ت/3356 ــالي   حمايــ ــاي مــ ــشكده هــ پژوهــ

انجـام گرفتـه    سـينا     ـ ابن   هاي علوم پزشكي    وريآ  فناوري
وسـيله از زحمـات جنـاب آقـاي محمدرضـا             بـدين  .است

تايپ اين مقاله را بر عهـده گرفتنـد تـشكر و             پازوكي كه 
  .گردد قدرداني مي
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