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  7937ی دوم خرداد  /هفته474ی  و ششم/شماره  سال سی مجله دانشکده پزشکی اصفهان

 8/9/2932تاریخ چاپ:  22/2/2932تاریخ پذیرش:  22/22/2931تاریخ دریافت: 

  

 Natural Killer T Cellsی آمنیون انسان بر روی  تلیال پرده های اپی بررسی اثر تعدیل کنندگی ایمنی سلول

(NKT Cells) ناشناخته  علت با خودی به خود مکرر سقط جنین به مبتلا زنان محیطی خون 

 
 4، بهناز خانی3، عباس رضایی2اسمعیل نفیسه، 1خادمفهیمه 

 
 

‌چکیده

( یکی از مشکلات ایمونولوژیکی URSAیا  Unexplained recurrent spontaneous abortionخودی با علت ناشناخته )  سقط جنین مکرر خود به مقدمه:

ی آمنیون جفت انسان  تلیال پرده های اپی اندکه سلول بیماران گزارش شده است. مطالعات نشان دادهو نقش پاتولوژیک ایمنی سلولی در این  درطی بارداری است
(Human aortic endothelial cells  یاhAECsدارای توانایی تعدیل کنندگی پاسخ ) باشند. هدف از انجام این مطالعه، بررسی اثرات تعدیل  های ایمنی می

 .بود URSAخون محیطی بیماران مبتلا به  NKTهای  بر سطح سلول CD107aوی بیان نشانگر فعالیت ها بر ر کنندگی ایمنی این سلول

 شیب از استفاده با URSAبیمار مبتلا به  21( از خون PBMCsیا  Peripheral blood mononuclear cellی )محیط خون ای هسته تک های لسلو ها: روش

( با استفاده NKT cellsیا  Natural killer T cells) NKTهای  نسبت مختلف، سلول 9در  hAECsبا  PBMCsزمان  هم بعد از کشت .شدند جدا فایکول غلظت
با استفاده از  NKT های سلولبر سطح  CD107a درصد بیان نشانگر میانگین و شناسایی شدند Anti-CD3 و Anti-CD56 های مونوکلونال بادی از آنتی

 .های مونوکلونال مربوط و روش فلوسیتومتری ارزیابی گردید بادی آنتی

با  PBMCsزمان  هم ( کشتP=  119/1) 2به  5( و P=  192/1) 2به  2های  در نسبت NKTهای  در سطح سلول CD107aمیانگین درصد بیان نشانگر  ها: یافته

hAECsشاهد افزایش داشتداری در مقایسه با گروه  ، به طور معنی. 

جهت اعمال اثرات تعدیل کنندگی ایمنی خود بر روی سایر  hAECهای  های سلول توان گفت که شاید یکی از مکانیسم بر طبق نتایج به دست آمده، می گیری: نتیجه

تری در مورد  است که خود نقش تنظیم کنندگی سیستم ایمنی را دارند. از طرفی، مطالعات گسترده NKTهای  های ایمنی، اثر بر فعالیت سیتوتوکسیک سلول سلول
ها را به  لازم است تا بتوان این سلول RSAهای ایمنی مؤثر در  و سایر سلول NKTهای  بر روی سلول RSAها در بیماران مبتلا به  نقش تعدیل کنندگی این سلول
 .د کردعنوان یک روش درمانی پیشنها

 CD107aآنتی ژن  ،Tی طبیعی  های کشنده ، سلولخود به خودیی آمنیون، سقط  تلیال پرده های اپی سلول واژگان کلیدی:

 
ی آمنیون انسان بر روی  تلیال پرده های اپی بررسی اثر تعدیل کنندگی ایمنی سلول .خادم فهیمه، اسمعیل نفیسه، رضایی عباس، خانی بهناز ارجاع:

Natural Killer T Cells (NKT Cells) مجله دانشکده . ناشناخته علت با خودی به خود مکرر سقط جنین به مبتلا زنان محیطی خون

 992-991(: 121) 91؛ 2932پزشکی اصفهان 

 

 مقدمه

 Recurrent spontaneous abortion) به خوود   خود سقط جنین مکرر

تورین وووارا ایدواد  ور  در اوی بواردار         (، یکی از رایو  RSAیا 

سوه   پی در باردار  پی درسه  یا بیش از تن سهدست رف ازبا ر که با  می

مشوخ    بیسوت  بواردار (     نخست باردار  )توا بلوا از ههتوه      ماهه

  سقط جنین هنوز به اور کاموا  وناخته    وواما القا کننر  .(1)د  و می

ها    ود که ناهندار  انر، اما بر اساس مطالعات موجود، تصور می نشر 

کروموزومی، ژنتیکی، آناتومیکی، هورمونی، جهتی، اخوتلاتت انعقواد ،   

ها، سلک زنرگی افوراد و وواموا اینونولوژیوک در پواتوژنن ایون       وهونت

. با این وجود، در بیش از نینوی از مووارد،   (2)ته با نر بینار  نقش دا 
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ا   ها، هیچ توضوی  بابوا ملاح وه    حتی بعر از بررسی دبیق تنامی ولت

 ود که ایون دسوته از بینواراح ت وت      یافت ننی RSAبرا  ولت ایداد 

 ونواح بیناراح با سقط جنین مکرر خوود بوه خوود  بوا ولوت نا وناخته      

(Unexplained recurrent spontaneous abortion   یواURSA) 

 . (3) ونر  معرفی می

دارا  خصوصویات   URSAانر که بینار   مطالعات اخیر نشاح داد 

یک بینار  آلواینیووح اسوت و بوه اوور ونور  بوا  کسوت توولران          

اسواس مطالعوات    بور  .(4)اینونولوژیک بین مادر و جنین مورتلط اسوت   

، ماکروفواژ ، Tهوا    لنهوسویت ) ها  ایننی سلول در تغییر ،صورت گرفته

Natural killer T cells  یاNKT cells و نین NKو خوح م یطی  ( در

.بنوابراین، بوه    .(5) دست رفوتن بواردار  دارد   از نقش مهنی در روا،دسی

ها بوا فعالیوت ونلکورد  متهواوت و      رسر که انواوی از لنهوسیت ن ر می

با ونر. یکوی از انووا      هایشواح در حهوب بواردار  سوهی  موی      سیتوکاین

جنعیوت   NKTهوا    با ونر. سولول   موی  NKTهوا    ها، سلول لنهوسیت

را نیون   NKها   با نر که نشانگرها  سلول می Tها   کوچکی از سلول

  موریاتورها  ضور التهوابی و     هوا، منلوع ونور     کننر. این سلول بیاح می

با نر و موجو  تن وی  ونلکورد سیسوت  ایننوی واتوی و        التهابی می پیش

در دسویروا  انسواح و موو      NKTها   . سلول(6)گردنر  اکتسابی می

گنینوی     تنوه   ونر و منکن است نقوش مهنوی را در مرحلوه    یافت می

 . (7)جنین و ت نا اینونولوژیک بین مادر و جنین ایها کننر 

ترین تیه از غشاها  جنینی است. بور الوق    غشا  آمنیوح، داخلی

  آمنیووح انسوانی    تلیوال پورد    ها  اپی   صورت گرفته، سلول مطالعه

(Human amniotic epithelial cells  یوواhAECs  بووادر بووه تر وو )

ها  ایننی واتوی و اکتسوابی    تواننر موج  مهار پاسخ وواملی هستنر که می

ها بوا تر و  ترکیلوات     . بر اساس مطالعات اندام  ر ، این سلول(8) ونر 

  Transforming growth factor betaسووورکوبگر ایننوووی هناننووور 

(TGF-β) و Prostaglandin E2 (PGE2) تواننر باوث ت ریوک   می

 .(9)هوا  وونر    هوا  آح  و سویتوکاین T helper2 (Th2 )ها   پاسخ لنهوسیت

 Human leukocyte antigen دارا  سطوح بیواح پوایین   hAECها   سلول

(HLA کلاس )I ها   ژح و فقراح آنتیHLA  کلاسII (11)با نر  می.   

هوا فابور بابلیوت     ها  بنیاد  دیگور، ایون سولول    بر خلاف سلول

هوا نسولت    با نر که این ویژگی، باوث برتر  این سلول تومورزایی می

 ابو . (11)گوردد   ردها  بالینی میها  بنیاد ، جهت کارب به سایر سلول

 hAEC  هوا  که سولول  رسر یبه ن ر م ،وکر  ر   ها تیتوجه به بابل

 کوه  نیو ر و با توجه بوه ا نبا  میکننر  مطرح  ایدرماح اح کیبه ونواح 

 وپواتوژنن یمنکون اسوت در ات   ها تیلنهوسانوا   کینونولوژیا راتییتغ

URSA راثو   حاضور بوا هورف بررسوی      مطالعه ،دخالت دا ته با ر 

 یطو یخووح م   NKTهوا      فعالیت سولول بر رو hAEC  ها سلول

 . رایط آزمایشگاهی اندام  ردر  URSAزناح ملتلا به 

 ها روش

خوان  بوود کوه بوه      14 ت قیوق،  واما   در ایون  مطالعوه  مورد جنعیت

بودنور و   URSAزایناح ملوتلا بوه    تشخی  پن ک متخص  زناح و

 بود. آساح احتنالی غیر  کا به گیر  ننونه رو 

ی ط  یمح خون یا هسته تک یها سلول یجداساز و یریگ خون

(Peripheral blood mononuclear cell   ای PBMC):  ابتوورا 

 در و  ور  گرفتوه  URSAبیناراح ملتلا به  از وریر  خوح سی سی 11

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA )حوواو   هووا  لولووه

از رو   وی  چگوالی    PBMC جراسواز   جهوت  ور.   آور  جنع

 فایکول استهاد  گردیر.

 :انس انی  جفت از آمنیون ی پرده تلیال اپی های سلول جداسازی

( Electiveانتخوابی )  سونارین  ونا ای جهت کاما واحر   مدنووه

در  رایط استریا  تهیه  ر. سال  مادراح از باردار  37-41   در ههته

 آمنیوووح از کوریوووح جراسوواز   وور و ت ووت     اتوواع ونووا، پوورد  

  م وویط در سوورمایی   زندیوور  حهووب کامووا بووا  اسووتریا  وورایط

Roswell Park Memorial Institute (RPMI)  ( درجوه  4سورد   

 بوه  استرپتومایسوین(  -سویلین  )پنوی  بیوتیوک  گراد( حواو  آنتوی   سانتی

 بوافر  مرتله،توسوط  2-3 میوناح    آمنیوح به منتقا  ر. پرد  آزمایشگا 

Phosphate buffered saline (PBS )بوووا سووورد pH  معوووادل 

و سوه  بطعوات کوچوک بور  داد   ور       ر. سپ ، بوه   ستشو 2/7

 و هر مرتلوه بوه مورت    درصر  EDTA 15/1مرتله با م لول تریپسین/

گراد موورد همو  آننینوی بورار        سانتی درجه 37دبیقه در دما   21

 Fetal bovineساز  فعالیت آنونی  تریپسوین از    گرفت. جهت خنثی

serum (FBS) هووا  سوولولی حاصووا از  اسووتهاد   وور. سوسپانسوویوح 

  آمنیوح با ه  مخلوط  رنر. در انتهوا،      هم  آننینی پرد مرحله 3

ها توسط تم نئوبار زیر میکروسکوپ  ونار   ورنر و میوناح     سلول

 بلو بررسی  ر. ها توسط رنگ تریپاح زنر  بودح آح

ها  جرا  ور  از  PBMCs: hAEC با hAECs زمان هم کشت

مقورار مختلو     3  آمنیوح توسط تم نئوبار  نار   رنر و در  پرد 

 و  ا  خانوووه 24 پلیوووت چاهوووک هووور درسووولول  3×  115، 6×  114

  کشوت  م ویط  در ا  خانوه  6سلول در هور چاهوک پلیوت     15×  115

Dulbecco's modified Eagle medium/F12 (DMEM/F12 )

(Gibco )درصوووووور 11  وووووواما FBS پنووووووی درصوووووور 1 و 

   درجوووه 37  ووورایط دموووایی در (Gibcoسیلین/استرپتومایسوووین )

ها  جرا  ر  PBMC رنر.  داد  کشت CO2 درصر 5 و گراد سانتی

از خوح م یطی بیناراح توسوط تم نئوبوار  ونار   ورنر و جهوت      

 PBMCسلول  hAECs ،115  ×3با  5:1و  1:1، 1:5ها   ایداد نسلت

  ( حوواو Gibco) RPMI 1640کشووت  م وویط درسوسپانسوویوح 

هور   بوه ( Gibcoاسترپتومایسین ) سیلین/ پنی درصر 1 و FBS درصر 11
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 CO2 و گراد   سانتی درجه 37دما   دراضافه و  hAECچاهک حاو  

بروح وجوود   PBMCکشت  رنر.  داد  کشتروز  3درصر به مرت  5

hAEC  کشت  ر  به ونواح  اهر اندام  ر. ها  ه  زماح با ننونه ه 

 NKT های سلول سطح در CD107a نشانگر بیان میزان بررسی

روز، چاهوک هوا  موورد و     3بعر از گذ ت  :فلوسیتومتری روش با

ت ریک  رنر.  2-لیتر اینترلوکین واحر در هر میلی 151 اهر با مقرار 

  ور و  منتقوا  فلوسویتومتر   هوا   لولوه  دروح بوه  ها چاهکم تویات 

 دور در دبیقوه سوانتریهیوژ   1811دبیقوه بوا  وتا      5ها به مورت   لوله

نشسوت سولولی بوابی مانور ،      و به توه   رنر. م لول رویی خارج  ر

 و Anti-CD56-PE-Cy5 ،Anti-CD3- FITCمیکرولیتوور  5مقوورار 

Anti-CD107a-PE  در و یخچووال در دبیقووه 21 موورت بووهاضووافه و 

معوادل   pHبوا   PBS بوا   ستشوو  مرحله 3 سپ ، ر.  تاریکی انکوبه

بوا   NKهوا     ر و میناح بیاح نشوانگرها در سوط  سولول    اندام 2/7

 فلوسیتومتر  بررسی  ر. دستگا 

 

 ها افتهی

 روی بر (hAECs) انسانی آمنیون ی پرده تلیال اپی های سلول اثرات

  از بع د  NKTه ای   س لول  در سطح CD107aنشانگر  بیان میزان

هوا    سلولدر سط   CD107aبیاح  درصر میانگین :کشتی هم روز 3

(CD56
+/CD3

+ )NKT کشوتی   هر سوه دز هو    درhAEC/PBMC  و

 CD107aنتای  نشاح دادنرکه درصر متوسط بیواح   . ر م اسله اهر 

( P=  143/1) 1:5( و P=  131/1) 1:1در نسولت   دار  به اور معنوی 

(hAEC/PBMC  نسلت به  واهر )PBMC      بوه تنهوایی( در سوط(

CD56) ها  سلول
+/CD3

+ )NKT (.2و  1ها   افنایش دا ت ) کا 

 

 
 

های  تک نسبت ی تک : مقایسهCD107a نشانگر بیان درصد میانگین. 1 شکل

 Human aortic endothelial cell/Peripheral blood ی کشت شده هم

mononuclear cell (hAEC/PBMC) ی شاهد  با نمونه 

قسمت الف(. ) (P=  131/1ی شاهد ) با نمونه 1:1ی نسبت  مقایسه

 ( )قسمت ب(P=  143/1ی شاهد ) با نمونه 1:1ی نسبت  مقایسه

 بحث

دارا  اثورات   hAECهوا    انر کوه سولول   مطالعات متعرد  نشاح داد 

هوا    ها هناننر سوایر سولول   این سلول با نر. تعریا کننرگی ایننی می

مشووتق  وور  از جهووت، بووه دلیووا دا ووتن منشووق جنینووی از اریووق     

کننر و با تر   ووواملی   هایی از سیست  ایننی مادر  فرار می مکانیس 

 .(12)کننر  ها  ایننی مادر  بر ولیه جنین را سرکو  می واکنش

 

 
 میزان برHuman aortic endothelial cell (hAECs ) اثرات. 2 شکل

بیماران  NKT( +CD56+/CD3) های سلول سطح در CD107aنشانگر  بیان

Unexplained recurrent spontaneous abortion (URSA) از پس  

 یکدیگر با زمان هم کشت روز 3

 NKTهای  در سطح سلول CD107aگیری میزان بیان نشانگر  اندازه

(CD56
+/CD3

 Peripheral blood mononuclear cell( موجود در +

(PBMC)  مجاور شده باhAECs  با استفاده از روش فلوسیتومتری. انتخاب

)الف(. میانگین درصد بیان  CD3 و CD56توسط دو نشانگر  NKTهای  سلول

ی شاهد )ب(. میانگین درصد بیان نشانگر  در نمونه CD107aنشانگر 

CD107a  ه(. 1:1)د( و  1:1)ج(،  1:1دز مختلف:  3در( 

 

انرکه اسوتهاد    ها  حیوانی نشاح داد  مطالعات اندام  ر  بر رو  مرل

ها  التهابی ن یور اخوتلاتت    ها به ونواح یک درماح در بینار  از این سلول

ها  ریوو    ها  کلر  و آسی  بینار  Multiple sclerosisنورولوژیکی، 

 .  (13)گردد  ها  ایننی پاتولوژیک می باوث تعریا پاسخ

 URSAانور کوه وضوعیت ایننوی بینواراح       مطالعات اخیر نشاح داد 

نسلت به زناح با بوارور  الیعوی متهواوت بوود  ووورم تن وی  صو ی         

ها در پو  زد   ورح جنوین نقوش مهنوی       ها  ایننی و سیتوکاین سلول

 Antiphospholipid antibodiesهایی ن یور   باد  دارنر. حمور اتوآنتی

(APA و )Antithyroid antibodies (ATA و نقووش پاتولوژیووک )

گونار    RSAدر بینواراح   NKTو  NKهوا    ایننی سلوتر، سولول 

 (.14-15) ر  است 

، hAECهوا    ها  تعریا کننورگی ایننوی سولول    بر الق ویژگی

بینواراح   PBMCبوا   hAECزمواح     حاضر با هرف کشت ه  مطالعه
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هوا بور رو     ولو بررسی اثر تعریا کننرگی ایون سول   URSAملتلا به 

این بینواراح اندوام    NKTها   در سط  سلول CD107aبیاح نشانگر 

هوا ماننور    ، نشوانگر دگرانولوه  ورح لنهوسویت    CD107a ر. نشانگر 

ال .این نشانگر، به دنل(16)با ر  می NKTو  +NK ،TCD8ها   سلول

 ود که بیاح این نشانگر  ها  وکر  ر  بیاح می ت ریک در سط  سلول

 . (17)  سلول هرف هنرا  است  با تولیر سیتوکاین و تدنیه

بعور از   CD107aدر این مطالعه، مشاهر   ر کوه بیواح نشوانگر    

بینوواراح  NKTهووا   در سووط  سوولول hAECبووا  PBMCمدواورت  

URSA     هوا    به اور بابا تووجهی افونایش یافوت. سولولNKT   بوه

ها  التهوابی و ضور التهوابی دارا  ونلکورد        تولیر سیتوکاین واسطه

ها  خوود   در بینار  NKTها   با نر. نقش تن ینی سلول تن ینی می

، لوپووس اریتنواتوز   I، دیابوت نوو    Multiple sclerosisاینن ن یور  

 .(18-21)سیستنیک و آرتریت روماتوئیر نشاح داد   ر  است 

Zhou در بیناراح ت ت  ا  نشاح دادنر که و هنکاراح، ای مطالعه

   ( سط  افنایش یافتوه IVF) In vitro fertilizationدرماح با رو  

CD56هوا  )  سلول
+/CD3

+/CD16
+ )NKT   بهتور درمواح    بوا نتیدوه  

و هنکاراح نین نشاح دادنور   Van den Heuvel .(21)با ر  مرتلط می

CD56هوا  )  که کاهش در تعراد سولول 
+/CD3

+ )NKT    در پاسوخ بوه

( بوا یوک بواردار     IVIG) Intravenous immunoglobulinدرماح 

. اگور چوه  وواهر بوه دسوت      (22)موفق در زناح نابارور مرتلط است 

  نقش تعریا کننورگی ایننوی مورتلط بوا بواردار        آمر ، نشاح دهنر 

ا  ونلکورد   زمینوه  با نر، با این وجوود مکانیسو    می NKTها   سلول

ا  کوه در   ها به درستی  ناخته نشر  است. با توجه به نتیده این سلول

این مطالعه به دست آمر،  ایر بتواح این اوور بیواح کورد کوه منکون      

 NKTهوا    در سط  سولول  CD107aاست این افنایش بیاح نشانگر 

 نا ی از ونلکرد تن ینی این دو سلول با ر. hAECکشت  ر  با 

  این موضو  با ور   هنچنین، این یافته منکن است نشاح دهنر 

فعالیوت سوورکو  کننوورگی و تعووریا   hAECهووا   کوه  ووایر سوولول 

  القوا  فعالیوت سیتوتوکسویک در     کننرگی ایننی خود را بوه واسوطه  

دهنور. بوا ایون وجوود، هنووز االاووات        اندوام موی   NKTها   سلول

و اثورات   NKTا  هو    نقش سیتوتوکسیک سولول  م رود  در زمینه

وجووود دارد و مطالعووات  RSAدر بینوواراح  hAECهووا   تن ینووی سوولول

بوور رو  فعالیووت  hAECهووا   بیشووتر  جهووت بررسووی اثوورات سوولول 

 .مورد نیاز است RSAدر بیناراح ملتلا به  NKTها   سیتوتوکسیک سلول

 

 تشکر و قدردانی

 بوه  ار ور  کار ناسوی  مقطوع    ناموه  پایاح از برگرفته حاضر،   مطالعه

 با ور  موی  اصههاح پن کی ولوم دانشگا  مصو  ،3941112    نار 

 تنوام  از وسویله،  بورین . گردیور  اندام دانشگا  این مالی حنایت با که

 به برردانی و تشکر ننودنر، هنکار  پژوهش این اندام در که افراد 

 .آیر می ونا
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Abstract 

Background: Unexplained recurrent spontaneous abortion (URSA) is the most common immunological 

complication during pregnancy. The evidence of in-vitro assays has shown that immune cells are responsible for 

embryotoxicity. In recent years, it has been found that cells such as human amnion epithelial cells (hAECs) have 

the potency to modulate immune responses in vitro and in vivo. This study aimed to investigate the 

immunomodulatory effects of human amnion epithelial cells on expression of CD107a marker on natural killer T 

(NKT) cells in the peripheral blood of the women with unexplained recurrent spontaneous abortion.  

Methods: Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained from 14 patients. After co-culture of human 

amnion epithelial cells with peripheral blood mononuclear cells, natural killer T cells were identified using anti-

CD56 and anti-CD3 monoclonal antibodies (mAb); and the expression of CD107a marker on natural killer T cells 

was investigated using specific mAb analyzed by flow cytometry. 

Findings: The expression of CD107a marker was significantly upregulated on natural killer T cells following 

incubation with human amnion epithelial cells (P = 0.031 in 1:1 ratio; P = 0.043 in 5:1 ratio). 

Conclusion: Our results suggest human amnion epithelial cells have immune regulatory effects on activation 

and cytotoxicity of natural killer T cells. Potential therapeutic application of human amnion epithelial cells for 

dysregulated immunity of natural killer T cells in patients with recurrent spontaneous abortion should be 

investigated in the future. 
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