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Aims The normal architecture of bone marrow apparently is simple; however, there is an 
important feature that immature elements of bone marrow are never seen in peripheral blood 
of normal subjects and we can find these elements only in special conditions such as metastasis 
or leukemia. The aim of this study was to investigate the physical structure of bone marrow 
regarding fractal model and diffusion limited growth phenomenon.
Materials & Methods This descriptive and cross-sectional study was conducted on 704 
volunteer subjects with RSA history referred to Sarem women’s hospital (Tehran, Iran) 
from 2009 to 2013. The peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from 
their husband or a third donor and were injected into the patients, two or three times. Two 
weeks after the last immunization, the patients’ sera were tested for anti-paternal cytotoxic 
antibodies (APCAs) by leukocyte cross-match test. The leukocyte cross-match percentages 
were considered as positive if its values were more than 35% and vice versa.
Findings A positive result of leukocyte cross-match test was found in 319 (45.31%) patients 
with RSA that received paternal PBMCs two times. Immunization was repeated for the patients 
with negative tests using paternal or third donor PBMCs and positive result were observed in 
219 (31.11%) patients. Totally, positive results were found in 538 (76.42%) patients.
Conclusion Lymphocyte therapy can enhances the production of APCAs in patients with RSA. 
It can increase the possibility of positive cross match test in these patients when it is repeated 
for three times.
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  چکيده

از جمله مشکلاتی است که منجر به عدم  (RSA)خودی  هسقط مکرر خودبف: اهدا
 RSA های درمانی روشاز  یکی تراپی . لنفوسیتشود میحفظ جنین در مادر 

  ایمونولوژیک، آزمایش  روش درمانیهای ارزیابی این  یکی از روش. است
 مچ - کراس نتایج بررسی با هدفمطالعه این است.  لکوسیتی مچ -کراس

انجام  خودی خودبه مکرر سقط به مبتلا زنان تراپی لنفوسیت از حاصل لکوسیتی
  شد.

روی  ۱۳۹۱تا  ۱۳۸۷ های سال بینمقطعی  -این مطالعه توصیفی ها: مواد و روش
شهر به بیمارستان صارم  که خودی سابقه سقط مکرر خودبه زن داوطلب با ۷۰۴

ای خون محیطی  هسته های تک سلول. مراجعه کرده بودند، انجام شدتهران  (PBMC) به بیماران تزریق  و شد شخص جداسازی همسر و یا اهداکننده سوم
های  بادی بررسی ایجاد آنتی برایدو هفته بعد از آخرین تزریق،  شد.

 مچ - کراس، آزمایش (APCA)های پدری  سیتوتوکسیک مادر علیه لکوسیت
نتیجه  عنوان % به۳۵بیشتر از  لکوسیتی مچ -کراس. درصد شدانجام  لکوسیتی
  صورت جواب منفی گزارش شد. ن بهآکمتر از  مقادیرمثبت و 
با  پس از دو نوبت ایمونوتراپی مچ لکوسیتی - آزمایش کراس ها: یافته PBMC  ادامه درمان با شد) مثبت %۳۱/۴۵بیمار ( ۳۱۹های همسرشان در .

ر شخص مناسب در بیمارانی که د های همسر و یا اهداکننده سوم استفاده از سلول
شدن آزمایش کراس مچ  نوبت قبلی درمان آنها موفق نبود، منجر به مثبت

این  نتیجه در مجموع، بیمار از افراد باقیمانده شد. %)۱۱/۳۱( ۲۱۹ لکوسیتی
  .شد) بیمار داوطلب مثبت %۴۲/۷۶( ۵۳۸ در آزمایش
استمرار و ادامه موثر است.  APCAافزایش میزان  بر تراپی لنفوسیت گیری: نتیجه

در را  لکوسیتی مچ - کراسشدن آزمایش  تواند شانس مثبت می تراپی لنفوسیت
  افزایش دهد. خودی خودبه مکرر سقط به مبتلا زنان

  یتیآزمون کراس مچ لکوس ،یتراپ تیلنفوس ،یخود سقط مکرر خودبهها:  کلیدواژه
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  مقدمه

سقط جنین از جمله مشکلاتی است که منجر به عدم حفظ جنین در 
صورت سه یا بیش  به (RSA)خودی  . سقط مکرر خودبهشود میمادر 

افتد،  از سه سقط مکرر که قبل از هفته بیستم بارداری اتفاق می

باردار  زن ۳۰۰در هر یک میزان  به شود. این عارضه تقریباً  تعریف می
تواند نارسایی کروموزومی، عوامل  . علل سقط می[1]دهد رخ می

عفونی، عوامل محیطی، اختلالات ترومبوفیلیک، مشکلات 
 .[3 ,2]ناتومیک رحم، مشکلات هورمونی و عوامل ایمونولوژیک باشدآ

در ایمونولوژی بارداری، ارتباط ایمونولوژیک بین مادر و جنین، 
ژن جنینی و  وسیله حضور آنتی سو به از یک ارتباطی دوسویه است که

توسط ها  ژن وسیله شناسایی و واکنش با این آنتی از سوی دیگر به
 اند دادهنشان  پیشینشود. مطالعات  سیستم ایمنی مادر تعیین می

ژن لکوسیت  آنتی هنگام بارداری، سیستم ایمنی مادر معمولاً  که در
و با  کردهیگانه شناسایی ب عاملعنوان  پدری را به (HLA) انسانی
های بلوکان را ایفا  بادی هایی که نقش آنتی بادی لوآنتیآ یالقا
ن را از پاسخ ایمنی مادری آپوشانند و  کنند، سطح جنین را می می

 اند کردهبرخی مطالعات به این موضوع اشاره  .[4 ,1]کنند محافظت می
لوایمیون مبتلا به سقط مکرر آ های تعل که اکثر زنانی که به

پدری دارند که این  HLAمشترک با  HLA، شوند میخودی  خودبه
گیری پاسخ ایمنی مناسب در هنگام  تشابه ممکن است مانع از شکل

های  بادی آنتی های بلوکان نظیر بادی بارداری و ایجاد آنتی
 ،(APCA) پدریهای  لکوسیتسیتوتوکسیک مادر علیه 

کننده  های بلوک بادی آنتی و (Ab2)ایدیوتایپی  نتیهای آ بادی آنتی
و عدم تشکیل  شود هادر آن (MLR-Bf)مخلوط  واکنش لنفوسیتی

تراپی  لنفوسیت. [7-4 ,1]دانند را علت اصلی سقط میها  بادی این آنتی
مورد استفاده های  یکی از درمان شود، انجام می اساسکه بر همین 

که با  رود میانتظار  روش درمانی. در این برای این بیماران است
به این  شوهرهای  وسیله سلول هتحریک سیستم ایمنی زن ب

 داده است. مطالعات نشان [8 ,5 ,4]بلوکان دست یافتهای  بادی آنتی
ن اتیولوژی مشخصی آخودی که در  های مکرر خودبه که در سقط

ی ها های تنظیمی سلول وجود ندارد، یک عدم تعادل کلی در مکانیزم
های ایمونولوژیک در  ایمنی این افراد وجود دارد و حتی الگوی سلول

. این مطالعات، عدم انطباق الگوی شود میاین افراد دچار تغییر 
این بیماران را با زنانی  (Th2) ۲کمکی  Tهای  لنفوسیت و (Th1) ۱کمکی  Tهای  لنفوسیت ،NKهای  ینی و سلولی سلولایتوکاس

و سابقه سقط یت همراه بوده است موفقآنها با های  که حاملگی
های  و همکاران افزایش پاسخ لی. [13-9]اند دادهنشان  اند نداشته
های مهاری  و کاهش پاسخ Th17های  و سلولالتهابی  پیش
 .[13]ندا هدر این بیماران نشان دادرا  (Treg)تنظیمی  Tهای  سلول

بلوکان نیستند که منجر به های  بادی بنابراین طی بارداری فقط آنتی
طور کلی کاهش  به و شوند حفظ بارداری و عدم سقط جنین می

، MLR-Bf)و  APCA) ،Ab2 های بلوکان بادی بیان آنتیسطح 
، تغییر در الگوی سایتوکاینی HLAهای  تغییر در بیان مولکول

، تغییر در میزان Th17و سلول  Th2)و  (Th1 کمکی Tهای  سلول
تغییر الگوی سلولی و سایتوکاینی و  NKسلول  سایتوتوکسیسیته Treg خودی جنین نقش  سقط مکرر خودبه یتوانند در القا نیز می

های درمانی که برای  . یکی از روش[16-14 ,1]داشته باشندموثری 
سیا آخودی در برخی مراکز درمانی اروپا و  بیماران سقط مکرر خودبه

تراپی یا  مورد توجه قرار گرفته است، لنفوسیت ایراندر  از جمله
منظور  های پدری است که به ایمونوتراپی با استفاده از لنفوسیت

کار  های پدری به ژن لوآنتیآتحریک پاسخ ایمنی اختصاصی مادر به 
های تحقیقاتی، افزایش باروری  برخی از گروه طوری که ه است، بهرفت
. اثربخشی این شیوه درمانی [8-6]اند هدنبال این درمان گزارش داد را به
از سوی برخی شده است، در حالی که وسیله برخی محققان تایید  به

های  ، لنفوسیتیدرمان روش. در این [18 ,17 ,6-4]دیگر مورد تردید است
سازی  شخص را طی یک پروتکل ایمن همسر یا یک اهداکننده سوم
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های  ژن پاسخ به آنتی و سیستم ایمنی وی را برای کردهبه زن تزریق 
   آزمونسازی را با  کنند و نتیجه این ایمن پدری تحریک می

 بررسی با هدفمطالعه این  .کنند میبررسی  لکوسیتی مچ - کراس
 به مبتلا زنان تراپی لنفوسیت از حاصل لکوسیتی مچ -کراس نتایج
  جنین انجام شد. خودی خودبه مکرر سقط

  
  ها مواد و روش

سابقه سقط  زنان دارای در جمعیتمقطعی  - توصیفیاین مطالعه 
 بینو  تندخودی داش مکرر که دو یا بیشتر از دو سقط خودبه

شهر صارم فوق تخصصی به بیمارستان  ۱۳۹۱تا  ۱۳۸۷ های سال
زن  ۱۴۸۰. از تعداد کل مراجعه کرده بودند، انجام شدتهران 
از اینکه مشخص شد علت سقط آنها  پسبیمار،  ۷۰۴ کننده، مراجعه

رحم،  رحم، چسبندگی ناتومیکآکاریوتایپی، اختلالات اختلالات 
یدی، عوامل عفونی و ئجنسی و تیروهای  اختلالات هورمون

عوامل اتوایمیونیتی شایع نبوده است، داوطلب درمان لنفوسیتی 
مشخص برای آنها انجام شدند و درمان لنفوسیتی، طبق پروتکل 

بیماران یا داوطلب درمان نشدند یا اینکه درمان را تا انتها  ایرسشد. 
  از مطالعه خارج شدند. ، درنتیجهادامه ندادند

با  لکوسیتی مچ - کراسقبل از شروع درمان لنفوسیتی، آزمایش 
و فقط به  شدهای همسر انجام  استفاده از سرم بیماران و لکوسیت

 مچ - کراس %>۵( بیمارانی که نتیجه آزمایش آنها منفی بود
)، درمان لنفوسیتی پیشنهاد شد. این درمان با توضیح لکوسیتی

مورد  نامه ن به بیمار و بعد از امضای فرم رضایتآعوارض جانبی 
تایید کمیته اخلاق بیمارستان صارم، برای بیماران داوطلب انجام 

  شد.
های  گری همسر و یا اهداکننده پس از غربال :درمان لنفوسیتی

شخص بیمار از لحاظ عوامل عفونی قابل سرایت از طریق خون  سوم
و  CMV، EBV HBV، HCV، HIV، HTLV1 شامل

Treponema pallidum  و بعد از تعیین گروه خونی وRh 
های آنان، از همسر یا اهداکننده در   بیماران، همسر و یا اهداکننده

هپارینه لیتر خون  میلی۲۵هفته، ۳فاصله  دو نوبت متوالی و به
ای خون  هسته های تک گرفته شد و با حفظ شرایط استریل سلول

بعد از شد.  سازیآنان با استفاده از فایکول جدا (PBMC) محیطی
وسیله سرم رینگر و شمارش آنها با  ها به شوی سلولو بار شست ۳

سلول در  ۸۰-۱۰۰×۱۰۶وبار در هر نوبت تعداد ئاستفاده از لام ن
جلدی در چند نقطه از بازوی  صورت داخل رینگر بهلیتر سرم  میلی۱

خرین ایمونوتراپی، سرم بیماران آاز  پسدو هفته  بیمار تزریق شد.
آزمایش  APCAمنظور بررسی  ها جدا شد و به اهداکننده PBMC و

طور معمول،  بیماران بهاین . [21-19]انجام شد لکوسیتی مچ - کراس
 - کراسو افرادی که آزمایش  نددادایمونوتراپی را در دو نوبت انجام 

 ۲آنها بعد از این دو نوبت مثبت نشد، درمان را در  لکوسیتی مچ
های اهداکننده  PBMCنوبت دیگر و یا با استفاده از  ۳الی 
  شخص ادامه دادند. سوم
های PBMC :لکوسیتی مچ - کراس با آزمایش APCAعیین درصد ت

و تحت شرایط استریل از شوهر یا اهداکننده با استفاده از فایکول 
، تا زمان انجام هنکسشو با بافر و خون آنها جدا شد و پس از شست

روی یخ و درون یخچال نگهداری شد. از طرف دیگر سرم  آزمایش
ن در آ ۱:۸و  ۱:۴، ۱:۲ های میکرولیتر از رقت۵۰بیماران جدا شد و 

های مجزا  ریخته شد. در چاهکای  خانه۷۲میکروپلیت های  چاهک
مربوط های  در چاهک .های کنترل مثبت و منفی ریخته شد نیز سرم

های شوهر یا اهداکننده (در  PBMC سلول از ۵۰۰به هر بیمار تعداد 
ساعت در دمای  پلیت نیم سپس میکرولیتر) اضافه شد و۵۰حجم 

میکرولیتر ۲۵۰ها  اتاق قرار داده شد. در مرحله بعد به همه چاهک
ساعت و نیم در   مدت یک و پلیت بهکمپلمان خرگوش اضافه شد 

قرار داده شد و پس از طی این مدت گراد  سانتیدرجه ۳۷دمای 
دقیقه ۵ها اضافه شد. بعد از  تمام چاهکمیکرولیتر ایوزین به ۱۰۰

و پلیت  شدندفرمالین فیکس  %۱۲وسیله محلول  ها به سلول
های مرده  بررسی شد. درصد سلول اینورتوسیله میکروسکوپ  به
عنوان  ) بهبودداخل آنها نفوذ کرده  هایی که رنگ ایوزین به لول(س

. در تفسیر نتایج [23-20]گزارش شد لکوسیتی مچ -کراسدرصد 
بود، نتیجه  %۳۵بیشتر از  لکوسیتی مچ -کراسچه درصد  چنان

صورت جواب منفی گزارش  ن بهآکمتر از  مقادیرآزمایش مثبت و 
  شد.

  
  ها یافته

)، بعد از انجام %۳۱/۴۵بیمار ( ۳۱۹در  لکوسیتی مچ -کراسآزمایش 
 ۳۸۵های همسرشان مثبت شد.  PBMCدو نوبت ایمونوتراپی با 

مچ آنها در  - ) که آزمایش کراس%۶۹/۵۴بیمار باقیمانده (
و از بین آنها  نددرمان را ادامه داد ،ایمونوتراپی قبلی منفی شده بود

ونوتراپی مجدد با ) بعد از ایم%۸۶/۲۳بیمار دیگر ( ۱۶۸آزمایش  PBMC بیماری که  ۷۰۴در مجموع از . های همسرشان مثبت شد
همسرشان انجام های  PBMCبا طور کامل  بهدرمان لنفوسیتی را 

 لکوسیتی مچ -کراس) آزمایش %۱۸/۶۹بیمار ( ۴۸۷دادند، در 
آزمایش آنان هنوز منفی بود، داوطلب  ،های همسرشان PBMCمثبت شد. بیماران باقیمانده که پس از چندین نوبت ایمونوتراپی با 

های  های اهداکننده PBMCدرمان لنفوسیتی با استفاده از 
 مچ -کراسشخص شدند که پس از ایمونوتراپی نتیجه آزمایش  سوم

 ۵۳۸، در انبیمار از کل) مثبت شد. %۲۴/۷بیمار ( ۵۱در  لکوسیتی
د مثبت ش APCA) پس از این نوع درمان، میزان %۴۲/۷۶بیمار (

  ).۱شکل (
  

  ها در مراحل مختلف مطالعه زمایشمثبت و منفی آ نتایجفراوانی  )۱ شکل
  

  بحث
های  نتایج حاصل از تزریق لنفوسیت منظور بررسی به مطالعه حاضر

تا میزان اثربخشی  انجام شدشخص  های سوم شوهری و اهداکننده
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                                                       یدانشنامه صارم در طب بارور

های ایمنی مطلوب بر مبنای  را در ایجاد پاسخ تراپی لنفوسیت
سیستم ایمنی  اهمیت .کندمچ لکوسیتی ارزیابی  -آزمایش کراس

ن در سقط مکرر از آو نقش  سو در حفظ و نگهداری جنین از یک
عنوان یکی  عوامل ایمونولوژیک به ه است تادیگر، موجب شد سوی

. با توجه به [25 ,24 ,6]شوندخودی معرفی  مکرر خودبه  سقط دلایلاز 
هایی است که  ژن اینکه جنین در سطح خود دارای مولکول و آنتی

 ،یندآ و برای بدن مادر بیگانه به حساب می استمربوط به پدر 
بنابراین نقش تنظیمی سیستم ایمنی مادر در برخورد با این 

. [17 ,11]ها و حفظ و نگهداری جنین بسیار مهم است ژن آنتی
در بیماران دارای سقط مکرر این  ده استدامطالعات نشان 

که  شود میهای تنظیمی ایمونولوژیک دچار اختلال  مکانیزم
 HLAهای  ژن رغم اشاره بعضی از مطالعات به تشابه بین آنتی علی

عنوان علت این عارضه، هنوز دلیل اصلی این اختلال  پدر و مادر به
در حال  دانشمندان توسطشناخته نشده است و همچنان  کاملاً 

  .[6 ,5 ,1]بررسی است
جربیات و مطالعات دانشمندان و پژوهشگران حوزه ناباروری و ت

چه زنان دارای سابقه  های مکرر، نشان داده است که چنان سقط
های سفید همسرشان  سقط مکرر را قبل از اقدام به بارداری با گلبول

یند اتفاقات آسازی کنند، بر و یا یک شخص ثالث ایمن
دهد منجر به افزایش  ایمونولوژیکی که پس از این درمان رخ می

ن را تغییر در آمطالعات جدید، دلیل  شود. میشانس حفظ جنین 
. یکی [26 ,20 ,17]کنند های تنظیمی سیستم ایمنی بیان می مکانیزم
، APCAمیزبودن این درمان در ایجاد آ های ارزیابی موفقیت از روش

 مچ - کراسها با استفاده از آزمایش  بادی نتیسنجش این آ
) که پزشکان موافق با بودن اختصاصی %۵/۶۴با است ( لکوسیتی

ن را ملاکی برای افزایش شانس موفقیت بارداری آاین درمان، 
در بدن  APCA. در این آزمایش در صورت ایجاد [21 ,20 ,1]دانند می

ود است با ها که در سرم بیمار موج بادی این آنتی بیمار،
همسر واکنش داده و با های  سطحی لکوسیتهای  ژن آنتی
ها  کردن کمپلمان به محیط آزمایش منجر به مرگ لکوسیت اضافه
اند،  که رنگ ایوزین را جذب کردهای  مردههای  شود که درصد سلول می
  شود. عنوان نتیجه آزمایش در نظر گرفته می به

در بارداری و حفاظت در  یدرمان روش موفقیت ایناثربخشی و  میزان
تک بیماران مورد مطالعه  مقابل سقط جنین، مستلزم پیگیری تک

  است.
  

  گیری نتیجه
استمرار و ادامه موثر است.  APCAافزایش میزان  بر تراپی لنفوسیت
 مچ - کراسشدن آزمایش  تواند شانس مثبت می تراپی لنفوسیت
  افزایش دهد. خودی خودبه مکرر سقط به مبتلا زناندر را  لکوسیتی

  
از همکاران گرامی دپارتمان سقط مکرر و تشکر و قدردانی: 

آزمایشگاه جنرال بیمارستان فوق تخصصی صارم کمال تشکر را 
  داریم.

ن به آبا توضیح عوارض جانبی  یدرمان روش این تاییدیه اخلاقی:
تایید کمیته اخلاق مورد  نامه بیمار و بعد از امضای فرم رضایت

  بیمارستان فوق تخصصی صارم، برای بیماران داوطلب انجام شد.
  موردی از سوی نویسندگان گزارش نشده است.تعارض منافع: 

مرکز تحقیقات باروری و ناباروری صارم و پژوهشکده منابع مالی: 
های بنیادی صارم منابع مالی این تحقیق  مولکولی و سلول - سلولی

  .کرده استفراهم را 

نگارنده  (نویسنده اول)، یابوطالب صارمسهم نويسندگان: 
 ینادر عیصنا میمر %)؛٣٠( / نگارنده بحث/پژوهشگر اصلیمقاله

آرش  %)؛١٥( کمکی/پژوهشگر نگارنده مقاله (نویسنده دوم)،
 شناس/پژوهشگر نگارنده مقاله/روش (نویسنده سوم)، یپولاد

 (نویسنده چهارم)، یونسیبهنام  %)؛١٠( گر آماری کمکی/ تحلیل
(نویسنده  یلشگر مانیپ %)؛١٠( کمکیپژوهشگر  نگارنده مقاله/

(نویسنده احد زارع %)؛ ١٠( پژوهشگر کمکی /نگارنده مقاله پنجم)،
گر آماری/ نگارنده  /پژوهشگر کمکی/ تحلیل نگارنده مقاله ششم)،
  %)٢٥( بحث
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