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  مقدمه
گـردد آسم به بيماري التهابي مزمني اطـلاق مي

پذير كه با علائم پاتولوژيكي چون انقبـاض برگشـت
غلظـت ها، افزايش ترشح موكـوس، افـزايش برونش

ترشحات مخاطي، و افزايش ضخامت مجاري هوايي 
ــلول ــي س ــرپلازي و هيپرتروف ــل هيپ ــه دلي هاي ب

يابد. بيماران مختلف ي صاف مجاري بروز ميعضله
كننـد هاي متفاوتي تجربه مياين علائم را با شدت

كه از بسيار خفيف تا انسداد كامل مجاري هوايي و 

ليـل ايـن باشـد. بـه دمرگ ناشي از آن متغيـر مي
رخدادها فرد دچار تنگي نفـس، گرفتگـي و خـس 

تنفسـي -خس سينه، سرفه و كاهش ظرفيت قلبـي
 . )2 ،1(گردد مي

تواند طيف سني وسيعي را درگير اين بيماري مي
ــا  ــوزادان ت ــه از ن ــازد ك ــال را در س ــراد كهنس اف

گيرد. عوامل ژنتيكي و محيطـي گونـاگوني در برمي
بروز اين بيماري دخيل هسـتند و مطالعـات انجـام 

هاي متعددي را در افـزايش شده در اين زمينه، ژن

    .رانيا تهران، ران،يا يپزشك علوم دانشگاه ،يپزشك دانشكده ،يمونولوژيا گروه ،يمونولوژيا ارشد كارشناس: يميصم بخش نجات لايل
    .رانيا تهران، ران،يا يپزشك علوم دانشگاه ،)ص( اكرم رسول حضرت مارستانيب ،ينيبال يمونولوژيا و يآلرژ گروه متخصص و ارياستاد: پور فلاح يمرتض 

    .رانيا تهران، ران،يا يپزشك علوم دانشگاه ،يپزشك دانشكده ،يمونولوژيا گروه ،يمونولوژيا يتخصص يدكترا يدانشجو: رصفايم خوش ديمج
  . رانيا تهران، ران،يا يپزشك علوم دانشگاه ،يپزشك دانشكده ،يمونولوژيا گروه ،يمونولوژيا يتخصص يدكترا: بهارلو رسول

   ن.رايا تهران، ران،يا يپزشك علوم دانشگاه ،يپزشك دانشكده ،يمونولوژيا گروه ،يمونولوژيا يتخصص يدكترا يدانشجو: دار جربزه ايپر
 .رانيا تهران، ران،يا يپزشك علوم دانشگاه هوا، يآلودگ قاتيتحق مركز ه،ير تخصص فوق ،يداخل متخصص و استاد: يموسو جواد يعل ديس
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 آسم به مبتلا زنان Th1 هايسلول پاسخ ميتنظ در موثر يكار راه: يدرمان هورمون
 كيآلرژ

  چكيده
باشد. باتوجه به اينكه در اغلب موارد علائم آسم قبل بوده و شيوع آن در زنان بيشتر از مردان مي متفاوت مختلف سنين در بروز آسم الگوي :هدف و زمينه

تواند روي آن موثر باشـند. از طرفـي هاي جنسي ميرسد كه نوسانات هورمونشود لذا به نظر مياز قاعدگي تشديد شده و در دوره بارداري دچار تغييراتي مي
هـاي جنسـي باشـد. در ايـن مطالعـه اثـر هورمونهـا ميهاي رايج و پذيرفته شده طي دوران يائسگي و كنترل برخي از بيمارييكي از درمان تراپيهورمون

) در سلول هاي تـك هسـته اي خـون Th1 (به عنوان مشخصه پاسخ هاي IFN-ɣ و سايتوكاين T-betرونويسي  استروژن و پروژسترون بر بيان فاكتور
  ان يائسه مبتلا به آسم آلرژيك با گروه سالم مقايسه شد.محيطي زن
تـك  هايكنترل سالم با سن مشابه وارد مطالعه شـدند. سـلول 13و  آلرژيك يائسه مبتلا به آسم خانم 13در اين مطالعه شاهدي موردي تعداد : روش كار

تراپي، به مولار) در طي هرمون 10-6 مولار) و پروژسترون ( 10-8 (هاي استراديول حضور غلظت معادل با سطح سرمي هورمون اي خون محيطي درهسته
سنجيده شد و ميـزان بيـان  الايزا روش با سلولي كشت رويي مايع در IFN-γ سايتوكاين ترشح ميزان صورت جداگانه و يا تركيبي كشت داده شدند. سپس

  مورد بررسي قرار گرفت. Real Time PCR توسط T-betرونويسي  فاكتور
ايجاد نكردند، اما اثـر تركيبـي  IFN-ɣو نيز سطح سايتوكاين  T-betهاي استراديول و پروژسترون به تنهايي تغيير چنداني در بيان ژن : هورمونهايافته

در گروه بيمار نسبت به گروه كنترل گرديد كه ميانـه و دامنـه  Th1هاي اين دو هورمون منجر به افزايش معنادار بيان اين ژن و سايتوكاين مرتبط با سلول
  ليتر بود.) پيكوگرم در ميلي85/68-04/84(52/71) در مقابل 32/77-177( 04/84بين چاركي به ترتيب 

نمايد. با اين حال با توجه به تراپي و حفظ تعادل سايتوكايني در اين شرايط اشاره ميبه تاثير مثبت هورمون IFN-ɣ : افزايش سطح سايتوكاينگيرينتيجه
ها، نياز به مطالعات بيشـتري جهـت شـفافاز اين سلول ɣ-IFNدر بيماري آسم و امكان ترشح سايتوكاين  T +8CDهاي ديگر از جمله نقش موثر سلول

 در بيماران مبتلا به آسم آلرژيك وجود دارد.   T+8CDهاي و نيز سلول T+4CDهاي هاي مختلف سلولها به ويژه بر روي زيرگروهسازي اثر اين هورمون
  

 ندرماني، استراديول، پروژسترو اي خون محيطي، هورمونهاي تك هسته: آسم آلرژيك، سلولهاواژهكليد

  22/3/97  تاريخ پذيرش:   19/1/97 تاريخ دريافت:
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 .)3(استعداد ابتلا به اين بيماري معرفي نموده انـد 
ــلول ــ CD4+ Tهاي س ــش مهم ــ ينق  يمدر تنظ
ايــن كننــد. مييفــا ا يو التهــاب يمنــيهاي اپاســخ
اختصاصي عرضه ژن از مواجهه با آنتي ها پسسلول

، ژنهاي عرضه كننده آنتـيي سلولشده به واسطه
شـوند و بـه دچار گسترش كلونـال ميو  فعال شده

 1كمكـي  Tي مختلفـي نظيـر سـلول هـاگروه يرز
(Th1)  ،Th2 ،Th-17 ،Th9  وTreg يمـــ يزتمـــا 
شيوع آسم در زنان بيشـتر از مـردان بـوده و  .يابند

هـاي جنسـي دهـد كـه هورمـونشواهد نشـان مي
ــر عملكــرد (اســتروژن و پروژســترون) مي تواننــد ب

ها  اثر داشـته باشـند. الگوهـاي متفـاوت بـروز ريه
ــنس ز ــاري در دو ج ــود بيم ــز وج ــرد و ني ن و م

هــاي جنســي زنانــه بــر روي هاي هورمونپذيرنــده
هـا، هاي سيسـتم ايمنـي ازجملـه ائوزينوفيلسلول
توانند مي Bو  Tهاي هاي دندريتيك و سلولسلول

هــاي جنســي بــا ي ارتبــاط هورموننشــان دهنــده
 . )4(بيماري آسم باشند 

نتايج مطالعاتي كه طي سال هاي اخير بـا هـدف 
هاي پـيش التهـابي نظيـر بررسي سطح سايتوكاين

IL-6  ،TNF-α  وIL-1β هاي ضـــد و ســـايتوكاين
پس از درمـان هـاي  IL-10 ،TGF-βالتهابي نظير 

هاي ضـد و هورموني انجام گرفتـه اسـت بـا پاسـخ
هاي قش هورمونباشد كه گاه به ننقيضي همراه مي

جنسي استروژن و پروژسـترون در تشـديد شـرايط 
كنند و گـاه بـه بررسـي اثـر ضـد التهابي اشاره مي

 33-52پردازنـد. حـدود ها ميالتهابي اين هورمون
درصد از زنان مبتلا به آسم، تشديد علائم بيمـاري 

ــدگي  ــيش از قاع ــاز پ  Premenstrual)را طــي ف
worsening) 22ر حـالي كـه انـد، دگزارش نموده 

درصد بيماران از تشديد علائم طي سيكل قاعدگي 
دهـد )، و مطالعات نشان مي5-9اند (شكايت داشته

كه اين زنان بيشترين ميزان مراجعه بـه پزشـك و 
بستري در بيمارسـتان را بـه علـت تشـديد علائـم 

درصد زناني كه بـه  50. تقريباً )5( تجربه كرده اند
علت آسم در بيمارستان بستري شـده انـد در فـاز 

. هنـوز ارتبـاط )6( پيش از قاعدگي قرار داشته اند
اري و هـاي جنسـي در شـرايط بـاردميان هورمون

علائم آسم كاملاً مشخص نشـده اسـت. اگرچـه در 
اي اكثر زنان باردار، آسـم در شـرايط كنتـرل شـده

 10دهد كـه تنهـا قرار دارد، اما مطالعات نشان مي
درصد از زنان بارداري كه ابتلاي آن هـا بـه آسـم، 
قبل از بارداري تشخيص داده شـده اسـت، تشـديد 

حالي كه علائم  دهند، درعلائم آسم حاد را بروز مي
ي آخـر درصد از زناني كه در سه ماهه 30 آسم در

. بـر اسـاس )7( شـودبارداري قرار دارند، بهتـر مي
نتايج تعـداد زيـادي از مطالعـات، در فـاز پـيش از 

هـا، قاعدگي به علـت افـت سـطح سـرمي هورمون
ـــديد مي ـــم تش ـــم آس ـــوس علائ ـــود و اگزوژن ش

ــو ــوني و نهورم ــانات هورم ــاهش نوس تراپي در ك
جلوگيري از تشديد علائم آسـم طـي فـاز پـيش از 
قاعدگي نقش مـوثري داشـته و منجـر بـه كـاهش 
ـــاي  ـــان ه ـــه درم ـــاران ب ـــن بيم ـــتگي اي وابس

  .)12-8( شودكورتيكوستروئيدي مي
تراپي به درمان تركيبي شـامل اسـتروژن هورمون

طبيعي يا سنتتيك به همراه پروژسترون سـنتتيك 
گـردد. از اهـداف انجـام ها اطـلاق مييا پروژستين

تــوان بــه رفــع علائــم يائســگي، تراپي ميهورمــون
, 13(جلوگيري يا درمان استئوپروز پس از يائسگي 

هاي اتوايميـون ، كاهش علائم برخي از بيماري)14
ــه  )11( ــان آكن ــاكنون  )15(و درم ــرد. ت ــاره ك اش

هاي تحقيق جامعي كه به طور مستقيم اثر هورمون
اي هاي تـك هسـتهجنسي زنانه را بـر روي سـلول

خون محيطي بيماران مبتلا به آسم مـورد بررسـي 
قرار دهد انجام نگرفته است و بـر اسـاس عملكـرد 

ها و نيـز شـناختي كـه از هاي اين هورمونذيرندهپ
هاي سيســتم ايمنــي بــه دســت آمــده ســايتوكاين

ـــرد  ـــورد عملك فرضـــيات ضـــد و نقيضـــي در م
در بيماري آسـم مطـرح  Tهاي هاي سلولزيرگروه

شده است كه گاه آن ها را حفاظـت كننـده و گـاه 
ه . هـدف از ايـن مطالعـ)16(انـد مخرب جلوه داده
 IFN-ɣو ترشح سايتوكاين  T-betبررسي بيان ژن 

اي خون محيطـي بيمـاران هاي تك هستهاز سلول
 مبتلا به آسم آلرژيك و مقايسه آن با گروه كنتـرل

  باشد.سالم مي
  

  كار روش
بيمــار خــانم بــا  13در  آلرژيــك بــه آســم ابــتلا

-60و محـدوده سـني  9/54±02/3ميانگين سني 
داشتند  قرار يائسگي از پس شرايط در كه سال 50
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 از هاييافتـه اسـاسبـر ( متخصـص پزشك توسط
 IgE تشـخيص هـايآزمـون بيمار، حالشرح قبيل

خـانم يائسـه  13شـد و  ، تائيـد)آلـرژن اختصاصي
بـه عنـوان  8/53±8/2سالم نيز با ميانگين سـني  

سالم وارد اين مطالعه موردي شاهدي گروه كنترل 
شدند. ابتلا به عفونـت در قسـمت فوقـاني مجـاري 

هـاي اتوايميـون، متابوليـك و نيـز هوايي، بيمـاري
مصرف داروهاي هورموني از موارد خروج از مطالعه 

(كــد اخــلاق:  بــود. پــس از كســب رضــايت افــراد
IR.IUMS.REC 1395. 9311127007 حــدود ،(

 EDTAمـراه بـا ضـد انعقـاد ليتر خون هميلي 10
  گرفته شد.

هـاي تـك از جداسازي سـلول كشت سلول: پس
 PBMC- Peripheral( اي خـون محيطـيهسـته

Blood Mononuclear Cells ــان ) توســط گرادي
در   10-6سلول بر ميلي ليتـر   ، غلظت)17(فايكول 
 ,Gibco)محـيط كشـت  ميكروليتـر 1000حجـم 

UK) RPMI-1640, %1 Pen/Strep, 10%FBS 
) كنترل 1حالت:  8ها ريخته شد و طبق در چاهك

همگـالوتينين فاقد تيمـار هورمـوني و فيتـو[منفي 
(PHA)[ ،2) كنتـرل مثبـت (PHA 1% Gibco, 

UK ،(3 مول بر ليتر ( 10-8 ) استراديول با غلظت 
(E2758, Sigma, Germany، 4 اســتراديول و (

PHA ،5 مول بر ليتـر  10-6 ) پروژسترون با غلظت
) (P8783, Sigma, Germany ،6 پروژسـترون و (

PHA ،7هــاي اســتراديول و ) تركيــب هورمــون
ــا غلظــت ) تركيــب 8هــاي مــذكور، پروژســترون ب

هاي هاي استراديول و پروژسترون با غلظتهورمون
مول بـر ليتـر 10-8 . دوزهاي PHAمذكور به همراه 

مول بر ليتـر بـراي 10-6 براي هورمون استراديول و 
هورمون پروژسترون (با توجه به اين كه اين غلظت

هـاي اسـتراديول و معادل سطح سرمي هورمون ها
بـود)  COCs يپروژسترون در زنان مصرف كننـده

. در نهايـت، انكوباسـيون )19, 18(انتخاب گرديـد 
درجـه  37مـاي سـاعت در د 48ها به مـدت سلول

  انجام گرفت.  2CO %5سانتي گراد در حضور 
و  PBMCهاي سـلولاز  Total RNAاسـتخراج 

از برداشت مايع رويـي كشـت  : پس cDNAسنتز 
درجــه  -80ســلولي و فريــز نمــودن آن در دمــاي 

 IFN-ɣسانتي گراد جهت بررسي سطح سايتوكاين 
از رسوب سـلولي بـا  RNAبا تست الايزا، استخراج 

ـــل ـــل -روش فن ـــاس پروتك ـــر اس ـــرم و ب كلروف
QiagenRNeasy, Qiagen, USA) ( انجام گرفت و

استخراج شده با اسـتفاده از دسـتگاه  RNAغلظت 
ــانو ــق ن ــوص آن از طري ــد و خل ــي ش دراپ بررس

 مـولار تاييـد گرديــد. 4بـا اوره  %1الكتروفـورز ژل 
 ,Takara) يـتك ر اسـاس پروتكـلب cDNAسنتز 
USA ( 9/0منظـور از  يـنا يبـراگرفت كـه انجام 

  .گرديداستفاده  RNA يكروگرمم
طبـــق  Real-Time PCR :cDNAواكـــنش 

ــا پروفايــل دمــايي (  Takaraپروتكــل كيــت   15ب
درجـه سـانتي گـراد و خاتمـه  37دقيقه در دماي 

 5درجه سانتي گراد به مـدت  85واكنش در دماي 
ثانيه) سنتز شده با استفاده از روش سـايبرگرين و 
طبـــق پروتكـــل دمـــايي مســـترميكس كمپـــاني 

(Biofact, South Korea) توسط دسـتگاهRotor-
Gene Q (QIAGEN) پرايمرهـا  تكثير شد. تـوالي

ــاي  ــراي ژن ه ــدول  T-betو  GAPDHب ، 1در ج
  نمايش داده شده است. 

 توسـط تسـت الايـزا: IFN-ɣسنجش سايتوكاين 
در مــايع رويــي  IFN-ɣترشــح ســايتوكاين  ميــزان

 (BD, USA)كشت سلولي بر اساس پروتكل كيت 
تعيين گرديد. حجم لازم از آنتـي بـادي پوشـاننده 

)Coating Abيت الايـزا ريختـه هاي پل) در چاهك
درجـه سـانتي  4شد و به مدت يك شب در دماي 

شـو وگراد نگهداري گرديد. در ادامه پس  از شست
بلاكينگ انجام گرفت و در مراحـل بعـدي پـس از 

ــــه ــــزودن نمون ــــادي ها، آنتيو اســــتاندارد اف ب
 -كننده بيوتينيله و كونژوگه استرپتاويدينشناسايي

HRP (Horse radish peroxidase) هـا بـه چاهك

  T-bet و GAPDH يهاژن به مربوط يمرهايپرا -1جدول
  ژن Forwardپرايمر Reverseپرايمر 

′3- TGGTGAAGACGCCAGTGGA-'5  5'-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC -3' GAPDH  
5'-CTT TCC ACA CTG CAC CCA CTT -3′ 5'-GAT GTT TGT GGA CGT GGT CTT -3′  T-bet  
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و  TMBافزوده شد. در نهايت محلـول سوبسـتراي 
اسيد سولفوريك اضـافه گشـت و واكـنش آنزيمـي 
متوقــف گرديــد. باتوجــه بــه ســطح بــالاي توليــد 

در  PBMCهاي توســط ســلول IFN-γســايتوكاين 
رويـي هـا، مـايع و هورمون PHAپاسخ به تحريك 

گيري اين سايتوكاين در كشت سلولي قبل از اندازه
 PHAهاي بيماران و گروه كنترل كه حـاوي نمونه

به  PHAهاي فاقد و در نمونه 1:20بودند به نسبت 
  رقيق گرديد. 1:10نسبت 

بررسي طبيعـي بـودن توزيـع  براي آناليز آماري:
آزمـون آمـاري  ) ازNormal distributionها (دهدا

) و دي آگوسـتينو Shapiro-Wilkويلـك (-شاپيرو
)D'Agostino استفاده شد. با توجه به نتيجه ايـن (

 ويتنـيهاي غيـر پارامتريـك منها از تسـتآزمون
)Mann–Whitney U test براي مقايسه ميـان دو (

) بـراي Kruskal-Wallisگروه و كروسكال واليس (
منظور تحليل آمـاري ه ي بيش از دو گروه بمقايسه

  استفاده گرديد.

براي محاسـبه نتـايج بيـان ژن از روش مقايسـه 
2-) و با فرمول Relative expressionبيان نسبي (

ctΔΔ  ــع ــور از ژن مرج ــدين منظ ــد؛ ب ــتفاده ش اس
GAPDH هـاي مـورد سـازي بيـان ژنبراي نرمال

مطالعه استفاده شد، همچنين با اسـتفاده از هفـت 
(از رقـت  PCRمحصول واكـنش از رقت تهيه شده 

، ميـزان و رسـم منحنـي اسـتاندارد )10-10تا  4-10
 بـراي هـر ژن PCRواكـنش  (Efficiency)كارايي 

سنجيده شد و بـا توجـه بـه يكسـان بـودن مقـدار 
ــنش  ــارايي واك ــورد ) 2R=0.99(ك ــاي م در ژن ه

  ctΔΔ-2در فرمـول  ) Livak( مطالعه از مدل ليـواك
  استفاده گرديد.براي محاسبه نتايج 

  
  هايافته 

-Tژن  يانبنشان مي دهد،  1همانطور كه شكل 
bet هاي در سلولPBMC يچ كـه هـ يمـارگـروه ب

ها صـورت نگرفتـه آن يبر رو يدرمان گونه مداخله
 نشان داد، يشافزا يبود نسبت به گروه كنترل اندك

  
در حضـور  يولبا هورمون استراد PBMC يهاسلول يمارپس از ت T-betژن  يانب .ماريب و كنترل يهاگروه انيم T-bet ژن انيب زانيم سهيمقا نمودار -1 شكل

PHA يافت يشنسبت به گروه كنترل سالم افزا يماردر گروه ب يو پروژسترون به صورت معنادار يولاستراد هايهورمون تركيب با هاسلول يمارپس از ت ينو همچن. 

  
 يـببـا ترك PBMC هـايسـلول يمـارپـس از ت IFN-ɣ يتوكاينترشـح سـا .مـاريب و كنتـرل يهـاگروه انيم  IFN-ɣ نيتوكايسا سطح سهيمقا نمودار -2شكل 

  .يافت يشافزا ينسبت به گروه كنترل سالم به صورت معنادار يمارو پروژسترون در گروه ب يولاستراد هايهورمون
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ــه ا ــنك ــزا ي ــود يشاف ــادار نب ــس معن ــار. پ  از تيم
PBMCs  باPHA  ژن  يـانبيمار، گروه بدرT-bet 

 يانـدك ياربسـ يـزاننسبت به گـروه كنتـرل بـه م
هاي در ســـلول T-betژن  يـــانبيافـــت. كـــاهش 

PBMC بـا  اسـتراديولكه بـا هورمـون  يمارگروه ب
شده بودند نسبت به گـروه  يمارتمولار  10-8غلظت 
يافت. پس كاهش  ياندك ياربس يزانبه م نيز كنترل

 يمـاردر  گـروه ب T-betژن  يانب، PBMCاز تيمار 
شده بودند نسبت بـه گـروه  يمارت E2+PHAكه با 

 كـاهش معنـادار بـود يـنكه ا يافتكنترل كاهش 
)0322/0p=( .ــــانب ــــلول T-betژن  ي هاي در س

PBMC كه با هورمـون پروژسـترون بـا  يمارگروه ب
شده بودند نسبت به گـروه  يمارتمولار 10-6 غلظت 

در  T-betژن  يـانبيافت، همچنـين كنترل كاهش 
 P4+PHAكـه بـا  يمـارگروه ب PBMCهاي سلول

 يشده بودند نسـبت بـه گـروه كنتـرل انـدك يمارت
 يـانب معنادار نبود. ها كاهش ينكه ا يافت،كاهش 

كه بـا  يماربگروه  PBMCهاي در سلول T-betژن 
ــولار 10-8( اســتراديول هــايهورمون يــبترك ) و م

شده بودند نسب بـه  يمار) تمولار10-6( پروژسترون
معنـادار  يشافـزا ينكه ا يافت يشگروه كنترل افزا

 PBMCهاي سلول. پس از تيمار )=0049/0p( بود
در گـروه بيمـار  T-betژن  يانب، E2+P4+PHAبا 

 يانـدك ياربسـ يـزاننسبت به گـروه كنتـرل بـه م
                                                                        .كاهش معنادار نبود ينكه ا يافت،كاهش 

 سـطحان مـي دهـد، نشـ 2همانطور كـه شـكل 
هاي در مايع رويي كشت سلول IFN-ɣ سايتوكاين 

PBMC بـر  يدرمـان يچ مداخلـهكه هـ يمارگروه ب
ها صـورت نگرفتـه بـود نسـبت بـه گـروه  آن يرو

بـا  PBMCsپس از تيمار  .نشان دادكنترل كاهش 
PHA  سطحIFN-ɣ  در مـايع رويـي كشـت گـروه

 يـنكـه ايافت نسبت به گروه كنترل كاهش  يمارب
در مـايع  IFN-ɣسـطح  معنـادار نبـود. نيز كاهش

كـه بـا  يمارگروه ب PBMCهاي رويي كشت سلول
شده  يمارتمولار 10-8  با غلظت استراديولهورمون 

 يـنكه ا يافت، يشبودند نسبت به گروه كنترل افزا
ــزا ــود. يشاف ــادار نب ــت  معن ــي كش ــايع روي در م
 E2+PHAكـه بـا  يمـارگروه ب PBMCهاي سلول

نسـبت بـه گـروه  IFN-ɣسـطح ، شده بودند يمارت
 كـاهش معنـادار نبـود. ينكه ا يافتكنترل كاهش 

هاي در مــايع رويــي كشــت ســلول IFN-ɣســطح 
PBMC كه با هورمـون پروژسـترون بـا  يمارگروه ب
شده بودند نسبت به گـروه  يمارتمولار 10-6 غلظت 

سـطح  .يافت يشافزا ياندك ياربس يزانكنترل به م
IFN-ɣ هاي در مايع رويـي كشـت سـلولPBMC 
شـده بودنـد  يمـارت P4+PHAكـه بـا  يمـارگروه ب

 يـنداشـت كـه ا يشافزا نيز نسبت به گروه كنترل
ــزا ــود. يشاف ــادار نب ــت  معن ــي كش ــايع روي در م

ــا ترك يمــارگــروه ب PBMCهاي ســلول  يــبكــه ب
 ) و پروژسترونمولار10-8 ( استراديول هايهورمون

نسب  ɣ-IFNسطح ، شده بودند يمار) تمولار 6-10(
 =p(يافت  يشافزا يبه گروه كنترل به طور معنادار

ــطح . )0497/0 ــت  IFN-ɣس ــي كش ــايع روي در م
كــــه بــــا  يمــــارگــــروه ب PBMCهاي ســــلول

E2+P4+PHA شده بودند نسـبت بـه گـروه  يمارت
. كاهش معنـادار نبـود ينكنترل كاهش داشت كه ا
هـاي كنتـرل و بيمـار بـه مقايسه نتايج ميان گروه

ـــاركي  ـــين چ ـــه ب ـــه و دامن ـــورت ميان  IQRص
كـه بـا  يتنها در گروه يبه صورت معنادار IFN-ɣسطح ترشح  .PBMC يهاسلول كشت ييرو عيما در IFN-ɣ نيتوكايسا يبرا) يچارك نيب دامنه( انهيم -1جدول 

  .يافت يششده بود، افزا يمارو پروژسترون ت يولاستراد هايهورمون يبترك
p (دامنه بين چاركي) ميانه (دامنه بين چاركي) ميانه هاگروه  

سالم)(گروه كنترل (گروه بيماران آسم آلرژيك)
139.1 (151.7-68.18) 89.98 غير معنادار (19.5-162.6) No-Treatment   IFN-ɣسايتوكاين 

1876 (3336-323.5) 582 غير معنادار )پيكوگرم بر ميلي ليتر( (847.7-3704) PHA
76.48 غير معنادار (63.25-109) 64.08 (61.62-90.87) E2
952.6 (490.6-278.1) 373.2 غير معنادار (301.9-1709) E2 + PHA
68.18 (82.43-67.77) 69.83 غير معنادار (58.38-69.83) P4

260.2 (3877-262.5) 410.7 معنادارغير  (207.5-2595) P4 + PHA
84.04 )*معنادار ( (77.32-177) 71.52 (62.85-84.04) E2 + P4

1245 (4389-214.4) 325.3 غير معنادار (246.1-4039) E2 + P4 + PHA
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(Interquartile range)  نمـايش داده  2در جـدول
  شده است.

  
  گيريبحث و نتيجه

ــس از  ــه پ ــد ك ــان داده ش ــه نش ــن مطالع در اي
ان ژن و بيـ IFN-ɣ يتوكاينسطح ساتراپي هورمون

T-bet ادل تعـ تواند در حفـظيابد و ميافزايش مي
ني بيماران مبـتلا بـه آسـم آلرژيـك مـوثر يتوكاسا

در  Th1هـاي باشد. با توجه به نقـش مهـم سـلول
و  Th2هاي حفظ تعادل پاسخ هاي مرتبط با سلول

ــون ــاط هوروم ــز ارتب هــاي جنســي اســتروژن و ني
هـاي سيسـتم ايمنـي، پروژسترون در تنظيم پاسخ

هاي رسـد كـه الگـوي پاسـخاين گونه به نظـر مـي
( بيــان فــاكتور  Th1گــروه ســلولي مــرتبط بــا زيــر

از  ) IFN-ɣو توليــد ســايتوكاين  T-betرونويســي 
اي خـون محيطـي در زنـان هاي تك هسـتهسلول

متفـاوت  مبتلا بـه آسـم آلرژيـك تحـت تـاثير دوز
هاي جنسي اسـتروژن و پروژسـترون قـرار هورمون

 گيرد. در مطالعات قبلي نشان داده شده بود كهمي
از  بـه عنـوان يكــي T-betسـي بيـان فـاكتور رونوي

در  Th1يـر گـروه هاي رونويسي زترين فاكتورمهم
بيماران مبـتلا بـه آسـم آلرژيـك پـس از تحريـك 

يابــد. در مطالعــه كــاهش مــي PBMCهاي ســلول
هاي بـه دسـت آمـده از تحريـك حاضر نيـز يافتـه

در  PHAاي خون محيطي بـا هاي تك هستهسلول
ايـن موضـوع را  گروه بيمار نسبت به گروه كنتـرل

 T-betتاييد نمود. همچنين بيان فاكتور رونويسـي 
 PHAها بـا در گروه بيمار پـس از تحريـك سـلول

نسبت به حالت تحريك نشده كاهش يافت كه اين 
كاهش نيز معنـادار بـود (نتـايج نشـان داده نشـده 
است). در گروه كنترل تغييرات قابل تـوجهي پـس 

ــلول ــار س ــا هورموناز تيم ــايها ب ــتراديول و  ه اس
پروژسترون مشاهده نگرديد، اما در گـروه بيمـاران 

ها با استراديول و مبتلا به آسم آلرژيك تيمار سلول
پروژسترون (به صورت جداگانه) به طور معنـاداري 

 T-betمنجــر بــه كــاهش بيــان فــاكتور رونويســي 
  گرديد (نتايج نشان داده نشده است). 
هاي موشـي نتايج مطالعات انجام شـده در مـدل

ــان مي ــيتنش ــك اسپلنوس ــه تحري ــد ك ــا ده ها ب
 CD3بادي عليـه و يا استفاده از آنتي Aكانكاوالين 

به همراه تيمار هورمـوني بـا اسـتراديول منجـر بـه 
و نيز افـزايش  T-betافزايش بيان فاكتور رونويسي 

گـردد كـه البتـه ايـن مي IFN-ɣترشح سايتوكاين 
لـيص شـده تخ CD4+Tهايموضوع در مورد سلول

كند و پاسخ ها را به سـمت زيرگـروه نيز صدق مي
الي كه ، در ح)20(دهد شيفت مي Th1هاي سلول

دهـد كـه تحريـك نتايج مطالعات انساني نشان مي
ها با هورمون پروژسترون در دوزهاي بارداري سلول

شده و  Th1هاي زيرگروه منجر به مهار تمايز سلول
-ILنظير توليـد  Th2ها را به سمت زيرگروه پاسخ

 PIBFدهـــــد. پـــــروتئين شـــــيفت مـــــي 10
(Progesterone induced blocking factor)  كـه

توليـد  Tهاي تحت تاثير پروژسترون در لنفوسـيت
را مهـار  STAT-4شود، بيان فـاكتور رونويسـي مي

را كـاهش  T-betنموده و از اين طريق بيان فاكتور 
، كه اين مطالب در كل به وجود )22, 21(دهد مي

هاي موشي و انساني اشاره ميتفاوت نتايج در مدل
بيـان  نمايد. در اين مطالعه نتايج حاصل از بررسـي

T-bet هـاي اسـتراديول و پس از تيمار بـا هورمون
پروژسترون به صورت جداگانـه در گـروه بيمـار بـا 
نتايج به دست آمده از مطالعات انساني همسو بـود، 

ي نتايج ميان دو گروه مورد مطالعـه، اما در مقايسه
در گروه بيمـار نسـبت  T-betبا وجود كاهش بيان 

ــك  ــس از تحري ــرل پ ــروه كنت ــه گ ــلولب ــا س ها ب
استراديول و پروژسترون به صورت جداگانـه (عـدم 

) ، اين كاهش معنادار نبود. با ايـن PHAتحريك با 
منجـر  E2+PHAها با مجموعه حال تحريك سلول

-Tبه كاهش معناداري در بيـان فـاكتور رونويسـي 
bet  .نسبت به گروه كنترل گرديد  

تـوان بـه آن اشـاره ي جالب توجهي كه مينكته
ــ ــاري نم ــرات مه ــود اث ــا وج ــه ب ــن اســت ك ود اي

هاي استراديول و پروژسـترون بـه صـورت هورمون
، پـس از T-betجداگانه بر بيان فـاكتور رونويسـي 

و پروژسـترون  اسـتراديولها با تركيب تيمار سلول
در گروه بيمار نسبت بـه گـروه  T-betبيان فاكتور 

كنترل به طور معناداري افزايش يافت كه با وجـود 
بود مطالعات انجام گرفته بر اثر تركيبي ايـن دو كم

هـا توان به تاثير متفاوت ايـن هورمونهورمون، مي
به صورت جداگانه و يا بـه صـورت تركيبـي اشـاره 
نموده و به ايـن صـورت نتيجـه گرفـت كـه تيمـار 
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ــه ســلول ــا هورمونجداگان هــاي اســتراديول و ها ب
ها بـه سـمت پروژسترون منجـر بـه هـدايت پاسـخ

در بيماران مبتلا به آسـم  Th2هاي رگروه سلولزي
شود، در حالي كـه اسـتفاده از تركيـب آلرژيك مي

ــان  ــون بي ــن دو هورم ــزايش داده و  T-betاي را اف
هاي ها به سمت زيرگروه سلولموجب شيفت پاسخ

Th1  و ايجاد تعادل ميان دو زيرگـروهTh1  وTh2 
شود كه اين مساله به نفـع بهبـود علائـم آسـم مي
  باشد.مي

ـــه ســـطح ســـايتوكاين  ـــن مطالع  IFN-ɣدر اي
) در گروه بيمـار Th1(سايتوكاين شاخص زيرگروه 

پيش از هرگونه مداخله درمـاني نسـبت بـه گـروه 
كنترل كاهش داشت كه اين موضوع بيـانگر نقـش 

در بيمـاري آسـم  Th2هاي غالب زيرگـروه سـلول
. همچنين سطح سـايتوكاين )23(باشد ك ميآلرژي

IFN-ɣ اي هاي تـك هسـتهپس از تحريـك سـلول
در هـر دو گـروه كنتـرل و  PHAخون محيطي بـا 

بيمار به صـورت معنـاداري افـزايش يافـت (سـطح 
IFN-ɣ  در گروه بيمار نسبت به گـروه كنتـرل نيـز

پس از تحريك سلولي افزايش پيدا كـرد). در سـال 
نتايج مطالعات نشان داد كـه اسـتراديول در  2010
مـولار)  10-8هاي كمتر از هاي پايين (غلظتغلظت

ــايتوكاين ــزايش ترشــح س ــابي موجــب اف هاي الته
TNF-α ،IL-1β  ونيـــــز ســـــايتوكاينIFN-ɣ  از
 PHA-Lتحريك شده توسـط  PBMCsهاي سلول
شود، برخلاف اين مطلب، اسـتراديول مي LPSو يا 

مولار)  10-6 هاي بيشتر ازهاي بالا (غلظتدر غلظت
را  IL-1βو  TNF-αهاي التهـابي سنتز سـايتوكاين

هاي مهار نموده و موجب افزايش سطح سـايتوكاين
شـود. هورمــون مي IL1RAو  IL-10ضـد التهـابي 
هاي ر دوز هــاي بــالا عملكــرد ســلولاســتراديول د

Treg در گـروه بيمـار )18(دهد را نيز افزايش مي .
پـس از تيمـار  IFN-ɣنسبت به گروه كنترل سطح 

ــا هورمــون اســتراديول افــزايش يافــت. ســلول ها ب
مطالعه اي كه بر روي اسپلنوسيت هاي جـدا شـده 

موش انجام شده بود نشان داد كـه تيمـار از طحال 
ها با دوز هاي پايين اسـتراديول موجـب اين سلول

شـده، در حـالي كـه دوز  Th1هاي تحريك پاسـخ
هاي بالاي استراديول هدايت پاسـخ هـا بـه سـمت 

ـــلول ـــروه س ـــود، را ســـبب مي Th2هاي زيرگ ش

پـس از تيمـار  IFN-ɣهمچنين سطح سـايتوكاين 
ــا هورمــو Th1هاي ســلول ن اســتراديول افــزايش ب

. اثر تركيبي هر دو هورمـون در گـروه )24(يابد مي
بيمار نسبت به گروه كنترل نيز منجـر بـه افـزايش 

شد كه اين مطالب نشـان  IFN-ɣمعنادار در سطح 
تراپي در هدايت پاسـخ دهنده ي اثر مثبت هورمون

باشـد، مي Th1هاي ها بـه سـمت زيرگـروه سـلول
ــه مطالعــات  هرچنــد كــه در تاييــد ايــن مســاله ب

هاي بيشــتري نيــاز بــوده و لازم اســت كــه ســلول
T +4CD هاي سـلول تخليص شوند و به زيرگروهT 

ــر غلظت ــد و اث ــايز يابن ــاي مختم ــن دو ه ــف اي تل
ها مورد بررسي قرار گيـرد. هورمون بر اين زيرگروه

ــان مي ــات نش ــي از مطالع ــايج برخ ــه نت ــد ك ده
هـاي ها در حضـور پروژسـترون بـا غظتلنفوسيت

كننـد. توليـد مي PIBFبارداري، پروتئيني بـه نـام 
در  IL-10و  IL-4 ،IL-13هايترشــح ســـايتوكاين
ــيت ــت لنفوس ــال  Tهاي كش ــده از طح ــدا ش ج

و پروتئين  Aبه همراه كانكاوالين  Balbcهاي وشم
PIBF  ــا ــت، ام ــزايش ياف ــه طــور چشــمگيري اف ب

ــايتوكاين  ــطح س ــري در س ــاهده  IFN-ɣتغيي مش
-IL-4 ،ILهاي نگرديد (افزايش سـطح سـايتوكاين

ــه هــر دو  PIBFدر حضــور  IL-10و  13 ــوط ب مرب
باشـد) مي CD8+Tو  CD4+Tهاي جمعيت سلول

هـاي جنسـي نظيـر . در مورد نقـش هورمون)25(
هاي اتوايميون نيـز مطالعـات استراديول در بيماري

زيادي انجام گرفته است. به عنوان مثال نتايج يكي 
انجـام  MSاز مطالعات كه بر روي بيماران مبتلا به 

گرفتــه بــود، نشــان داد كــه تحريــك بــا هورمــون 
هاي مشابه با بارداري، موجـب استراديول در غلظت
ـــزايش ترشـــح  ـــلول IFN-ɣو  IL-10اف هاي از س

CD4+T هـاي جـدا ژناختصاصي براي نـورو آنتي
ــه   MSشــده از گــروه كنتــرل و بيمــاران مبــتلا ب

  . )26(شود مي
هـاي مـالي در اين مطالعه با توجه به محـدوديت

هـاي از سلول 4T CD+هاي امكان جداسازي سلول
هـا اي خون محيطي و كشت اين سـلولتك هسته

در محــيط ســايتوكايني مناســب جهــت تمــايز بــه 
هـاي و بررسي اثر هورمون Th1هاي سلول گروهزير

هــا وجــود ن و پروژســترون بــر ايـن ســلولاسـتروژ
نداشت. همچنين بخـاطر محـدوديت هـاي زمـاني 
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هـاي هـاي متفـاوت هورمـونامكان بررسي اثر دوز
-Tاستروژن و پروژسترون بر بيان فاكتور رونويسي 

bet  ــايتوكاين ــد س ــلول IFN-ɣو تولي ــاي از س ه
PBMC  حاصل نشـد. همگـن سـازي بيمـاران بـر

اساس نوع و شدت آلـرژي و علائـم آسـم از نقـاط 
  قوت اين مطالعه بود. 

 يشافـزاتوان نتيجـه گرفـت كـه به طور كل مي
-Tو افـزايش بيـان ژن  IFN-ɣ يتوكاينسطوح سـا

bet بر حفـظ تعـادل  يتراپ مثبت هورمون يربه تاث
، با وجـود نمايدياشاره م يماريب يندر ا يتوكانيسا

تعداد زيادي از مطالعات انجـام شـده، هنـوز نقـش 
در بيمــاري آســم آلرژيــك كــاملاً  Th1هاي ســلول

مشخص نيست. تعداد زيادي از مطالعات بـه نقـش 
در جلوگيري از پيشرفت التهابـات  Th1هاي سلول

كنند، اما برخـي مقـالات نيـز بـه آلرژيك اشاره مي
هابــات در تشــديد الت Th1نقــش مخــرب زيرگــروه 

-IFNپردازند. افزايش سطح سايتوكاين آلرژيك مي
ɣهاي ، الزاماً با افزايش پاسخTh1 باشد مرتبط نمي

زيــرا در بيمــاران مبــتلا بــه آســم آتوپيــك و غيــر 
 ɣ-IFNكـه  T +8CDهاي آتوپيك، جمعيت سـلول

يابـد. افـزايش سـطح كنند نيز افزايش ميتوليد مي
IFN-ɣ لرژيك با افزايش در بيماران مبتلا به آسم آ

در توليـد سـايتوكاين  T +8CDهاي ظرفيت سلول
IFN-ɣ ها بـا باشد و جمعيت اين سـلولمرتبط مي

هـا و شدت بيماري، افزايش واكنش پـذيري برونش
ائوزينوفيلي ارتباط دارد. برخـي مطالعـات نيـز بـه 

در بيماران مبتلا به آسم كـه  IFN-ɣافزايش سطح 
نماينـد ست، اشاره ميبيماري آن ها كنترل نشده ا

)27(  .  
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Abstract 
Background: The pattern of incidence of asthma varies with age and sex, as females suffer more than 
males. Some asthmatic women report premenstrual exacerbation of asthma symptoms as well as 
variation of its severity during pregnancy, thus it is believed that sex hormonal changes could affect 
asthma. Hormone Replacement Therapy (HRT) is a routine and accepted procedure which is used for 
treatment of several cases such as irregular periods, hirsutism, menopausal manifestations, acne, 
osteoporosis and amelioration of the symptoms in some autoimmune disease. HRT could reduce the 
magnitude of variations in estrogen and progesterone over the menstrual cycle. According to 
increased asthma prevalence among women than men and regarding to expression of estrogen and 
progesterone receptor on lung and immune cells, we aimed to determine the effects of 17β-estradiol 
(E2) and progesterone (P4) alone and in combination form on expression of T-bet and IFN-ɣ cytokine 
secretion, in correlation with Th1 cell subset of Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC) (as 
crucial cells that could affect cytokines’ balance) in asthmatic patients versus non-asthmatic healthy 
controls.  
Methods: The diagnosis of asthma was confirmed on the basis of clinical symptoms and detection of 
allergen specific IgE. Then PBMCs were isolated and cultivated in 24-well plates in the presence or 
absence of 1% phytohemagglutinin (PHA), 10-8 M of estrogen and 10-6 M of progesterone, followed 
by mRNA isolation. After reverse transcription, real-time quantitative PCR was performed to evaluate 
the expression level of T-bet. We also measured the concentration of the related cytokine (IFN-ɣ) in 
supernatants by ELISA. 
Results: The expression of T-bet as well as secretion of IFN-ɣ which is a Th1 related cytokine was 
significantly increased when a combination of both hormones were applied in case group compared to 
controls [Median: 84.04 (IQR: 77.32-177) and Median: 71.52 (IQR: 68.85-84.04) pg/ml respectively], 
however, treatment with these hormones alone did not show any significant effects.  
Conclusion: We concluded that, treating PBMCs with estrogen and progesterone alone or in 
combination as an in vitro example of HRT, has stimulatory effect on Th1 cells’ behavior that may 
have a role in improving (sometimes worsening because of the complex role of CD8+T cells) of 
allergic asthma symptoms. It is crucial to clarify the effect of these hormones on differentiated T 
helper cell population, which requires more studies to understand the effect of sex hormones on 
allergic asthma. 
Keywords: Allergic asthma, Peripheral blood mononuclear cells, Estradiol, Progesterone, Hormone 
replacement therapy 


