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  چكيده

. اكلامپسي نشان داده شده است مانند پره پاتوفيزيولوژيك طدر شراي LCPUFA مطالعات قبلي سطح تغيير يافتهدر  :مقدمه
 اكلامپسي پره ي مانندهاي تواند در بيماري مي يك فاكتور ضدرگزائي به عنوان sFlt-1 محلول  fmsفاكتور شبه همچنين افزايش بيان

  3امگا  يك اسيد چرب به عنوان ،EPA)(دكه ايكوزاپنتانوئيك اسي پردازد مي مطالعه حاضر به بررسي اين فرضيه. كند بازي نقش
  القاء شده توسطهيپوكسي در  JEG-3 يها سلولرا در  sFlt-1بيان پروتئين  ، ممكن است(LCPUFAs)با زنجيره بلند غيراشباع 

 Di Methyl Oxalyl Glycine (DMOG) دهد را تغيير. 

 بررسي .تكثير گرديد  DMEMدر محيط كشت Cyto Throphoblast cells (CTs)رده سلولي تروفوبلاستي جفتي  :روش بررسي
  .گرفت زمايش قرارآ به روش الايزا مورد sFlt-1 ميزان غلظت فاكتور ضدرگزايي

 >p/05(شود مي sFlt-1دار در ميزان ترشح  سبب افزايش معني DMOGبا  JEG3 يها سلولنشان داد كه انكوباسيون نتايج  :نتايج

تواند مانع  يد نمودند كه اين اسيد چرب ميأينتايج ت به علاوه ).>05/0p(كاهش داد  ميزان ترشح اين فاكتور را  EPAعكسرب ،)
  .)=261/0p( گردد sFlt-1اثرات هايپوكسي بر بيان 

گردد  مي  sFlt-1ترشح پروتئينسبب افزايش ميزان هيپوكسي قبلي مبني بر اينكه  مطالعاتنتايج  ي پژوهشها يافته :گيري نتيجه
گري سركوب  در مهار عوارض پره اكلامپسي با ميانجي 3-امگا اسيدهاي چرب دهد كه اثرات نشان مي ضراح هلعمطا .يد نمودأيرا ت

د نتوا مي n3- LCPUFA كند كه ها شواهدي ارائه مي اين داده. تحت شرايط هيپوكسي است sFlt-1 بيان ژن و ترشح پروتئين از
  .نمايد اعمال  HIFاثرات خود را از طريق مهار مسير

  

  sFlt-1 ،JEG3، هيپوكسي ،پره اكلامپسي، اسيد ايكوزاپنتا انوئيك: هاي كليدي واژه

                                                           
  lscxcb@yahoo.com: ، پست الكترونيكي09399919315: ؛ تلفن)نويسنده مسئول(*
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  مقدمه 

در حين حاملگي نقش بسيار  القاء فرايند رگزايي جفت

در  بروز هرگونه نقصي. ن داردآد جنين و رشد ايجامهمي در 

 عروقيا نوارايي  بازارايي و (Angiogenesis) دم رگزاييع

(Vascular Rearrangment) روز اختلالات و عوارض ببه  منجر

 .)1(كند يد ميتهد جنين را گردد كه سلامت مادر و شديدي مي

كه  باشد ميمپسي اكلا ه، بروز بيماري پرمرتبطيكي از اختلالات 

مير مادر و جنين را به خود  از مرگ و درصد 5-10ميزان 

 ملشا هاي باليني بارز اين بيماري يافته. دهد اختصاص مي

  . )2(باشد ميادم  ، پروتئينوري وافزايش فشارخون

 يفاكتورهارگزايي  فرايند در مؤثرعوامل مولكولي  از

(VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor) نيز و 

PLGF: Placental Growth Factor)( د كه فاكتور نباش مي

VEGFبه وجود اين دو فاكتور منجر .است تر ز اهميتحائ 

تروفوبلاستي  يها سلول تهاجم تسهيل

اپيتليالي  يها سلول( ( Cytothotrophoblasts: CTs)جفت

به  )باشند بسيار تخصصي موجود در ساختارهاي ويلي جفت مي

يند گسترش فرانتيجه  در واسپيرال مادري  هاي سرخرگ

 نامه بمولكولي  VEGF گيرنده فاكتور .گردد ميرگسازي 

Flt1: Fms like tyrosine kinase 1 ح سط دركه  باشد مي

در شرايط بروز اختلال در  .ها وجود دارد سيتوتروفوبلاست

اين گيرنده در روند آلترناتيو اسپليسينگ نوع ديگري از رگزايي، 

گردش خون مادر صورت محلول در ه بكه  گردد مي توليد آناز 

 soluble fms like thyrosineيا sFlt1  مناه ب و شود ظاهر مي

kinase -1 اكتورقابليت اتصال به ف اين گيرنده .شود نده ميخوا 

VEGF  فاكتور اندازي دامه با بدر نتيجه  ورا داشتهVEGF 

 SFlt1فاكتور بنابراين  .)1،2(گردد ميمهار فرايند رگزايي سبب 

بوده  PLGF, VEGFبه عنوان آنتاگونيست بيوماركرهاي رگساز 

جلوگيري ) Angiogenesis(فرآيند رگسازي يا آنژيوژنز  از و

مپسي دو فاكتور اصلي اكلا بيماري پره به عبارتي در. كند مي

PLGF, VEGF كه آنتاگونيست آنها  حالي در ،كاهش يافته

 .)2- 5(يابد افزايش مي -sFlt1يعني 

ش فشار اكسيژن زيادي وابسته به كاه حد تا فرايند انژيوژنز

 ؤثرمفاكتورهاي  ،كه در اين شرايط چرا .باشد هيپوكسي مي يا

بارداري فشار  8- 10 هاي در هفته .گردند فعال مي انژيوژنز در

سمت جريان  و mm/Hg18ها حدود  ويلي در طرفاكسيژن 

 پس ازكه  باشد در حالي مي mm/Hg 40خون مادري حدود 

دنبال تخليه جريان خون مادري به ه ب بارداري دوازدهمهفته 

نيز افزايش  mm/Hg 60تا اكسيژن  فشار ها، فضاي داخلي ويلي

اكسيژن جفتي فعاليت سيتوتروفوبلاست را  فشار كاهش .يابد مي

 فزايش فشاربه بازارايي عروق جهت ا منجر كنترل كرده و

م سمكاني به عنوانبازارايي عروق  نقص در .گردد اكسيژن مي

 به جلوگيري از منجر پراكلمپتيك بيماران شده در پيشنهاد

  . )1،4،6(گردد جبران كاهش فشارخون مي

  مپسي، فاكتور اكلا هدر بروز پر مؤثرفاكتورهاي ديگر  از

 HIF1 :Hypoxy ( شرايط هيپوكسي رالقاء شونده د 1شماره 

Inducible Factor-1 ( باشد و مييك فاكتور رونويسي است كه 

در شرايط هيپوكسي ناشي از نقص عملكردي جفت پايداري آن 

ونويسي شده توسط آن هاي ر و بنابراين بيان ژن بديا ميافزايش 

 Transforming Growth  مانند فاكتور رشد ترانسفرم كننده

Factor B3: TGF B3 فاكتور  نيز وsFlt1  كه يابد  افزايش مي

سيتوتروفوبلاستي را مهار كرده و  يها سلولتوانند تهاجم  مي

 .)6،4- 8(دنگرد اكلامپسي پرهبه ايجاد  منجر

انقباض عروقي  كت وتجمع پلا اكلامپسي پرهدر بيماري 

مپتيك حاوي مقادير كمي اكلا هپلاكت زنان پر. مشهود است

مقادير بالايي  و (20:5n-3) اسيدهاي چرب ايكوزاپنتاانوئيك اسيد

  در مقايسه ،  20:5n-3نسبت به (20:4n-6) اراشيدونيك اسيد

   هاي سرخرگاز طرفي . دهستن ،با پلاكت زنان حامله نرمال

اسيدهاي  مپتيك حاوي مقادير پاييناكلا هعروق بندناف زنان پر

و  (n-6, n-3) شامل  (LCPUFAs)چرب غيراشباع بلند زنجير

20: 3n-6 4 :20چرب  نيز اسيد وn-6 كه  در حالي ،باشند مي

 به 3n-9 (n -9) :20نسبت اسيدهاي چرب مقادير بالايي از

20:4n-6 ين مقادير پايين اسيدهاي چرببنابرا. دارند n-3 و   
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 n-6به اختلال در  مپتيك منجراكلا هعروق بندناف زنان پر در

  .   )9،10(گردد تبادلات اسيدهاي چرب غيراشباع جفتي مي

جنين اسيدهاي چرب مادري جهت  تبادلات بين جفت و در

برداشت  ترجيحاً. ندهست نمو جنيني بسيار حياتي و رشد

 به عنوان  (LCPUFAs)زنجيره اسيدهاي چرب غيراشباع بلند

سلولي اثبات  رساني پيامايجاد  ساز ايكوزانوئيدها، جهت شپي

  .)11(گرديده است

اجزاء ساختاري فسفوليپيدهاي  به عنواناين اسيدهاي چرب 

 .گردد مي آني ها اندامك پايداري سلول و به حفظ غشايي منجر

تواند روي عملكرد  ميتغيير در وضعيت اسيدهاي چرب بافتي 

 تغيير نيز ون آ ضخامت شايي وسياليت غ سلولي شامل تغيير

هاي فعال  هاي خاص با پروتئين واسطه واكنشه ليپيدي ب فاز

، ر تعادل ايكوزانوئيدهاي سنتز شدهد واسطه تغييره يا ب غشاء و

اكسيداسيون اسيدهاي چرب  استرس جفتي و .تأثير بگذارد

مسئول كاهش اسيدهاي چرب  اكلامپسي پرهبيماري  درجفتي 

  .)12(جفت است

بسيار مهم اين فاكتور در  با توجه به نقش اساسي ونابراين ب

بررسي با هدف بنيادي مطالعه اين  ،ايجاد اختلالات بارداري

بر  3 ويژه از نوع امگاه ب LCPUFAsاسيدهاي چرب  تأثير

  .انجام پذيرفت sFLT1 ترشح كاهش

  روش بررسي

از بانك سلولي  JEG-3رده سلولي  ،در اين مطالعه بنيادي

 و FBS محيط كشت، .تيتو پاستور تهيه شدانس

و ساير   Invitrogenهاي مورد استفاده از شركت بيوتيك آنتي

  .تهيه گرديدند  Sigmaمواد از شركت

در محيط ) (JEG3رده سلولي مشتق شده ازكوريوكارسينوما 

 ،)شركت اينويتروژنمحصولات ( FBS  /Hams- F12%10 كشت

  كشت داده% N2 95%- O2 2%- CO2 5در شرايط وجود

   .شد

شرايط هيپوكسي، به با   sFLT1با توجه به ارتباط بين ترشح

هاي مورد  روهپرداخته شده و گ اين شرايط در 3بررسي اثر امگا 

  :بررسي شامل موارد زير بودند

 سولفوكسايد متيل ل ديمحيط كشت شام: گروه كنترل منفي

DMSO )ط محي: گروه كنترل مثبت؛ درصد1/0 )سيگما شركت

) سيگما شركت(  DMOGگليسين اگزاليل متيل كشت شامل دي

؛ باشد مي% 3ميزان ه جهت ايجاد هيپوكسي ب، ميكرومولار 100

با فرمول  )سيگما شركت( EPA :3 گروه شامل اسيد چرب امگا

گروه شامل و . ميكرومولار 100ايكوزاپنتاانوئيك اسيد 

ليل اگزا متيل و دي )(EPAچرب امگا  اسيداثرسينرژيسم 

 .DMOG)( گليسين

شمارش  و Cell viability)( ارزيابي حيات سلوليبه منظور 

 EDTA(1x) -تريپسين  با ا ستفاده ازساعت  24پس از ، سلول

 سك جدا گرديده وز فلاا ها سلول) محصول شركت سيگما(

در شرايط حياتي بر روي  استفاده از رنگ تريپان بلو سپس با

تركيبات مورد استفاده با  و ندلام هموسيتومتر شمارش گرديد

  .نداشتند ها سلولشده اثر كشندگي بر روي هاي ياد غلظت

 جهت سنجش پروتئين به روش الايزاسوپرناتانت سلولي 

وري، آ جمع محيط كشت رويي سلول پس از .گرديد وريآ جمع

درجه  -80در دماي  سپس درجه سانتريفوژ و 4در دماي 

  . د فريز گرديدسانتيگرا

 االايزتوسط روش ساندويچي  sFLT1روتئين غلظت پ

(Quantikine ELISA  kit; R&D system) سنجش گرديد .  

و  SPSSافزار آماري  نرماستفاده از  ها با داده تجزيه و تحليل

 صورته تمام مقادير ب. صورت گرفت ANOVAآماري  آزمون

Mean ± SE 05/0برابر با  داري سطح معني و نمايش داده شد 

  . در نظر گرفته شد

  نتايج

به در سوپرناتانت سلولي   sFLT1سنجش پروتئينجهت 

درجه  - 80در دماي ي كه در فريزر ـوپرناتانت رويـس الايزا، روش

ذخيره گرديده بود طبق دستورالعمل كيت الايزا ذوب  گراد سانتي

  .مورد سنجش قرار گرفت گرديده و

بود كه  pg/ml 1000 -2/31 استانداردمقادير  محدوده

طول  درstat fax  3200 اهن توسط دستگآمنحني خطي 

  .مدآدست ه ب nm 450موج
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 100با غلظت  DMOGتوسط ها  سلولتيمار  نتايج نشان داد كه

 بيان پروتئين ساعت منجر به افزايش 24به مدت ميكرومولار 

sFlt-1 05/0(گردد ميp=(. EPA  ترشح دار معني كاهشسبب 

sFlt-1  05/0(گرديدp=(. نشان داده شد كه اين اسيد  به علاوه

در شرايط مشابه هيپوكسي  sFlt-1چرب مانع افزايش ترشح 

در  sFlt-1به عبارت ديگرافزايش . گردد مي) DMOGتيمار با (

  ).2شكل ( )=077/0p(دار نبود  گروه اخير معني

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

  الايزا ت به روش كي s Flt- 1منحني استاندارد پروتئين  :1شكل 

  

  

  

  

  

  

  

 

  

  

  

  

  

  

  ).يك مدل سولي ترفوبلاستي( JEG-3در رده سلولي  sFlt-1بر بيان پروتئين  EPAو  DMOGاثر ِ: 2شكل 
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مختلفي كه بر روي اثرات اسيد چرب در  بر اساس مطالعات

اسيدهاي چرب اثرات خود را  است، ها صورت پذيرفته ساير رده

  . دهند ساعت نيز نشان مي 24در 

و ) ميكرومولار EPA )100ساعت با  24به مدت  ها لسلو

DMOG )100 ميزان  .تيمار شدند )ميكرومولارsFlt-1  در

  )2شكل ()≥05/0p( سنجش گرديد محيط كشت به روش الايزا

  گيري  نتيجه بحث و

در بارداري نشان را  n3- LCPUFA مطالعات اخير منافع

اصلي انرژي در اسيدهاي چرب به عنوان منبع . )10،13(اند هداد

كننده يدمسير تولو هر گونه نقص در د نباش ميجفت انسان 

 منجر در نتيجه .شود مي رشد، تمايز و عملكرد جفتمانع  انرژي

مطالعات . )40،55(گردد جنين مي نموو  رشد افتادگي عقب به

جفت و يا سرم  نشان داده است كه سطح اسيدهاي چرب در

اكلامپسي  نان غيرمبتلا به پرهاكلامپسي و ز زنان مبتلا به پره

 .)13،10-15(متفاوت هستند

  sFlt1مطالعات اخير نشان داده است كه توليد بيش از حد

و   sFlt1افزايش. نقش دارد پاتوژنز پره اكلامپسيدر جفتي 

قبل از توسعه به  VGEF و  PlGF ئيپلاسما كاهش

   ).16(وجود دارداكلامپسي  پره

ردار منجر به فشارخون بالا و ابهاي  در موش sFlt1 تزريق

 گردد كه مي گلومرولي endotheliosis با شديدپروتئينوري 

شبه براي ايجاد يك سندرم   sFlt1 كنند كه القاي ييد ميأت

نوع بريده شده و كوتاه   sFlt-1).2،17(است كافياكلامپسي  پره

  ميل با است كه به عنوان يك گيرنده  Flt1 شده گيرنده

اين  .)18(كند عمل مي  PlGF و VEGF رايتركيبي بالا ب

 توليد شده وها  سيتوتروفوبلاست توسطدر مقادير بالا فاكتور 

مقادير  .)18(سي استاكلمپ در پره PlGF و VEGF كننده خنثي

علائم باليني  هفته قبل از شروع SFlt-1، 6 -5 سرمي

 گيري اندازه. )19(دهند مينشان  يدار افزايش معني مپسياكلا پره

 معكوسارتباط  ومستقيم با شدت بيماري ارتباط   sFlt-1طحس

 و) 19(داردخون بالا با زمان شروع پروتئينوري و فشار

اين  در sFlt-1 هيپوكسي به عنوان يك ماشه براي آزادي

  .)2(در نظر گرفته شده است بيماران

 مانند n3- LCPUFA براي بيان اثرات مختلفي توضيحات

EPA  بر بيان sFlt-1 دقيق  ، با اين حال مكانيسماند ائه شدهار

هاي مطالعات  يافته با اين وجود .هنوز مشخص نگرديده است

در تغيير  -1: نمايند هاي متعددي را بيان مي مختلف فرضيه

 سياليت وتواند  مي 3امگا  ي اسيدهاي چربيغشاميزان 

افزايش  منجر بهنتيجه  را تغيير داده و دراستحكام غشاء 

 پاسخ التهابي - 2؛)13(گردد به گردش خون  Flt-1رهاسازي

 اكلامپسي  در پرهك آنژيوژني عدم توازن عواملدر ممكن است 

آراشيدونيك  اسيددر اين مورد ). 21(نقش داشته باشد

و  EPA يش از ايكوزانوئيدهاي التهابي وب، (AA)اسيد

 و  EPA.هستندداراي اهميت  (DHA) دوكوزاهگزانوييك اسيد

DHA   متابوليسم مهاربا AA سبب مهار  به ايكوزانوئيد التهابي

ي را هاي واسطه توليدآنها همچنين  .شوند فرايندهاي التهابي مي

). 22(ضدالتهابي هستند او يتهابي الدهند كه كمتر  افزايش مي

 خود را از طريق اثراتتواند  مي 3امگا  LCPUFA همچنين

ها و  ي لكوسيتالتهاب مانند كموتاكسهاي  تغيير در ساير جنبه

  n3- LCPUFA،)22(اعمال نمايد هاي التهابي توليد سايتوكاين

مسير  تنظيم منفيي توسط زايتواند اثرات خود را بر رگ مي

تواند  آنها مي و )1،22،23(دكن اعمال /PGE2 2سيكلواكسيژناز 

اكسيژن با شرايط كاهش  تحت sFlt-1  افزايشي مانع از تنظيم

ترين  كه شايد مهم )22،1-24(شوند αHIF گري ميانجي

يكي از  uteroplacental رساني كمبود خون زيرا ،باشدمكانيسم 

بسياري از  .)25(اكلامپسي است هاي شناخته شده پره ويژگي

در  sFlt1 بيان تواند هيپوكسي مياند  داده مطالعات نشان

را افزايش   cytotrophoblastجفت و هاي اندوتليال عروقي سلول

داراي يك عنصر  sFlt-1 ژن علاوه بر اين، .)20،26،27(دهد

به آن متصل  تواند مي HIFα است كه پاسخ هيپوكسي

، به عنوان يكي از EPA در مطالعه حاضر، اثرات). 28(گردد

 هاي سلول در  sFlt-1پروتئين بر بيان  n3- LCPUFAترين مهم

JEG-3  )يك مدل براي trophoblasts بررسي  )ي انسانيجفت

نتايج اين تحقيق نشان داد كه مانند مطالعات قبلي ه .گرديد

را افزايش  sFlt-1 تواند توليد مي ) DMOGتوسط(تنش اكسيژن 

 شدهتيمار  JEG-3 هاي در سلول sFlt1 فزايش توليداا ام .دهد
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كه با مطالعه انجام  دار نبود معني DMOGو   EPAبا همزمان

  HIFα نمهار بيان ژكه و همكارانش  Calviello شده توسط

مطابقت  نشان دادند HT-29هاي  سلول دررا  EPAوابسته به 

فوق مكانيسم  مكانيسم توان بيان كرد ميبنابراين  .)22(داشت

اگر چه تنظيم  .است EPAتوسط   sFlt-1كاهش بيان اصلي در

  ERK-2و  (ERK-1)منفي سيگنال خارج سلولي تنظيم كيناز

در تواند  نيز مي PGE2 2- / سازي و مسير سيكلواكسيژناز فعال

ما  هاي داده به طور خلاصه،). 22(داشته باشدآن دخالت 

طريق از  تواند مي n3- LCPUFA كند كه شواهدي ارائه مي

 در مهار ايجاد واثرات خود را   sFlt1و HIFα سركوب بيان ژن از

  .داعمال نماي اكلامپسي پره توسعه عوارض
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Abstract 

Introduction: Previous studies have shown altered levels of n-3LCPUFA in the pathophysiologcal 

conditions such as preeclampsia .Also elevated expression of sFlt-1 in preeclampsia plays a major role in the 

pathogenesis of this serious disorder especially in reduced placental oxygenation. The present study 

examines the hypothesis that Eicosapentaenoic acid (EPA; 20:5), an omega-3 long-chain polyunsaturated 

fatty acids (n-3LCPUFAs), may attenuate sFlt-1 gene and protein expression in JEG-3 cells treated with 

induced hypoxia-like conditions by (DMOG) -induced hypoxia-like conditions. 

Methods: JEG-3 cells were pretreated with DMOG incubated with EPA. Protein expression of sFlt-1 was 

measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Messenger RNA expressions of sFlt-1 was 

determined by and RT Real Time-PCR.  

Results: Our results showed that incubation of JEG-3 cells with DMOG cause a significant elevation in 

mRNA levels and protein secretion of sFlt-1(P < 0.05). In contrast, EPA decreased the mRNA expression 

and protein secretion of sFlt-1(P < 0.05).  Also mRNA expression and protein secretion of sFlt-1 inhibited 

cells treated by both EPA and DMOG (P=0.261, P =0.077 respectively).  

Conclusion: These findings confirm previous studies that hypoxia caused elevation in sFlt-1 gene 

expression and protein secretion. Also our studies reveal that effects of n-3 fatty acids in restraining 

preeclampsia complications may be mediated by suppressing the gene expression and protein secretion of 

sFlt-1 under hypoxia conditions. This data provide evidence that n-3 LCPUFA can exert its effects through 

inhibition of the HIF pathway 
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