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���?	���N���<!7�F�G�Nv�&	�����>��,!�����%�������,%:�,8�5%��V�Q

,!(���Ww�.Z�lg?A�Treg���G�3��	��<!7�'���C����T ���%��
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�yG��F,��IL-2R��(CD25)W�}Z��
�yG�F,���GITR�[Gluocorticoid induced tumor necrosis factor (TNF)]W�rZ��
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TCD4+ CD25 bright ��	�,!:��3M���������������%���'��*rw�
�,A���6�&�,!(������CD45RO�GITR,�CD122 (IL-2R�)���
CD621������������	�!M!,�W]{Z������'�������fTCR�����%�����%���
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�����(M�= ����M�� ��,(� �� ,�7���������� �	%���,��%: 

3M��� �� �' �U�L �� ��� *J� '��	A�D $(��� 	!&�� ���� 

�-� ����%U� �,%�����.��5%���2�'������M�%� �	%!&�� �� �	%� 

�������%���	%������%� �3%� ���%���(M�=IL4N IL10 N�����(M�%=
@���F,%%!����,%%:��WTGF-�ZN G�F,%%����%%����%%����TNF�

�%%���J���(M�=%%���%%����`��(tumor necrotic factor)N 

W��%%%%+7��F,%%%%!!M�������(M�%%%%=�%%%%�6��#�����(� �
(Progesterone- induced Blocking Factor: PIBF)N �������%=�(!

���GN�7�����(M�=�������3	(Early Pregnancy Factor) �NEPF���
PGEW�,�gG�(���#��E2�ZF��:� ��M�.��� ��%��5���2 ��� 
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����� C���<!7��� ������6�(�����U��N �,%�7�������%����%��� 
LAKN ���%U� ��,%�7�����M�(��%����%�N ��%+7����	7��%����%���

(apoptosis)N���U� Q(!� 	(�L�������� � R,2 �����MHC �vgM�
��07����������� �F��&�� ��U� ,�7��� NOF��:�� ��M�W]}Z.���
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�����,��K���,:�~�W]r�.Z$�����!H�?�����C���F������K��B�7��
��� !����G,��8����������$���$(��!&	�/�����������%�� 
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�	���:�W\X�.Z����(=�%G�� �������������*%+�������9�,%��!&��
7��<!�C������TCD4+CD25+���������+��>,%�����37�?����%��3�

���,A���������������������D����?	�����0��/+��3��g(
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��'���������NR'9�����������=�38��������������'�*J��3��F,!!M
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3��!K��#�����,��3M����U���� !����������F,:�3��������N�%��5��%:�
����&���'��3!������N�%�����QWBC�������(�%��3+��%��NC%Mg#�N��

��GL�	���*��e#�3��C
������������B��%A�G�C%=��.��%��'����
������NF,!!M�38��������&\u��<������0��/+�����W�F��G����%��Z

�������5V�,��3M����������/+������3����C�2�����F��%��4JK�������
��3(<�{�7�	]u���������������	�,�,:�I�J(���,����.������%���
�����=�i{y\X�����������������������=������R�%�������'�����%�'L��*

������������ �����������F��0��C=�������������%U�L����/+%��5�2��
bbJ(��/���������3�������	����F,:�. �%a����C�%���

�������M�� ��'������&������(�L�NO	�7�<�=�P�,��%(�L	�����%������%��N
(�L	����M�7��P���(�L	���������NANA�������N�����������,��

�(M9��#����
����	������.$�����!H����%�������������%&����3%��g(%
�
���&�����#���,&J��	�M�(�����(PCOD)����R��G���P�����F��
��

�����U�L�����&���
��Q�	����.������������'��3%7�?���\]���%<�����%��
�����	�
���	�������%U�L����3Misy\X������3%���������%����%��
3��������������������������3���	�������,��%:�F��G����!2�3��N,����

�,:�F��<(���.����%=������������,%�'�=������/+%��3+��%����F��%�
,!(:�,�.�37�?����������=��'��w��	��	������,:�3(=�G���D�

37�7�������������+��,a�F����EDTAh&8����L���G��,�.��
��

�������� !"#�$��

3���'���,8��� !�����<!7��C������������D��?	���������'��
�=���0(Ficol hypac, BioSera, UK) ���,%:�F��<(%��.��3%����%���

���C
���3��3M�B��A]�3��\3���������%=�`��������%D�����0
��'L�37�7��*��3��9��������D�3M�B��A����=������V���0

��������N��K��_��J���L������3(=�G����,%:�3%(J�.���TP%���������
rpm\sXX ��������(����;�������G�6�<��,��������<!7�(	����

����G�v���������������NF,:��,8�3(������7�3����P&������/�����37
��'L����*�������������%��C
�%���%����5%+(!������������%�����%��

(Phosphate buffer salin) PBS,:�F�����K(�:��M�������������3
k���#���������=�a��	�����'�����,��:����D�/�.���N�K%(�:�CU8

��<!7�C�����������F,:��,8�PBS�����������_�%�J��rpm]]XX�
�����������;����(����������������NF,:�6�<	�����I���������D�

��������1��,PBS��V����������f	���+������:�����5�����3���������Q��
���R�����"	���:�.��
��

��	� 	��� �
�����

���������PBLs'���,8���37�7����3��K(�:�'��T#�F,:�
�,�,:�5+(!��.���<!7�,��C�������������F,:��,8�(�L	�����%������%���

'�B�bJK����������M�����,�,:�3G�e��M��|��
anti CD4 (FITC) / anti CD25 (PE) / anti CD3 (CYQ)���

�������3M�C����Mo�3��R'9�����(�L	��������������CM�:�'��3&��
IQ�(IQ Products, The Netherlands)U��%%�,�,%%:�3.��TP%%�

��<!7�C���������M�������������B,��3��;�=�\XV������3+�����0	�
�����������u�38������TP��NF,:�3��0���N����������%��cc\��=�%���

PBS���3��&�����K(�:�����%�����F��%�L�������F��(%���/%�����,%���D
�%%���=��(��(� (FACS calibure, Becton Dickinson, USA)�

�,�,:�.3��&�����&8�v�������,:�F,���D�'��T#�����7��%��C	�
��Q=��R���/����F,:�I�J(��cell Quest �(Becton Dickinson, USA)�

7��L��Q,�,:�.��3�������&��/�����,(���3M�B��A��Forward 

Scatter- side scatter��3%M���F'�,%���7�%���G���(	����%�����%�����
��4JK�	��,!MW�b����]Z��<!7�32�&���N�C����I�J(������

��F��MW�b����\�Z������3%?+������%&��TP%���������3%��_�%������
(�L	�������CD4+CD25+�������$	��,%:�.��3%?+��Bg%#�������

�������3��_����������CD4+�����CD25+W��b����i�Z&8�%��C
�������	����� ��'��3M��������M��CD4+ ��CD25+��C%
���

�	�������,!:�������T !���&	��������F����������&���	������%�
&8�������C�����+�CD4���-�CD25��������0<��Q�%�����%M���.
��������%���TCD4+CD25+����'����3%���%��&8���%���7��%��C	�

TCD4+CD25 bright �� TCD4+ CD25 dim �!
������%!�!��	�
��0<��R��G�(�����	�,�,:W�.�b����iZ�
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�� %&'(�"����#$%�&������������'(�����Becton Dickinson �)���FACS calibure����*�����+(�,�Cell Quest-��.�$��������
���/0����
&%1���2)�3�4����25(�$�6�����7�(���8���FSC�(Forward Scatter)� �-����4$'�9� SSC�:�Side Scatter�(��*�; ��&8�<�'��'2����<	�8�6��$�+1(������

	5,���	�$6�&(� ���
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 %&��*��@�A$)��(�B���2� CD4+CD25 dim, CD4+CD25 bright(�5D-����$B���2"����#�$%��� �4�������
�9A�:�� �4� ����URSA9�C:��

�	����#*��D	AI+��/�0�J��8������#,��A!����4x�*��	����CD4-FITC���#,���y��CD25-PE�������4K� �
�#L�".���58,��(#M�.I�
����>�8�4�����8&#�=�N��!=�.O�4�A���.��#$=�A$	��#�8�"���.-������#��KP#$���5� CD4+CD25+�4��5!���� ���8�Isotype Immunoglobulin G
����A4�	�
A2#*@��8P#$����5� CD4+CD25dim, CD4+CD25brightA+BQ����48������#�K� �
�#L�"�.���5� A4�P#$���58�CD4+R��������*��S#����ETP#$�� ���58�CD4-� RUE��*��S#����ETP#$�� ���58�CD25brightR�V�4��*�W�S#����E&TP#$�� ���58�CD25dim�
R��*�W�S#����EX��TP#$�����58CD25 - R��0��*�W�S#����E.	D�&�TA+BQ���48������#�RB,D ,A,CT�K� �
��P#$���Y��58T� CD4+CD25bright���Z4�*��V�4��������Y������P#$���58� CD4+CD25dim������X���������*��S#����E����	������#��RB,DT�K� �

P#$���Y�����58T �CD4-CD25bright����Z4�P#$����V�4�UE��*����58 CD4-CD25dim�X���UE��*��S#����E���������	������#��R B,DKT� �
PE= R-phycoerythrin� �

FITC=fluorescin isothiocyanate� �

29.25% 

(C) 

54.18% 

CD4+CD25+ CD4+CD25+ 

61.87% 
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++ 

�B�2g���TP�3��C��������Q%=��R�%��/����F,�LSPSS 

(version 16; SPSS, Chicago, IL)����������	���%�L�������%V�
3(=�G�����(���3��&��^�����������������%�'L��%��,��%:�F��G�������&�

p��(����#�����mann-whitny������	��,%:��.�~?%���%!��	�����
�����XwYX�P<��3(=�G�� ����,:.���


�	��+

�m�&������\u��<����������0��/+���W{yi�Z3��������!2��F��%G
���%%����\]�%%<������%%���%%��	
���%%	3%%�������%%!2�F��%%G
,��:��,�,:�	�����.3��&������������3&������M��������O
���%	�
��F��������L�� ��'�B��<��3 �g��5��V�������������������

���������%���%�����=�����0��/+��������=���	
����%	����%8��
C:�,�W���,8�].Z

��&�����������F��&:����,8����3M�\�i�u�����F,%:�F������K��
��������,%A��������%����%���%��<!7��C ��F��%G����,��%:
WuiiY]�}\XYii�Z�!��*��M	����������F��G�3��C
��������
WX{{Y\�{uwY\}�Z�����WXuuYXP=Z.��%%%������,%%%A����

���%%%���%%%��TCD4+CD25 bright��F��%%%G����,��%%%:� �
W\X{YX�}srY\�Z�!��*��M	����������F��G�3��C
�����%����
W]urYX�}uuY]�Z�����WXXXYXP=Z���Q=��3M��������*����%���

 !��&	��-)�������K������	�,���.���������,A��������%�����%���
CD4-CD25 brigh T��%%%%%��F��%%%%%G����Q���%%%%%�� �

�WXswYX�wr\YXZ��!��*��M	������������F��%G�3%��C
������
��,��:W]\uYX�}}sYX�Z����K��	�,���WX\]YXP=Z�.$�����!H�

�����������,A��������/CD4+�TCD4-CD25dim �����F��G
����%%�WX}{Y]�u{]Yr�Z����,��%%:�F��%%G�3%%��C
�%%�

W{sXYX�r{{YsZ�*��Q=�������K���	�,���.��%�������,%A�����
�����f�?�����/CD4+�CD4+CD25bright �T��������F��G�� �

W{\wYX�rXuYu�Z'���3������L� �����3% �g��5��V�B��A����
�����,��:�F��G�'���(&MWwwuYX�]}wYs�Z��C��WXXXYXP=Z�.�

�$���!H��������,A�������������CD25/CD4+ ��F��%G���
�,��%%:W}\]Y\�iXrYi{�Z���F��%%G�3%%��C
�%%����%%�� �

W\]\Yu��{}rYu]�Z�*��M���K��	�,��.



,���'(���/�F?���� �4� ����� �����
��

-��.��/& �0���1.��/& 2�3,��4 ���� 

FFH������FH[� � '����''H[�� ?GH�F���FF?H[� � .� �

[�[� � 3FH�����GH[� � G7H�7����[3H�� � ���5

[[[H[�� [F�H[ [<H[�� P-value 

�P��>�5���Mean±SEM�������������(����K 

D��8�����0���(#�
��X+�����C&�����$�������C&�8�4�����1�@���(#�
���������	�����4�K 

�(#�
��D��8�4�����1�@���(#�
�t-test�������4K
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,���)���$���$(�5D-��G���H$B���)�3�4�������25(�$�� ���$���$)��(��G���H���2� CD3��CD4+CD25+��CD4+CD25-(�5D-����$B���2�

8$��	��+1(�������9�� �4����(�1�� �<����I��8����*������.�&J��3K$@�9��� �4���
:��

���� Lymph (%) WBC CD3+ ( %) /Lymph CD4+CD25- (%) LymphCD4+CD25+ (%) Lymph

.� �3)6�� 7�43''H��F�[H''� �?[?H��[FH?���FG?H��?7�H'���<7?H[��<<�H��� �

���53)'�� 7�4[<<H��<37H�F� �?<<H��F[GH<G��7��H��3F�H'[��?<7H[�����H��� �

P-value [33H[�* ??<H[ �<<<H[ 3�'H[� �

*P< ����  

�P��>�5���Mean±SEM�������������(����K� �[�H[**P<� �

,���*(��$���$)��(��G���H���2�CD4+CD25 bright�CD4+CD25+dim �CD4-CD25 bright �CD4-CD25dim � CD25 (�5D-����$B���2�

8$��	��+1(�������9�� �4����(�1�� �<����I��8����*������.�&J��3K$@�9��� �4���
:��

����CD25 (%)/Lymph 
CD4+CD25bright 

(%)/Lymph 

CD4+CD25dim 

(%)/Lymph
CD4-CD25 bright (%)  

/Lymph 

CD4- CD25dim (%)/ 

Lymph

.� �3)6�� 7�4F''H[�?3FH�7���3GH[�F3'H�� �77�H[�F�FHG��[?7H[�7G�H[���F<H[�7'�H'� �

���53)'�� 7�4[�GH��3G'H�3���[<H[�F?GH�� �?3?H[��'�HF����3H[�FF?H[���<�H[��[[H'� �

P-value �3�H[ [\[[[**� �[<7H[ [\[��*� �7[GH[��

��4�A!��"�*����8	��+��]���]]���������(����A4�����&&��C��^I�����_.�����[7H[���[�H[C���������������4K 
�P��>�5���Mean±SEM��������������(���K 

,���6(�$���$)��(��G���H���2�CD4+CD25 bright�CD4+CD25+dim �CD4-CD25 bright �CD4-CD25dim � CD25 ���CD4+����

(�5D-$B���2�8$��	��+1(�������9�� �4����(�1�� �<���*������.�&J����I��8���3K$@��9�� �4���
:��

����CD25(%)/CD4+ 
CD4-CD25 bright (%)  

/CD4+ 

CD4-CD25dim 

(%)/CD4+ 

CD4+CD25bright (%)  

/ CD4+ 

CD4+CD25dim (%)/ 

CD4+

.� �3)6�� 7�4���H��<FGH3�� ��'3H[�7F�H���[F<H��G\3<���<�7H[�G[3H3��<F�H��[[?H�<� �

���53)'�� 7�4F��H��'�[H'<� �'<[H[�'[3H���<?[H[�G<<H?��773H[��F7H?��F�?H��'�GH�[� �

P-value ''GH[ [7[H[��3G7H[��[\[[[**� �[F3H[��

��4�A!��"�*����8	��+��]���]]���������(����A4�������C��^I�����_.&&�����[7H[���[�H[������C���������4K 
�P��>�5���Mean±SEM�������������(����K 
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89���
����%%�3%%7�?���@��%%��B���,%%A������%%���%%��� �

CD4+CD25+ �T�����D���?	������0��/+��3��g(
�����'�
�+�����3���&8����7����C	���������%��������'����	�
����%	����%��

���'��F��<(��E�������=���(��(����%���������	��C%=�G���V��.
�Q=���*�������%��TCD4+CD25+ �%��3�����%=�C%�2������%M
��0������5&���$��!&	��+��`8���N�������	��	����%:�.��%���
�������G��(�G�	����,�����>,����������m�!����������
!�&���	���������������"��#�I�M����!&	�����G��M�	��	�,!!M�

3M�����0����U��3�&8�'�����7�����������,�M�(��������������������%���
CD4+,CD8+W�\]Z���0��I�M���N������������%���B��7������%��,

�����G���&������W�\\Z��������0�&2���U��N�7�(�(��������������
NKW�\iZ����3%a�2���%0�&2����������U��N�%(�L	��6��/%����

����������APC�������������6�=��M������������,����(����W\uZ�
	���,!:���.���8����0�&2	���������������������v�%&��3%��3(������
�	����,:��������	����=���������M������
��8�	������%&M�3%��

��M�(����������M���#�����������%��3��I�M�����+(����������%���
���������,�����W\w.Z����������������C=�����������������%���,%����

G��8������J��'������`�!&	�������,�����*+���3%����%�����3���%����
�?�	�CD25����!:�	���	��,��%:�W]w.Z�Zenclussen���l�%?�
F��M���Q=��3M�����*�����������������3�����E������
��	������%V�

�G��8�3�������!8�/+��'����C����.�����Q=��������3%�����/+%��*
���*��M���07����������%����(t�%<��	���%+7������F,%:�3%����%����3�

���������CD4+CD25+�T�C
����	���,�.�������������0����
��������T ���U�������7�����	�,!!M�����������������������
%%% !����$�%%%!&	���%%%=��3%%%��F��%%%M���%%%���%%%��� �

CD4+ CD25 bright �T��,%
���5�%�	��,%!!M�W\{.Z ����%���
37�?��������/����3M�h��8�Saito������0&�������%(=�G�B��A�3�
F,��K��,:����F����'�	���!8�/+��3M�������������3%����������0��

�	�����*��M�N,!!M�����������������������D��%?	����*��%M���
�����	�����+�����I�M�����������'����3����������8��	�
�.��T#
�Q=�������*����TCD4+CD25 bright �����+7�5&������!&	�

������+���������	��C���R'9��W\sZ�.Somerset������������%0&
��Q��,���M�l�?�����%����%�� TCD4+CD25+ ����%�	��3%��

3���������������������Q=�����*�	�������,���������3%����3������L���
C�g��=����3M�R������������,��������,:����M�,����,��F,

�	�����%:W\}�.Z�%=���'�	�E��Q%G����Sasaki �����%0&�����
&8��C���������TCD4+ CD25 bright�����D������%?	���
��������,	�������������5	������������%0��/+%��3%��g(
�����=�����

���p����=��3��C
�������Q=��3���������K%��*�%�	���,%��W\r�.Z���
���a���37�?�������Q�����T CD4+CD25 bright��F��%G����

������F��G�3��C
���,��:���Q=����&��!��*	������C:���.�3���� �
�	�,��������Bg0K�6�7���&�0	�������	��%:���	�'����5%&����

4V���C=��G�7L�������	�,:������JK�����4��`��!��������3��8��
�7L(�L	���6������!8��!	�3������3�������%����$(���%!&	������%�����%��

�����	������C���/
����f=��������<!7�C���������*%+���6�7L�
%%%&U�	�����5%%%&������%%%�	,%%%������.�E�(�%%%G
��������TCD4+CD25+ ��E�(�%G��-�����N�����%����%���T�
��8�	�� (Effectors)��K!M����D�(Self alloreactivity)��C%���

�����3��"��#����3M(�L	���6������,7����!	���E�(�G��	�������,!�����
��7L'��5+(��(�L	���6������!8��!	�����������-�����������E�(�G�

�	��,!���.(�L	���6������,7����!	��N3��������3�!8��������%������%-������
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Abstract 
Background & Aims: Recent evidences indicate that parts of the immunoregulation system such as 

CD4+CD25+Tcells (Treg) and Th2 cells and Th1 cells, play very important roles in the maintenance of 

pregnancy. The deficiency in proper recognition of fetal alloantigen by the maternal immune system is 

associated with recurrent pregnancy failure. Here, we investigate the proportional changes of 

CD4+CD25+Tcells in peripheral blood of women with unexplained recurrent spontaneous abortion in 

comparison to women with normal pregnancy by using flowcytometry. 

Methods: The case group was comprised of 24 women who had at least three successive miscarriages with 

unexplained etiology. They had normal karyotypes, anticardiolipin and prolactin and their husbands had 

normal spermograms. The percentages of TCD4+CD25+cells in peripheral blood of these patients were 

compared with those of 21 women who had normal pregnancy with no history of pregnancy loss. Anti-CD4, 

anti-CD25 and anti-CD3 antibodies were added to lymphocytes isolated from peripheral blood. Then 

samples were incubated, centrifuged and washed. Finally cells were analyzed using FACS Caliber system 

and data of the two groups were compared.  
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Results: Mean percentage of CD4+CD25+bright T cells in peripheral blood in case group was significantly 

lower compared to the control group (P=0.000). Mean percentage of CD4-CD25 bright cells in the 

CD4+Tcell peripheral blood was significantly higher in case group campared to the control group (P=0.021).  

Conclusion: Decrease of CD4+CD25 bright T cells plays a major role in tolerating conceptus antigens and 

cytokine and might contribute to the maintenance of pregnancy. Inadequate CD4+CD25+Tcells or their 

functional deficiency may link with miscarriage. Therefore, alteration of CD4+CD25+T cells can be used as 

an immunologic marker for monitoring of patients with unexplained recurrent spontaneous abortion.  

Keywords: Recurrent abortion, CD4+CD25+ T cells, Flowcytometry 
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