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مقدمه:
بيمارى بتا تالاسمى شايع ترين اختلال مونوژنيك در دنيا است. اين 
بيمارى با موتاسيون مولكولى در زنجيره بتاى هموگلوبين بزرگسالان 
شناسايى شده كه منجر به ايجاد اختلال از طريق كاهش زنجيره بتا 

گلوبين مى شود. همچنين در اين بيمارى زنجيره هاى آلفاى اضافى نيز 
سبب آسيب به ديواره عروقى گلبولهاى قرمز شده و منجر به آپوپتوز 
موثر)  غير  (اريتروپوئز  آنها  هموليز  و  تكامل  حال  در  اريتروبلاستهاى 
مى شود (1). در بيماران بالغ مبتلا به بتا تالاسمى كه بطور همزمان 
اختلال افزايش هموگلوبين جنينى پايدار ارثى1 را به ارث مى برند، شدت  
اختلالات  داراى  بيماران  اين  طوريكه  به   (2) يافته  كاهش  بيمارى 
خفيفى بوده گاه حتى نياز به تزريق خون مزمن ندارند. براى اولين بار در 
سال 1976 مزاياى بالينى افزايش هموگلوبين جنينى مورد بررسى قرار 

 Invitro بند ناف در محيط CD 133+ القاء ژن گاما در سلولهاى اريتروئيدى مشتق از
با استفاده از تاليدومايد و سديم بوتيرات
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چكيده

 القاء هموگلوبين جنينى (HbF)به علت پايدار بودن اثرات بالينى در درمان علائم بيماران مبتلا به تالاسمى، اميدوار كننده ترين روش براى 
درمان اين اختلالات ژنتيكى مى باشد عوامل فارماكولوژيك متعددى مى توانند بيان ژن گاما را القاء نموده و سبب افزايش ميزان هموگلوبين 
در بيماران بتا تالاسمى شوند. در اين بين سديم بوتيرات و تاليدومايد شناخته شده مى باشند. اين مطالعه بر روى سلول هاى اريتروئيدى 
تمايز داده شده از سلولهاى  CD133+ جدا شده از خون بند ناف نوزادان سالم صورت گرفت. براى انجام اين مطالعه 4 گروه طراحى شد 
كه به منظور القاء ژن گاما از داروهاى تاليدومايد و سديم بوتيرات در غلظت هاىMμ 100 بكار برده شد. نتايج افزايش بيان ژن گاما با 

استفاده از تكنيك كمى Real Time PCR مورد ارزيابى قرار گرفت.
در ميان گروههاى تيمار شده با تاليدومايد و سديم بوتيرات نشان داده شد كه اين دو دارو اثر القا كنندگى بر روى ژن گاما و بتا داشته، و 

توان تاليدومايد در القاء ژنهاى دسته بتا بيشتر از سديم بوتيرات بود.
درمان  در  مفيدى  كننده  كمك  توانند  بتامى  دسته  ژنهاى  القاء  دليل  به  بوتيرات  سديم  و  تاليدومايد  دارويى  تركيب  كه  داد  نشان  ما  نتايج 

بيماران تالاسمى و كم خونى داسى شكل باشد.
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گرفت. نتايج اين بررسى نشان داد كه افزايش هموگلوبين جنينى سبب 
عدم تعادل ناشى از كمبود زنجيره بتا در مقابل آلفا را كاسته و نهايتا 

منجر به كاهش هموليز مى شود (3, 4).
داروهاى زيادى به عنوان القا كننده هموگلوبين جنينى دربيماران بتا 
تالاسمى و كم خونى داسى شكل مورد مطالعه قرار گرفته است. امروزه 
و  شكل  داسى  بيمارى  شديد  تا  خفيف  فرم هاى  در  اوره  هيدروكسى 
در برخى از فرم هاى حد واسط (اينتر مديا) مورد استفاده قرار مى گيرد 
(4, 5). ساير القا كننده هاى هموگلوبين جنينى مانند سديم بوتيرات2، 
در  جنينى  هموگلوبين  القاء  براى  دسيتابين4  اخيرا  و  5-آزاسيتيدين3 
بيماران داسى شكل آزمايش شده است. باتوجه به اثرات خفيف اين 
القاء كننده ها بر روى هموگلوبين جنينى در اكثر بيماران بتا تالاسمى، 
از آنها به طور روتين در بالين استفاده نمى شود (6, 7). اخيرا تاليدومايد 
و   Immunomodulatory خصوصيات  داراى  كه  (دارويى 
ضد رگ سازى مى باشد) به منظورالقاء بيان ژن گاما و افزايش تكثير 
سلولهاى اريتروئيدى مورد مطالعه قرار گرفته است، بطوريكه يك بيمار 

مبتلا به تالاسمى ماژور با موفقيت با تاليدومايد درمان شده است (8).
بر اساس يافته هاى بدست آمده از بالين مشخص شد كه تركيب عوامل 
فارماكولوژيك با نقش هاى مكملى و با مكانيسم هاى مولكولى مختلف 
سبب ايجاد پاسخ هاى بهترنسبت به حالت تك دارويى شده و نهايتا 
مى توان با كاهش دوزهاى بكار رفته، اثرات جانبى داروهاى بكار رفته 

را نيز كاهش داد (9, 10).
در مطالعه حاضر تلاش بر اين شده است از سديم بوتيرات و تاليدومايدكه 
در مطالعات قبلى داراى بيشترين پاسخ ها بوده است استفاده شده و اثر 

تكى و تركيبى آنها مورد بررسى قرار بگيرد (11, 12).

روش كار
فاكتورهاى رشد هماتوپويتيك:

 (EPO; R&D نوتركيب  اريتروپوئتين  از  تحقيق  اين  در 
 3 اينترلوكين   ،systems, Minneapolis, MN, USA)
 (IL-3; stem cell Technology, Vancouver, BC,  
محلول     cDNA (Fermentase) سنتز   كيت   ،  Canada)
 (Tocris Bioscience, تاليدومايد ،SYBR Green (Qiagen)
 (Sigma, Saint Louis, بوتيرات  سديم   ،Missouri, USA)
در يك  هر  تاليدومايد  و  بوتيرات  سديم  شد.  استفاده   MO, USA)

DMSO براى تهيه محلول μM 100 حل شدند.

جداسازى سلولهاى تك هسته اى از بند ناف نوزادن سالم:
خون بند ناف بعد از زايمان و با گرفتن رضايت نامه از والدين گرفته 
شده  و در كيسه هاى خون حاوى ضد انعقاد سيترات، فسفات، دكستروز 
 ،CD133+ و آدنين نگهدارى شد. به منظور جداسازى سلولهاى بنيادى
ابتدا براى رسوب گلبولهاى قرمز، خون بند ناف را با محلول هيدروكسى 
اتيل استارچ مجاور نموده و سپس با استفاده از محلول فايكول اقدام به 

جمع آورى سلولهاى تك هسته اى شد (13).

: +CD133 انتخاب مثبت سلولهاى
جهت جداسازى و تخليص سلولهاى +CD133 سلولهاى تك هسته اى 
حاصل از مرحله قبل با استفاده از ستون Mini-MACS و كيت 
شد.  برده  سازنده)بكار  شركت  دستور  (مطابق   CD133+ جداسازى 
سلولهاى جداسازى شده در محيطStemspan كه حاوى فاكتورهاى 
 CD133+ رشد است نگهدارى شده و براى تعيين خلوص سلولهاى
جهت تعيين عمل فلوسايتومترى فرستاده شد كه نهايتا  103 ×20-30 
سلول +CD133 با خلوص 94,5٪ از سلولهاى تك هسته اى جدا شد 

.(14 ,13)

كشت سلولى و القاء هموگلوبين جنينى 
سلولهاى +CD133 حاصل از مرحله قبلى در محيط IMDM حاوى 
 mM2 ،70 ترانسفرين6 اشباع از آهن μg/ml ،530٪ سرم جنين گاوى
ال-گلوتامين، بتا مركاپتواتانول (M5-10) و پنى سيلين/استرپتومايسين  
 4 U/ml  100 كشت داده شد. سپس در مرحله بعد محيط با U/ml
اريتروپويتين نوتركيب انسانى و اينترلوكين 3 جهت تمايز به سمت رده 
اريتروئيدى غنى گرديد. به منظور بدست آوردن حد نهايى توليد ژن گاما 
 μM ،100 تاليدومايد μM در روز شش از مرحله تمايز به گروههاى
100سديم بوتيرات، μM 100تاليدومايد /μM 100سديم بوتيرات و 
DMSO ٪0,1(به عنوان كنترل) تقسيم شده و با عوامل دارويى و 

غلظت هاى مذكور تيمار شدند (15).

2. Sodium butyrate
3. 5-Azacitidin
4. Decitabin
5. Fetal Bovine Serum
6. Transferrin
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فلوسيتومترى:

سلولهاى  ارزيابى  منظور  به   CD133+ سلولهاى  جداسازى  از  بعد 
تكنيك   CD133+ سلولهاى  از  يكسان  جمعيتى  داشتن  و  شده  جدا 
فلوسيتومترى بكار رفت، بطوريكه بعد از جدا كردن سلولها، μl 100بافر 
فسفات به 104 سلول اضافه شد و با سمپلر مخلوط نموده و سپس به 
آن  آنتى بادى CD133-PE اضافه شد، بعد در دماى يخچال بمدت 
45 تا 60 دقيقه انكوبه شد. براى فيكس كردن سلولها μl 100محلول 
پارافرمالدهيد 1٪ اضافه شد. Mouse IgG 1به عنوان نمونه كنترل 

منفى براى آنتى بادى CD133-PE، استفاده شد (16).

تشكيل كلنى:
 8  ng/ml يك  هر  در  5كه   ml لوله هاى  در  سلولز  متيل  محيط 
و  بوتيرات  سديم  علاوه  به  اريتروپويتين   3  U/ml  ،3 اينترلوكين 
 +CD133 تاليدومايد در گروههاى مختلف كه حاوى104 × 1,5 سلول
بودند تهيه شد. بعد از مخلوط نمودن، ml 1.1 از مخلوط هاى تهيه شده 
 CO2  ٪5 3,5 در شرايط كاملا مرطوب با cm را در پترى ديش هاى

و در دماى ºC 37 انكوبه شدند (2).

 Real Time Polymerase Chain آناليز كمى ژن گاما با
:Reaction

 تكنيك Real Time Polymerase Chain Reaction به 
منظور بررسى بيان ژن گاما بكار برده شد. بعد سلولها در روز چهارده 
سريعا  و  شستشو  فسفات  بافر  در  و  شده  آورى  جمع  آرامى  به  تمايز، 
توليد  جهت  شده  استخراج  RNAهاى  شد.  استخراج  آنها   RNA
زنجيره  cDNA با استفاده از كيت سنتز cDNA مورد استفاده قرار 
 SYBR  گرفتند. سپس به منظور بررسى كمى بيان ژن گاما از كيت
ژن  از  بتا  و  گاما  ژن  بيان  نمودن  نرمال  جهت  شد.  استفاده   green

β-actin استفاده شد. توالى پرايمر هاى ژن گاما و بتاى انسانى در 
جدول 1 نشان داده شده است (جدول 1).

آمارى  آزمون  از  استفاده  با  پارامتر  دو  بين  مقايسه  مطالعه  اين  در 
 ،P<0.5 با سطح معنى دارى كمتر از Student paired t-test

معنى دار بود. 

يافته ها:
نتايج حاصل از فلوسيتومترى

سلولهاى  ارزيابى  منظور  به   CD133+ سلولهاى  جداسازى  از  بعد 
تكنيك   CD133+ سلولهاى  از  يكسان  جمعيتى  داشتن  و  شده  جدا 
فلوسيتومترى بكار رفت. نتايج فلوسيتومترى كه در شكل 1نشان داده 
شده است خلوص 94,5٪ از سلول هاى +CD133 را نشان مى دهد. 

(شكل 1)

 CD133+ شكل1. نتايج فلوسيتومترى سلولهاى
mini MACS با ستون

جدول 1.توالى پرايمر گاما و بتا گلوبين

GTCCTCTGCCTCTGCCATC  Gamma globin-F

CGGTCACCAGCACATTTCC  Gamma globin-R

CTCACCTGGACAACCTCAAG Beta Globin-F

AGCCACCACTTTCTGATAGG Beta Globin-R
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ID تاليدومايد سبب افزايش تكثير سلولهاى اريتروئيديو تشكيل
كلنى در in vitro شد

ما ابتدا تاثير تاليدومايد را بر روى پيش سازهاى اريترورئيدى با تعيين 
درصد زنده بودن سلولها و همچنين بكار بردن تكنيك تشكيل كلنى 
بررسى نموديم. همچنان كه در شكل2 نشان داده شده است تاليدومايد 
تاليدومايد   100μl غلظت  در  سلولها  تعداد  برابرى  افزايش1,6  سبب 
كنترل  شرايط  به  نسبت  بوتيرات  سديم  شد.  نرمال  حالت  به  نسبت 
نداشت.  اريتروئيدى  رده  سلولهاى  تعداد  در  توجهى  قابل  افزايشى 

(شكل2)

آزمون تشكيل كلنى:
سلولهاى  عملكردى  فعاليت  بررسى  منظور  به  كلنى  تشكيل  آزمون 
بنيادى خونساز استفاده مى شود. نتايج بدست آمده از اين آزمون نشان 
مى دهد كه سلولهاى بنيادى CD133+ جدا شده و تكثير يافته داراى 
توانايى مناسب كمى و كيفى براى تمايز به سمت رده اريتروئيدى است 
و از اين رو نتايج مربوط به ماركرهاى سطحى مربوط به اين سلولها را 
نيز تاييد مى كند. شكل 3 يك كلنى اريتروئيدى را بعد از 14 روز نشان 

مى دهد. (شكل 3)

تاليدومايدو سديم بوتيرات و تركيب تاليدومايد/سديم بوتيرات 
سبب القاء بيان ژن گاما در پيش سازهاى اريتروئيدى شدند

محيط هاى  در   +CD133گاما،سلولهاى ژن  بيان  افزايش  منظور  به 
حاوى μm100 تاليدومايد، سديم بوتيرات و تركيب تاليدومايد و سديم 

بوتيرات در غلظت μm100براى دوره 14 روزه كشت داده شد. سپس 
Real-Time RT-  گاما گلوبين با كمك تكنيك mRNA بيان

PCRبه صورت كمى تعيين شد. همچنانكه در شكل 4 نشان داده شده 
با تيمار سلول هاى بنيادى رده اريتروئيدى با تاليدومايد، سديم بوتيرات و 
تركيب اين دو كه در روز ششم تمايز هستند، در نهايت در روز چهاردهم 
افزايش بيان ژن گاما   (0,05>p با) مقايسه با گروه كنترل  تمايز در 
گلوبين به ترتيب به ميزان 3,6، 2,3 و 4,1 برابر (شكل 4 الف) و افزايش 
بيان ژن بتا گلوبين به ترتيب به ميزان 1,6، 1,3و 1,8برابر (شكل 4 ب) 
در مقايسه با گروه كنترل (با p<0,05) مشاهده مى شود (شكل 4). لازم 
به ذكر است كه كنترل و روز صفر(قبل از تيمار دارويى) مى توانند به 
عنوان سطح پايه از بيان ژنهاى دسته بتا قلمداد شوند و افزايش بيانهاى 

ايجاد شده توسط داروها مى توانند با آنها مقايسه شوند.  

بحث
سديم بوتيرات نسبت به عوامل شيمى درمانى مانند هيدروكسى اوره در 
مطالعات بيشتر مورد استفاده بالينى و تحقيقاتى قرار مى گيرد به علت 
اينكه سديم بوتيرات فاقد عوارض سيتوتوكسيك و جهش زايى مى باشد 
)17(. سديم بوتيرات على رغم اينكه سبب القاى بيان ژن گاما مى شود 
داراى محدوديت هاى از جمله مهار اريتروپوئز مى شود. رويكردى كه 
امروزه در درمان بتا تالاسمى و ساير هموگلوبينوپاتى ها مورد استفاده 
قرار مى گيرد، بكار بردن تركيب هاى دارويى با مكانيسم هاى عملكردى 
ايجاد  منظور  به  همديگر  مكملى  نقش  داشتن  همچنين  و  مختلف 
پاسخ بهينه در اين افراد مى باشد. يكى از مكانيسم هاى شناخته شده 

شكل3شكل2 شكل3.كلنى اريتروئيدى بنزدين مثبت.بزرگ نمايى 40×شكل 2.تاثير تاليدومايد و سديم بوتيرات بر رشد سلولى
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تاليدومايد تحريك تكثير در پيش سازهاى رده اريتروئيدى و متعاقبا 
باسديم  مكملى  نقش  داراى  مى تواند  كه  مى باشد  اريتروپوئز  تحريك 

بوتيرات باشد (18). 
  اين مطالعه نشان مى دهدكه تاليدومايد علاوه بر نقش ايمونومدولاتورى 
شناخته شده (2) تنظيم كننده اى قوى براى اريتروپوئز و سنتز هموگلوبين 
در طول فرايند تمايز در in vitroمى باشد. نتايج كلينيكى هيدروكسى 
اوره بر روى بيماران مبتلا به كم خونى داسى شكل نشان داده است 
اين  در  علائم  بهبودى  سبب  مى تواند  اى  ملاحظه  قابل  طور  به  كه 
بيماران شود،گرچه على رغم اين بهبود مصرف هيدروكسى اوره براى 
تمام بيماران موثر نبوده و مى تواند به دليل داشتن اثر سيتوتوكسيك بر 
روى سلولهاى عامل سيتوپنى در افرادى كه از اين دارو استفاده مى كنند 

شود (19).
نتايج ما با نشان دادكه تاليدومايد به تنهايى يا در اثر تركيب با ساير 
سنتز هموگلوبين جنينى  مى توانند  بوتيرات  سديم  مانند  كننده ها  القاء 
را افزايش داده و همچنينى سبب افزايش نسبت زنجيره گاما (و بتا) 
به آلفا شده كه نهايتا مى تواند منجر به احياى اريتروپوئزموثر شوددر 
اين بيماران شود. علاوه بر اين براساس مطالعات ديگر نشان داده شده 
است كه تاليدومايد قابليت مهار سايتوكاين هاى مهار كننده خون سازى 
مانند TNF-α را داشته و مى تواند منجر به كاهش واكنش هاى ايمنى 
ناشى از اريتروپوئز غير موثر در مغز استخوان شده كه مى تواند اريتروپوئز 
موثر را بيش از پيش تحريك نمايد )20(. اين تحقيق نشان داد كه 

رژيم درمانى تاليدومايد و سديم بوتيرات، رژيم دارويى ارزشمند براى 
درمان بيماران مبتلا به بتا تالاسمى ماژور و كم خونى داسى شكل بوده 
و اين رويكرد درمانى مى تواند در آينده نزديك تحت كارآزمايى بالينى 
نتايج  گيرد.  قرار  استفاده   مورد  آزمايشگاهى  حيوانى  مدل هاى  در  يا 
بدست آمده از القاء ژن هاى دسته بتا مى تواند نتايج متفاوتى را در بالغين،  
مبتلايان به بتا تالاسمى يا كم خونى داسى شكل به دليل تفاوتهاى كه 
در ماهيت محيط هاى In vivo و In vitro و همچنين اختلاف در 

الگوى بيانى ژنهاى بالغين با سلولهاى مذكور، ايجاد نمايد. 

نتيجه گيرى
نتايج ما نشان داد كه تاليدومايد القاء كننده ى قوى براى هموگلوبين 
جنينى (و به ميزان كمتر ژن بتا گلوبين) بوده و در تمايز رده اريتروئيدى 
از سلولهاى +CD133 بسيار تاثير گذار مى باشد. ما مشاهده كرديم كه 
پروژنيتورهاى اريتروئيدى در طول كشت با تاليدومايد علاوه بر بيان ژن 
گاما تعداد سلول هاى اريتروئيدى شكل گرفته نسبت به گروه كنترل نيز 
بيشتر بودند. اثر تاليدومايد بر اريتروپوئز با افزايش هموگلوبين جنينى و 
هموگلوبين تام در ارتباط مى باشد، بنابراين پيشنهاد مى شود كه افزايش 
در  كه  مى باشد  ازمكانيسم هايى  يكى  اريتروئيدى  رده  سلولهاى  تعداد 
بهبود علائم بيمارانى وابسته به دريافت خون مى باشند (مانند بيماران 

ميلوديسپلاستيك) موثر مى باشد.
اين اطلاعات نشان مى دهدكه تاليدومايد و سديم بوتيرات داراى اثرات 

شكل 4.نتايج بررسى كمى بيان ژن هاى بتا(الف)وگاما(ب) گلوبين با استفاده از تكنيك Real-time PCR در گروه هاى مورد مطالعه.نتايج حاصل 
از تكرار 3 نمونه متفاوت (SD±)مى باشد.P<0.05* در مقابل سلول هاى كنترل (تيمار نشده).
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هم افزايى با يكديگر مى باشند. همچنين مقايسه اثر تاليدومايد و سديم 
بوتيرات در القاء بيان ژن گاما و بتا گلوبين نشان دهنده توان بالاتر 

تاليدومايد در افزايش بيان ژن گاما و بتا گلوبين مى باشد .

سپاسگذارى
اين تحقيق مستخرج از پايان نامه كارشناسى ارشد آقاى محمد احمدوند 

دانشكده  در   (2027400 رهگيرى  (كد  هماتولوژى  رشته  دانشجوى 
علوم پزشكى تربيت مدرس مى باشد. همچنين بدينوسيله از همكارى 
مسئؤلين مركز تحقيقاتسلول هاى بنيادى و آزمايشگاه ژنتيك مولكولى 
بيمارستان تخصصى و فوق تخصصى صارم و همچنين سركار خانم 
دكتر نيكوگفتار در سازمان انتقال خون ايران و جناب آقاى آتشى در 
مركز تحقيقات سلول هاى بنيادى بن ياخته تشكر و قدردانى مي نماييم.
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