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مقدمه
    بتا تالاسمى و بيمارى داسى شكل 1 (SCD) از جمله اختلالات 
خاور  اى،  مديترانه  مناطق  در  بويژه  جهان  سرتاسر  در  شايع  وراثتى 
نموده  مبتلا  را  نفر  ميليون ها  كه  بوده  شرقى  جنوب  آسياى  و  ميانه 
است. بتا تالاسمى در نتيجه طيف وسيعى از جهش هاى نقطه اى و 

حذفى در ژن β-گلوبين ايجاد مى گردد و منجر به كاهش و يا عدم 
توليد محصول گلوبينى اين ژن مى گردد. در نتيجه به دنبال رسوب 
اريتروئيدى،  ساز هاى  پيش  در  نشده  باند  α-گلوبينى  زنجيره هاى 
 S نيز هموگلوبين SCD اريتروپوئز غير مؤثر ايجاد مى گردد(1). در
شرايط  ايجاد  دنبال  به  β-گلوبين،  ژن  در  جهش  اثر  در  شده  ايجاد 
با  مرتبط  عوارض  و  كرده  رسوب  قرمز  گلبول هاى  در  هيپوكسى 

بيمارى شكل مى گيرند(2).   
   ديده شده است كه القاى بيان ژن γ-گلوبين و در نتيجه افزايش 

بررسى تأثير تاليدومايد و سديم بوتيرات در القاى تمايز سلول هاى بنيادى خون بندناف
به سمت رده اريتروئيدى
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چكيده

استفاده از داروهاى القاكننده هموگلوبين جنينى در رويكرد نوين درمانى در بيماران مبتلا به β-تالاسمى و بيمارى داسى شكل حائز اهميت 
جنينى  هموگلوبين  توليد  سبب  اريتروئيدى  سازهاى  پيش  تمايز  و  تكثير  افزايش  جمله  از  مختلف  مكانيسم هاى  با  داروها  اين  مى باشد. 
مى گردند. تاليدومايد و سديم بوتيرات دو داروى مؤثر در القاى بيان هموگلوبين جنينى مى باشند كه به صورت تيمار تك دارويى و تركيبى 
مورد استفاده قرار گرفتند. اين تحقيق بر روى سلول هاى پيش ساز اريتروئيدى مشتق از سلول هاى بنيادى  +CD133 جدا شده از خون بند 
ناف انجام شد. از تكنيك فلوسيتومترى جهت ارزيابى هموژن بودن سلول هاى +CD133 جداشده استفاده شد. سپس با استفاده از آزمون 
سنجش كلونى هماتوپوئتيك،  قدرت كلونى زايى در گروه هاى تيمار دارويى تعريف شده مورد ارزيابى قرار گرفت. نتايج بدست آمده از 
فلوسيتومترى حاكى از هموژن بودن سلول هاى بنيادى +CD133 جداشده از خون بندناف به ميزان بيش از 95٪ مى باشد. همچنين نتايج 
بدست آمده از آزمون سنجش كلونى بيانگر تأثير تاليدومايد در افزايش تعداد كلونى هاى هماتوپوئتيك و كلونى هاى اريتروئيدى (به ترتيب 
افزايش 1/3 و 1/5 برابرى) در مقايسه با گروه كنترل مى باشد(p<0/05). نتايج بدست آمده حاكى از توان بالاى تاليدومايد در افزايش 
 .(p<0/05)كلون زايى و عدم وجود تأثيرات سيتوتوكسيك در استفاده از اين دارو در مقايسه با سديم بوتيرات و تركيب دارويى مى باشد

واژگان كليدى: β-تالاسمى؛ بيمارى داسى شكل؛ سلول هاى بنيادى +CD133؛ هموگلوبين جنينى؛ تاليدومايد؛ سديم بوتيرات.
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سطح هموگلوبين جنينى 2 (HbF) در دوران پس از تولد، مى تواند به 
عنوان يك راه كار درمانى مؤثر در درمان β-تالاسمى و SCD مطرح 
β-تالاسمى  مبتلا  بيماران  در   HbF بيان  القاى  حقيقت  در  گردد. 
سبب مهار رسوب زنجيره هاى α-گلوبين اضافى كه قادر به شركت 
اخير  سال هاى  در   .(4 مى شود(3,  نيستند،  هموگلوبين  ساختار  در 
سبب  ژن ها  ژنتيكى  اپى  الگوى  در  تغيير  با  كه  داروهايى  از  استفاده 
گرفته  قرار  توجه  مورد  مى گردند،   γA و   γG ژن هاى  بيان  افزايش 
اند. از جمله اين داروها مى توان به آزاسيتيدين (5)، دسى تابين (6)، 
بوتيرات (7)، پماليدومايد (8) و تاليدومايد (9) اشاره داشت. برخى از 
اين داروها از طريق كاهش متيلاسيون در ناحيه CpG اختصاصى 
كه بالادست ناحيه شروع رونويسى ژن هاى γG و γA قرار گرفته اند، 
سبب افزايش بيان HbF مى گردند. برخى ديگر از داروها با مكانيسم 
 γA و γG در پروموتر ژن هاى H4 و H3 افزايش استيلاسيون بويژه
مى گردند،  هيستون ها  و   DNA بين  كنش  برهم  كاهش  سبب  كه 
در اين افزايش بيان ايفاى نقش مى كنند (10, 11). ديده شده است 
كه تغيير در الگوى متيلاسيون هيستون ها نيز مى توانند در القاى بيان 

ژنى مؤثر باشند (11).
      همچنين ديده شده است كه استفاده از داروهاى محرك اريتروپوئز 
سبب  اريتروئيدى،  سازهاى  پيش  توليد  افزايش  دنبال  به  مى تواند 
افزايش بيان HbF در invitro گردد. در حقيقت رابطه تنگاتنگى 
ميان افزايش بار تكثير و تمايز در سلول هاى پيش ساز اريتروئيدى و 
افزايش توليد HbF وجود دارد (12). در تحقيق حاضر اثر تاليدومايد 
بيان  ژنتيكى  اپى  كننده  القا  داروى  دو  عنوان  به  بوتيرات  سديم  و 
 invitro در افزايش توليد پيش سازهاى رده اريتروئيدى در ،HbF
مورد بررسى قرار گرفته است. داروهاى مذكور به منظور افزايش توليد 
پيش سازهاى رده اريتروئيدى مشتق از سلول هاى +CD133 خون 
قرار  استفاده  مورد  تركيبى  و  دارويى  تك  تيمار  صورت  به  بندناف، 

گرفتند.   

روش بررسى
داروها و فاكتورهاى رشد تمايز اريتروئيدى

   به منظور تمايز سلول هاى بنيادى +CD133 به رده اريتروئيدى، 
EPO; R&D systems, Minne-) از اريتروپوئتين نوتركيب

 IL-3; stem cell)   3 اينترلوكين  و   (apolis, MN, USA

استفاده    (Technology, Vancouver, BC, Canada
شد. همچنين به منظور القاى بيان ژن γ-گلوبين در پيش ساز هاى 
اريتروئيدى و بررسى تغيير الگوى متيلاسيون هيستونى، از دو داروى 
تاليدومايد (Tocris Bioscience, Missouri, USA) و سديم 

بوتيرات (Sigma, Saint Louis, MO, USA) استفاده شد.

جداسازى سلول هاى +CD133 از خون بندناف
   در ابتدا خون بندناف از مادران سالم پس از انجام زايمان طبيعى و از 
اخذ رضايت نامه كتبى، در كيسه خون حاوى ضدانعقاد اسيد سيترات 
جداسازى  به منظور  اول  مرحله  در  سپس  شد.  جمع آورى  دكستروز 
حدود 100  حجمى  كه  بندناف  خون  نمونه  تك هسته اى،  سلول هاى 
ميلى ليتر داشت با محلول هيدروكسى اتيل استارچ با نسبت يك به شش 
رقيق شد. سپس با نسبت يك به دو (نسبت فايكول به خون بندناف) 
 (Amersham Pharmacia, Piscataway, NJ) روى فايكول
با دانسيته 1/077  اضافه شد. بعد از آن سانتريفيوژ به مدت 40 دقيقه 
و در دور 400G (1410 rpm) انجام شد. در پايان سانتريفيوژ به 
بخش  چهار  پايين  به  بالا  از  ترتيب  به  سلولى،  چگالى  تفاوت  دليل 
گلبول قرمز، فايكول، لايه سلول هاى تك هسته اى و پلاسما تشكيل 
شد. لايه سلولى تك هسته اى جمع آورى شده و با سه حجم فسفات 
و  شد  مخلوط   EDTA حاوى    (PBS) (pH=7.2) سالين  بافر 
مجددا سانتريفيوژ اين بار در دور 300G (1200 rpm) به مدت 10 
دقيقه انجام گرفت. اين كار سبب حذف فايكول و پلاكت باقى مانده 
تك  سلول هاى  حاوى  سلولى  رسوب  اول،  مرحله  پايان  در  مى شود. 
مرحله  در  شد.  شستشو   EDTA حاوى   PBS با  بار  دو  اى  هسته 
تك  سلول هاى  از   CD133+  بنيادى سلول هاى  جداسازى  نيز  دوم 
هسته اى انجام گرفت. براى اين منظور حدود 100 ميكروليتر آنتى 
تك  سلول هاى  به  آهن  ذرات  با  شده  نشاندار   CD133 ضد  بادى 
هسته اى افزوده، سپس حدود 1 ساعت انكوباسيون در دماى اتاق و يا 
30 در دماى ˚C4 انجام مى شود. بعد از آن سانتريفيوژ به مدت حدود 
7دقيقه و در دور 400G (1410 rpm) انجام مى شود. پس از خارج 
كردن مايع رويى، حدود 500 ميكروليتر PBS حاوى EDTA به 
رسوب سلولى اضافه شده و پيپتاژ تا حد يكنواخت شدن سوسپانسيون 
 MACS سلولى انجام مى گيرد. حال سوسپانسيون سلولى از ستون

2. Fetal Hemoglobin 
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 Miltenyi)  (Magnetic Activated Cell Sorting)
Biotech, Germany) و بر اساس دستورالعمل كيت عبور داده 
مى شود. در پايان سلول هاى +CD133 از ساير سلول هاى تك هسته 
تخليص  سلول هاى  تعداد  بررسى  منظور  به  مى گردند.  تخليص  اى 
شده، حدود 50 ميكروليتر از سوسپانسيون سلولى با يك قطره تريپان 
بلو ٪0/4 مخلوط شده و به كمك لام نئوبار، شمارش سلولى انجام 
سلول هاى  شد.  شمارش  زنده  سلول   5×104 حدود  پايان  در  گرفت. 
محيط به  سلولى،  تكثير  انجام  منظور  به  جداشده   CD133+

 Flt3-L و   TPO  ،SCF رشد  فاكتورهاى  حاوى   StemSpan
باقى  تكثير  شرايط  تحت  هفته  يك  حدود  مدت  به  و  شده  اضافه 

ماندند.

فلوسيتومترى
جدا  سلول هاى  خلوص  درجه  و  هموژنيسيته  بررسى  منظور  به     
شد.  استفاده  فلوسيتومترى  تكنيك  از   ،CD133 ماركر نظر  از  شده 
سلول   104 حدود  به   PBS ميكروليتر   100 حدود  منظور  اين  براى 
اضافه شد. پس از پيپتاژ كردن با سمپلر و ايجاد سوسپانسيون سلولى 
يكنواخت، حدود 7 ميكروليتر آنتى بادى مونوكلونال CD133 نشاندار 
 (PE) (clone, AC141; Miltenyi Biotech, با فيكو اريترين
سوسپانسيون  شد.  اضافه  سلولى  سوسپانسيون  به   Germany)
حاصل به مدت 60 دقيقه در دماى ˚C 4 انكوبه شده و سپس به 
منظور  به  شد.  افزوده   1٪ پارافرمالدهيد  محلول  ميكروليتر   100 آن 
ايزوتيپ از  بادى ها،  آنتى  اختصاصى  غير  اتصال  اثر  بردن  بين  از 

منفى  كنترل  عنوان  به   FITC با  شده  نشاندار  موشى   IgG1
 (IQ-Products, the Netherlands; IQP-191F)استفاده شد. 

آزمون سنجش كلونى هماتوپوئتيك
   به منظور ارزيابى قدرت كلونى زايى سلول هاى بنيادى و همچنين 
از  اريتروئيدى  رده  سمت  به  سلول ها  اين  تمايز  قدرت  ارزيابى 
منظور  اين  براى  شد.  استفاده  هماتوپوئتيك  كلونى  سنجش  آزمون 
در  اهداكننده،   3 ناف  بند  خون  از  شده  جدا    CD133+ سلول هاى 
 (MethoCult H4230, Stem Cell سلولز  متيل  پايه  محيط 
محيط  حاوى   Technologies, Vancouver, BC, Canada)
 3U/ml ،3-5 اينترلوكينng/ml ،FBS 2٪ با IMDM كشت

اريتروپوئتين و غلظت هاى مشخص از داروها در گروه هاى تعريف شده
ميلى   35 ديش هاى  پترى  در   ،(10T, 10S, 10T/S, DMSO)
انكوباتور كشت سلولى  مترى كشت شدند. سپس پترى ديش ها در 
در دماى ºC37 و به ميزان CO2 5٪ با رطوبت بالا انكوبه شدند. 
سپس در روز 14 تمايز اريتروئيدى، رنگ بنزيدين درون پترى ديش ها 
اضافه شده و پس از حدود 15 دقيقه محلول حاوى ٪50 درصد متانول 
و ٪50 درصد آب مقطر كه حدود 1 ميلى ليتر آب اكسيژنه به آن اضافه 
شده است، به مدت حدود 20 دقيقه به پترى ديش ها افزوده مى گردد. 
كلونى هاى  تعداد  و  هماتوپوئتيك  كلونى هاى  كل  تعداد  نهايت  در 
فازكنتراست  ميكروسكوپ  از  استفاده  با  مثبت  بنزيدين  اريتروئيدى 
معكوس مورد شمارش قرار گرفتند. نمونه كلونى اريتروئيدى تشكيل 

شده در روز 14 تمايز در شكل 1 نشان داده شده است. 
ــزار نرم اف از  ــتفاده  اس ــا  ب ــارى  آم ــل  تحلي و  ــه  تجزي    

 t ــون ــك آزم Microsoft® Excel 2007  و SPSS 15 و به كم
ــرار 3 نمونه متفاوت ــده حاصل از تك ــت آم انجام گرفت. نتايج بدس

ــدار p<0/05  به صورت  ــارى نيز مق ــند. از نظر آم (SD ±) مى باش
معنى دار بررسى شد. 

يافته ها
نتايج حاصل از فلوسيتومترى

   همانطور كه در شكل2 نشان داده شده است، نتايج فلوسيتومترى 

2459

على دهقانى فرد، سعيد كاويانى، مهرداد نوروزى نيا و همكاران

شكل 1: كلونى اريتروئيدى در محيط كشت القاكننده تمايز (پايه 
متيل سلولز) در روز 14 تمايز با بزرگنمايى اوليه 100×
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حاكى از درجه خلوص بالاى سلول هاى جدا شده از نظر بيان ماركر 
 MACS مى باشد. بيش از ٪95 از سلول هاى جدا شده با CD133

پس از انجام تكثير سلولى، +CD133 بودند.

نتايج حاصل از آزمون سنجش كلونى هاى هماتوپوئتيك 
   در پايان روز 14 از تمايز سلول هاى +CD133 به رده اريتروئيدى 
در گروه هاى 10T/S ،10S ،10T و DMSO شمارش كلونى هاى 
كل  تعداد  مقايسه  و  بررسى  به   3 شكل  گرفت.  انجام  شده  تشكيل 
بنزيدين  اريتروئيدى  كلونى هاى  تعداد  و  هماتوپوئتيك  كلونى هاى 
مثبت در گروه هاى تعريف شده مى پردازد. نتايج بدست آمده حاكى از 
تأثير بيشتر تاليدومايد در افزايش تعداد كل كلونى هاى هماتوپوئتيك 
و كلونى هاى اريتروئيدى در مقايسه با سديم بوتيرات و تركيب دارويى 
گروه  در  كه  مى دهند  نشان  آمده  بدست  نتايج  همچنين  مى باشد. 
تاليدومايد افزايش 1/3 برابرى در تعداد كل كلونى هاى هماتوپوئتيك 
مقايسه  در  اريتروئيدى  كلونى هاى  تعداد  در  برابرى   1/5 افزايش  و 
در  كه  است  حالى  در  اين  دارد.  وجود   (DMSO) كنترل  گروه  با 
گروه سديم بوتيرات و گروه تركيب دارويى افزايش قابل توجهى در 
تعداد كل كلونى هاى هماتوپوئتيك و تعداد كلونى هاى اريتروئيدى در 

مقايسه با گروه كنترل مشاهده نشد. 

بحث
   در اين تحقيق در ابتدا جداسازى سلول هاى +CD133 با استفاده 
از تكنيك ايمونومگنتيك و توسط ستون MACS  انجام پذيرفت. 
همانطور كه قبلا اشاره شد، در هر بار انجام تكنيك MACS حدود 
104×5 سلول با درجه خلوص حدود ٪95 جداسازى شد. ديده شده 

 CD34+ سلول هاى  با  مقايسه  در   CD133+ سلول هاى  كه  است 
ابتدايى تر مى باشند(12). 

 CD133+ بنيادى  سلول هاى  جداسازى  از  پس  تحقيق  اين  در     
با  و   StemSpan كشت  محيط  در  آنها  تكثير  ناف،  بند  خون  از 
محيط  در   Flt3-L و   TPO  ،SCF رشد  فاكتورهاى  از  استفاده 
طى  همكارانش  و   Oudenrijn البته  شد.  انجام  آزمايشگاهى 
در   IL-3 و   TPO رشد  فاكتور  دو  مناسب  اثرات  به  اى  مطالعه 
تكثير سلول هاى +CD133 اشاره داشتند. آنها دريافتند كه استفاده 
همزمان از فاكتورهاى TPO و IL3 باعث افزايش تكثير سلولهاى 

+CD133 مى شود(13). 

   همچنين نتايج حاصل از آزمون سنجش كلونى هماتوپوئتيك نشان 
داد كه تاليدومايد در غلظت مورد استفاده هيچ گونه تأثير سيتوتوكسيكى 
و   Aerbajinai تحقيق  از  آمده  بدست  نتايج  ندارد.  همراه  به 
كه  است  حالى  در  اين  مى نمايد(9).  تأييد  را  يافته  اين  نيز  همكاران 
سديم بوتيرات تا حدى داراى اثرات سيتوتوكسيك مى باشد(4). البته 
تحقيقات ديگر نشان مى دهند كه تجويز متناوب بوتيرات در مقايسه 

ژنتيك در هزاره سوم، سال نهم، شماره سوم، پاييز90 2460
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شكل 2: نتايج حاصل از فلوسيتومتري سلول هاي جداسازي شده از 
 CD133+ نظر درجه خلوص جمعيت سلول هاى
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تعداد  و  هماتوپوئتيك  كلونى هاى  كل  تعداد  شمارش  به  مربوط  نتايج   :3 شكل 
كلونى هاى اريتروئيدى در گروه هاى تعريف شده در روز 14 تمايز اريتروئيدى 

نتايج حاصل از تكرار 3 نمونه متفاوت (SD±) مى باشند
P<0.05* در مقابل سلول هاى كنترل (سلول هاى تيمار نشده با دارو)

 Abbreviations [10T: 10 μM Thalidomide; 10S: 10 μM Sodium
butyrate; 10T/S: 10 μM Thalidomide/10 μM Sodium butyrate]
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با تجويز پيوسته مى تواند سبب مهار اثرات سيتوتوكسيك دارو و در 
نتيجه افزايش تكثير پيش سازهاى اريتروئيدى گردد(14). در تحقيق 
حاضر مشاهده شد كه قدرت كلونى زايى در گروه تاليدومايد بيشتر از 
گروه سديم بوتيرات و گروه تركيب دارويى مى باشد. بنابراين به نظر 
مى رسد كه استفاده از تاليدومايد به دنبال افزايش تحريك اريتروپوئز، 
مى تواند تأثير مناسبى در القاى بيان HbF نيز به همراه داشته باشد. 
از  استفاده  در  سيتوتوكسيك  اثرات  بروز  عدم  به  توجه  با  همچنين 
تاليدومايد، استفاده از اين دارو در تحقيقات ديگرى جهت القاى بيان 

ژن γ- گلوبين مى تواند مورد توجه قرار گيرد. 

نتيجه گيرى
   به عنوان نتيجه گيرى كلى به نظر مى رسد كه با توجه به عدم 
بروز اثرات سيتوتوكسيك در استفاده از تاليدومايد، استفاده از اين دارو 
در تحقيقات بعدى جهت القاى بيان ژن γ- گلوبين به منظور درمان 
تركيب  از  استفاده  در  گيرد.  قرار  توجه  مورد  بيشتر  مى تواند  بيماران 

سينرژيك  اثر  مى بايست  نيز  بوتيرات  سديم  و  تاليدومايد  دارويى 
گيرد.  قرار  ارزيابى  مورد  گلوبين   -γ ژن  بيان  القاى  در  دارو  دو  اين 
در  و  مصرفى  دوز  كاهش  سبب  دارويى  تركيب  از  استفاده  همچنين 
سديم  مورد  در  بخصوص  دارو  سيتوتوكسيك  اثرات  كاهش  نتيجه 

بوتيرات خواهد شد.  

تقدير و تشكر
رشته  ارشد  كارشناسى  نامه  پايان  از  مستخرج  تحقيق  اين     
هماتولوژى در دانشكده علوم پزشكى دانشگاه تربيت مدرس (شماره 
ثبت پايان نامه 2027399) مى باشد. همچنين بدينوسيله از همكارى 
مسئولين پژوهشكده سلول هاى بنيادى و آزمايشگاه ژنتيك مولكولى 
بيمارستان تخصصى و فوق تخصصى صارم و همينطور سركار خانم 
دكتر  آقاى  جناب  و  ايران  خون  انتقال  سازمان  در  نيكوگفتار  دكتر 
آتشى در مركز تحقيقات سلول هاى بنيادى بن ياخته قدردانى و تشكر 

مي نماييم.
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