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ْ

هاي اندوتلیال خون محیطی و سطح فاکتور داد سلولمطالعه ارتباط بین تع
هاي هماتولوژیک در لوسمی لنفوسیتی مزمن فون ویلبراند با دیگر یافته

، 3دکتر احمد کاظمی،2يدیشهنویمدکتر، 1سمانه حیدرپوریان
5، پریسا حیات4، دکتر علی باسی4دکتر محسن رضوي

چکیده
یک اختلال لنفوپرولیفراتیو مزمن است که پیش آگهی بسیار متغیري دارد؛ به همین لوسمی لنفوسیتی مزمن:زمینه و هدف

تواند تر میدهنده این بیماري در تشخیص و شناسایی بیماران با پیش آگهی وخیمبررسی فاکتورهاي پیش آگهیجهت
ون محیطی و سطح فاکتور فون هاي اندوتلیال خهدف از این مطالعه تعیین ارتباط تعداد سلول. کننده باشدبسیار کمک

.هاي هماتولوژیک در این بیماري استویلبراند با دیگر یافته
مورد 30کننده به بخش هماتولوژي بیمارستان فیروزگر و هبیمار مراجع30هاي خون محیطی از نمونه:روش بررسی

فاکتور فون ویلبراند در غیاب مارکر و 34CDسطحی با حضور مارکراندوتلیالهاي تعداد سلول. افراد سالم تهیه شد
45CDو نتایج بانیز ارزیابی شدهماتولوژیک بیمارانهاي یافته. گیري شدهاي فلوسیتومتري و الیزا اندازهبا روش
05/0p<دار تلقی گردیدمعنی.

افزایش %) 12/0(به کنترلنسبت%) 64/0(در بیماران مبتلا به لوسمی لنفوسیتی مزمناندوتلیالهاي تعداد سلول: هایافته
تر در مقایسه با فاکتور فون ویلبراند در بین بیماران مبتلا به لوسمی لنفوسیتی مزمن پیشرفتهمیزان). =002/0P(داشت

و میزان هموگلوبین بیماران همبستگی اندوتلیالهاي بین تعداد سلول. کنترل و بیماران با پیشرفت کمتر، بالاتر بود
= 47/0r(معکوس .به دست آمد) = 01/0P(داريو معنی) -
و سطح فاکتور فون ویلبراند در پلاسما در بیماران مبتلا به لوسمی اندوتلیالهاي اگرچه تعداد سلول:گیرينتیجه

دهد؛ اما ، افزایش نشان میقرار دارندنسبت به بیمارانی که در مراحل اولیه ،لنفوسیتی مزمن که در مراحل پیشرفته هستند
.داري بین این دو پارامتر وجود ندارداط معناارتب

هاي اندوتلیال خون محیطی، فاکتور فون ویلبراند، لوسمی لنفوسیتی مزمنسلول:هاي کلیديواژه

1394دي: پذیرش مقاله 1394مهر :دریافت مقاله -

مقدمه
ا ـیCLL(نـزمـی مـتـیـسوـفـنـی لـمـوســل

(Chronic Lymphocytic Leukemiaرین ـتعـایـش
لوسمی در بزرگسالان در کشورهاي غربی است و 

حدود . شودها را شامل میاز کل لوسمی25%- 30
بدون علامت CLLمورد از بیماران مبتلا به 40%- 60

. هستند و به طور تصادفی تشخیص داده می شوند
CLLنیازبیمارانبرخی. داردمتغیريبسیاربالینیسیر

بیماريبیماران،بعضیکهحالیدرندارند؛درمانبه
.دارندکوتاهیعمروداشتهتهاجمیوروندهپیش

: نویسنده مسئول *
؛ دکتر مینو شهیدي

دانشگاهملکولیوسلولیتحقیقاتمرکز
ایرانپزشکیعلوم

Email :
shahidi.m@iums.ac.ir

مقاله پژوهشی

کارشناس ارشد هماتولوژي و بانک خون، دانشکده پیراپزشکی، دانشگاه علوم پزشکی 1
ران، تهران، ایرانای
وسلولیتحقیقاتمرکزپیراپزشکی،دانشکدهخون،بانکوهماتولوژيگروهاستادیار2

ایران، تهران، ایرانپزشکیعلومملکولی، دانشگاه
استاد گروه هماتولوژي و بانک خون، دانشکده پیراپزشکی، دانشگاه علوم پزشکی ایران، 3

تهران، ایران
پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی ایران، تهران، و انکولوژي، دانشکدهدانشیار گروه خون 4

ایران
، رانیایپزشکعلومدانشگاهکارشناس زیست شناسی، مرکز تحقیقات سلولی و ملکولی،5

تهران، ایران
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.. …هاي اندوتلیال خون مطالعه ارتباط بین تعداد سلول
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بیمارانشناساییدردهندهآگهیپیشعواملبنابراین
يمرحلهدرکهبد، یعنی بیمارانیآگهیپیشبا

بنديدرجهسیستمHigh gradeیابیمارييپیشرفته
Rai آگهیپیشبابیماراندارند، در مقایسه باقرار

، هستندlow gradeمراحلدرکهبهتر یعنی بیمارانی
اهمیتحائزدرمان،شروعزمانتشخیصبه همراه

).1(باشدمی
دهد که آنژیوژنز یا رگزایی مطالعات اخیر نشان می

توان از آن به نقش دارد؛ بنابراین میCLLدر پاتوژنز 
. )2-5(دهنده یاد کردپیش آگهیز عواملعنوان یکی ا

رگزایی یک فرایند فیزیولوژیک در جهت تشکیل 
عروق خونی جدید است که با تکثیر و رشد فعال 

هاي اندوتلیال همراه است و در بسیاري از سلول
.)6- 8(یابدها افزایش میبدخیمی

یا CEC(ونـردش خـال گـیـلـدوتـاي انـهلولـس
(Circulating Endothelial Cellsی از ـیتـعـمـج

ساز در خون محیطی هستند، که در هاي غیرخونسلول
طیف وسیعی از شرایط پاتولوژیک مانند التهاب، 

. یابندهاي نئوپلاستیک افزایش میعفونت و بیماري
را با اطلاعات بالینی بیماران CECگران سطح پژوهش

نمرتبط کردند و نشان دادند که در ایCLLمبتلا به 
افزایش CECبیماران در مقایسه با گروه شاهد، سطح 

تواند با رگزایی یا آنژیوژنز ارتباط داشته دارد و می
هاي اندوتلیال به از سوي دیگر، سلول. )3و4(باشد

یا (VWFي فاکتور فون ویلبراندطور عمده سازنده
Von Willbrand Factor ( هستند که به درون خون

Weibel Palad Bodyدر نتیجهشده ومحیطی ترشح 

. )9و10(شوندهاي اندوتلیال ذخیره میدر درون سلول
انعقادتواند به مهم انعقادي با دو نقش میاین فاکتور

ي فاکتور کنندهحملکمک کند؛ به طوري که هم نقش
ي عروق ها را به دیوارهو هم اتصال پلاکت،انعقادي8

. )8(و به یکدیگر در انجام فرایند انعقاد به عهده دارد
، آنژیوژنز)11(دارددر التهاب نیز نقش هاین فاکتور ک

کند و احتمالاً در خون محیطی بیماران را تنظیم می
یک مارکر تواند به عنوان مبتلا به بدخیمی می

تشخیصی مرتبط با شدت بیماري مؤثر واقع شود
نیترعیشایکی ازCLLاز آنجا که. )15-12(

باشد، تحقیقات بیشتر در میبزرگسالاندرهایلوسم
هاي هدفمند پدیده رگزایی و متعاقب آن درمان

عمر این ضدرگزایی در جهت کمک به افزایش طول
.بیماران بسیار سودمند است

، CECي حاضر تعیین ارتباط تعداد هدف مطالعه
فاکتورهاي پیش و نیز VWFسطح پلاسمایی 

دهنده از قبیل سطح هموگلوبین و تعداد پلاکت آگهی
در هاي سفید و تعداد مطلق لنفوسیت و تعداد گلبول
.استCLLبیماران مبتلا به

روش بررسی
پروندهمطالعهباCLLبیمار مبتلا به 30اد تعد
بیمارستانانکولوژيوخوندرمانگاهدرآنهاپزشکی
انتخاب 91سالماهاسفندتامهرماهازفیروزگر
اولین و مهمترین معیار انتخاب، تحت درمان . گردیدند

نبودن بیماران بود و در مرحله دوم با توجه به 
B Cellبا فنوتیپ بیماران(مشخصات ایمونوفنوتیپی

بیمار وارد مطالعه 30) بودشدهنییتعقبلازکه 
فرد سالم در 30گیري از علاوه بر این، نمونه.شدند

هر . محدوده سنی بیماران به عنوان کنترل انجام گرفت
نامه وارد مطالعه دو گروه بیمار و کنترل با اخذ رضایت

از هر لیتر نمونه خون محیطی میلی3- 5ابتدا . شدند
هاي حاوي بیمار گرفته شد و به سرعت به ظرف

EDTAداري بر روي یخ، منتقل گردید و پس از نگه
پس از انتقال . بلافاصله به آزمایشگاه منتقل شد

، با CBCها به آزمایشگاه هماتولوژي، آزمایش نمونه
مدل SYSMEXاستفاده از شمارشگر سلولی شرکت

KX-21 ،این دستگاه.دها انجام شروي نمونهبر
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سمانه حیدرپوریان و همکاران 
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ها ها و لنفوسیتقادر به شمارش افتراقی نوتروفیل
ها نیز است، و بنابراین تعداد مطلق لنفوسیت

باVWFی پلاسمایسطحسپس میزان. گیري شداندازه
Asserachrom(کیتوالیزاروشازاستفاده VWF(،

.شدگیرياندازهسازندگان،دستورالعملبهتوجهباو
هاي قرمز طبق پروتکل استاندارد از گلبولبراي لیز 

استفاده گردید و تمام مراحل انجام ACKبافر لیزینگ 
انجام گرادسانتی40آزمایش روي یخ و یا در دماي

و 34CD(FITC)هايباديها با آنتینمونه). 16(شد
(PE)45CDمنوکلونال موشی(Dackocytomation) و
VWFکلونال گوسفنديبادي پلیآنتی (abcam)

با دستگاه سو سپندمجاور شدFITCدار شده با نشان
مدل BECTON DICKINSONفلوسیتومتري شرکت

FACS Caliburدر تحلیل . ندمورد بررسی قرار گرفت
سلول در هر نمونه بیمار 50000ها، حداقل نمونه

هاي اندوتلیال گردشی به وسیله سلول. ارزیابی گردید
منفی، 45CDدر جمعیت VWFو 34CDر بیان مارک

هاي هماتوپوئتیک نارس بررسی با هدف حذف سلول
در ادامه، تحلیل آماري با استفاده از آزمون . شدند
افزار ویتنی و ضریب همبستگی اسپیرمن در نرم- من 

.انجام شدSPSSپریسم و 

هایافته
با CLLبیمار مبتلا به 30هاي مورد مطالعه از نمونه

سال 4/66سال و میانگین سنی 88-44سنی ده محدو
یتـفوسـنـلق لـطـداد مـعـتد و ـآوري شعـمـج

.محاسبه گردید5/46برابربه طور میانگین
مربوط به فلوسیتومتري همچنین بر يهاآزمایش

مورد افراد 30وCLLبیمار مبتلا به 30روي 
. انجام گرفت) گروه کنترل(سالم

گروه کنترل و بیمار با استفاده از روش ندر خو)CEC(یگردشالیاندوتليهاسلولمقایسه تعداد : 1ودار نم
فلوسیتومتري

در بیماران مبتلا به CECتعداد ،1برابر نمودار 
CLL)64/0% (در مقایسه با گروه کنترل)12/0%(

حلیلیـتنتفاده از آزموـزایش نشان داد که  با اسـاف

T-student002/0(دارنیـعـاري مـظر آمـاز نP= (
).1نمودار(بود

)تعداد درصد لنفوسیت×سفید هايشمارش کل گلبول(
100
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.. …هاي اندوتلیال خون اط بین تعداد سلولمطالعه ارتب
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در گروه کنترل و بیماران به روش  الیزاپلاسماvWfمقایسه میزان : 2نمودار 

ص است، ـخـشـم2ودار ـمـه که در نـگونـمانـه
پیشرفته، CLLپلاسما در بیماران مبتلا بهVWFمیزان

تحلیلیآزمونازاستفادهباکهدادنشانافزایش
T-student02/0(دار بودمعنیآمارينظراز=P .(

پلاسما در بیماران پیشرفته VWFاگرچه میزان 
CECداري داشت، اما مقایسه آن با تعداد افزایش معنی

داري را از لحاظ آماري در همان بیماران، رابطه معنا
). P=07/0(نشان نداد

و هموگلوبین بیمارانCECودار همبستگی بین نم:3نمودار

و دیگر فاکتورهاي CECجهت بررسی ارتباط بین 
خون از آزمون ضریب همبستگی اسپیرمن استفاده شد 

و هموگلوبین CECکه نتایج به دست آمده بین میزان 
داري را نشان عنیـموسـعکـمیستگـمبـهماران ـبی

47/0r(و )P=01/0(داد طوري که با کاهش به ؛ )=

هاي اندوتلیال سطح هموگلوبین بیماران، تعداد سلول
). 3نمودار(همراه بودافزایش بیشتري با در گردش، 

و تعداد پلاکت، تعداد CECاگرچه بین میزان 
مارانیبهاي هاي سفید و تعداد مطلق لنفوسیتگلبول

).<05/0P(داري یافت نشدهمبستگی معنی
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و همکاران سمانه حیدرپوریان 
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<g/dl11Hbو >g/dl11Hbدر دو گروه بیماران با CECمیزان بررسی: 4نمودار 

در CECویتنی، میزان –با استفاده از آزمون من 
با g/dl11<Hbو بیماران با Hb>11 g/dlبیماران با 

CECیکدیگر مقایسه گردید که نتایج نشان داد میزان 

قرارRaiبندي طبقهIIIدر بیمارانی که در مرحله 
یه ـل اولـراحـیمارانی که در مـسبت به بـ، نددارن

زایش یافته ـداري افنیـعـور مـبه ط،ستندـیماري هـب
).4نمودار ()=02/0P(است

در بیماران با پلاکت بیشتر CECي میانگین مقایسه
ر ازـتـمـت کـلاکـماران با پـیـو بL109×100/از 
/L109×100اري در دنیـعـفاوت مـان داد که تـشـن

). <05/0P(بین این دو گروه وجود نداردCECمیزان 

بحث
دهد که آنژیوژنز یا رگزایی، مطالعات اخیر نشان می

توان به عنوان نقش دارد و از آن میCLLدر پاتوژنز 
ودهنده استفاده نمود یکی از عوامل پیش آگهی

جهتدرییرگزاضدهدفمنديهادرمانآنمتعاقب
را به کار مارانیبنیاعمرطولشیزاافبهکمک
چندین روش جهت بررسیتاکنون . )17- 19(گرفت

باوژنزیآنژکهآنجااز. پیشنهاد گردیده استوژنزیآنژ
همراهالیاندوتليهاسلولفعالرشدوریتکث

مزیت نسبتاً CECگیري تعداد ، اندازه)20(است
اي دارد؛ زیرا یک راه غیرتهاجمی و عملی است لقوهبا

دار و با دقت انجام توان آن را به صورت دنبالهکه می

در CECتحقیقات زیادي در مورد نقش .)17(داد
مراحل اولیه و اواخر رشد سرطان و متاستاز انجام 

و 2001Lydenشده است و در نهایت در سال 
يهالولسهمکاران در تحقیقات خود نشان دادند که 

خون در پیشرفت تومور کمک گردشالیاندوتل
ها مشاهده شد که با شمارش این سلول.)20(کنندمی

آنها در برخی از انواع بیماران سرطانی نسبت به گروه 
و بنابراین مشخص شد اند،یش یافتهکنترل سالم افزا

ارتباط خوبی با سنجش و ارزیابی CECشمارش 
). 3- 5و21(رگزایی دارد

Della Portaهاي اندوتلیال و همکاران سلول
میلودیس سندرم گردش خون را در بیماران مبتلا به

با استفاده از تکنیک فلوسیتومتري (MDS)پلاستیک
ند که این بیماران نسبت به شناسایی کردند و نشان داد

را نشان CECگروه کنترل سالم، سطح بالاتري از 
ه ـرد کـص کـشخـماین مطالعهتیجهـن. ندـدهمی

CECي رگزایی غیرطبیعی در بیماران کنندهمنعکس
و همکاران نیز در Rigolin.)22(استMDSمبتلا به 
هاي با تکنیک فلوسیتومتري، سلولCLLبیماران 

اندوتلیال گردشی را بررسی کردند و نشان دادند که 
در مقایسه با گروه کنترل CLLدر بیماران مبتلا به 

یم این ي تهاجمی و بدخسالم، افزایش دارد و با دوره
.)3(بیماري در ارتباط است
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در VWFمیزان باCECتعداد ي حاضر،در مطالعه
وPLTد سایر فاکتورهاي خون مانننیز پلاسما و

WBCمقایسه گردید؛ لیکن هاو تعداد مطلق لنفوسیت
. داري مشاهده نگردیدي معنیآماري رابطهاز نظر 

هاي قبلی حاکی از آن است که فتهاگرچه یا
ازBهاي هاي لنفوسیتی مزمن با منشا سلوللوسمی
هاي مجاور خود تاثیر بسیارها و بافتسلول

نیز با آنژیوژنز رابطه CECتعداد ). 23و24(گیردمی
ي کند که بیماري به سمت مرحلهدارد و مشخص می
، اما با توجه به نتایج )25(رودتهاجمی پیش می

به CECتعدادکه رسدبه نظر نمیي حاضر العهمط
پیشتعداد پلاکت به عنوان عاملکاهش
تواند این یافته می. ابسته باشدودیگر يدهندهآگهی

ها در تاییدي باشد بر مطالعاتی که نشان از تاثیر پلاکت
به دلیل تولید که ها دارد فرایند رگزایی در بدخیمی

هاست، و بنابراین فاکتورهاي رگزا توسط پلاکت
گیري کرد که در بسیاري از موارد، توان چنین نتیجهمی

ي رگزایی کنندهتواند تقویتها حتی میحضور پلاکت
ي در مطالعه.)26(باشدCECو در نتیجه حضور بیشتر 

تعداد CECاگرچه در خون بیماران با افزایش حاضر،
، اما ها بیشتر بودقدرمطلق لنفوسیتوهاي سفید گلبول

. ها مشاهده نگردیدداري بین آندر مجموع رابطه معنی
باشدمیهمکارانوRigolinها موید گزارش این یافته

ازبالاترآنهامارانیبدرCECسطحنکهیارغمیعلکه
مواردوCECنیبيارابطهچیهاما،بودکنترلگروه

مثبتسرطان،تودهحجممثلگریددهندهیآگهشیپ
در . )3(دینگردمشاهده70ZAPو 38CDبودن

ي مستقیمی بین رفت رابطهانتظار میحاضريمطالعه
هاي اندوتلیال در گردش و سطح سلولتعداد 

پلاسمایی فاکتور فون ویلبراند مشاهده گردد؛ زیرا 
هاي اندوتلیال منبع سلول،ذکر شدقبلاًههمان طور ک

ا از آنجا که باشند، امتولید مهمی براي این فاکتور می

گردد، این میدها تولید و آزاپلاکتطاین فاکتور توس
. دار باشدمستقیم و معنیتواند کاملاًرابطه نمی

گیرينتیجه
در بیماران CECمطالعه حاضر نشان داد که افزایش 

با کاهش میزان هموگلوبین و نه با مورد مطالعه، تنها 
مارش پلاکت، مانند شسایر پارامترهاي خون دیگر،

. مرتبط استهاو تعداد مطلق لنفوسیتWBCتعداد 
ي که در مرحلهبیمارانیCECبه عبارت دیگر، تعداد 

IIIبندي مرحلهRai(High grade) ،قرار دارند
ارانی که در ـیمـسبت به بـداري ننیـعـور مـبه ط

. قرار دارند، افزایش یافته استLow gradeيمرحله
که در در بیمارانیVWFلاسماییبررسی سطح پ

نسبت به قرار دارند نیزRaiبندي مرحلهIIIمرحله 
شیافزااولیه بیماري هستند،بیمارانی که در مرحله

از آنجا که بین میزان این . نشان دادرايداریمعن
هاي اندوتلیال در گردش خون فاکتور و تعداد سلول

يدارمعنايرابطهدر میان بیماران مورد مطالعه 
گیري کرد که توان نتیجهبه طور کلی میمشاهده نشد، 

هاي اندوتلیال در گردش خون و سطح تعداد سلول
کننده، اما دو پارامتر پیش آگهیVWFپلاسمایی

باشند میCLLمستقل از یکدیگر در بیماران مبتلا به 
گیري فاکتور فون که با وجود سهولت بیشتر اندازه

روش جایگزین کاملاً مناسبی براي ویلبراند، این 
.نیستخونگردشدرالیاندوتليهاسلولتغییرات 
تر پیرامون رگزایی در ي مطالعات گستردهلذا ادامه

کننده تواند رهگشا و تعیینمیCLLبیماران مبتلا به 
.باشد

تشکر و قدردانی
14260نامه و شماره که حاصل پایاناین پژوهش

و تهرانامین بودجه دانشگاه علوم پزشکیبا تباشدمی
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با همکاري مرکز تحقیقات سلولی و ملکولی دانشگاه 
نویسندگان مراتب .انجام پذیرفتعلوم پزشکی ایران 

و کارکنان آن تشکر و قدردانی خود را از مسئولان 
.نمایندمیابراز مرکز
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Abstract

Background and Aim: Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a
lymphoprolifrative disorder, which is very heterogeneous in prognosis. Therefore,
the analysis of the prognostic factors should be very helpful in diagnosing patients
with a poor prognosis. The aim of this study was to determine the relationship
between circulating Endothelial cells number with VWF levels along with the
other hematological findings in CLL.
Materials and Methods: Peripheral blood samples were obtained from 30
CLL patients admitted to the hematology department of Firozgar hospital and 30
healthy subjects. The levels of CEC were measured by the presence of CD34 and
VWF markers, and absence of CD45 marker, using flow cytometry. VWF levels
was evaluated by ELISA.
Results: The CEC levels were significantly higher in blood of the CLL patients
(0.64%), when compared to the controls (0.12%, P=0.002). The levels of plasma
VWF were higher among high grade patients, when compared to controls and
patients in lower grades. There was a negative correlation between CEC levels, and
Hb concentration in the patients group (r=-0.47, P=0.01).
Conclusion: Although the levels of both CEC count and plasma VWF in
patient with high grade CLL were increased when compared to patients with low
grade, there was no significant correlation between these two parameters.
Key words: Circulating Endothelial Cells (CEC), Von Willebrand Factor
(VWF), Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL)

Received : Sep 2015
Accepted : Dec 2015

* Corresponding Author:
Shahidi M;
E -mail:
shahidi.m@iums.ac.ir

477

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir

