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بررسی کینتیک کایمریسم در گیرندگان پیوند مغز استخوان با استفاده از تکثیر لوکوس های ژنی 
 اس تی آر با روش پی سی آر مالتیپلکس

 

 ، 4، دکتر کامران علی مقدم3، دکتر سید حمیداله غفاری2، دکتر یوسف مرتضوی1بهرام چهار دولی

 4 اسداله موسوی سید دکتر،4عود ایروانی، دکتر مس4، دکتر بابک بهار4دکتر اردشیر قوام زاده
 

 خلاصه
 پیوند مغز استخوان در بسیاری از بیماری های خونی که با درمان های رایج قابل کنترل نیستند رو به افزایش است، از این رو                 :سابقه وهدف 

لعه ی حاضر به منظور بررسی میزان       مطا. توانایـی ارزیابـی مـیزان مشـارکت سـلول های دهنده در روند پیوند دارای اهمیت فراوان می باشد                   
پس از پیوند توسط روش های مبتنی بر پی سی آر با استفاده از بررسی پلی مرفیسم های تکراری کوتاه                    ) کایمریسم(مشارکت سلول های فوق     

 .  انجام شد1381در بیماران بیمارستان شریعتی تهران در سال ) STR(پشت سر هم  
 بیمار کاندید پیوند سلول های بنیادی آلوژنیک که از انواع مختلف    10 نمونه ی خون     360توصیفی بر روی     ایـن مطالعه ی      :مـواد و روش ها    

 ماه بعد از 6با کنترل مولکولی دقیق، در طول . رنج می بردند، انجام شد    ) بیمار4(یا اختلالات هماتولوژیکی غیر بدخیم      )  بـیمار  6(لوکمـی   
 سی سی  خون وریدی قبل از عمل پیوند از دهنده و گیرنده گرفته شد و نمونه گیری                   5/1. فتپـیوند وضـعیت پـیوند مورد بررسی قرار گر         

الگوهای اللیک دهنده وگیرنده با روش مالتیپلکس پی سی آر با استفاده            .  ماه ادامه یافت   6بعـد از پـیوند روزانه تا یک ماه و سپس ماهیانه تا              
 ,ARA ،ADA D16S539 , D7S820, D13S317، D4S2366  ، F13A1وی ژن های از مجموعه ای از نشان گرهای ژنی اس تی آر بر ر

FES/FPS  ،VWA, CSF1PO, TPOX و HUMTH01تعیین شد  . 
 نفر در فاصله   7از میان این بیماران     .  بعد از پیوند مشاهده شد     9 تا   1 در اکـثر بـیماران الگـوی کایمریسـم مخلـوط در روزهای               :یافـته هـا   
 بیمار که در یکی از آن ها از رژیم آماده سازی کم شدت        2. نفر در ماه پنجم کایمریسم کامل را به دست آوردند          و یـک     14 تـا    9روزهـای   

 و موفقیت 19 تا 8موفقیت هماتولوژیکی پیوند در فاصله ی روزهای .  در حالت کایمریسم مخلوط باقی ماندند   6اسـتفاده شـده بـود تا ماه         
 .  درصد متغیر بوده است2 تا 1بسته به ژن مورد استفاده، حساسیت روش بین .  دست آمد به25 تا 9پلاکتی پیوند بین روزهای 

 نتایج این تحقیق نشان می دهد که بررسی اس تی آر با روش مالتیپلکس پی سی آر می تواند ارزیابی صحیح وکّمی    :نتیجه گیری و توصیه ها    
چنین اطلاعاتی می تواند در تصمیم گیری برای استفاده از . ان فراهم نمایدباسـرعت بـالا از وضـعیت کایمریسـم بعـد از پیوند را در بیمار       

 .درما ن های اضافی جهت جلوگیری از رد پیوند یا سرکوب عود بیماری مفید واقع شود

  ، پیوند مغز استخوان آلوژنیک، کایمریسم، پی سی آر مالتیپلکس(STR)تکرارهای پشت سرهم کوتاه: واژگان کلیدی
 
 

 مقدمه
پـیوند مغـز اسـتخوان در گروهـی از بیمارانی که از طریق             
راه کارهـای درمانی رایج قابل کنترل و درمان نیستند، به عنوان            

پیدایش شیوه های جدید    . یـک درمـان انتخابی انجام می شود       
جهـت پـیوند آلوژنـیک از قبـیل اسـتفاده از سلول های بنیادی               

با برای هر   خـون محیطـی، مغز استخوان و خون بند ناف، تقری          

 .بیماری که به این نوع درمان احتیاج دارد می تواند مفید باشد

توانایـی ارزیابـی مشـارکت سـلول هـای دهنده در روند پیوند              
متعاقـب اسـتفاده از سـلول هـای مغـز اسـتخوان یا سلول های                

). 1(بنـیادی خـون محیطـی، دارای اهمیـت فـراوان می باشد              
ث هماتوپوئزیس طولانی   گرفتن کامل سلول های بنیادی که باع      

    کارشناس ارشد هماتولوژی، دانشکده علوم پزشکی تربیت مدرس1
  زنجان متخصص هماتولوژی، استادیار دانشگاه علوم پزشکی2
  متخصص ژنتیک، مرکز تحقیقات خون و پیوند مغز استخوان بیمارستان شریعتی تهران3
 فوق تخصص هماتولوژی ـ انکولوژی، مرکز تحقیقات خون و پیوند مغز استخوان بیمارستان شریعتی تهران  4
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مـدت مشـتق از دهـنده شـود، می تواند در بقای بدون بیماری            
مشارکت مغز استخوان دهنده، هم در      . طولانی مدت مهم باشد   

مرحله پر کردن فضای مغز استخوان و هم در توانایی وساطت           
، ممکن است توسط مطالعه ی کینتیک         ١اثـر پـیوند علیه لوکمی     
کایمریسم مخلوط نشان دهنده ی     . شودمـراحل پـیوند ارزیابی      

حضور سلول های دهنده و سلول های گیرنده در درون گردش           
بیشتر گزارش ها وجود    . خـون شخص گیرنده ی پیوند می باشد       

 درصـد سـلول هـای مـیزبان را به عنوان ملاکی برای              10 تـا    5
 ).3،2(کایمریسم مخلوط در نظر می گیرند 

یمریسم بعد از پیوند    از روش هـای مختلفـی بـرای ارزیابـی کا          
مـیزان حساسیت ونوع سلول مورد نیاز       . اسـتفاده شـده اسـت     

بنابراین . جهـت تجـزیه و تحلـیل در هر روش متفاوت است           
ــتفاوت    ــه روش، م ــیزان کایمریســم گــزارش شــده بســته ب  م

از روش های رایج می توان به آنالیز کاریوتایپ، پلی          . مـی باشـد   
ن اریتروسیتی، تکنیک   مرفیسـم هـای پروتئینی، بررسی آنتی ژ       

FISHهر ). 4-9( و روش هـای مبتنـی بر دی  ان  آ اشاره نمود              ٢
به . یـک از روش هـای فـوق دارای مـزایا و معایبـی می باشند               

عـنوان مـثال از انجـام کاریوتایپ به طور وسیع در پیوند مغز              
اما این روش در مورد پیوندهای      . اسـتخوان استفاده شده است    

 ی غــیر هــم جــنس و در زمانــی کــه دارای دهــنده و گــیرنده
 بـه عـنوان شـاخص پـیوند اسـتفاده مـی شود،        Yکـروموزوم   

کشـف پلـی مرفیسـم های تکراری        . بیشـترین کاربـرد را دارد     
تحول عظیمی در علم بیولوژی      ٣)STR(پشـت سـرهم کوتـاه       

این توالی ها که از آن ها به عنوان         . مولکولـی ایجـاد کرده است     
ی برند توالی های تکرار شونده از        هم نام م   ٤میکروسـاتلایت ها  

 جفــت بــاز از دی  ان  آ مــی باشــند کــه اجــازه بررســی  3 ـ7
کایمریسـم را بـه روش پـی  سی  آر و در حضور تعداد اندکی                 

از دیگر  ). 10-12(سـلول گـیرنده ی پـیوند فـراهم می نمایند            
مـزایای ایـن توالـی هـای دی  ان  آ، تکثـیر سـریع آن ها توسط                    

                                                           
1 Graft versus luekemia  
2 Fluorescent in situ hybridization  
3 Short tandem repeats  

 

درت بالای تفکیک الل های دهنده وگیرنده در         و ق  5پـی  سـی آر     
 . بین خواهران وبرادران بر روی ژل پلی اکریل آمید می باشد

مـا در این مطالعه ، اهمیت بالینی کایمریسم را توسط تجزیه و            
تحلـیل توالـی هـای تکـراری پشت سر هم با استفاده از روش       

ی خون   ماه بعد از پیوند بر رو      6پـی  سی آر مالتیپلکس در طول         
محیطـی گـیرندگان پـیوند بـه مـنظور پیش گویی اولیه گرفتن              

 بررسی قرار  پـیوند، رد پـیوند یـا عـود قریب الوقوع آن مورد              

 .داده ایم
 

 
 مواد وروش ها

از بـیماران دارای اخـتلالات بدخـیم و غـیر بدخیم            : بـیماران 
 به مرکز پیوند مغز استخوان      1381همـاتولوژیک کـه در سـال        

 بیمار کاندید پیوند    10تی مراجعه کرده بودند،     بیمارستان شریع 
 بیمار لوسمی   2 بیمار فوق،    10از. مغـز استخوان انتخاب شدند    

  بیمار 2 بیمار لوسمی میلوسیتیک مزمن، 2لنفوسـیتیک حـاد،   

 بیمار تالاسمی و یک بیمار مبتلا به        3لوسمی میلوسیتیک حاد،    
ن دارای  نفـر از بیمارا    9). 1جـدول   (آنمـی  آپلاسـتیک بودنـد        

 نفر از   8خواهـر یـا برادر به عنوان دهنده ی پیوند بودند که در            
در یکی از   ) 4بیمار شماره   ( سازگاری، ودر یک نفر      HLAنظر  

 2بیمار شماره   . ، ناسازگاری وجود داشت   HLAلوکـوس هـای     
 در لوکوس   HLAاز مـادر خـود پیوند دریافت نمود و از نظر            

DQ         بیمار (ز بیماران   یکی ا .  بـیمار یـک بلانـک وجـود داشت
سلول های مغز استخوان و مابقی بیماران، سلو ل های          ) 7شماره  

همه ی بیماران فوق در     . بنـیادی خـون محیطی دریافت داشتند      
مرکز پیوند مغز استخوان بیمارستان شریعتی تحت عمل پیوند         

، 3،  1،2( نفر از بیماران     6قـرار گرفتند و قبل از عمل پیوند، در        
اده سـازی تخریـب مغز استخوان و کاهش         رژیـم آم ـ  ) 7و6،  4

دهـنده ی سیسـتم ایمنی شامل ترکیبی از داروهای بوسولفان و            
ــد   ــتفاده ش ــان اس ــمی   2در . اندوکس ــیماران تالاس ــر از ب   نف

                                                           
Microsatellites٤ 

٥Polymerase chain reaction 
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و یـک بـیمار مبـتلا به لوسمی مزمن          ) 9 و 8بـیمار شـماره ی      (
از رژیم آماده سازی با شدت کم       ) 5بیمار شماره ی    (میلوسیتی  

ده ی سیسـتم ایمنـی شامل ترکیبی از داروهای          و کـاهش دهـن    
. استفاده شد فلودارابیـن، بوسولفان و آنتی تیموسیت گلوبولین 

فقط از رژیم   ) 10شماره ی   ( در بیمار مبتلا به آنمی آپلاستیک       
آمـاده سـازی کاهش دهنده ی سیستم ایمنی اندوکسان استفاده           

 ).1جدول (شد 

 بیمار  10 نمونه ی خون     360تعییـن کینتیک کایمریسم بر روی       
 کاندید پیوند مغز استخوان در ماه اول بعد از پیوند و هم چنین            

 میلی لیتر   5/1برای این منظور،    .  مـاه پس از پیوند انجام شد       5 
 قبل از عمل پیوند از دهنده و        EDTAخـون وریـدی بـرروی       

بعد از عمل پیوند نمونه گیری به صورت        . گیرنده گرفته می شد   
 ـ    ا یـک مـاه و سـپس بـه طـور ماهانـه تـا ماه ششم،                  روزانـه ت

 .انجام گرفت

ــبو   ــمارش گل ــه ش ــن مطالع ــت   در ای ــفید و پلاک ــای س  ل ه

از (   ساخت کشور فرانسه   MS9 دستگاه شمارشگر    به وسیله ی  
ور هم  زمان برای انجام اس تی آر ـ پی سی آر ط که بهنمونـه هایی 

ی، موفقیت طبق معیارهای بین الملل.  انجام شد)گرفـته مـی شد   
هماتولوژیکـی پـیوند شامل موفقیت پیوند سلول های سفید به           

 1000عنوان اولین روزی که افزایش پایدار لوکوسیتی به بالای          
 در هر   500در هر میلی لیتر و شمارش مطلق نوتروفیلی بالای          

میلی لیتر باشد، و موفقیت پیوند پلاکت به عنوان اولین روزی           
 در هر میلی لیتر     20000پیوند بالای   افزایش پایدار پلاکتی    کـه   

 .باشد، تعیین شد

استخراج دی  ان  آ توسط روش های         :  ژنومی DNAاستخراج  
مختلفـی انجـام شـد کــه شـامل روش هـای اسـتفاده از کیــت       

QIAGEN    پروتئیـناز ،k       فـنل کلروفرم و جوشانیدن می باشد ، .
در ایـن مطالعـه، در اکـثر مـوارد جهـت استخراج دی  ان  آ از                   

 .ش جوشانیدن استفاده شد رو

  جفــت پرایمــر بــرای   12 در ایــن مطالعــه از  :پرایمــرها

 ARA, ADA, D16S539, D7S820, D13S317لوکوس های 
، 
 

D4S2366  ، F13A1, FES/FPS ، VWA, CSF1PO, TPOX  

   بــرای تکثــیر نواحــی اس تــی آر مــربوطه     HUMTH01و 

 . استفاده شد

 ار مخلوطی از اجزای زیر      برای هر بیم   :اس تـی آر ـ پی سی آر       

 10 میکرو لیتر از بافر      5: داخـل یـک لوله اپندورف ریخته شد       
 میکرو لیتر از هر     2،  )محتوی کلرید منیزیوم    ( بـار غلیظ شده     

 میکرو  10غلظت  ( یـک از پرایمـرهای فـوروارد و معکـوس           
، ) میلی مولار10 ( dNTP مـیکرو لیتر از هر یک از        2،  )مـولار 

  نانو گرم از    200 تا   100 پلـی مراز و      یـک واحـد آنـزیم تـک       

 میکرو  50حجم کل واکنش توسط آب مقطر به        .دی  ان  آ بیمار     
لیـتر رسـانیده می شد سپس لوله ها در ترمال سایکلر اپندورف             

ق برنامه ی مشخص بط قـرار داده می شدند تا دی  ان  آ ) آلمـان (
 . تکثیر شود

 یافته ی   یکـی از روش های تغییر     : ٦مالتیـپلکس پـی سـی آر        
در این  . پـی سـی آر معمولی، روش مالتیپلکس پی سی آر است           

روش در هـر لوـله ی پـی سـی آر به جای یک جفت پرایمر از                  
از ، در این مطالعه  . چندین جفت پرایمر اختصاصی استفاده شد     

 و لوکوس های D16S539 , D7S820 ، D4S2366لوکوس های
F13A1, FES/FPS ، VWAــای  و ــوس ه ــن از لوک ــم چنی   ه

CSF1PO, TPOX و HUMTH01  بـه صورت مالتیپلکس در 
 .یک واکنش استفاده شد

محصولات : الکـتروفورز ژل وقـابل رؤیـت کـردن باندهـا          
 TBE درصـد در بافر      5/1- 3پـی سـی آر بـر روی ژل آگـارز            

جهت . الکـتروفورز شـدند تا باندهای دی  ان  آ قابل دید شوند            
)  گرم در میلی لیتر     میلی 10(رنگ آمیزی ژل از اتیدیوم بروماید     

 . استفاده شد

برای این منظور از    : ٧الکتروفورز بر روی ژل پلی اکریل آمید      
 2 تــا 5/1. ژل پلــی اکــریل آمــید شــش درصــد اســتفاده شــد

میکرولیتر از بافر 1های پی سی آر شده را با  میکرولیتر از نمونه
 هـوط کرده، و درون چاهک های ژل ریختـــلکه گذاری مخل

                                                           
6 Multiplex-PCR 
7 Polyacrylamid gel electrophrosis 
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  ـ مشخصـــات بیماران گیرنده ی پیوند مغز استخوان و وضعیت کــــــایمریسم در آن ها 1جدول 
روز برقراری پیوند 

 پلاکت ها

روز برقراری پیوند 
 سلول های سفید

 سن  تشخیص رژیم آماده سازی روز کایمریسم

 )سال(

 ردیف جنس

10+ 10+ 10+ BU,EN 1 مذکر 23 وسمی لنفوسیتی حادل 

9+ 10+ 12+ BU,EN 2 مذکر 23 لوسمی لنفوسیتی حاد 

11+ 9+ 9+ BU,EN 3 مؤنث 18 لوسمی میلوسیتی حاد 

 4 مذکر 19 لوسمی میلوسیتی حاد BU,EN کایمریسم مخلوط +12 +13

 5 مذکر 43 لوسمی میلوسیتی مزمن FLU,BU, ATG +15 +12 ریبدون تغی

12+ 12+ 12+ BU,EN 6 مذکر 23 می میلوسیتی مزمنلوس 

25+ 12+ 14+ BU,EN 7 مذکر 4 تالاسمی 

 8 مؤنث 14 تالاسمی FLU,BU, ATG ماه دوم بدون تغییر +19

 9 مؤنث 24 تالاسمی FLU,BU, ATG کایمریسم مخلوط بدون تغییر بدون تغییر

8+ 8+ 11+ EN 10 مؤنث 24 آنمی آپلاستیک 

   BU :  ،بوسولفانEN :  ،اندوکسان FLU :  ،فلودارابینATG :  ،آنتی تیموسیت گلوبولینیNC :بدون تغییر 
 

 ســـاعت  10-12 برای مدت    120ر ولتـــــاژ   ژل د . مـی شـد   
 پــس از اتمــام الکــتروفورز، باندهــای . لکــتروفورز مــی شــدا

دی  ان  آ توسط رنگ آمیزی نقره قابل رؤیت شده و در نهایت               
 .باندهای به دست آمده، در ناحیه ی مورد نظر تفسیر می شدند

نظر توسط مخلوط   ی لوکوس های مورد   حساسیت پی سی آر برا    
پیوند دهنده وگیرنده با انجام     کـردن نمونه های دی  ان  آ قبل از          
حساسیت به صورت کمترین    . یـک توالـی غلظتـی انجـام شد        

که یک باند اس تی آر قابل رؤیت روی ژل  غلظتـی از دی  ان  آ 
پلـی اکـریل آمـید رنـگ آمـیزی شده با نیترات نقره ایجاد بکند،                

 .ن شدتعیی
 

  هایافته
نمونـه هـای دهـنده و گیرنده قبل از پیوند مغز استخوان با              
ــن    ــده و جهــت تعیی ــی ســی آر ش ــر، پ ــورد نظ ــرهای م پرایم
هتروزیگوسـیتی، بـرروی ژل پلی اکریل آماید الکتروفورز شدند    

 X لوکـوس مخـتلف را بر روی کروموزوم      12ایـن پرایمـرها     
این مطالعه اکثر   در  . وسـایر کـروموزوم هـا تکثـیر مـی نمایـند           

دهـندگان وگـیرندگان بـرای چـند ناحـیه ی مورد مطالعه پلی              
 بیشـترین پلـی مرفیسم ها برای لوکوس های        . مرفـیک بودنـد   

D4S2366, D16S539, HUMTH01, VWA و TPOX  بـه 
حساسـیت پی سی آر در نشان دادن         ).1ـ4شـکل   (دسـت آمـد     

درصـد سـلول هـای دهـنده برای ژن ها ولوکوس های مختلف،        
بررسی دی ان آ خون     .  درصد را نشان داد    2 تا   1ساسیتی از   ح

 ساعت اول بعد از پیوند حضور       24محیطی همه ی بیماران در      
در اکثر بیماران کایمریسم . کایمریسـم مخـتلط را نشان می داد     

مخلـوط ادامـه داری در طـول روزهای اول ودوم هفته ی اول              
این ) 1،2،3،4،6،7،10( بیمار   7در  . بعـد از پـیوند مشاهده شد      

ادامه داشت و اکثر این بیماران در فاصله ی         + 9حالـت تـا روز      
در . به کایمریسم کامل دست یافتند    + 14تا  + 9بیـن روزهـای     

 کایمریسم مخلوط به کایمریسم تغییرات) 2(و ) 1(شـکل های   
 .  بیمار نشان داده شده است3کامل در 

 
6 F5F  4 F3 F2F  28 25 20 18 15 14 11 10   9  8    6  M  D   R  

 bp 200 

 
 

 bp 100 
 
 

  شماره ستون 1  2   3  4    5   6   7   8   9  10 11 12 13  14 15 16  17 18  19

 
  برای  1ـ الکـتروفورز نمونـه دهنده وگیرنده بیمار شماره ی           1کل  ش ـ

  درصد6بر روی ژل پلی اکریل آماید D16S539       لوکوس  
 

M:    جفـت بـازی    100(شـاخص وزن مولکولـی ( ،D :  دهـنده ،R: ،گیرنده
 ماه های پی گیری: F روزهای بعد از پیوند را نشان میدهد،19 تا4ستون های 
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 ملاحظـه مـی شود آلل های       ) 1(همـان طـور کـه در شـکل          

و آلل های ، هموزیگوسD16S539  لوکـوس بـرای  ) D(دهـنده  
ــیرنده  ــد ) R(گ ــی باش ــتروزیگوس م ــا در  . ه ــدازه ی بانده ان

+ 9و + 8، + 6در روزهای   .  جفـت بـاز است     170محـدوده ی    
ــود ودر روز      ــی ش ــاهده م ــوط مش ــم مخل ــوی کایمریس  الگ

 ـ    + 10  ت کایمریسـم کـامل مـی رسـد و تـا آخر             بـیمار بـه حال

ــاند   ــی م ــایدار م ــای (پ ــتون ه ــامل را ، 7 -19س  کایمریســم ک

 ). ان می دهدــنش
 
 

6 F 4 F2F 28 24 20  18 15 12 11 10 9  7    6  5   1   M    D   R  

 bp 200 
                                                      D16S 

 
 

D4S 
 

 bp 100 

 شماره ستون   1  2  3   4   5    6   7  8    9  10 11 12 13  14 15 16 17  18   19
 

 با  2ـ الکـتروفورز نمونـه ی دهـنده و گیرنده بیمار شماره ی            2شـکل   
  بـه  صـورت مالتیپلکس بر روی   D4S2366و D16S539 وکـوس  ل

  درصد6                            ژن پلی اکریل آماید
 

دو برای  ) D(دهنده  آلل های   که  ملاحظه می شود    ) 2(ر شکل   د
ــل هــای ، هموزیگــوس D4S2366 وD16S539 لوکــوس  وآل

 اندازه باندها در محدوده ی    . هتروزیگوس می باشد  ) R(گیرنده  

، +7، + 6،+ 5، +1در روزهای  .  جفـت باز می باشد 170ـ120
الگـوی کایمریسـم مخلـوط مشاهده می شود         + 11و  + 10،+ 9

بـیمار بـه حالـت کایمریسـم کامل می رسد وتا      + 12ودر روز   
  کایمریسـم کامل    11-19سـتون هـای     (آخـر پـایدار مـی مـاند         

 ).می دهدرانشان 

 کـــــه در یکـــــی از ) 9و4( در دو نفـــــر از بـــــیماران 

، اده شده بود، رژیم آماده سازی کم شدت استف   )4بیمار  (آن ها    
 کایمریســم مخلــوط پــایداری از ابــتدا تــا انــتهای پــی گــیری 

در مجمـوع بررسـی های      ). 3شـکل   (  مشـاهده شـد      )6مـاه   (
 متوالــی، یــک افــزایش تدریجــی ســیگنال آللــیک اختصاصــی 

 بـر آلـل هـای اختصاصی گیرنده، در بین روزهای           دهـنده کـه     

 . ، غالب می شدند را نشان داد14 تا 9
 
 
 

 5 F  4 F3  F2F  28  26 21 15 13  10   9   8   6   4   2 M D  R    

 
 
 
 
 

 bp 100 
 

 شماره ستون  1   2   3   4    5  6    7  8   9  10 11 12  13  14 15  16  17  18  
 

 با 4 ـ نتیجه ی الکتروفورز نمونه ی دهنده وگیرنده بیمار شماره ی 3شکل 
  به صورت مالتیپلکس D4S2366 و D16S539لوکوس های 

  درصد6ید  بر روی ژل پلی اکریل آما
 

 ولوکوس  برای  ) D(آلل های دهنده   نشان می دهد که      )3(شکل  
D16S539 و D4S2366     گیرنده آلل های و ، هموزیگـوس   

)R(  135 اندازه باندها در محدوده ی. مـی باشـد  هـتروزیگوس 
در همـه ی روزهـا الگوی کایمریسم کامل         . جفـت بـاز اسـت     

 . مشاهده می شود و تا آخر پایدار می ماند
 
6 F5F 4 F3 F2F 27 24 20  15  12 10  9    8   5   3  M D  R  

TPOX  
200 

 
VWA 
     

 

 bp 100 

شماره   1   2  3   4   5    6   7  8    9  10 11 12 13  14 15 16 17  18   19

 ستون 
 

 بـیمار   گـیرنده    ـ نتـیجه الکـتروفورز نمونـه ی دهـنده و    4شـکل  
  به صورت D4S2366و  D16S539  برای لوکوس های 10شماره ی

  درصد6            مالتیپلکس بر روی ژل پلی اکریل آماید 
 

 دهنده  آلل های   ملاحظه می شود )4(همـان طور که در شکل  
)D (  و گـیرنده)R  (     بـرای لوکـوسVWA  هتروزیگوس است 

اندازه . هم پوشانی دارد  ) آلل فوقانی (کـه یکی از آلل های آن ها         
 جفـت بـاز اسـت و برای لوکوس    150باندهـا در محـدوده ی      

TPOX ،    صورت هموزیگوس است که باند دهنده      ه  آلـل هـا ب
وگـیرنده بـا هـم اخـتلاف سـایز دارنـد و انـدازه ی باندها در                  

 مشاهدهه   ک  چنانآن  .  جفـت بـاز مـی باشـد        125 ه ی محـدود 
فقط الگوی باند گیرنده    + 24در هر دو لوکوس تا روز       می شود   

ماه ، +28، +24  مشـاهده مـی شـود سـپس بیمار در روزهای    
 الگوی کایمریسم   )5F( وتا ماه پنجم     )3F(اه سوم   م،) 2F(دوم
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 .مخلوط را نشان می دهد

دت برای او    که از رژیم آماده سازی کم ش       8در بیمار شماره ی     
مشاهده + 24اسـتفاده شـده بـود، آلل اختصاصی بیمار تا روز            

ن داد و در    اشنیسم مخلوط را    شـد و سپس بیمار الگوی کایمر      
 . ت یافتسامل دکه کایمریسم بم جنپنهایت در ماه 

در ایـن مطالعـه موفقیـت هماتولوژیکی پیوند در فاصله ی بین             
تقریبا در همه ی بیماران در      .  بـه دسـت آمد     14 تـا  9روزهـای   

روزهـای ابتدایـی، شـمارش اولـیه ی گلـبول هـای سفید بیمار               
شـروع بـه افت می کرد و تاچند روز در این افت سلولی باقی               

و سـپس شـروع بـه افزایش سلولی         ) روز5طمتوس ـ(مـی مـاند     
 به  25 تا   9موفقیت پلاکتی پیوند در فاصله روزهای       . مـی نمود  

 ).1جدول ( دست آمد 

 روز بعد از موفقیت هماتولوژیکی      3تا  1بیشتر گیرندگان پیوند    
 19 تا   8پـیوند یـا بـه طور هم زمان، که در فاصله بین روزهای             

 .ست آوردندصورت می گرفت، کایمریسم کامل را به د

 
 
 

 بحث
در ایـن مطالعه نمونه های خون محیطی به دست آمده در            

 ساعت اول بعد از پیوند اغلب وجود کایمریسم مخلوط را           24
نشـان داد که نشان گر حضور سلول های باقی مانده از میزبان و              

 در بیشتر بیماران   . سـلول هـای در حال گردش دهنده می باشد         

ر طــول روزهــای اول و دو کایمریســم مخلــوط ادامــه داری د
 .هفته اول بعد از پیوند مشاهده شد

اغلب توسط عوارض بعد    ) Engraftment(گرفتن پیوند   
 و عود بیماری، محدود     ٨ GVHDاز قبیل رد پیوند،      از پـیوند  
رد پـیوند هنگامـی مشـاهده می شود که سلول های            . مـی شـود   

نند و  ایمنـی باقی مانده ی میزبان به سلول های ورودی حمله ک           
 در بررسـی مولکولـی به صورت ناپدید شدن پیشرونده ی باند            

دی  ان  آ مـربوط بـه الـل هـای دهـنده بعـد از پـیوند مشخص            

                                                           
8Graft Versus Host Disease 
 ٩ DNA Typing 

 
 

ــی را توســط  GVHD. مــی شــود  توســعه ی یــک پاســخ ایمن
سـلول هـای پـیوندی بـر علـیه بافـت های گیرنده منعکس می                

 HLAحتـی هنگامـی که دهنده و گیرنده بافت از نظر            . نمـاید 
اگر چه .  می تواند اتفاق بیافتدGVHDابه باشند، رد پیوند ومش

 ایـن عـوارض در نهایـت بعد ازپیوند با علایم بالینی مشخص             

 مـی توانـد در تعییـن اولیه ی این           ٩مـی شـود، بررسـی دی  ان  آ          
در موارد عود، شکل گیری مجدد مجموعه       . حوادث مفید باشد  

  با بررسی   سـلول هـای لوکمـیک را مـی تـوان در اغلـب موارد              

دی  ان  آ قـبل از عـود هماتولوژیکـی کـه باعث شواهد بالینی                 
 ).18(می شود، تعیین کرد 

روش ارزیابـی وضـعیت پـیوند در مـراحل اولیه ی پس از             
تا به حال از    . پـیوند از اهمیـت خاصـی بـرخوردار مـی باشـد            

روش هـای بسیاری برای بررسی کایمریسم استفاده شده است          
ت واطلاعاتـی که می دهند متفاوت       کـه در درجـه ی حساسـی       

روش هایی که برای کنترل پیوند مغز استخوان استفاده         . هسـتند 
شـده انـد، شـامل روش هـای سیتوژنتیک بررسی آنتی ژن های              

ــیتی ــانی و   ١٠اریتروس ــیت انس ــای لکوس ــی ژن ه ــی آنت  ، بررس

سیتوژنتیک زمانی مفید   . پلی مرفیسم سکانس دی  ان  آ می باشد         
. ف کروموزوم جنسی یا اتوزوم وجود دارد      است که یک اختلا   

بررسـی آنتی ژن های اریتروسیت به دلیل دریافت خون توسط           
اما تکنیک  های مولکولی     . گـیرندگان پیوند معمولاً مفید نیستند     

ــا اســتفاده از   ــیوند، ب ــا VNTR 12، RFLP١١بــرای کنــترل پ  ی
، اس تی آر و سیتوژنتیک استفاده       VNTRترکیـبات مختلفـی از      

 Yتکنـیک هـای پی سی آر اختصاصی کروموزوم          . تشـده اس ـ  
خیلـی حسـاس هسـتند امـا فقـط بـرای جفـت های دهنده و                 

تعیین چند  . گیرنده ی از جنس های مخالف، قابل استفاده است        
ــلات، دارای    ــاترن ب ــتفاوت توســط س ــات م ــا قطع شــکلی ب

 سلول احتیاج 106 درصد بوده وتقریبا به    10 تا   1حساسیتی از   
 این تعداد سلول از بیماران در مراحل اولیه دارد، که گرفتن 

                                                           
10Erythrocyte Typing 

 
 

11Restriction Fragment Length Polymorphisms 
12 Variable Number of Tandem Repeats 
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از طرفـی روش ساترن بلات روش       . پـیوند مشـکل مـی باشـد       

 می باشد   رادیو اکتیو   پروب های  وقـت گیری بوده و نیازمند 
قطعات متفاوت یا مینی    از چـند شـکلی هـای بـا طول           ). 4ـ9(

سـاتلایت هـا نیز برای بررسی وضعیت کایمریسم بعد از پیوند          
 شـود ولـی تکثیر این نواحی همواره با مشکلاتی           اسـتفاده مـی   

در حال حاضر توالی های اس تی آر، بهترین         . روبـرو بوده است   
نزدیک به  . شـاخص هـای ژنتیکی در بررسی کایمریسم هستند        

یــک چهــارم از لوکــوس هــای اس تــی آر انســان پلــی مرفــیک 
مـی باشـند ویـک منـبع غنـی از شاخص های ژنتیکی را فراهم                

رسـی کـردن نـتایج اس تی آر سریع بوده و کاری             بر. مـی کنـند   
مطمئـن ودقیق را نسبت به دیگر روش های پی سی آر، از جمله       
قطعـات طولانـی مثل چند شکلی های با طول قطعات متفاوت            

ــه  . فــراهم مــی کــند حساســیت تکنــیک اس تــی آر وابســته ب
 درصد بوده و قابل     05/0تـا   1پـروب هـای اسـتفاده شـده بیـن         

. کلی های با طول قطعات متفاوت می باشد       مقایسـه بـا چند ش     
ازآنجایی  که سکانس های اس تی آر نسبت به این چند شکلی ها              
کوتـاه تـر هسـتند بنابرایـن احـتمال مداخلـه ی کمی یا تقویت             

. بـه وسـیله دی  ان  آ شکسـته شـده وجود ندارد              ١٣ترجیحـی   
بنابراین اس تی آر حساسیت مشابه ومشکلات پتانسیلی کمتری         

   دارد متفاوت  به چند شکلی هایی با طول قطعات را نسـبت  
مالتیـپلکس پـی سـی آر روشـی از پـی سی آر می باشد که                 ). 19(

 امکـان بررسـی چـند ژن را در یـک واکـنش پـی سی آر فراهم        

از آنجـا کـه بررسی نتایج در این روش نسبت به            . مـی نمـاید   
پـی  سـی آر معمولی خیلی سریع تر می باشد در مطالعه حاضر از    

 .مالتیپکس پی سی آر استفاده شدروش 

طـبق یافـته های این مطالعه کایمریسم مخلوط ادامه داری در            
طول روزهای اول و دو هفته بعد از پیوند مشاهده شد که این             
یافـته بـه طـور آشـکار نشـان دهـنده ی یک تداخل موقتی بین        
حضـور سـلول های باقی مانده یا به تازگی تولید شده ی دهنده              

 بیمار کایمریسم مخلوط    7در  ). 14(ی می باشد    در خون محیط  
 ادامه داشت و بسته به بیمار، این بیماران در + 9تا روز 
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به کایمریسم کامل دست    + 14تا  + 9فاصـله ی بیـن روزهـای        

باندهای دی  ان  آ به دست آمده که هر یک معرف یک              . یافتـند 
آلـل از دهنده و یا گیرنده می باشند توسط نرم افزار مخصوص          

عییـن مقـدار شـده و درصد هر باند به صورت کمی محاسبه              ت
 بـا توجـه به نتایج به دست آمده بررسی متوالی اس تی آر          . شـد 

توسـط پـی سـی آر افزایش تدریجی سیگنال آللیک اختصاصی            
  14 تا   9دهـنده رانشـان مـی داد کـه در فاصـله بیـن روزهای                

 .بر آلل های اختصاصی گیرنده غالب می شدند

العـه موفقیت پیوند از نظر هماتولوژیکی در فاصله         در ایـن مط   
تقریبا در همه ی بیماران،     .  به دست آمد   19 تا   8بیـن روز های     

شـمارش اولـیه ی سـلول های سفید شروع به افت می کرد و تا                
چـند روز در ایـن افـت سلولی باقی می ماند که این حالت به                

ایش علـت اثـر داروهای آماده سازی بود و سپس شروع به افز         
مـی نمـود کـه ایـن مـی توانـد بـیان گـر ایـن واقعیت باشد که                     
سـلول هـای پـیوندی از شخص دهنده شروع به تکثیر وتمایز             

در اکثر بیماران در    ). 14(شده اند   کـرده و وارد خـون محیطـی         
 روز بعد از 3 تا 1همان آغاز موفقیت هماتولوژیکی پیوند و یا        
نشان دهنده ی آن    آن کایمریسـم کـامل را به دست آوردند، که           

است که وقتی سلول های پیوندی تزریق می شوند، مدتی طول           
خواهـد کشـید تا سلول ها در مغز استخوان مستقر و شروع به              

 ).14(تمایز و تکثیر نمایند

ارزیابی کایمریسم مخلوط در طول مراحل بعد از پیوند ممکن          
اسـت شناسایی تغییراتی که علامت رد، یعنی افزایش نسبی یا           

ود سـیگنال هـای آللـیک اختصاصـی گیرنده در نمونه های             ع ـ
تعیین زودرس  ). 20(سـلولی بررسی شده باشد را میسر سازد         

و بـه موقـع رد آلوگرافـت مـی توانـد در تصـمیم برای روش                 
درمانـی مناسـب نقـش مهمی داشته باشد و از جمله در تنظیم       

 یا یک   ١٤درمان ایمنوساپرسیو ،تجویز تزریق لنفوسیت دهنده       
بیمارانــی کــه پــیوند ). 21(یوند آلوژنــیک دوم اهمیــت دارد پــ

سـلول  بنیادی یا مغز استخوان را برای درمان اختلالات بدخیم            
همـاتولوژیک دریافـت مـی کنـند، تعیین کایمریسم گیرنده در            

                                                           
14 Donor Lymphcyte Infusion 
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حـال افـزایش درون نمونـه های لکوسیت مشتق شده از خون             
 برگشت  محیطی ممکن است نشان گر عود آغازین، رد پیوند یا         

از آن جایی که بررسی ژنوتیپ، فقط شواهد        . اتولوگوس باشد 
 غـیر مسـتقیمی از حضـور جمعیـت سلولی لوکمیک را فراهم             

مـی کـند، تکنـیک های دیگری که اجازه شناسایی شاخص های            
ــا       ــیماری ی ــیم ب ــک ژن بدخ ــیل ی ــیمار از قب ــی ب اختصاص

ایی شـاخص های کلونالیتی از قبیل ژن ایمونوگلبولین یا باز آر          
 مـی بایست در هر زمان ممکن  ،دهـد   را مـی Tگـیرنده سـلول     

ــته    ــای گســترش یاف ــلول ه ــید منشــاء لوکمــیک س ــرای تای  ب

از ایــن رو اســتفاده از روش هایــی مشــابه ). 21(بــه کــار رود 
 .مطالعه ی حاضر در این گونه موارد توصیه می شود

 
 تشکر و قدردانی

هت این مطالعه   بـرخود لازم مـی دانیم از کلیه ی بیمارانی که ج           
نمونـه ی مغـز اسـتخوان و یـا خون محیطی در اختیار ما قرار                

هزینه این مطالعه توسط    . دادنـد تشـکر و سپاسـگزاری نمائیم       
از این  . مرکـز ملی تحقیقات علوم پزشکی کشور تامین گردید        

 روی از مسئولین مربوطه کمال تشکر و قدردانی را داریم
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