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هاي ژني  بررسي كينتيك كايمريسم در گيرندگان پيوند مغز استخوان با استفاده از تكثير لوكوس
 آر مالتيپلكس سي آر با روش پي تي اس

  

  ، ٤، دكتر كامران علي مقدم٣، دكتر سيد حميداله غفاري٢، دكتر يوسف مرتضوي١بهرام چهار دولي
  ٤ اسداله موسوي سيد دكتر،٤عود ايرواني، دكتر مس٤، دكتر بابك بهار٤دكتر اردشير قوام زاده

  
  خلاصه

هاي رايج قابل كنترل نيستند رو به افزايش است، از اين رو  هاي خوني كه با درمان  پيوند مغز استخوان در بسياري از بيماري:سابقه وهدف
ي حاضر بـه منظـور بررسـي ميـزان      لعهمطا. باشد هاي دهنده در روند پيوند داراي اهميت فراوان مي   توانايي ارزيابي ميزان مشاركت سلول    

هاي تكراري كوتاه  آر با استفاده از بررسي پلي مرفيسم سي هاي مبتني بر پي پس از پيوند توسط روش) كايمريسم(هاي فوق  مشاركت سلول
  .  انجام شد١٣٨١در بيماران بيمارستان شريعتي تهران در سال ) STR(پشت سر هم  
هاي بنيادي آلوژنيك كه از انواع مختلـف    بيمار كانديد پيوند سلول١٠ي خون   نمونه٣٦٠توصيفي بر روي ي   اين مطالعه:ها  مواد و روش  

 ماه بعد از ٦با كنترل مولكولي دقيق، در طول   . رنج مي بردند، انجام شد    ) بيمار٤(يا اختلالات هماتولوژيكي غير بدخيم      )  بيمار ٦(لوكمي  
گيـري    خون وريدي قبل از عمل پيوند از دهنده و گيرنده گرفته شد و نمونـه      سي   سي ٥/١. فتپيوند وضعيت پيوند مورد بررسي قرار گر      

آر با استفاده  سي الگوهاي الليك دهنده وگيرنده با روش مالتيپلكس پي.  ماه ادامه يافت٦بعد از پيوند روزانه تا يك ماه و سپس ماهيانه تا            
 ,ARA ،ADA D16S539 , D7S820, D13S317، D4S2366,   F13A1هاي  وي ژنگرهاي ژني اس تي آر بر ر اي از نشان از مجموعه

FES/FPS , VWA, CSF1PO, TPOX و HUMTH01تعيين شد  .  
 نفـر در فاصـله   ٧از ميـان ايـن بيمـاران    .  بعد از پيوند مشاهده شـد ٩ تا ١ در اكثر بيماران الگوي كايمريسم مخلوط در روزهاي        :ها  يافته

ها از رژيم آماده سازي كم شـدت    بيمار كه در يكي از آن٢. نفر در ماه پنجم كايمريسم كامل را به دست آوردند   و يك    ١٤ تا   ٩روزهاي  
 و موفقيـت  ١٩ تا ٨ي روزهاي  موفقيت هماتولوژيكي پيوند در فاصله.  در حالت كايمريسم مخلوط باقي ماندند  ٦استفاده شده بود تا ماه      

  .  درصد متغير بوده است٢ تا ١بسته به ژن مورد استفاده، حساسيت روش بين .  دست آمد به٢٥ تا ٩پلاكتي پيوند بين روزهاي 
تواند ارزيابي صحيح وكّمي  دهد كه بررسي اس تي آر با روش مالتيپلكس پي سي آر مي  نتايج اين تحقيق نشان مي:ها گيري و توصيه نتيجه

چنين اطلاعاتي مي تواند در تصميم گيـري بـراي اسـتفاده از     . ان فراهم نمايد  باسرعت بالا از وضعيت كايمريسم بعد از پيوند را در بيمار          
  .هاي اضافي جهت جلوگيري از رد پيوند يا سركوب عود بيماري مفيد واقع شود ن درما

  آر مالتيپلكس سي  ، پيوند مغز استخوان آلوژنيك، كايمريسم، پي(STR)تكرارهاي پشت سرهم كوتاه: واژگان كليدي
  

  مقدمه
پيوند مغز استخوان در گروهي از بيمـاراني كـه از طريـق             

كارهاي درماني رايج قابل كنترل و درمان نيستند، به عنـوان           راه
پيدايش شيوه هـاي جديـد   . يك درمان انتخابي انجام مي شود   

هـاي بنيـادي    جهت پيوند آلوژنيك از قبيـل اسـتفاده از سـلول     
با براي هـر    خون محيطي، مغز استخوان و خون بند ناف، تقري        

  .تواند مفيد باشد بيماري كه به اين نوع درمان احتياج دارد مي
هـاي دهنـده در رونـد پيونـد      توانايي ارزيابي مشاركت سـلول    

هـاي   هـاي مغـز اسـتخوان يـا سـلول      متعاقب استفاده از سلول 
). ١(بنيادي خون محيطـي، داراي اهميـت فـراوان مـي باشـد            

ث هماتوپوئزيس طولاني هاي بنيادي كه باع گرفتن كامل سلول 

       كارشناس ارشد هماتولوژي، دانشكده علوم پزشكي تربيت مدرس١
   زنجان متخصص هماتولوژي، استاديار دانشگاه علوم پزشكي٢
   متخصص ژنتيك، مركز تحقيقات خون و پيوند مغز استخوان بيمارستان شريعتي تهران٣
 فوق تخصص هماتولوژي ـ انكولوژي، مركز تحقيقات خون و پيوند مغز استخوان بيمارستان شريعتي تهران  ٤
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توانـد در بقـاي بـدون بيمـاري      مدت مشتق از دهنده شود، مي  
مشاركت مغز استخوان دهنده، هم در   . طولاني مدت مهم باشد   

مرحله پر كردن فضاي مغز استخوان و هم در توانايي وساطت  
  ي كينتيـك  ، ممكن است توسط مطالعـه     ١اثر پيوند عليه لوكمي   

ي  كايمريسم مخلوط نـشان دهنـده   . مراحل پيوند ارزيابي شود   
هاي گيرنده در درون گردش     هاي دهنده و سلول     حضور سلول 

ها وجـود   بيشتر گزارش. باشد ي پيوند مي  خون شخص گيرنده  
هاي ميزبان را بـه عنـوان ملاكـي بـراي              درصد سلول  ١٠ تا   ٥

  ).٣،٢(كايمريسم مخلوط در نظر مي گيرند 
يمريـسم بعـد از پيونـد       هاي مختلفي براي ارزيابي كا      از روش 

ميزان حساسيت ونـوع سـلول مـورد نيـاز          . استفاده شده است  
بنـابراين  . جهت تجزيه و تحليل در هر روش متفـاوت اسـت          

ــاوت   ــه روش، متف ــسته ب ــسم گــزارش شــده ب   ميــزان كايمري
توان به آناليز كاريوتايپ، پلـي        هاي رايج مي    از روش . باشد  مي

ن اريتروسـيتي، تكنيـك     مرفيسم هاي پروتئيني، بررسي آنتي ژ     
FISHهـر  ). ٤-٩(آ اشاره نمـود  ان  هاي مبتني بر دي    و روش  ٢

بـه  . هاي فوق داراي مزايا و معـايبي مـي باشـند            يك از روش  
عنوان مثال از انجام كاريوتايپ به طور وسـيع در پيونـد مغـز              

اما اين روش در مورد پيونـدهاي     . استخوان استفاده شده است   
ي غيــر هــم جــنس و در زمــاني كــه  داراي دهنــده و گيرنــده

 بـه عنـوان شـاخص پيونـد اسـتفاده مـي شـود،          Yكروموزوم  
كـشف پلـي مرفيـسم هـاي تكـراري      . بيشترين كاربرد را دارد  

تحول عظيمـي در علـم بيولـوژي         ٣)STR(پشت سرهم كوتاه    
ها بـه عنـوان    ها كه از آن     اين توالي . مولكولي ايجاد كرده است   

هاي تكرار شـونده از     ي برند توالي   هم نام م   ٤ها  ميكروساتلايت
باشـند كـه اجـازه بررسـي       آ مـي   ان  جفـت بـاز از دي   ٣  ـ٧

 آر و در حـضور تعـداد انـدكي       سي  كايمريسم را به روش پي    
از ديگـر  ). ١٠-١٢(ي پيوند فـراهم مـي نماينـد       سلول گيرنده 

هـا توسـط     آ، تكثيـر سـريع آن    ان هـاي دي    مزاياي اين تـوالي   
هاي دهنـده وگيرنـده در       درت بالاي تفكيك الل    و ق  ٥آر  سي    پي

                                                        
1 Graft versus luekemia  

2 Fluorescent in situ hybridization  
3 Short tandem repeats  

 

Microsatellites٤ 

  . بين خواهران وبرادران بر روي ژل پلي اكريل آميد مي باشد
ما در اين مطالعه ، اهميت باليني كايمريسم را توسط تجزيه و            

هاي تكراري پشت سر هـم بـا اسـتفاده از روش              تحليل توالي 
ي خـون   ماه بعد از پيوند بر رو٦آر مالتيپلكس در طول  سي   پي

گـويي اوليـه گـرفتن        محيطي گيرندگان پيوند به منظـور پـيش       
  پيوند، رد پيوند يا عود قريب الوقـوع آن مـورد بررسـي قـرار              

  .داده ايم
  

  
  ها مواد وروش
از بيماران داراي اختلالات بدخيم و غير بـدخيم         : بيماران

 به مركز پيوند مغـز اسـتخوان        ١٣٨١هماتولوژيك كه در سال     
 بيمار كانديد پيوند    ١٠تي مراجعه كرده بودند،     بيمارستان شريع 

 بيمار لوسمي   ٢ بيمار فوق،    ١٠از. مغز استخوان انتخاب شدند   
  بيمـار  ٢ بيمار لوسمي ميلوسيتيك مزمن، ٢لنفوسيتيك حاد، 

 بيمار تالاسمي و يك بيمار مبتلا به ٣لوسمي ميلوسيتيك حاد،   
ن داراي   نفـر از بيمـارا     ٩). ١جـدول   ( آپلاستيك بودنـد      آنمي

 نفـر از    ٨ي پيوند بودند كـه در       خواهر يا برادر به عنوان دهنده     
در يكي از ) ٤بيمار شماره ( سازگاري، ودر يك نفر HLAنظر  

 ٢بيمـار شـماره   . ، ناسازگاري وجود داشتHLAهاي    لوكوس
 در لوكـوس    HLAاز مادر خود پيوند دريافت نمود و از نظـر           

DQ     بيمـار  (ز بيمـاران    يكـي ا  .  بيمار يك بلانك وجود داشت
هاي  ل هاي مغز استخوان و مابقي بيماران، سلو سلول) ٧شماره  

ي بيمـاران فـوق در       همه. بنيادي خون محيطي دريافت داشتند    
مركز پيوند مغز استخوان بيمارستان شريعتي تحت عمل پيوند         

، ٣،  ١،٢( نفر از بيماران     ٦قرار گرفتند و قبل از عمل پيوند، در       
اده سازي تخريب مغـز اسـتخوان و كـاهش          رژيم آم ) ٧و٦،  ٤

ي سيستم ايمني شامل تركيبي از داروهـاي بوسـولفان و     دهنده
ــد   ــتفاده ش ــسان اس ــمي   ٢در . اندوك ــاران تالاس ــر از بيم    نف

و يك بيمـار مبـتلا بـه لوسـمي مـزمن      ) ٩ و٨ي   بيمار شماره (
از رژيم آماده سازي با شدت كم   ) ٥ي    بيمار شماره (ميلوسيتي  

                                                                                      
٥Polymerase chain reaction 
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ي سيستم ايمنـي شـامل تركيبـي از داروهـاي             دهو كاهش دهن  
. استفاده شـد  فلودارابين، بوسولفان و آنتي تيموسيت گلوبولين

فقط از رژيم   ) ١٠ي    شماره( در بيمار مبتلا به آنمي آپلاستيك       
ي سيستم ايمني اندوكـسان اسـتفاده       آماده سازي كاهش دهنده   

  ).١جدول (شد 
 بيمار  ١٠ي خون      نمونه ٣٦٠تعيين كينتيك كايمريسم بر روي      

  چنين كانديد پيوند مغز استخوان در ماه اول بعد از پيوند و هم           
ليتـر    ميلي٥/١براي اين منظور،  .  ماه پس از پيوند انجام شد      ٥ 

 قبل از عمـل پيونـد از دهنـده و         EDTAخون وريدي برروي    
گيري به صورت   بعد از عمل پيوند نمونه    . شد  گيرنده گرفته مي  

  ا يـك مـاه و سـپس بـه طـور ماهانـه تـا مـاه شـشم،          روزانه ت 
 .انجام گرفت

ــو   ــمارش گلب ــه ش ــن مطالع ــت    لدر اي ــفيد و پلاك ــاي س   ه
از (   ساخت كشور فرانسهMS9 دستگاه شمارشگر ي  به وسيله 

آر ـ   تـي   زمـان بـراي انجـام اس    هايي كـه بـه طـور هـم     نمونه
 ـ.  انجام شد)شد آر گرفته مي  سي  پي ي، طبق معيارهاي بين الملل

هـاي    موفقيت هماتولوژيكي پيوند شامل موفقيت پيوند سـلول       
سفيد به عنوان اولين روزي كه افزايش پايـدار لوكوسـيتي بـه             

 در هر ميلـي ليتـر و شـمارش مطلـق نـوتروفيلي       ١٠٠٠بالاي  
 در هر ميلي ليتر باشد، و موفقيت پيوند پلاكت بـه            ٥٠٠بالاي  

پيونـد بـالاي   عنوان اولين روزي كـه افـزايش پايـدار پلاكتـي       
 . در هر ميلي ليتر باشد، تعيين شد٢٠٠٠٠

هـاي     آ توسط روش    ان  استخراج دي   :  ژنومي DNAاستخراج  
هـاي اسـتفاده از كيـت         مختلفي انجـام شـد كـه شـامل روش         

QIAGEN   پروتئيناز ،k    باشـد  ، فنل كلروفرم و جوشانيدن مـي .
 آ از   ان  در اين مطالعـه، در اكثـر مـوارد جهـت اسـتخراج دي             

  .ش جوشانيدن استفاده شد رو
   جفــت پرايمــر بــراي   ١٢ در ايــن مطالعــه از  :پرايمرهــا

   ،ARA, ADA, D16S539, D7S820, D13S317هاي  لوكوس
  

D4S2366,   F13A1, FES/FPS , VWA, CSF1PO, TPOX   
  آر مربوطــه  تــي   بــراي تكثيــر نــواحي اس  HUMTH01و 

  . استفاده شد

  ار مخلوطي از اجـزاي زيـر    براي هر بيم:آر سي آر ـ پي  تي اس
 ١٠ ميكرو ليتر از بـافر       ٥: داخل يك لوله اپندورف ريخته شد     

 ميكرو ليتر از هـر  ٢،  )محتوي كلريد منيزيوم    ( بار غليظ شده    
 ميكـرو  ١٠غلظـت  ( يك از پرايمرهاي فـوروارد و معكـوس       

، ) ميلي مـولار   ١٠ ( dNTP ميكرو ليتر از هر يك از        ٢،  )مولار
   نـانو گـرم از   ٢٠٠ تـا  ١٠٠ پلـي مـراز و   يك واحد آنزيم تك   

 ميكرو ٥٠حجم كل واكنش توسط آب مقطر به . آ بيمار    ان  دي
ها در ترمال سـايكلر اپنـدورف         شد سپس لوله    ليتر رسانيده مي  

ي مـشخص   ق برنامـه بط آ  ان  شدند تا دي قرار داده مي) آلمان(
  . تكثير شود

ي    يافتـه  هـاي تغييـر     يكـي از روش   : ٦مالتيپلكس پي سي آر     
در ايـن   . آر معمولي، روش مالتيپلكس پي سي آر است         سي  پي

آر به جـاي يـك جفـت پرايمـر از      سي  ي پي   روش در هر لوله   
از , در اين مطالعه. چندين جفت پرايمر اختصاصي استفاده شد

هاي   و لوكوسD16S539 , D7S820 ، D4S2366هاي لوكوس
F13A1, FES/FPS , VWAــم ــوس  و ه ــين از لوك ــاي چن  ه

CSF1PO, TPOX و HUMTH01   به صـورت مـالتيپلكس در 
 .يك واكنش استفاده شد

محـصولات  : الكتروفـورز ژل وقابـل رؤيـت كـردن بانـدها     
 TBE درصـد در بـافر      ٥/١- ٣آر بـر روي ژل آگـارز          سـي   پي

جهـت  .  آ قابل ديد شـوند   ان الكتروفورز شدند تا باندهاي دي  
)  گرم در ميلي ليتر ميلي١٠(رنگ آميزي ژل از اتيديوم برومايد

  . استفاده شد
براي اين منظور از : ٧الكتروفورز بر روي ژل پلي اكريل آميد

 ٢ تـا    ٥/١. ژل پلي اكريـل آميـد شـش درصـد اسـتفاده شـد             
 ميكروليتـر از    ١آر شـده را بـا         سي  ميكروليتر از نمونه هاي پي    

وط كـرده، و درون چاهـك هـاي ژل          ـــبافر لكه گذاري مخل   
  هـريخت

                                                        
6 Multiplex-PCR 

7 Polyacrylamid gel electrophrosis 
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  ها  ي پيوند مغز استخوان و وضعيت كــــــايمريسم در آن  ـ مشخصـــات بيماران گيرنده١جدول 
  سن   جنس  رديف

  )سال(
روز برقراري پيوند   روز كايمريسم  رژيم آماده سازي  تشخيص

  هاي سفيد سلول
روز برقراري پيوند 

  ها پلاكت

  +١٠  +١٠  +١٠  BU,EN  وسمي لنفوسيتي حادل  ٢٣  مذكر  ١
  +٩  +١٠  +١٢  BU,EN  لوسمي لنفوسيتي حاد  ٢٣  مذكر  ٢
  +١١  +٩  +٩  BU,EN  لوسمي ميلوسيتي حاد  ١٨  مؤنث  ٣
  +١٣  +١٢  كايمريسم مخلوط  BU,EN  لوسمي ميلوسيتي حاد  ١٩  مذكر  ٤
  ريبدون تغي  +١٢  +١٥  FLU,BU, ATG  لوسمي ميلوسيتي مزمن  ٤٣  مذكر  ٥
  +١٢  +١٢  +١٢  BU,EN  مي ميلوسيتي مزمنلوس  ٢٣  مذكر  ٦
  +٢٥  +١٢  +١٤  BU,EN  تالاسمي  ٤  مذكر  ٧
  +١٩  بدون تغيير  ماه دوم  FLU,BU, ATG  تالاسمي  ١٤  مؤنث  ٨
  بدون تغيير  بدون تغيير  كايمريسم مخلوط  FLU,BU, ATG  تالاسمي  ٢٤  مؤنث  ٩

  +٨  +٨  +١١  EN  آنمي آپلاستيك  ٢٤  مؤنث  ١٠
   BU :  ،بوسولفانEN :  ،اندوکسان FLU :  ،فلودارابینATG :  ،آنتی تیموسیت گلوبولینیNC :بدون تغییر  
  

 ســــاعت   ١٠-١٢ براي مدت    ١٢٠ر ولتـــــاژ   ژل د . شد  مي
  پــس از اتمــام الكتروفــورز، بانــدهاي . لكتروفــورز مــي شــدا

 آ توسط رنگ آميزي نقره قابل رؤيت شده و در نهايت            ان  دي
  .شدند ي مورد نظر تفسير مي باندهاي به دست آمده، در ناحيه

هـاي مـورد نظـر توسـط        ي لوكـوس  آر بـرا    سـي   حساسيت پي 
 آ قبل از پيوند دهنده وگيرنـده    ان هاي دي   مخلوط كردن نمونه  

حـساسيت بـه صـورت    . با انجام يك توالي غلظتي انجام شـد   
آر قابـل رؤيـت    تي كه يك باند اس  آ  ان كمترين غلظتي از دي

آميزي شده با نيترات نقره ايجـاد         آميد رنگ   اكريل  روي ژل پلي  
 .ن شدبكند، تعيي

 ها يافته
هاي دهنده و گيرنده قبل از پيوند مغـز اسـتخوان بـا           نمونه

ــي  ــورد نظــر، پ ــاي م ــين   ســي پرايمره آر شــده و جهــت تعي
آمايد الكتروفورز شـدند      اكريل  هتروزيگوسيتي، برروي ژل پلي   

 X لوكوس مختلـف را بـر روي كرومـوزوم           ١٢اين پرايمرها   
ايـن مطالعـه اكثـر      در  . ها تكثير مـي نماينـد       وساير كروموزوم 

ي مـورد مطالعـه پلـي         دهندگان وگيرندگان براي چنـد ناحيـه      
  بيشترين پلي مرفيسم هـا بـراي لوكـوس هـاي          . مرفيك بودند 

D4S2366, D16S539, HUMTH01, VWA و TPOX ــه  ب
آر در نـشان دادن   سـي  حـساسيت پـي   ).١ـ٤شكل  (دست آمد   

هـاي مختلـف،      ها ولوكـوس    هاي دهنده براي ژن     درصد سلول 
بررسي دي ان آ خون   .  درصد را نشان داد    ٢ تا   ١ساسيتي از   ح

 ساعت اول بعد از پيوند حضور       ٢٤ي بيماران در      محيطي همه 
در اكثر بيماران كايمريـسم     . كايمريسم مختلط را نشان مي داد     

ي اول    مخلوط ادامه داري در طـول روزهـاي اول ودوم هفتـه           
ايـن  ) ١،٢،٣،٤،٦،٧،١٠( بيمـار    ٧در  . بعد از پيوند مشاهده شد    

ي   ادامه داشت و اكثر اين بيماران در فاصـله        + ٩حالت تا روز    
در . به كايمريسم كامل دسـت يافتنـد      + ١٤تا  + ٩بين روزهاي   

تغييرات كايمريسم مخلوط به كايمريسم     ) ٢(و  ) ١(هاي    شكل
  .  بيمار نشان داده شده است٣كامل در 

  
٦ F٥F  ٤ F٣ F٢F  ٦    ٨  ٩   ١٠ ١١ ١٤ ١٥ ١٨ ٢٠ ٢٥ ٢٨  M  D   R   
 bp ٢٠٠  
  
  
 bp ١٠٠  

   شماره ستون ١  ٢   ٣  ٤    ٥   ٦   ٧   ٨   ٩  ١٠ ١١ ١٢ ١٣  ١٤ ١٥ ١٦  ١٧ ١٨  ١٩

   بـراي   ١ي    ـ الكتروفورز نمونه دهنده وگيرنده بيمار شـماره       ١شكل  
   درصد٦بر روي ژل پلي اكريل آمايد D16S539       لوكوس  

  

M:   جفـت بـازي    ١٠٠(شاخص وزن مولكـولي ( ,D :  دهنـده ,R:  ،گيرنـده
  گيري هاي پي ماه: F روزهاي بعد از پيوند را نشان ميدهد،١٩ تا٤هاي  ستون
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  هــاي  شــود آلــل ملاحظــه مــي) ١(طــور كــه در شــكل  همــان
هـاي   و آلـل , هموزيگوسD16S539  لوكوسبراي ) D(دهنده 

ــده  ــي ) R(گيرن ــوس م ــد هتروزيگ ــدازه. باش ــدها در  ان ي بان
+ ٩و  + ٨, + ٦در روزهـاي    .  جفت باز اسـت    ١٧٠ي    محدوده

ــي    ــشاهده م ــوط م ــسم مخل ــوي كايمري ــود ودر روز  الگ   ش
 ـ  + ١٠   رسـد و تـا آخـر         ت كايمريـسم كامـل مـي      بيمار به حال

ــدار مــي ــد  پاي ــاي  ســتون(مان ــل را , ٧ -١٩ه ــسم كام   كايمري
  ). ان مي دهدــنش

  
  

٦ F ٤ F٢F ١   ٥  ٦    ٧  ٩ ١٠ ١١ ١٢ ١٥ ١٨  ٢٠ ٢٤ ٢٨   M    D   R   
 bp ٢٠٠  

                                                      D16S  
  
  

D4S  
  
 bp ١٠٠  

  شماره ستون   ١  ٢  ٣   ٤   ٥    ٦   ٧  ٨    ٩  ١٠ ١١ ١٢ ١٣  ١٤ ١٥ ١٦ ١٧  ١٨   ١٩
  

 بـا   ٢ي  ي دهنده و گيرنده بيمـار شـماره         ـ الكتروفورز نمونه  ٢شكل  
   صورت مـالتيپلكس بـر روي     بهD4S2366و D16S539 وكوس ل

   درصد٦                            ژن پلي اكريل آمايد
  

دو براي  ) D(دهنده  هاي    آللكه  شود    ملاحظه مي ) ٢(ر شكل   د
ــل, هموزيگــوس D4S2366و D16S539 لوكــوس  ــاي  وآل ه

  ي اندازه باندها در محدوده . هتروزيگوس مي باشد  ) R(گيرنده  
, +٧, + ٦,+ ٥, +١در روزهـاي    . باشد   جفت باز مي   ١٧٠ـ١٢٠

شـود    الگوي كايمريسم مخلوط مشاهده مـي     + ١١و  + ١٠,+ ٩
بيمار به حالت كايمريسم كامل مـي رسـد وتـا           + ١٢ودر روز   

   كايمريـسم كامـل     ١١-١٩هـاي     سـتون (مانـد     آخر پايدار مـي   
  ).مي دهدرانشان 

ــاران  ــر از بيمـــ ــي از ) ٩و٤( در دو نفـــ ــه در يكـــ   كـــ
, اده شده بود، رژيم آماده سازي كم شدت استف)٤بيمار (ها  آن 

  كايمريـسم مخلـوط پايـداري از ابتــدا تـا انتهـاي پـي گيــري       
هـاي    در مجمـوع بررسـي    ). ٣شـكل   (  مـشاهده شـد      )٦ماه  (

  متوالي، يـك افـزايش تـدريجي سـيگنال آلليـك اختـصاصي             
  هـاي اختـصاصي گيرنـده، در بـين روزهـاي             بر آلل دهنده كه   

  . شدند را نشان داد ، غالب مي١٤ تا ٩
  

 ٥ F  ٤ F٣  F٢F  ٢   ٤   ٦   ٨   ٩   ١٠  ١٣ ١٥ ٢١ ٢٦  ٢٨ M D  R     
  
  

  

 bp ١٠٠  
  

  شماره ستون  ١   ٢   ٣   ٤    ٥  ٦    ٧  ٨   ٩  ١٠ ١١ ١٢  ١٣  ١٤ ١٥  ١٦  ١٧  ١٨  
  

ي دهنده وگيرنده بيمار  ي الكتروفورز نمونه  ـ نتيجه٣شكل 
 به صورت D4S2366 و D16S539هاي   با لوكوس٤ي  شماره

  مالتيپلكس 
   درصد٦يد  بر روي ژل پلي اكريل آما

  

 ولوكوس براي  ) D(هاي دهنده   آللدهد كه      نشان مي  )٣(شكل  
D16S539 و D4S2366 ــوس ــل, هموزيگ ــده   وآل ــاي گيرن ه

)R( ١٣٥ ي انـدازه بانـدها در محـدوده   . باشد ميهتروزيگوس 
ي روزهـا الگـوي كايمريـسم كامـل           در همـه  . جفت باز است  

 . مشاهده مي شود و تا آخر پايدار مي ماند
 
٦ F٥F ٤ F٣ F٢F ٣   ٥   ٨    ٩  ١٠ ١٢  ١٥  ٢٠ ٢٤ ٢٧  M D  R   

TPOX   
٢٠٠  

  
VWA  

  
 bp ١٠٠  

شماره   ١   ٢  ٣   ٤   ٥    ٦   ٧  ٨    ٩  ١٠ ١١ ١٢ ١٣  ١٤ ١٥ ١٦ ١٧  ١٨   ١٩

  ستون 
  

ــه   ٤شــكل  ــار    ـ نتيجــه الكتروفــورز نمون ــده بيم ــده وگيرن ي دهن
   به صورت D4S2366و  D16S539 هاي   براي لوكوس١٠ي شماره

   درصد٦            مالتيپلكس بر روي ژل پلي اكريل آمايد 
  

هـاي دهنـده      آلـل  شود  ملاحظه مي  )٤(طور كه در شكل       همان
)D ( و گيرنده)R  (   براي لوكوسVWA     هتروزيگـوس اسـت 

انـدازه  . پوشاني دارد هم) آلل فوقاني (ها    هاي آن   كه يكي از آلل   
 جفت بـاز اسـت و بـراي لوكـوس           ١٥٠ي    باندها در محدوده  

TPOX ,صورت هموزيگوس است كـه بانـد دهنـده        ه  ها ب   آلل
ي بانـدها در   وگيرنده بـا هـم اخـتلاف سـايز دارنـد و انـدازه           

 مـشاهده ه   ك ـ  چنـان آن  .  جفت باز مـي باشـد      ١٢٥ ي  همحدود
فقط الگوي باند گيرنده + ٢٤در هر دو لوكوس تا روز شود    مي

مـاه  , +٢٨, +٢٤مشاهده مـي شـود سـپس بيمـار در روزهـاي        
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 الگوي كايمريسم )٥F( وتا ماه پنجم )F ٣(اه سوم م, ) ٢F(دوم
  .مخلوط را نشان مي دهد

دت براي او  كه از رژيم آماده سازي كم ش٨ي  در بيمار شماره 
مـشاهده  + ٢٤استفاده شده بود، آلل اختصاصي بيمـار تـا روز         

ن داد و در    اشنيسم مخلوط را    شد و سپس بيمار الگوي كايمر     
  . ت يافتسامل دكه كايمريسم بم جنپنهايت در ماه 

ي بـين   در اين مطالعه موفقيت هماتولوژيكي پيونـد در فاصـله    
ي بيمـاران در    تقريبـا در همـه    .  به دست آمـد    ١٤ تا ٩روزهاي  

هـاي سـفيد بيمـار     ي گلبـول  روزهاي ابتدايي، شـمارش اوليـه   
كرد و تاچند روز در اين افت سـلولي بـاقي          شروع به افت مي   

و سـپس شـروع بـه افـزايش سـلولي      ) روز٥طمتوس ـ(ماند   مي
 بـه  ٢٥ تا  ٩موفقيت پلاكتي پيوند در فاصله روزهاي       . نمود  مي

  ).١جدول ( دست آمد 
 روز بعد از موفقيت هماتولوژيكي ٣تا  ١بيشتر گيرندگان پيوند    

 ١٩ تـا  ٨زمان، كه در فاصله بـين روزهـاي       پيوند يا به طور هم    
  .ست آوردندصورت مي گرفت، كايمريسم كامل را به د

  
 بحث

در اين مطالعه نمونه هاي خون محيطي به دست آمـده در            
 ساعت اول بعد از پيوند اغلب وجود كايمريسم مخلوط را    ٢٤

مانده از ميزبـان و   هاي باقي   گر حضور سلول    نشان داد كه نشان   
  در بيـشتر بيمـاران   . هاي در حال گردش دهنده مي باشد  سلول

ر طـول روزهـاي اول و دو   كايمريـسم مخلـوط ادامـه داري د   
  .هفته اول بعد از پيوند مشاهده شد

اغلب توسط عوارض بعـد  )  Engraftment(گرفتن پيوند 
 و عود بيمـاري، محـدود       ٨ GVHDاز پيوند از قبيل رد پيوند،       

هـاي    شـود كـه سـلول       رد پيوند هنگامي مشاهده مـي     . شود  مي
ننـد و  هاي ورودي حمله ك ي ميزبان به سلول     ايمني باقي مانده  

  ي بانـد   در بررسي مولكولي به صورت ناپديد شدن پيـشرونده      
هـاي دهنـده بعـد از پيونـد مـشخص       آ مربوط بـه الـل    ان   دي
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 ٩ DNA Typing 
 

 

ــي را توســط    توســعهGVHD. شــود مــي ــك پاســخ ايمن ي ي
هـاي گيرنـده مـنعكس مـي          هاي پيوندي بر عليه بافـت       سلول
 HLAحتي هنگامي كه دهنده و گيرنـده بافـت از نظـر          . نمايد

اگر چه .  مي تواند اتفاق بيافتدGVHDابه باشند، رد پيوند ومش
  اين عوارض در نهايت بعد ازپيوند با علايـم بـاليني مـشخص        

ي ايـن   توانـد در تعيـين اوليـه     مـي  ٩آ   ان    شود، بررسـي دي     مي
گيري مجدد مجموعه     در موارد عود، شكل   . حوادث مفيد باشد  

   بـا بررسـي   تـوان در اغلـب مـوارد    هاي لوكميك را مـي     سلول
آ قبل از عود هماتولوژيكي كـه باعـث شـواهد بـاليني               ان    دي
 ).١٨(شود، تعيين كرد  مي

ي پـس از پيونـد    روش ارزيابي وضعيت پيوند در مراحل اوليه    
هـاي    تا به حال از روش    . باشد  از اهميت خاصي برخوردار مي    

بسياري براي بررسي كايمريـسم اسـتفاده شـده اسـت كـه در         
. ت واطلاعاتي كه مي دهنـد متفـاوت هـستند         ي حساسي   درجه
اند،  هايي كه براي كنترل پيوند مغز استخوان استفاده شده      روش

هـــاي  هـــاي ســـيتوژنتيك بررســـي آنتـــي ژن شـــامل روش
ــيتي ــي١٠اريتروس ــي آنت ــساني و   ژن ، بررس ــيت ان ــاي لكوس   ه

سيتوژنتيك زماني مفيد . باشد آ مي  ان  پلي مرفيسم سكانس دي 
. ف كروموزوم جنسي يا اتوزوم وجود دارد     است كه يك اختلا   

هاي اريتروسيت به دليل دريافت خون توسـط       بررسي آنتي ژن  
هاي مولكـولي       اما تكنيك . گيرندگان پيوند معمولاً مفيد نيستند    

ــا اســتفاده از   ــد، ب ــرل پيون ــراي كنت ــا VNTR 12، RFLP١١ب  ي
آر و سـيتوژنتيك اسـتفاده        تي  ، اس VNTRتركيبات مختلفي از    

 Yآر اختـصاصي كرومـوزوم        سـي   هاي پـي    تكنيك. تشده اس 
هـاي دهنـده و     خيلي حساس هـستند امـا فقـط بـراي جفـت           

تعيين چند  . هاي مخالف، قابل استفاده است      ي از جنس    گيرنده
ــلات، داراي    ــاوت توســط ســاترن ب ــات متف ــا قطع شــكلي ب

 سلول احتياج ١٠٦ درصد بوده وتقريبا به ١٠ تا ١حساسيتي از 
اين تعداد سلول از بيمـاران در مراحـل اوليـه           دارد، كه گرفتن    

                                                        
١٠Erythrocyte Typing 

 
 

11Restriction Fragment Length Polymorphisms 
12 Variable Number of Tandem Repeats  
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از طرفـي روش سـاترن بـلات روش         . باشـد   پيوند مشكل مي  
باشـد   هـاي راديـو اكتيـو مـي        گيري بوده و نيازمند پروب      وقت

هاي با طول قطعـات متفـاوت يـا مينـي      از چند شكلي  ). ٤ـ٩(
ها نيز براي بررسي وضعيت كايمريسم بعد از پيونـد            ساتلايت

شود ولي تكثير اين نـواحي همـواره بـا مـشكلاتي         استفاده مي 
آر، بهتـرين   تي  هاي اس   در حال حاضر توالي   . روبرو بوده است  

نزديـك بـه   . هاي ژنتيكي در بررسي كايمريسم هستند  شاخص
آر انـسان پلـي مرفيـك         تـي   هـاي اس    يك چهـارم از لوكـوس     

هـاي ژنتيكـي را فـراهم         باشند ويك منبع غني از شـاخص        مي
آر سـريع بـوده و كـاري     تـي   رسي كردن نتـايج اس    بر. كنند  مي

آر، از جمله     سي  هاي پي   مطمئن ودقيق را نسبت به ديگر روش      
هاي با طول قطعات متفـاوت        قطعات طولاني مثل چند شكلي    

ــد ــه  تــي حــساسيت تكنيــك اس. فــراهم مــي كن آر وابــسته ب
 درصـد بـوده و قابـل    ٠٥/٠تـا  ١هاي استفاده شـده بـين    پروب

. هاي با طول قطعات متفاوت مـي باشـد    كليمقايسه با چند ش   
ها  آر نسبت به اين چند شكلي تي هاي اس  كه سكانس  ازآنجايي

ي كمـي يـا تقويـت         تر هستند بنابراين احتمـال مداخلـه        كوتاه
. آ شكـسته شـده وجـود نـدارد          ان    بـه وسـيله دي    ١٣ترجيحي  

آر حساسيت مشابه ومشكلات پتانسيلي كمتري     تي  بنابراين اس 
هايي بـا طـول قطعـات متفـاوت دارد          به چند شكلي  را نسبت   

باشـد كـه      آر مـي    سـي   آر روشي از پي     سي  مالتيپلكس پي ). ١٩(
  آر فـراهم    سـي   امكان بررسي چند ژن را در يـك واكـنش پـي           

از آنجا كه بررسي نتـايج در ايـن روش نـسبت بـه           . مي نمايد 
باشد در مطالعه حاضـر از    تر مي   آر معمولي خيلي سريع     سي    پي

 .آر استفاده شد سي مالتيپكس پيروش 

طبق يافته هاي اين مطالعه كايمريسم مخلـوط ادامـه داري در            
طول روزهاي اول و دو هفته بعد از پيوند مشاهده شد كه اين             

ي يـك تـداخل مـوقتي بـين           دهنـده   يافته به طور آشكار نشان    
ي دهنـده    مانده يا به تازگي توليد شـده        هاي باقي   حضور سلول 
 بيمار كايمريسم مخلوط ٧در ). ١٤(ي مي باشد در خون محيط

ادامـه داشـت و بـسته بـه بيمـار، ايـن بيمـاران در                + ٩تا روز   
به كايمريـسم كامـل دسـت       + ١٤تا  + ٩ي بين روزهاي      فاصله

                                                        
13 Preferential amplification 

آ به دست آمده كه هر يك معرف يـك   ان   باندهاي دي   . يافتند
باشند توسط نرم افزار مخـصوص   آلل از دهنده و يا گيرنده مي 

عيين مقدار شده و درصد هر باند به صـورت كمـي محاسـبه         ت
  آر   تـي   با توجه به نتايج به دست آمده بررسي متـوالي اس          . شد

آر افزايش تدريجي سـيگنال آلليـك اختـصاصي      سي  توسط پي 
   ١٤ تـا  ٩دهنده رانشان مـي داد كـه در فاصـله بـين روزهـاي       

 .هاي اختصاصي گيرنده غالب مي شدند بر آلل

العه موفقيت پيوند از نظر همـاتولوژيكي در فاصـله        در اين مط  
ي بيمـاران،   تقريبا در همه.  به دست آمد١٩ تا   ٨بين روز هاي    
كـرد و تـا       هاي سفيد شروع به افت مي       ي سلول   شمارش اوليه 

ماند كه ايـن حالـت بـه       چند روز در اين افت سلولي باقي مي       
ايش علت اثر داروهاي آماده سازي بود و سپس شروع به افـز           

گـر ايـن واقعيـت باشـد كـه       توانـد بيـان   نمود كه ايـن مـي       مي
هاي پيوندي از شخص دهنده شروع بـه تكثيـر وتمـايز              سلول

در اكثـر بيمـاران در      ). ١٤(اند    كرده و وارد خون محيطي شده     
 روز بعد از ٣ تا ١همان آغاز موفقيت هماتولوژيكي پيوند و يا 
ي آن  نـشان دهنـده  آن كايمريسم كامل را به دست آوردند، كه   

شوند، مدتي طول     هاي پيوندي تزريق مي     است كه وقتي سلول   
ها در مغز استخوان مستقر و شـروع بـه       خواهد كشيد تا سلول   

  ).١٤(تمايز و تكثير نمايند
ارزيابي كايمريسم مخلوط در طول مراحل بعد از پيوند ممكن    
است شناسايي تغييراتي كه علامت رد، يعني افزايش نسبي يـا        

هاي آلليـك اختـصاصي گيرنـده در نمونـه هـاي              ود سيگنال ع
تعيـين زودرس  ). ٢٠(سلولي بررسي شده باشد را ميسر سازد        

توانـد در تـصميم بـراي روش          و به موقـع رد آلوگرافـت مـي        
درماني مناسب نقش مهمي داشته باشد و از جملـه در تنظـيم             

 يا يـك  ١٤درمان ايمنوساپرسيو ،تجويز تزريق لنفوسيت دهنده     
بيمـاراني كـه پيونــد   ). ٢١(يونـد آلوژنيـك دوم اهميــت دارد   پ

 بنيادي يا مغز استخوان را براي درمان اختلالات بدخيم           سلول
كننـد، تعيـين كايمريـسم گيرنـده در           هماتولوژيك دريافت مي  
هاي لكوسيت مـشتق شـده از خـون          حال افزايش درون نمونه   

 برگشت گر عود آغازين، رد پيوند يا محيطي ممكن است نشان  
                                                        
14 Donor Lymphcyte Infusion 
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از آن جايي كه بررسي ژنوتيپ، فقط شواهد        . اتولوگوس باشد 
  غير مستقيمي از حضور جمعيت سـلولي لوكميـك را فـراهم            

هـاي    هاي ديگري كه اجازه شناسايي شـاخص        كند، تكنيك   مي
ــا      ــاري ي ــدخيم بيم ــك ژن ب ــل ي ــار از قبي ــصاصي بيم اخت

ايـي  هاي كلوناليتي از قبيل ژن ايمونوگلبولين يا باز آر          شاخص
بايست در هر زمان ممكن براي   مي،دهد  را ميTگيرنده سلول 

ــه  تاييـــد منـــشاء لوكميـــك ســـلول   هـــاي گـــسترش يافتـ
هــايي مــشابه  از ايــن رو اســتفاده از روش). ٢١(بــه كــار رود 

  .شود ي حاضر در اين گونه موارد توصيه مي مطالعه
  

  تشكر و قدرداني
هت ايـن مطالعـه   ي بيماراني كه ج    دانيم از كليه    برخود لازم مي  

ي مغز استخوان و يا خون محيطـي در اختيـار مـا قـرار               نمونه
هزينه ايـن مطالعـه توسـط       . دادند تشكر و سپاسگزاري نمائيم    

از ايـن  . مركز ملي تحقيقات علوم پزشكي كشور تامين گرديد       
  روي از مسئولين مربوطه كمال تشكر و قدرداني را داريم
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