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  ده يچک
 ـي ترک -) (Pomalidomideد  ي ـدوميپومال: نه و هدف  يزم  از -) Thalidomide(د ي ـدوميو تال) Lenalidomide(د ي ـدومي لنالي از دو دارو يب

  نـاچيز  از اثـر يحـاک نيـز  شـود و چنـد مطالعـه     يهاي سـرطاني م ـ  ن دارو سبب القاي آپوپتوز سلوليا. باشد ي م ي ضد سرطان  ين داروها يدتريجد
 سـالم مغزاسـتخوان کـه    يهـا  د بر سلوليدومي پوماليک داروير توکسيال از تاث  ن ح يبا ا .  است يطي سالم خون مح   يها ک آن بر سلول   يتوتوکسيسا

 يا هـسته   تـک يهـا  د بر سـلول يدومي پومالير داروين مطالعه تاثيدر ا. ستيدر دست ن  يز هستند، هنوز اطلاع چندان    ي ن يمني مهم ا  يها  سلول يحاو
  .  قرار گرفتياستخوان مورد بررس مغز

 يهـا  تي در لکوس ـيک خاصيتا مشکل پاتولوژي، نهايني مغزاستخوان از لحاظ بالياز به بررسي است که با وجود ن  يادها از افر   نمونه: يروش بررس 
 هـر  يا هسته  تکيها از سلول يمين.  شدي جداسازيا هسته  تکيها ون مغزاستخوان، سلول  يراسي نمونه آسپ  ي  ماندهياز باق . ص داده نشد  يها تشخ  آن

ون يساعت انکوباس ۴۸پس از . کشت داده شد) عنوان گروه کنترل به(گر بدون دارو يد يميو ن) 10µM ييبا غلظت نها(د يدومي پوماليفرد با دارو
 يها بررس در سلول) ن اورنجيديد و اکريوم برومايدي فلورسنت اتيزيآم با رنگ ( آپوپتوزيزان القاي و م(MTT) ياتيت حيزان فعالي، ميکشت سلول

  .شد
ش يد افزايدومي پومالي مغزاستخوان در حضور دارويا هسته  تکيها  سلولياتيت حيزان فعالي نشان داد که مي از کشت سلولج حاصلينتا: ها افتهي

سه با گروه کنترل تفاوت ي مغزاستخوان در مقايا هسته  تکيها  آپوپتوز سلوليزان القاي ميول. (P<0/05) نسبت به گروه کنترل داشت يدار يمعن
  .  نداشتيدار يمعن
 شـود و  يهـا م ـ   آني مغزاستخوان سالم در بهبود و بقايا هسته  تکيها ت سلوليات و فعال يک ح ي سبب تحر  يد تا حدود  يدومي پومال :يريگ جهينت

رسـد   ين بـه نظـر م ـ  يبنـابرا . گـذارد  يها نم ن سلولي اي روي آپوپتوزيا القايک يچ اثر توکس ي ه ي ضد سرطان  ير داروها يعلاوه برآن بر خلاف سا    
  . سالم باشديها  سلولي روي ضد سرطاني داروهاي جهت اجتناب از اثرات جانبي مناسبتريتواند دارو يد ميومديپومال

  يا هسته  تکيها استخوان، سلول ، آپوپتوز، مغزMTTد، يدوميپومال :يديواژگان کل
  

   ، تهران دانشگاه شاهد، پزشکيي  دانشجوي کارشناسي ارشد ايمونولوژي، دانشکده-۱
   ، تهراني تخصصي پاتولوژي، استاد دانشگاه شاهددکترا -۲
   ، تهراندکتراي تخصصي هماتولوژي و انکولوژي، استاديار دانشگاه شاهد -۳
  ، تهران دکتراي تخصصي ايمونولوژي، دانشيار دانشگاه شاهد-۴
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  مقدمه
 آن، از جملـه     يهـا  و آنـالوگ  ) Thalidomide(د  يدوميتال     

ــان. تند هــسيســرطان  مهــم ضــديداروهــا ــر درم  ي داروياث
 و ي سـرطان يهـا   آپوپتـوز سـلول    ين بار با القـا    يد اول يدوميتال

 .)۱و  ۲( ف شـد  ي چـسبان توص ـ   يها مولکول اني ب يم منف يتنظ
) يوژنز قويآنژضد  (يک عامل ضد تومور  يعنوان   د به يدوميتال

هـاي    آنـالوگ . را نشان داده اسـت     يدي اثرات مف  يو ضد التهاب  
 معـروف بـه   ، بـوده يد ضد سـرطان ي جديد از داروها  يدوميتال

 ـ يداروهاي ايمونومـدولاتور   IMiD (Immunomodulatory Drugs) اي

ــستند ــدوميپومال. ه ــجد) (Pomalidomideد ي ــسل  دتريني ن
IMiD د يــــــدومي لنالياز دو دارو يبــــــيهــــــا و ترک

)Lenalidomide ( د  يدوميو تال)Thalidomide (باشد كـه    يم
هـاي سـرطاني و مهـار آنژيـوژنز          سبب القاي آپوپتـوز سـلول     

 يمس ـ لو ي سـلول  يهـا   رده ي رو يا در مطالعه . )۲و  ۳( شود يم
ALL Lymphoblastic Leukemia)  (Acute ـکودکـان ن  ز ي

 ـ آپوپتـوز و کـاهش تکث      يش القـا  يافزا  در  ير سـلول سـرطان    ي
  .)۳و ۴( د مشاهده شده استيدومي پوماليحضور دارو

 يد نسبت به داروهاي نسل قبل خود اثـر ضـدالتهاب          يدوميپومال
  بـر  يک کمتـر  يتوتوکـس يگر اثر سا  ي از طرف د   ، داشته ي  شتريب

گـر  ي ديدر مطالعات. )۵-۸(  دارديطيخون مح لم سايها سلول
 خـون  يهـا  د بر سلوليدومي پومالينشان داده شد که دارو زين

 IL2 يها نيتوکاي سايسبب القا ) +TCD4+  ،TCD8 (يطيمح
 ـو نTh1 از سلولIFNγ و   ـTh2 از IL10  وIL5 ز ي شـود   يم
 يهـا  ک بر سـلول   ير توکس ين دارو تاث  ين حال ا  يدر ع . )۱۱-۹(

 سـبب  ،لوما داشـته يپل ميان به مالتياستخوان مبتلا  مغز يسرطان
   .)۷( گردد يها م ن سلوليش آپوپتوز ايافزا

 يهـا   مهـم از جملـه سـلول       يها استخوان سلول  در بافت مغز  
 بـالغ  يها  مختلف و سلولي خونيها ساز سلول  شي و پ  ياديبن
 موجود  يمني ا يها  از سلول  يبخش مهم . شوند يده م ي د يمنيا

.  آن حـضور دارنـد  يا هسته  تکيها در مغزاستخوان در سلول  
هـا هـستند     ماسلز پلاس يلوما ن يم پلي در مالت  ي سرطان يها سلول

 ـ    ـهـا ن   دارنـد و آن يکه در مغزاستخوان حضور فراوان ز جـزو  ي
با وجـود چنـد مطالعـه       . رنديگ ي قرار م  يا هسته  تک يها سلول

ر ي خـون، تـاکنون تـاث   يا هـسته   تـک يهـا   سـلول  يمحدود رو 
 يرسرطاني سالم و غيها د بر سلول يدومي پومال يک دارو يتوکس

 ـبـه دل  . مغزاستخوان انجام نشده است     ـ اهملي  يهـا  ت سـلول ي
) يا هسته  تک يها ژه سلول يو هب( موجود در مغزاستخوان     يمنيا

 يهـا  د بر سلول  يدومي پومال ير دارو ي تاث يرسد بررس  يبه نظر م  
 ـ   مغـز ) ير سـرطان  يغ(سالم   ش از ورود بـه خـون       ياسـتخوان پ

م ين مطالعه بـر آن شـد    يلذا ما در ا   . ت باشد ي قابل اهم  يطيمح
 جـدا   يا هـسته   تک يها د را بر سلول   يدومي پومال ير دارو يتا تاث 

  .مي کنيشده از مغزاستخوان بررس
  

   يروش بررس
ــته      ــدومي پومالي دارو: داروي هي از ) Pomalidomide(د ي

 بـه صـورت   Sigma Alderich (P0018) ييکـا يشرکت آمر
 حل شد درصدDMSO۰۲/۰ دارو در .  شديداريزه خريليوفيل

 ـ RPMI-FBS  درصد۱۰ط کشت يو با مح   ييه غلظـت نهـا  ب
 .مورد استفاده قرار گرفتميكرومول  10

 ي  تـه ي پس از اخـذ مجـوز کم       :ماراني و انتخاب ب   يريگ نمونه
ب شـده در   ي تـصو  41/175269بـه شـماره      (ياخلاق پزشـک  
 کـه  ي، افـراد يقاتين طرح تحقي اي جهت اجرا)دانشگاه شاهد 

ر يط زي تهران مراجعه کرده و شرايني خميمارستان مصطفيبه ب
 که يافراد. داشتند به عنوان افراد مورد مطالعه انتخاب شدند را  

 ـي سرکوبگر ا  يداروها  ـانـد و    مـصرف نکـرده    يمن  ي ا سـابقه ي
ن مطالعـه قـرار     ياند در ا    نداشته يمني نقص ا  يماريا ب يعفونت  
 ـ و يخـون  کم ميعلا ليدل به افرادن  يا. گرفتند  بـه  مـشکوک  اي
. داشتند استخوانمغز ونيراسيآسپ يبررس به ازين خون، سرطان

 از افراد نيا خوشبختانه شد مشخص شاتيآزما يبررس از پس
د ييــرد تامــو و بــوده ســالم مغزاســتخوان کيــپاتولوژ لحــاظ

 عنوان هب نيبنابرا ،گرفتند قرار   ي و انکولوژ  يمتخصص پاتولوژ 
 ـ هر   ي برا .شدند گرفته نظر در مطالعه نيا در نرمال گروه ک ي
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 ـنامـه ته   تيانامه و رض ـ   ن افراد پرسش  ياز ا  اطلاعـات   .ه شـد  ي
 ـ از آزما  يط ـي خـون مح   يها مربوط به شمارش سلول    شات و ي

 ـ ا ي سن ي  محدوده. ها استخراج شد    آن يمارستاني ب ي  پرونده ن ي
. بود)  زن۵ مرد و ۹(  نفر۱۴ها  سال و تعداد آن ۸۰تا  ۴۵ افراد

ت، از يها شرح داده شد و در صورت رضا    آن يمراحل کار برا  
ن يــهــا جهــت انجــام ا  مغزاســتخوان آني ونــه نمي مانــدهيباق

  .پژوهش استفاده شد
ــاز ــلوليجداس ــا  س ــکيه ــسته  ت ــزيا ه ــتخوان  از مغ   اس

 ـا انجام در :ها و کشت سلول    مانـده يباق از فقـط  پـژوهش  ني
 ـدل بـه  متخـصص  پزشـک  کـه  يمغزاسـتخوان  ي  نمونه  ـن لي   ازي

 يا جداگانه ي  نمونه و است شده استفاده ،بود نموده هيته ينيبال
 نامـه،  تيرضـا  اخـذ  از پـس  حـال  نيا با. نشد گرفته افراد از

ــه ــيآسپ ي نمون ــز ونيراس ــتخوان مغ ــراد اس ــورد اف ــه م   مطالع
 نيهپـار  انعقـاد  ضـد  بـا  نمونـه  ي  ماندهيباق سپس. ديگرد هيته

 نـسبت  بـه  ناريلام هود ريز و لياستر طيشرا در و شد مخلوط
ــا ۲:۱ ــافر بـ ــرق) PBS )PH=7.2 بـ ــد قيـ ــول. شـ    محلـ

   فــــايكول محلــــول تــــريل يلــــيم ۳ روي دهشــــ رقيــــق
)Ficoll-Paque 1/077g/ml (بـا  و شـد  اضـافه  آرامـي  به 

ي  درجـه  18 يدمـا  و قـه يدق ۲۰ مـدت  بـه  rpm 2000 دور
 محلول ييبالا ي  حلقه. )۱۲و  ۱۳( ديگرد فوژيسانترگراد    سانتي

 اسـاس  بـر  و بـود  اي هـسته  تك هاي سلول حاوي  كه کوليفا
 سـمپلر  بـا  نـد،  بود گرفتـه  قـرار  هيلا نيا در انتيگراد تفاوت
 و شد داده انتقال گريد استريل فالكون ي لوله به و شد برداشته

 قهيدق ۱۰ مدت به rpm 1500 دور در مجددا  PBSبا بار 2
 ـا در هـدف  يهـا  سـلول  .شـد  انجام شستشو  کـل  مطالعـه  ني

 پس که بود مغزاستخوان) مونونوکلئر( يا هسته تک يها سلول
. بودنـد  گرفتـه  قرار 1077 کوليفا محلول يبالا فوژيسانتر از
 که ...) و قرمز گلبول و مورفونوکلئر يپل شامل (ها سلول ريسا
 ـا انجـام  مراحـل  از بودنـد،  گرفته قرار کوليفا محلول ريز  ني

 يحـاو  فقـط  کـه  يسـلول  رسـوب  بـه . شـدند  حـذف  عهمطال
 ۱ شستـشو  ي مرحلـه  نيآخر در ،بود يا هسته تک يها سلول

 يبـرا  .شـد  اضـافه  RPMI-FBS درصـد ۱۰ طيمح تريل يليم
 اسـتفاده  بلـو  پـان يتر رنـگ  از زنده يها سلول درصد شمارش

 سلول 104×15 ،يا هسته تک يها سلول يجداساز از بعد. شد
  . شد داده کشت خانه ۹۶ تيکروپليم چاهک هر در

ــنجش تحر ــسـ ــک تکثيـ ــلوليـ ــا ير سـ -MTT ):(3 بـ
4,5Dimethylthiazilyl-2,5 diphenyltetrazoliumbromid 

ر و ي ـد بـر تکث ي ـدومي پومالي دارويک ـي اثـر تحر  ي بررس ـ يبرا
 مغزاستخوان افراد مـورد    يا هسته  تک يها  سلول ياتيت ح يفعال

ن آزمـون   ي ا .دي استفاده گرد  MTT(Sigma)مطالعه از تست    
 فورمازان به کمک    ي رنگ يها  به نمک  MTT يايبر اساس اح  

تـدوين   زنـده    يهـا   سلول ييايتوکندريدروژناز م ي ده يها ميآنز
 در هـر چاهــک  يا هـسته   سـلول تـک  104×15. اسـت شـده  

 ـ رد يهـا  به چاهـک  .  خانه کشت داده شد    ۹۶ت  يکروپليم ف ي
  د بـــا غلظـــتيـــدومي پومالي داروليتـــر  ميكـــرو۱۰تـــست 

ف کنتـرل تنهـا   ي رديها  چاهکي ول، اضافه شدرومول ميك ۱۰
 چاهـک  ۵ هر تست  يبرا(ط کشت و سلول بودند      ي مح يحاو

هـا بـه      چاهک ي  ط در همه  ي مح ييحجم نها ). افتياختصاص  
 سـاعته   ۴۸ون  يان انکوباس ـ يد و پس از پا    يرسليتر    ميكرو 200

  ن صـورت کـه پـس از افـزودن         يبـد .  انجام شد  MTTتست  
، MTT از ليتـر  گـرم در ميلـي    ميلي۵محلول   از   ليتر   ميكرو ۲۰
ع يگر انکوبه شـدند و سـپس مـا        ي ساعت د  ۴ها به مدت     تيپل

 در MTT(ه شده و به رسوب حاصـل       ي هر چاهک تخل   ييرو
 ۱۰۰) شود يل مي فورمازان تبد  يها ستالي زنده به کر   يها سلول

هـا را    ستاليد که کر  ي اضافه گرد  يديزوپروپانل اس ي ا ميكروليتر
 492 هـر چاهـک در طـول مـوج     ي جـذب نـور  حل کرده و  

  .دي ثبت گرددريزا ري الابانانومتر 
 ـآپوپتـوز   : هـا  سنجش آپوپتوز سلول    ـا مـرگ برنامـه ر     ي    يزي

ا توسـط عوامـل     ي ـطور نرمال و خودبخود      هها ب  شده در سلول  
 يط هموسـتاز ي از جملـه داروهـا جهـت حفـظ شـرا        يخارج

 يهــا  سـلول يپـس از جداسـاز  . )۴(دهـد   يهـا رخ م ـ  سـلول 
  خانه۹۶ت يکروپلياستخوان، در هر چاهک م  مغزيا هسته تک
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ف تست  ي رد يها سپس به چاهک  . خته شد يسلول ر  104×15
ــر  10 ــدومي پوماليداروميكروليت ــت ي ــا غلظ ــاد ب  ۱۰ يي نه

ف کنترل تنها   ي رد ياه که چاهک  ي اضافه شد درحال   ميكرومول
 چاهـک  ۵ هر تست  يبرا(ط کشت و سلول بودند      ي مح يحاو

ها  ط کشت در همه چاهک    ي مح ييحجم نها ). افتياختصاص  
 سـاعته  ۴۸ون يان انکوباسيد و پس از پايرسليتر  ميكرو ۲۰۰به  

  هر چاهـک را برداشـته و      ييع رو يما. تست آپوپتوز انجام شد   
 ته هر چاهک اضافه يها ط کشت به سلولي محليتر  ميكرو ۱۰۰
 هـر   يهـا   از سـلول   ي آپوپتوز، ابتـدا تعـداد     ي بررس يبرا. شد

ختـه شـد سـپس توسـط        ي لام ر  يطور جداگانـه رو    هچاهک ب 
 بــا دور  (Shandon Cytospin 4)ن يتوســپيدســتگاه سا

540rpm    ها بـا متـانول    سلول. فوژ شديقه سانتري دق۵ به مدت
 ـآم مسا رنـگ  يکس و با رنگ گ    يف کروسـکپ  ي و توسـط م    يزي

 کـه آپوپتـوز شـده       ييها شمارش سلول .  شمارش شدند  ينور
 ـ چروک ي   هـسته  يولـوژ فبودند با مر   ن متـراکم،  يده و کرومـات ي

 ـ ي حبابيتوپلاسمي س يغشا صـورت   ه و کاهش حجم سـلول ب
  ).۱شکل (درصد گزارش شد 

  

  
سلول آپوپتوز  .ديدومي پوماليت کشت در مواجه با دارو ساع۴۸استخوان پس از   مغزيا هسته سلول تک. مسايگ رنگ با آپوپتوز يبررس: ١ شکل

  100X ييمسا؛ بزرگنماي گيزي شکل توسط رنگ آميحباب يتوپلاسميده و جدار سي چروکي شده با هسته

  

 ـ هر چاهک با تست دق     يها  سلول ي  هيبق  ي بـرا  يگـر يتـر د   قي
ن يديــ فلورســنت آکريهــا  بــا رنــگيعنــيســنجش آپوپتــوز 

 Sigma A)ديــوم برومايديــات و  (Sigma 46065)اورنــج

 ـترت نيبد. دي گرديزي رنگ آم (8097  از  ميكروليتـر ۹ب کـه  ي
 يهـا   مخلـوط رنـگ    ليتـر    ميكـرو  ۱ هر چاهـک بـا       يها سلول

ــآکر   نيديـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
ب يترک )ليتر  گرم در ميلي     ميكرو ۱۰۰ (ديوم بروما يدياورنج و ات  

 سلول توسط  ۳۰۰ن لام و لامل قرار داده شد و         يک قطره ب  يو  

صـورت درصـد     بـه  د و يورسنت شمارش گرد  کروسکپ فل يم
   يهــا اورنـج جــذب سـلول   نيديــ آکر.)۴و ۱۴( گـزارش شـد  

 ـکـه ات   يه با فلورسنت سـبز درحـال      ر زنده شد  يزنده و غ   وم يدي
رزنده شـده و بـا فلورسـنت        ي غ يها د تنها جذب سلول   يبروما

 يزيــآم هــا در رنــگ ن سـلول يبنــابرا. گرديــدقرمـز مــشخص  
 و يا ط هـسته يد بر حسب شرا  يوم بروما يدياورنج و ات   نيديآکر

 هـسته سـبز     يسلول زنده دارا  : نددش  يبند  طبقه يکيمورفولوژ
 ي هسته سبز بـا غـشا      يه آپوپتوز دارا  ي اول ي  کنواخت، مرحله ي
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   ي آپوپتـوز دارا   يي نهـا  ي   شـکل، مرحلـه    يحبـاب  يتوپلاسميس
ــز   ــسته قرم ــه ــارنجي ــات يا ن ــا کروم ــه ي ب ــه قطع   و  ن قطع

ــشا ــمي سيغـ ــاب يتوپلاسـ ــروز دارا يحبـ ــلول نکـ   ي و سـ

ــز  ــهـــسته قرمـ ــارنجيـ ــي يا نـ ــند  يکنواخـــت مـ   )۴(باشـ
  ).۲شکل (

  

 

  
ن اورنج و يدي فلورسانت آکريزيد با رنگ آميدومي پومالي ساعت کشت در مواجه با دارو۴۸استخوان پس از   مغزيا هسته تک يها سلول: ٢ شکل

ه آپوپتوز با ي اولي سلول در مرحله)  B.کنواختي هسته سبز يرنج و داران اويدي زنده با جذب رنگ آکري سلول در مرحله) A. ديوم برومايديات
 يي نهاي سلول در مرحله )C.  شکليحباب يتوپلاسمي سي با غشاي سبز ولي  هستهيد دارايوم برومايدين اورنج و اتيدي آکريها جذب رنگ

 شکل و ي حبابيتوپلاسمي سين قطعه قطعه با غشاي با کروماتينارنج ي  هستهيد و دارايوم برومايدين اورنج و اتيدي آکريها آپوپتوز با جذب رنگ
  کنواختي هسته قرمز يد و دارايوم برومايدي نکروز شدن با جذب رنگ اتي ها در مرحله سلول) D. ل به نکروز شدنيدر حال تبد

  
 ـ، م ي آمـار  يها ها از آزمون   داده ليه و تحل  ي تجز يبرا ن و  يانگي

 يدر بررس ـ. دياستفاده گردT Test ها و آزمون   دادهيپراکندگ
حـدود  .  اسـتفاده شـد  Graphpad Prismافـزار   ج از نـرم ينتا

 P<0/05دار بودن اختلافات     ي معن ي درصد و مبنا   ۹۵نان  ياطم
  .در نظر گرفته شد

  
  افته هاي

   ن سن افراديانگي م:هـک افراد مورد مطالعيولوژيزيط فيشرا     
 يهـا   شمارش سـلول ي جهي سال بود و نت   ۶۲±۱۱مورد مطالعه   

 ـم: باشـد  ير م ـ ي ـصورت ز  ها به   آن يطيخون مح  ن تعـداد   يانگي
 ـيدر هـر م  ) WBC (دي سـف  يهـا  گلبول  خـون  متـر مکعـب   يل

م کـم  يل علايکه به دل ي در حال.، در محدوده نرمال بود   يطيمح
 در هـر  (RBC)  قرمـز يهـا  ن افراد، تعداد گلبـول   ي در ا  يخون

 نرمـال را  ي دودهکمتـر از مح ـ  يط ـي خون محمتر مکعب يليم

A B 

C D 
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  ).۱جدول (  نرمال بودي ز در محدودهين افراد نياستخوان ا  مغـز  يها سل ن درصد تعداد پلاسما   يانگين م يهمچن. نشان داد 
   افراد مورد مطالعهي شات و پروندهيج آزمايک حاصل از نتايولوژيزيمشخصات ف: ۱جدول 

  قرمز يها گلبول تعداد 
 يطيمح خون

  ديسف يها گلبول تعداد
 يطيمح خون

  ي نمونه پلاسماسل درصد
 مغزاستخوان

 %۳± ۱ ) *۴/۷±۲/۳( ×۱۰۳ ) *۸/۳±۲/۰( ×۱۰۶ اريمع انحراف± نيانگيم

 %۱ - ۵ )۲/۵ - ۱۱( ×۱۰۳ )۵/۴ - ۶( ×۱۰۶ نرمال ي محدوده

  .باشد  خون ميمتر مکعب ها در هر ميلي تعداد شمارش سلول* 
  

  استخوان افراد مورد مطالعه قبل از کشت سلولي مغزاي  هسته  تکيها شمارش و حيات سلول: ۲جدول 
 تريل يليم هر در يا هسته تک يها سلول تعداد 

 مغزاستخوان
 بلو پانيتر يزيآم رنگ با يسلول اتيح درصد

 %۹۹±۱ )۹±۲/۳( ×۱۰۶ اريمع انحراف± نيانگيم

  
  مطالعهاي مغزاستخوان افراد مورد  هسته  تکيها ميزان درصد آپوپتوزيس سلول: ۳جدول 

 فلورسنت يزيآم رنگ با ها سلول آپوپتوز درصد مسايگ يزيآم رنگ با ها سلول آپوپتوز درصد 

 دارو با  دارو بدون دارو با                دارو بدون
  %۶±۲  %۸±۳  %۱۰±۲    %۱۲±۳ اريمع انحراف± نيانگيم

 
   يا هــسته   تــک يهــا  تعــداد ســلول  :يشــمارش ســلول 

ــر م   ــده از ه ــت آم ــه دس ــيب ــتخوان  يل يل ــه مغزاس ــر نمون   ت
Bone Marrow Mononuclear Cells BMMNC)(   در افـراد

ها در هر  ن سلوليحداقل شمارش ا .مورد مطالعه متفاوت بود
 106×13/3 و حـداکثر   106×7 مغزاسـتخوان    ي  تر نمونه يل يليم

 ي پـس از جداسـاز     يات سلول ين ح يانگيم. دست آمد  هسلول ب 
 ـآم بـر اسـاس رنـگ      مغزاستخوان   يا هسته  تک يها سلول  يزي

 ۹۸چکـدام کمتـر از   يبلو محاسبه شـد کـه در ه       پاني تر ياتيح
  .)۲جدول (  نبوددرصد

 MTTج حاصل از ينتا :(MTT) ي سلولياتيت حيزان فعاليم
صـورت   ه افراد مورد مطالعه ب    يا هسته  تک يها و آپوپتوز سلول  

.  در نظر گرفته شـد يا  خانه 96تيکروپلي چاهک م۵ن يانگيم
هـا    سـلول ياتي ـت حي ـدست آمده از فعال ه ب يذب نور زان ج يم

(MTT)    ون در گروه کنترل و دارو ي ساعت انکوباس۴۸ پس از
صـورت   ر بـه ي ـج بـا اسـتفاده از فرمـول ز   يبه دست آمد و نتـا   

  : ت محاسبه شديندکس فعاليا
  

  )و مواجه با داريها  سلولين جذب نوريانگيم/  بدون دارو يها  سلولين جذب نوريانگيم(× ۱۰۰
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 ـندکس فعاليصورت ا هها ب  سلولياتيت حيب فعال يترت نيبد ت ي
سه يش داشت که در مقا    ي افزا  درصد ۸ ،ديدوميدر حضور پومال  

 ـ           )P<0/05 ( را نـشان داد    يدار يبا گـروه کنتـرل تفـاوت معن
  ).۱ نمودار(

  

 از مغزاستخوان افراد مورد مطالعه يا هسته  تکيها سلول. غزاستخوان ميا هسته  تکيها  سلولياتيت حيد بر فعاليدومي پومالير دارويتاث: ١نمودار 
عنوان گروه کنترل  هگر بدون دارو بي ديميها اضافه شد و ن  از سلوليميد به نيدومي پومالي دارو.) (cell/well 104×15گرفته و کشت داده شد

صورت  هج بينتا. ده شديها سنج  در هر دو گروه سلولMTTبا تست ها   سلولياتيت حيزان فعاليون مي ساعت انکوباس۴۸پس از . کشت داده شد
   .(P<0/05)ش داده شد يت نمايندکس فعاليا

.  
 از مغزاستخوان افراد مورد يا هسته  تکيها  سلول.استخوان  مغزيا هسته  تکيها  آپوپتوز سلوليزان القايد بر ميدومي پومالير داروي تاث:٢نمودار 

گروه  عنوان هگر بدون دارو بي ديميها اضافه شد و ن  از سلوليميد به نيدومي پومالي دارو.) (cell/well 104×15و کشت داده شدمطالعه گرفته 

۹۰ 

۹۵ 

۱۰۰ 

۱۰۵ 

۱۱۰ 

۱۱۵ 

۱۲۰ 

%۰  

%۲  

%۴  

%۶  

%۸  

%۱۰  
%۱۲  

%۱۴  



   و همكارانشقايق تاجيک 
 

 ١٣٩٣آذر و دي , ٩٤ي  شماره, ٢٢ي  ره ي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم پزشکي و خدمات بهداشتي، درماني زنجـان، دو مجله

29 

ن اورنج يدي فلورسنت اکريزيآم ز رنگيمسا و ني گيزيها با رنگ آم زان درصد آپوپتوز سلوليون مي ساعت انکوباس۴۸پس از . کنترل کشت داده شد
  . نبودي معناداريچ کدام از لحاظ آماريده شد که در هيها سنج د در هر دو گروه سلوليوماوم بريديو ات

  

   پـس از :آميـزي گيمـسا   سنجش آپوپتـوز سـلولي بـا رنـگ       
 هر چاهک روي لام ريختـه       يها  ساعت انکوباسيون سلول   ۴۸

و با سايتوسپين سانتريفوژ شـد سـپس بـا اتانـل فـيکس و بـا         
 آپوپتـوز شـده بـا    يهـا  لولدرصـد س ـ . آميزي شد  گيمسا رنگ 

ميکروسکوپ نوري شمارش شد، نتـايج حاصـل از ميـانگين           
و دارو مقايسه شد ولي  ها در گروه کنترل درصد آپوپتوز سلول

 )P= 0/31 (از لحاظ آماري تفاوت معناداري وجـود نداشـت  
  .)۲ و نمودار۳جدول (

ــنجش ــوز س ــلول آپوپت ــا يس ــگ ب ــآم رن ــنت يزي    فلورس
 ـ يبــرا :اورنــج نيديــکرآ و ديــبروما وميديــات   يبررسـ
 يهـا  سـلول  بـر  ديدوميپومال يدارو کيتوتوکسيسا اثر تر قيدق

 ون،يانکوباس ساعت ۴۸ از پس سالم مغزاستخوان يا هسته تک
 ـات فلورسنت يها رنگ با چاهک هر يها سلول  ـبروما وميدي   دي

ــا و مخلــوط اورنــج نيديــآکر و    فلورســنت کروســکوپيم ب
آميـزي   ها بـا رنـگ      سلول توزآپوپ درصد نيانگيم شد شمارش

و دارو مقايسه شد کـه از لحـاظ    فلورسنت نيز در گروه کنترل
 و ۳جـدول   ()=۱۲/۰P (داري مشاهده نشد آماري تفاوت معنا  

  .)۲ نمودار
  

  بحث 
 و  ي ضد سرطان  ين داروها يدتريد از جمله جد   يدوميپومال     

 ـ در مورد اثر ا    يمطالعات محدود . است ديدوميمشتق از تال   ن ي
 ي سـلول يهـا   و ردهيط ـي در خـون مح  يدارو بر سلول سرطان   

 ـ اثر ا ي   از نحوه  يانجام شده است ول     يهـا  ن دارو بـر سـلول  ي
 يهـا   سـلول  يط مغزاسـتخوان کـه حـاو      يسالم موجود در مح   

 ـي بـالغ ا   يها ساز و سلول   شيپ  در دسـت    ي اسـت اطلاع ـ   يمن
 ـ ي ـدومي تال ييايميرات ش ـ ييد از تغ  يدوميپومال. ستين دسـت   هد ب

 ـ ز يت درمـان  ي خاص يو دارا آمده    ـاد بـا توکس   ي ته محـدود   يسي
 اثـرات   ي دارا ي ضدسرطان ي اغلب داروها  .)۱۵،  ۱۶(باشد   يم

د و ي ـدوميتال. مـاران هـستند  ي سـالم ب يهـا  ک بر سـلول   يتوکس
ت يعلاوه بر خاص  ) ديدومي نسل قبل پومال   يداروها(د  يدوميلنال

 ـ فعال يها دارا  ته بر سلول  يسيتوکس  و  يوژنز قـو  ي ـت ضـد آنژ   ي
 در  کـه  يطـور  ه ب ،هستند) د با اثر کمتر   يدوميدر لنال (ک  يتراتوژن

 يد منجر به تولد نوزادان    يدومي تال ي  مصرف کننده  مادران حامله 
که  يدر حال .)۱۷، ۱۸(د يد گردي شديبا نقص عضو و ناهنجار

د و داروهـاي نـسل قبـل        يدوميتر از تال   يار قو يپوماليدوميد بس 
 هاي سـرطاني و    نکه سبب القاي آپوپتوز سلول    يخود است با ا   

 کـه بـر     ي در حد مطالعات محدود    يشود ول  يمهار آنژيوژنز م  
 يهـا  ک بـر سـلول    ي خون انجام شده اثر توکس     يمونونوکلئرها

 هـدف  يها از آنجا که سلول   . )۲،  ۱۱(گذارد   ي نم ير سرطان يغ
 خـون، در   يا هسته  تک يها د علاوه بر سلول   يدوميال پوم يدارو

 ير دارو ين مطالعه به تـاث    يز حضور دارند، در ا    يمغز استخوان ن  
 آپوپتـوز   ي و القـا   يات سـلول  يت ح يزان فعال يد بر م  يدوميپومال

 کـه از  ياستخوان افراد  جدا شده از مغز يا هسته  تک يها سلول
 يهــا لســلو. ک ســالم بودنــد، پرداختـه شــد يــلحـاظ پاتولوژ 

ــ مغزاســتخوان هــم از ايا هــسته تــک  ين جهــت کــه حــاوي
 ـي ا يها  در پاسخ  ياتي ح يها سلول  ـ هـستند و هـم از ا       يمن ن ي

) يمـاران سـرطان  يدر ب(ن دارو را ي هدف ايها جهت که سلول 
  . دارنديت خاصيشوند اهم يشامل م

دسـت آمـده از       بـه  يا هـسته   تـک  يهـا  ن مطالعـه سـلول    يدر ا 
 ـيد بـر حـسب م  مغزاستخوان شـمارش و تعـدا       تـر حجـم   يل يل

 ـ  ينمونه مغزاستخوان محاسبه گرد    ن افـراد مختلـف تـا       يد که ب
 ـ ؛ متفاوت بود  يحد  تفـاوت مـشاهده شـده در شـمارش     ي ول

افراد مـورد مطالعـه در محـدوده قابـل           يا هسته  تک يها سلول
گـر هـم گـزارش شـده و     ين دي بوده کـه توسـط محقق ـ     يقبول

 ـولوژيزيط في داشـته و بـا شـرا    يادي ـل ز يتواند دلا  يم   ک هـر  ي
 ي مغزاستخوان دارايبافت اسفنج . ر باشد يگر متغ يفرد با فرد د   

 ـهـا در ا  تواند تجمـع سـلول     ي است و م   ي متعدد يها حفره ن ي
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ک ين در   يبنابرا. گر باشد يشتر از حفره د   ي ب يط در حفرها  يمح
ــه واســطه  ــاطق ي محــل خــاص ممکــن اســت ب    حــضور من

ر باشد  ي متغ يع سلول ير، توز سلولا پويا ها يسلولار و    پريکاملا ها 
 يا هـسته   تـک  يهـا  ن تعداد متفاوت سـلول    يهمچن. )۱۴و  ۱۹(

   هــر فــرد،   اســتخوان   مغــز ي  شــده از نمونــه  يجداســاز 
فـرد، بـه    ر هر   يک متغ يولوژيزي ف يها يژگيتواند علاوه بر و    يم

 داشـته   يون آن بـستگ   يراسيک آسپ ي ورود سوزن و تکن    ي  نحوه
  .)۱۹(باشد 
 ـر اي و تکثياتيت حيزان فعالي مي  نشان دهنده  MTTتست   ن ي
در . شگاه اسـت  ي ـط آزما ي در مح  يها پس از کشت سلول     سلول
 ـنـدکس فعال  ي حاضـر، سـنجش ا     ي  مطالعه  کـشت   ياتي ـت ح ي
ــکيهــا ســلول ــ غيا هــسته  ت  ي در حــضور دارويســرطان ري

ا  ر يش معنـادار  يسه با گـروه کنتـرل افـزا       يد در مقا  يدوميپومال
 ـات اي ـد نه تنها سبب حفظ ح   يدومين پومال يبنابرا. نشان داد  ن ي

 ـهـا ن    آن ياتيت ح يش فعال ي بلکه منجر به افزا    ،ها شده  سلول ز ي
ت يک اثر مثبت تقوي ي تواند نشان دهنده ين م ي و ا  ته است شگ

ماران مبتلا به سرطان  ياز آنجا که ب   . ها باشد  ن سلول يکننده بر ا  
 از  ي، مـشکلات ناش ـ   يرمـان  د يمي ش ـ يبعد از شروع داروهـا    

 -ي که تا حديي استفاده از دارو، را دارند  يمنيسرکوب پاسخ ا  
 ـي ا يهـا  ت سـلول  ي منجر به تقو   -ار محدود يولو بس   شـود   يمن

  . د باشديار مفيتواند بس يم
   اسـت يج متفـاوت ي از نتـا ين مـورد حـاک   ير مطالعات در ا   يسا

 يانومي کارسCT26 ي سلولي  ردهيک مطالعه بر رو  يمثلا در   
 ير داروهـا ي سـاعت تحـت تـاث   ۷۲ در کشت يکلورکتال موش 

 در رشد،   يد، تفاوت معنادار  يدوميد و پومال  يدوميد، لنال يدوميتال
ل آن ي که دل  )۲۰(ها مشاهده نشد      سلول ياتيت ح ير و فعال  يتکث

در . سه با مطالعه ما باشديتواند تفاوت در نوع سلول در مقا      يم
 خـون  يهـا  گر که با استفاده از سلوليکه در دو مطالعه د     يحال
ر ي تـاث  ،بروز انجام شـده اسـت     يلوفي م يان به آنم  يلا مبت يطيمح

) MTTدر تست(ها   سلولياتيت حيد بر حفظ فعال   يدوميپومال
 ـتواند در تا   ي که م  )۲۱و  ۲۲(مشاهده شده است     ج بـه  يد نتـا يي

ر مثبـت  ين باشد کـه تـاث  ي از اي ما حاکي مطالعهدست آمده از    
 خـون و مغزاسـتخوان هـر دو        يها تي لکوس يد رو يدوميپومال

 از  ي در بعـض   ياتي ـت ح ي ـن سنجش فعال  يهمچن. افتد ياتفاق م 
 را نشان نداده    يلوما تفاوت معنادار  يپل م ي مالت ي سرطان يها رده

  ل تفــاوت در منــشا ســلول اســت يــاســت کــه عمــدتا بــه دل
ــ. )۷، ۸و ۱۶( ــذا م ــاث يل ــت ت ــوان گف ــزايت ــر ير اف ش رشــد ب

 يسـرطان (ها   همه انواع سلول يده شده است ول   يها د  تيلکوس
ا ي ـت ي ـش فعال يد افـزا  ي ـدومير پومال يتحت تاث ) ير سرطان يا غ ي

ن احتمال وجـود دارد کـه    ين حال ا  يدر ع  .کنند يدا نم ير پ يتکث
 از يت گروه ـيش فعالين حال که باعث افزا   يد در ع  يدوميپومال

شـود، همزمـان بـر       ي مغزاسـتخوان م ـ   يا هـسته   تک يها سلول
ها را   ر آن ي مرگ و م   ،ک داشته يها اثر توکس   گر از آن  ي د يگروه

 ـنـان از ا   ي حـصول اطم   يش دهد که بـرا    يافزا ن نکتـه وقـوع     ي
و مشاهده با ) با دو روش مختلف(ها   ن سلول يز در ا  يتوز ن آپوپ

نـد آپوپتـوز   ياختلال در رونـد فرآ . دي گرديکرسکوپ بررس يم
ها را تحت    ک سلول يک و پاتولوژ  يولوژيزيتواند تظاهرات ف   يم

 يريگيت و ضرورت شناخت و پ     ين اهم ي بنابرا ،ر قرار دهد  يتاث
ر مطالعات انجام شده يسا. )۴و ۱۶(باشد  ي م ياتيند ح ين فرآ يا

 ـ و ني سـلول سـرطان  يها  رده ي بر رو  يتومتريتوسط فلوسا  ز ي
 ـ مغزاسـتخوان در مبتلا    ي سرطان يا هسته  تک يها سلول ان بـه   ي

 ساعت کشت، ۷۲د پس از يدوميلوما در حضور پومال يپل م يمالت
ــزا ــادارياف ــت يش معن ــشان داده اس ــوز ن ــوع آپوپت    را در وق

ــال. )۱۱، ۱۵، ۱۶( ــه يدر ح ــه در مطالع ــر رو ي ک ــه ب ــا ک  ي م
 پس  ي سالم انجام شده است، سنجش آپوپتوز سلول       يها سلول

مـسا و  يون کشت، با استفاده از رنـگ گ ي ساعت انکوباس  ۴۸از  
ــوريم ــا اســتفاده از رنــگينــ و همچيکروســکوپ ن  يهــا ن ب

کروسـکوپ  يد با م  يوم بروما يدين اورنج و ات   يديفلورسنت آکر 
ــنت ب ــفلورسـ ــانگر ايـ ــه دارويـ ــود کـ ــدومي پومالين بـ   د يـ

 ـا همـان دز را    ي ميكرومول   10( اثـر  ) ج در مطالعـات مـشابه     ي
.  سالم کشت داده شده با آن ندارد  يها ک بر سلول  يتوتوکسيسا

ن دارو عمـدتا  ي ـک ايه اثر توکسن است کي از اين نکته حاک يا
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 ـبا توجه بـه اهم .  استي سرطانيها متمرکز بر سلول  ن ي ـت اي
 ـافتن مکان ي ـشتر بـه منظـور      ي ـموضوع، مطالعـات ب    ق ي ـسم دق ي

 ، مـشخص نـشده اسـت      ين دارو کـه هنـوز بخـوب       يعملکرد ا 
  .د باشديتواند مف يم
  يريگ جهينت

 هـ کان دادـ نشيولـل از کشت سلـج حاصي نتايور کلـط هب    
 مغزاستخوان افراد يا هسته  تکيها  سلولياتيت حيزان فعال يم

ــضور دارو  ــه در ح ــورد مطالع ــرطانيم ــدومي پومالي ضدس د ي
 ـبا ا .  بدون دارو دارد   يها  نسبت به سلول   يش معنادار يافزا ن ي

 مغزاستخوان  يا هسته  تک يها  آپوپتوز سلول  يزان القا يحال م 
 ـافراد مورد مطالعه در حـضور ا        ـ مقا ن دارو در  ي سه بـا گـروه    ي

د بر يدومي پومال ين دارو يبنابرا.  نداشت يکنترل تفاوت معنادار  
 کـه از لحـاظ      ي مغزاسـتخوان افـراد    يا هـسته   تـک  يها سلول

ک يتوتوکسير سايشوند نه تنها تاث يک سالم محسوب ميپاتولوژ

 ـ ا ياتيت ح يک فعال يش تحر ينداشته بلکه با افزا    هـا   ن سـلول  ي
ب ي ـن ترتيبـد . شـود  يا م ـ ه ـ ات آن ي ـسبب بهبـود و حفـظ ح      

ــدوميپومال ــي ــ يد م ــد ب ــوان  هتوان ــعن  ي ضدســرطانيک داروي
 ـ سـالم و غ يها  سلولي کمتر رو  يبا اثرات جانب  (تر   مناسب ر ي
 محسوب گشته   ي ضدسرطان ير داروها ينسبت به سا  ) يسرطان

  .رديو مورد استفاده قرارگ
  

  ر و تشکريتقد
  يي دانــشجو ي نامــه انيــن مطالعــه مــستخرج از پا يــا     

له از زحمـات    ين وس يباشد که بد   يارشد م  ي کارشناس ي   دوره
 دانشگاه شاهد شناسي پزشكي يمنيشگاه گروه ايکارشناس آزما

قـات  يمانه مرکـز تحق   ي صـم  ي و از همکار   ي جمال يجناب آقا 
 تهران تشکر   ي دانشگاه علوم پزشک   ي، آسم و آلرژ   يمونولوژيا

  .ميينما ي ميو قدردان
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Background and Objective: Pomalidomide - a combination of Lenalidomide and Thalidomide drugs- is one 

of the newest anticancer drugs. Pomalidomide induces apoptosis in cancer cells. Furthermore, few studies 

indicating its relatively low cytotoxic effects on normal peripheral blood cells have been carried out. 

However, there is yet no information about the effects of Pomalidomide on bone marrow cells that contain 

important immune cells. In this study, the effect of Pomalidomide on normal bone marrow mononuclear cells 

was studied. 

Materials and Methods: The samples obtained from individuals who clinically needed bone marrow 

examination, but finally were diagnosed with no serious pathologic conditions in their leukocytes. Remained 

bone marrow aspirates were obtained and mononuclear cells were isolated. Half of the mononuclear cells 

were cultured with Pomalidomide (final concentration 10μM) and the remaining half (control group) were 

cultured with media alone. After 48h incubation, vital activity (MTT) and cell apoptosis induction rates 

were assessed.   

Results: The results showed that the vital activity of bone marrow mononuclear cells cultured in the presence 

of Pomalidomide increased significantly compared to the control group (P<0.05). However, Pomalidomide 

had no apoptosis induction and the rate of apoptotic cells had no significant difference with control group. 

Conclusion: Pomalidomide moderately stimulates the viability (or activity) of normal bone marrow 

mononuclear cells to improve and maintain them. Also, unlike most anticancer drugs it has no observable 

toxic effect or apoptosis induction on these cells. So, it may be concluded that Pomalidomide may be more 

favorable in preventing the side effects of anticancer drugs on normal cells. 
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