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  چكيده
در استفاده از داروهاي  (HbF)شناخت مكانيسم مولكولي دخيل در افزايش سطح هموگلوبين جنيني :زمينه و هدف

هدف از انجام اين تحقيق، تعيين اثر دو داروي تاليدومايد و سديم . تواند به القاي موثر آن كمك وافري نمايد القاكننده مي
هاي  ، جهت شناخت مكانيسم مولكولي مرتبط با اثر دارويي در سلولHbFي بيان  داروهاي القاكننده بوتيرات به عنوان

+133CD  خون بند ناف حامل جهش هتروزيگوتβ-باشد تالاسمي مي.  
پس از جداسازي، در محيط كشت تمايز اريتروئيدي قرار  133CD+هاي  ي تجربي، سلول در اين مطالعه :روش بررسي

 71CDي اريتروئيدي يعني  هاي ماركرهاي رده از تمايز اريتروئيدي، بررسي بيان ژن 6از تيمار دارويي در روز پس . گرفتند
تمايز  12و  6از پيش سازهاي اريتروئيدي در روزهاي  RNAبراي اين منظور پس از استخراج . انجام گرفت a235 CDو 

 .انجام شد Real-time PCRاز تكنيك  ، بيان كمي اين دو ژن با استفادهcDNAاريتروئيدي و سنتز 

نتايج حاصل از اين مطالعه نشان داد تاليدومايد سبب افزايش قابل توجهي در تكثير پيش سازهاي اريتروئيدي در : ها يافته
همچنين تاليدومايد سبب افزايش و كاهش قابل توجهي به ترتيب در بيان . گردد مقايسه با سديم بوتيرات و گروه كنترل، مي

  .در مقايسه با سديم بوتيرات و گروه كنترل، گرديد a235 CDو  71CDهاي  ژن
هاي مولكولي دخيل در  رسد مكانيسم ، به نظر ميHbFبا توجه به پتانسيل بالاي تاليدومايد در القاي بيان  :گيري تيجهن

  .داشته باشند HbFتكثير پيش سازهاي اوليه اريتروئيدي نقش موثري در القاي بيان 
  71CD ،a235 CDتاليدومايد، سديم بوتيرات، پيش ساز اريتروئيدي،  :هاي كليدي هواژ
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موجب بهبود عوارض ناشي  (HbF)هموگلوبين جنيني
هاي  گلوبين در بيماري -βاز اختلال در توليد زنجيره 

β- در حقيقت . گردد ميتالاسمي و آنمي داسي شكل
تواند مانع از  گلوبين مي- γافزايش سطح زنجيره 
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وئيدي شده و در نتيجه سبب بهبود وضعيت اريتر
در تحقيقات مختلف . )1و2(دشواريتروپوئز غير موثر 

از داروهايي نظير آزاسيتيدين، تاليدومايد، پماليدومايد، 
دسي تابين و سديم بوتيرات به عنوان داروهاي موثر 

اين داروها از . ياد شده است، HbFدر القاي بيان 
لكولي سبب افزايش هاي مختلف مو طريق مكانيسم

تاليدومايد از طريق افزايش . )1(گردند مي HbFبيان 
و  (P38 MAPK)كيناز 38MAP P فعال سازي مسير

در  4Hو H 3همچنين افزايش استيلاسيون هيستون 
تواند سبب افزايش بيان  مي ،گلوبين- γپروموتر ژن 

همچنين نقش تاليدومايد در كاهش . )3(ژني گردد
كه به (H3K27) 27ليزين H 3متيلاسيون هيستون 

شود، نشان داده  عنوان مارك هتروكروماتين شناخته مي
سديم بوتيرات نيز به عنوان تركيب . )4(شده است

 (HDAC inhibitor)مهار كننده آنزيم هيستون داستيلاز
هاي مختلفي شامل فعال سازي مسير  با مكانيسم

MAPK مهار فعال سازي ،ERK افزايش استيلاسيون ،
3 H  4و H  و همچنين كاهش متيلاسيون در نواحي

تواند سبب  گلوبين مي-γدر پروموتر ژن  CpGغني از 
  .  )5و6(دشو HbFافزايش سطح 

ديده شده است كه ايجاد استرس اريتروپوئز و         
افزايش تكثير پيش سازهاي اريتروئيدي در افزايش 

تاليدومايد در مقايسه . باشد نيز دخيل مي HbFسطح 
سديم بوتيرات داراي توان بيشتري در القاي بيان  با

HbF  يشتر تاليدومايد در با تاثير بامر بوده كه اين
هاي اريتروئيدي در مقايسه با سديم  افزايش كلوني

 133CD+هاي  بوتيرات طي تمايز اريتروئيدي سلول
در ارتباط جدا شده از خون بندناف افراد سالم 

اثر تاليدومايد  ي يسهمقا پژوهش نيزدر اين  .)7(است
هاي پيش  و سديم بوتيرات در افزايش شمارش سلول

همچنين مقايسه اثر اين دو دارو  ساز اريتروئيدي و 
هاي اختصاصي رده  در افزايش بيان شاخص

در پيش سازهاي  a235 CDو  71CDاريتروئيدي 
خون  133CD+هاي  مشتق از سلولاريتروئيدي 

ي مينور مورد بررسي تالاسم- βبندناف فرد مبتلا به 
در حقيقت روشن شدن . قرار گرفته است

هاي سلولي و مولكولي دخيل در القاي بيان  مكانيسم
HbF  در بيماران مبتلا بهβ - تالاسمي و آنمي داسي

تواند به هدف قرار دادن اين مكانيسم هاي  شكل مي
مولكولي جهت القاي هدفمند بيان ژني كمك 

  ).8(نمايد
نجام اين تحقيق تعيين اهميت هدف از ا        

هاي مولكولي دخيل در تكثير و تمايز پيش  مكانيسم
و بررسي  HbFسازهاي اريتروئيدي در القاي بيان 

ارتباط اثر تاليدومايد و سديم بوتيرات به عنوان دو 
با افزايش تكثير و تمايز پيش  HbFداروي القا كننده 

  .سازهاي اريتروئيدي است

 
  روش بررسي

لا به ـار مبتـنمونه گيري از خون بند ناف بيم        
β-ي كتبي از  تالاسمي مينور با اخذ رضايت نامه

اثبات وجود جهش هتروزيگوت . والدين انجام گرفت
β-هاي پيش از تولد لاسمي طي آزمايشتا(PND)  و با

سپس جداسازي ). 9(انجام شد PCRاستفاده از 
 اي و در ادامه جداسازي هاي تك هسته سلول
با توجه به روش كار  +CD133هاي بنيادي  سلول

سپس تمايز . توضيح داده شده در قبل انجام گرفت
در محيط كشت تمايز  133CD+هاي بنيادي  سلول

 اريتروئيدي در حضور فاكتورهاي رشد اريتروپوئتين
(EPO; R&D systems, Minneapolis, MN, USA) 

 ,IL-3; stem cell Technology)  3اينترلوكين و 

Vancouver, BC, Canada)  روز انجام  12به مدت
روز يك بار تعويض  3محيط كشت، هر ). 1(گرفت

  تمايز اريتروئيدي، تيمار پيش سازهاي  6در روز . شد
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 دـدومايـتاليول با ـسل 1×105داد ـه تعـيدي بـتروئـاري
 (Tocris   Bioscience,   Missouri,  USA)  در

 م بوتيراتـديـس وولار ـكرومـمي 100غلظت 
(Sigma, Saint Louis, MO, USA)  100در غلظت 

تمايز  12در روز . ميكرومولار صورت گرفت
اريتروئيدي، شمارش سلولي با ميكروسكوپ نوري 

ازهاي ـش سـار، پيـي ك در ادامه. انجام شد
يدي ـز اريتروئـمايـت 12و  6اي ـاريتروئيدي در روزه

ت ـمل كيـعـالورـتـق دسـده و طبـمع آوري شـج
(Rneasy Mini Kit, Qiagen, Valencia, CA) تحت ،

جهت استخراج . قرار گرفتند RNAمراحل استخراج 
RNA  سپس . سلول استفاده شد 1×106از حداقل
 (Fermentas)طبق دستورالعمل كيت cDNAسنتز 

در ادامه، به منظور بررسي كمي بيان . انجام پذيرفت
 Real-timeنيك ، از تكa235CDو  71CDهاي  ژن

PCR با استفاده از كيتSYBR Green Real-time 

PCR (Fermentas)  و دستگاهABI Step One  بهره
با استفاده  Real-time PCRانجام واكنش . برداري شد

. هاي مذكور صورت پذيرفت از پرايمر اختصاصي ژن
توالي پرايمرهاي مورد استفاده را نشان  1جدول 

به  HPRTن نتايج از ژن جهت نرمال كرد. دهد مي
استفاده  (House Keeping Gene)يا عنوان ژن خانه دار

همچنين مقادير نسبي به دست آمده بر اساس . گرديد
 Cyclic Threshold)يا  CT (ي دو برابر شدن آستانه

محاسبه  Ct  2∆∆–بوده و ميزان نسبي بيان ژني با فرمول 
 3تكرار نتايج به دست آمده از بيان ژني، حاصل . شد

و  RESTبوده و با استفاده از نرم افزار  RNAنمونه از 
SPSSهاي  تحليل آماري در گروه. ، تحليل آماري شد

انجام  t-testمختلف دارويي با استفاده از روش 
  .پذيرفت

 
  

  HPRT و a235 CDو  71CD هاي ژن Real time PCR انجام جهت استفاده مورد پرايمرهاي: 1جدول
 
  

 اندازه باند  رشته جلو معكوس رشته  پرايمر

CD71 GTCGCTGGTCAGTTCGTGATT AGCAGTTGGCTGTTGTACCTCTC 80 

CD235a GGCTAAGGTCAGACACTGAC TGTGCATTGCCACCTCAGTG 167 

HPRT TGACACTGGCAAAACAATGCA GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 94 

  

 

  ها يافته
تاليدومايد، سبب افزايش قابل توجهي در تعداد         

  مـروه سديـا گـش سازهاي اريتروئيدي در مقايسه بپي
  

  

  

  
  

تمايز اريتروئيدي  12و گروه كنترل در روز بوتيرات 
  ).1شكل )(>05/0P(گردد مي
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  از تمايز اريتروئيدي 12و  9، 6بررسي شمارش سلولي در گروه هاي مورد مطالعه در روزهاي : 1شكل
        

در  .باشد مي SD±) (نمونه 3نتايج حاصل از تكرار  
بر اساس نتايج بدست آمده،  كنترل گروه مقايسه با

تعداد پيش سازهاي  30/2تاليدومايد سبب افزايش 
 DMSOاريتروئيدي در مقايسه با گروه كنترل 

اين در حالي است كه در گروه ). >05/0P(گرديد
برابري در تعداد پيش  32/1سديم بوتيرات، افزايش 
 DMSOمقايسه با گروه كنترل سازهاي اريتروئيدي در 

  .حاصل شد

  
ي اثر تاليدومايد و  به منظور بررسي و مقايسه        

سديم بوتيرات بر تمايز اريتروئيدي، بررسي كمي بيان 
. مورد ارزيابي قرار گرفت a235 CDو  71CDهاي  ژن

نشان داده شده است،  3و  2همانگونه كه در شكل 
 a235و  71CDهاي  تاليدومايد سبب افزايش بيان ژن

CD  ايسه با گروه ـيدي در مقـتمايز اريتروئ 12در روز
  ). >05/0P(گردد سديم بوتيرات و گروه كنترل مي

  

 
  

  Real-time PCRبا استفاده   71CDنتايج بررسي كمي بيان ژن : 2شكل
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. باشد مي SD±)(نمونه 3نتايج حاصل از تكرار         
* )05/0P<(  نتايج به دست  كنترل گروه مقايسه بادر

دهد كه تاليدومايد سبب افزايش بيان ژن  آمده نشان مي

71CD  گردد، در حالي كه  مي 1/16به ترتيب به ميزان
به ميزان  71CDسديم بوتيرات سبب افزايش بيان ژن 

  .شود مي 9/12
  

  
  

  Real-time PCRبا استفاده از  a235 CDنتايج بررسي كمي بيان ژن  :3شكل
  

. باشد مي (SD±)نمونه 3نتايج حاصل از تكرار          
)05/0P<(*  نتايج به . است كنترل گروه مقايسه بادر

دهد كه تاليدومايد سبب كاهش  دست آمده نشان مي
گردد، در  مي 0172/0به ميزان  a235 CDبيان ژن 

يان ژن ـب كاهش بـرات سبـحالي كه سديم بوتي
a235CD  ودش مي 18/0به ترتيب به ميزان.  
  

 بحث

به بررسي اثر دو داروي  در اين تحقيق        
، بر روي القاي تمايز "سديم بوتيرات"و  "تاليدومايد"

اريتروئيدي و افزايش تكثير سلولي در محيط 
هاي بنيادي  آزمايشگاهي و با استفاده از تمايز سلول

+133CD  خون بند ناف حامل ژن بتا تالاسمي مينور
اين منظور، شمارش سلولي و به . پرداخته شده است

و  71CDي اريتروئيدي شامل  بيان كمي ماركرهاي رده
a235 CD  طي تمايز اريتروئيدي در روزهاي مختلف

نتايج . و تحت تيمار دارويي مورد بررسي قرار گرفت
به دست آمده از شمارش سلولي حاكي از توان بالاتر 

ترل تاليدومايد در مقايسه با سديم بوتيرات و گروه كن
نتايج به . باشد تكثير پيش سازهاي اريتروئيدي مي در

دهد كه تاليدومايد سبب افزايش  دست آمده نشان مي
برابري در تكثير پيش سازهاي  30/2و  51/2به ترتيب 

 9در روزهاي  DMSOاريتروئيدي در مقايسه با گروه 
اين در حالي است . گردد از تمايز اريتروئيدي مي 12و 

ات داراي پتانسيل افزايش تكثير پيش كه سديم بوتير
برابري در مقايسه  51/1سازهاي اريتروئيدي به ميزان 

از تمايز اريتروئيدي  9در روز  DMSOبا گروه 
از تمايز اريتروئيدي  12باشد، در حالي كه در روز  مي
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. افزايش چنداني در شمارش سلولي حاصل نشد
در القاي بنابراين تاليدومايد داراي پتانسيل بالاتري 

تكثير پيش سازهاي اريتروئيدي در مقايسه با سديم 
  . است DMSOبوتيرات و گروه 

همچنين به منظور بررسي اثر اين دو دارو در         
تمايز اريتروئيدي، بررسي ماركرهاي اختصاصي اين 

هاي  از تمايز اريتروئيدي در گروه 12و  6رده در روز 
رفت،  تظار ميهمانطور كه ان. مذكور انجام گرفت

 96/1تاليدومايد سبب افزايش قابل توجهي، به ميزان 
، در مقايسه با گروه 71CDبرابري در بيان ماركر 

DMSO 05/0(گرديدP< .( اين در حالي است كه اين
افزايش بياني در استفاده از سديم بوتيرات كمتر بوده 

 DMSOبرابر در مقايسه با گروه  57/1و به ميزان 
 71CDاز آنجايي كه ماركر ). >05/0P(مشاهده گرديد

يدي در پيش سازهاي به عنوان يك ماركر اريتروئ
ي اريتروئيدي مطرح است، لذا مشخص  تر رده نابالغ
شود كه اثر تاليدومايد در تكثير پيش سازهاي  مي

اريتروئيدي بيشتر مربوط به افزايش تكثير و تمايز 
   . ي اريتروئيدي است ي رده پيش سازهاي اوليه

نتايج نشان داد كه تاليدومايد سبب كاهش بيان         
برابري در مقايسه با  1/15به ميزان a235 CDماركر 
اين در حالي است ). >05/0P(گردد مي DMSOگروه 

كه سديم بوتيرات سبب كاهش بيان اين ماركر به 
 DMSOبرابري در مقايسه با گروه  44/1ميزان 

آمده نشانگر اثر نتايج به دست ). >05/0P(شود مي
بسيار پايين تاليدومايد در القاي تمايز اريتروئيدي به 

  .باشد تر اين رده مي هاي بالغ رده
ايمني و  ي تاليدومايد يك داروي تعديل كننده        

دليل ه از مشتقات گلوتاميك اسيد بوده كه ب
. هاي تراتوژنيك، مصرف آن محدود شده است ويژگي

ها مانند  دادي از بيمارياين دارو جهت درمان تع
هاي اتوايميون و اختلالات  اختلالات پوستي، بيماري

ويژه مولتيپل ميلوما مورد استفاده قرار ه هماتولوژيك ب
تاليدومايد عملكرد مناسبي در درمان مولتيپل . گيرد مي

مكانيسم عمل  .دميلوما در فعاليت ضد رگ سازي دار
 و Aerbajinai. روشن نيست دقيق تاليدومايد كاملاً

عنوان كردند كه  2007همكاران در مقاله خود در سال 
و  38p  MAPK تاليدومايد از طريق فعال شدن

سبب افزايش بيان  H 4همچنين افزايش استيلاسيون 
 دن ـعال شـع فـدر واق. ودـش يـن مـوبيـگل γژن 
38p MAPK ، نقش مهمي در بقا و تمايز سلولها بر

  . عهده دارد
 (Mitogen activated protein kinase) مسير واقع در        
MAPK  به عنوان يك مسير سيگنالينگ مهم در القاي

داروهاي . شود بيان هموگلوبين جنيني محسوب مي
با  Aمانند تيركواستاتين  2HDACمهار كننده آنزيم 

گلوبين  γاين مكانيسم سبب افزايش بيان ژن 
انجام كار  و همكاران براي Aerbajinai. گردند مي

تا  01/0هاي تاليدومايد از  خود از سريالي از رقت
ها و بررسي اثر  ميكرومولار جهت تيمار با سلول 100

آنها نشان . گلوبين استفاده كردند γالقايي در بيان ژن 
 γدادند كه بيشترين تأثير تاليدومايد در القاي بيان ژن 

از تمايز  14تا روز  6گلوبين در فاصله روز 
هاي ما نيز حاكي  بررسي. )3(شود روئيدي ديده مياريت

يم بوتيرات سدبا از توان بالاي تاليدومايد در مقايسه 
هاي رده اريتروئيدي  در افزايش شمارش سلول

ي ديگري نشان داده شده است كه  در مطالعه. باشد مي
به عنوان يك مهار  Vanadateاستفاده از تركيب 

سازي مسيرهاي  ي فسفاتاز، از طريق فعال كننده
تواند سبب به  سيگنالي وابسته به اريتروپوئتين، مي

 HbFتعويق انداختن بلوغ اريتروئيدي و القاي بيان 
ان داده شده ـي ديگري نيز نش در مطالعه). 10(گردد
 دـور رشـاكتـاده از فـتفـال اسـه دنبـه بـت كـاس

stem cell factor (SCF)  در القاي بيانHbF افزايش ،
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با افزايش  (CD117)ي اين فاكتور رشد گيرنده بيان
). 11(همراه است a235CDو كاهش بيان  CD 71 بيان 

همچنين نشان داده شده است كه دو داروي 
در  HbFپماليدومايد و لناليدومايد طي القاي توليد 

هاي  هاي پيش ساز اريتروئيدي مشتق از سلول سلول
+34CD 71، سبب افزايش بيان CDن و كاهش بيا
a235CD ي اثر اين دو دارو  در مقايسه). 12(گردند مي

نشان داده شده است كه پماليدومايد سبب كاهش 
در مقايسه با لناليدومايد  a235CDبياني موثرتر 

در  CD 71اين در حالي است كه بيان . گردد مي
استفاده از لناليدومايد در مقايسه با پماليدومايد افزايش 

  .بيشتري دارد
  

  يرينتيجه گ
در اين مطالعه نشان داده شد كه تاليدومايد         

سبب افزايش تكثير پيش سازهاي اريتروئيدي نابالغ به 
ميزان قابل توجهي در پيش سازهاي اريتروئيدي حامل 

ي اجمالي  در يك مقايسه. گردد ژن بتا تالاسمي مي
شود كه وجود جهش ژن بتا تالاسمي  مشخص مي

افزايش پتانسيل تكثيري در  ي تواند مستعد كننده مي

پيش سازهاي اريتروئيدي در مقايسه با حالت نرمال 
بنابراين القاي تكثير پيش سازهاي . ژنتيكي باشد

اريتروئيدي، مي تواند به عنوان يك مكانيسم مهم 
دخيل در افزايش توليد هموگلوبين جنيني در وجود 

لذا پيشنهاد . جهش در ژن بتا گلوبين مطرح باشد
هاي مولكولي و مسيرهاي سيگنالي  دد مكانيسمگر مي

دخيل در تكثير پيش سازهاي اريتروئيدي و القاي 
  . تري قرار گيرند هموگلوبين جنيني مورد بررسي دقيق
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Abstract 
 
Background and Aim: Understanding the molecular mechanisms involved in 
the increased levels of HbF inducing drugs should be advised for effective 
induction. The aim of this study was to investigate the molecular effects of the 
drugs thalidomide and sodium butyrate considered as HbF inducer agents. 
Materials and Methods: In this experimental study, CD133+ cord blood stem 
cells carrying mutations of heterozygous β-thalassemia were isolated and 
differentiated into erythroid lineage. In order to evaluate the expression of the 
erythroid markers, CD71 and CD235a, was analysed. For this purpose, the RNA 
extracted from erythroid precursors at days 6 and 12 of erythroid differentiation 
and cDNA synthesized, and then the expression of these genes was performed by 
quantitative Real-time PCR technique.  
Results: The results of this study showed the significant effect of thalidomide on 
erythroid proliferation as compared to sodium butyrate and control group (P<0.05). 
Also, thalidomide significantly increased CD71expression and decreased CD235a 
expression as compared to sodium butyrate and control groups (P<0.05).   
Conclusion: Thalidomide may play its role on HbF induction by increasing the 
proliferation of early erythroid precursors. 
Key words: Thalidomide, Sodium Butyrate, Erythroid Precursors, CD71, 
CD235a 
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