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چکیده  
    بیماری واکنش علیه میزبان ( GVHD = Graft-vs.-Host Disease) یک مشکل حاد کلینیکی است که در
برخی موارد به دنبال انتقال خون و فراوردهای آن رخ میدهد. آمار مرگ و میر ناشی از این واکنش بســیار
ــود. رایجتریـن و مـهمترین شـیوه پیشـگیری از بالا بوده و در بیش از 90% موارد منجر به مرگ بیمار میش
وقوع GVHD، غیر فعال ساختن لنفوسیتهای خون اهدایی و جلوگیری از تکثیر آنها در بدن میزبان است کـه
این کار بطور عمده با استفاده از پرتوهای گاما صورت میگیرد. با وجود تحقیقات بسیار در این زمینـه، دوز
ــت. در ایـن مطالعـه تـأثیر پرتوهـای گامــای لازم برای فعال ساختن کامل سلولهای لنفوسیتی مشخص نیس
ــا: Mev 1/25 ) روی درصـد حاصل از چشمه کبالت ـ 60 (دستگاه تله تراپی کبالت، انرژی متوسط پرتو گام
حیات(viability) و قدرت همانند سازی لنفوسیتها مورد بررسی قرار گرفت که طی آن ســلولهای لنفوسـیتی
ــا قـرار از خون محیطی افراد طبیعی جدا شده و تحت تابش ردههای دوز 4000-500 سانتیگری از پرتو گام
گرفتند. درصد حیات سلولها پس از 24 و 48 ســاعت در هـر رده از دوز بـا روش رنـگ سـنجی تـترازولیوم
ــن بـا 2 روش BrdU و MTT مـورد برآورد شد. میزان تکثیر لنفوسیتها در پاسخ به میتوژن فیتوهماگلوتینی
ارزیابی قرار گرفت. به موازات افزایــش دوز تابشـی، کـاهش درصـد حیـات و کـاهش قـدرت تکثـیر سـلولها
Do مشاهده گردید که این افت در دوزهای بالاتر و دوره کشت طولانیتر کاملاً محسوس بوده است. مقــدار
t- ــا روش برآورد شده با روش رنگ سنجی تترازولیوم در حد 1/44 گری میباشد. تجزیه و تحلیل یافتهها ب
test ، تفاوت آماری معنیداری را بین تکنیکهای تکثیری به کار رفته نشان نداد (P> 0/05) بدین معنی کــه در

ــلولهای پرتـو دیـده ایجـاد شـده بـود. بـا توجـه بـه فعـالیت هر دو روش کاهش مشابهی در درصد تکثیر س
ــورد نیـاز بـه منظـور غیرفعـال همانندسازی ناچیز سلولها در ردههای بالای پرتودهی، گستره دوز تابشی م

ساختن لنفوسیتهای خون در محدوده 4000-3000 سانتی گری توصیه میشود.    
         

کلیدواژهها:   1 – بیماری واکنش علیه میزبان   2 – روش متیل تیازول تترازولیوم     
                        3 – برومو دی اکسی یوریدین       4 – میتوژن فیتوهماگلوتینین 

                        5 – پرتودهی خون 

این مقاله خلاصهای است از پایان نامه خانم هاجر خادم شریعت جهت دریافت مدرک کارشناسی ارشد فیزیک پزشکی به راهنمــایی دکـتر علیرضـا شـیرازی و مشـاوره
دکتر جمشید حاجتی، دکتر فرهاد سمیعی و دکتر کامران علیمقدم، سال 1381. 

I) استادیار گروه فیزیک پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی تهران. 
II) کارشناس ارشد فیزیک پزشکی، دانشجوی دوره دکتری، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی تهران(*مولف مسئول) 

III) کارشناس ارشد فیزیک پزشکی، دانشجوی دوره دکتری دانشگاه تهران، مربی دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی بابل. 
IV) استادیار گروه رادیوتراپی ـ انکولوژی، فوق تخصص AFSA، انستیتو کانسر بیمارستان امامخمینی، خیابان باقرخان. دانشگاه علوم پزشــکی و خدمـات بهداشـتی ـ

درمانی تهران. 
V) استادیار گروه ایمونولوژی، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی تهران. 

VI) استادیار و فوق تخصص خون و انکولوژی، بیمارستان شریعتی، بزرگراه جلال آل احمد، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی تهران.   
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مقدمه 
ــان(GVHD) یـک مشـکل      بیماری واکنش پیوند علیه میزب
نـادر و جـدی کلینیکـی اسـت کـه پـــس از انتقــال خــون و 
ــــای حســـاس رخ  فراوردهــای آن در برخــی از گیرندهه

میدهــد.  
ــه صـورت       مشخصات ظاهری این پاسخ ایمونولوژیکی ب
ـــیری گرههــای لنفــاوی  تـب، راش پوسـتی، اسـهال و درگ
ـــن 4 تـا 30 روز پـــس از انتقـال  استGVHD .(1) حاد بیـ
خـــون کـامل، گلبولـهای سـرخ، فراوردهـــای پلاکتــی یــا 
ــار مـرگ و  گرانولوسیتی و پلاسمای تازه بروز میکند و آم
مـیر ناشـی از آن بـه علـت التـهاب، تشـخیص دیرهنگـــام و 
ــــتخوان بســـیار بـــالا(%90)  ســرکوب شدیـــد مغــز اس

میباشد(2و3).  
    ایـن واکنـش بطـور مشـخص در چنـد گـــروه خــاص از 
گـیرندگـان خـون و فراوردهـای سـلولی آن گـزارش شــده 
ـــلا بــه  اسـت(6-4) کـه عبـارتند از: کودکـان و نـوزادان مبت
ــادرزادی سیستــــم ایمنـی، انتقـال خـون داخـل  نقصهای م
رحمی یا تعویض خـــون نوزاد هنگام تولــد و انتقـال خون 
بـه بیمارانـــی کـه درمـان سـرکوب کننـده سیسـتم ایمنــی 
دریافت کرده بودنــد (شـیمی درمـانی یـا رادیـو تـراپیهـای 

سنگین).  
    بیمـاری GVHD بـه دنبـال انتقـال لنفوسـیتهای فعــال و 
تکثیر شــونده بیگانـه و همانندسـازی ایـن سـلولها در بـدن 

میزبان رخ میدهد.  
 (viability) علاوه بـــر تعــــــداد و قـــابلیت زیســــت    
ـــم  لنفوسـیتهای آلاینـــده خـون اهدایـــی، پاســـخ سیستــ
ایمنـــی بــدن بیمــار و درجـه ســازگـاری ایمونولـوژیکـی 
ــیرنده نـیز در بـروز واکنـش GVHD مؤثـر  بین دهنده و گ

است(3و 7).  
    اقدامات درمان و دارویــی در اغلـب مـوارد بـرای نجـات 
ـــه GVHD مؤثــــر نبــــوده و بـه مـرگ  بیماران مبتلا بــ
ــــل  بیمــار منتهـــــی میشـــــود، بـــــه همیــــــن دلیــ
پیشگیــــری از وقــوع آن از اهمیــت خــاصی برخـــوردار 

میباشد(8).  

ــر و      در حـال حـاضر در سراسـر جـهان تنـها روش مؤث
متـداول بـرای جلـوگـیری از GVHD، پرتودهـــی خــون و 
فراوردههـای آن بـا اشعــــه گامـا اســــت(3، 5و 9). امـــا با 
توجـه به اینکـــه ماهیـــت تأثیرگذاری پرتوهــای X و گامـا 
بر مواد بیولوژیکـــی کاملاً مشابـــه میباشـــــد، میتــوان 
ــا)  از یـــک چشمـــه Cs- 137 یا Co- 60(گسیلکننــده گام
یا یک سیستـــم مولد پرتــو  X برای ایــن منظـور اسـتفاده 

کرد.  
    متأسفانه دوز لازم برای غیرفعــال سـاختن لنفوسـیتهای 

خون بطور دقیق مشخص نیست(1).  
    در این تحقیق با استفاده از روش رنگسنجی تترازولیوم 
 (viability) اثراشــعه گامــا روی درصــد حیـــات (MTT)
سلولهای لنفوسیتـــی پــس از 24 و 48 ساعت برآورد شــد 
ـــال ساختـــــن و ممانعـــــت از تکثیـــــر  و مـیزان غیرفع
سلولهــا بـه دنبـال پرتـــوگــیری در پاســخ بــه میتــوژن 
فیتوهماگلوتینین با 2 روش مختلف برومودیاکســییوریدین 
(BrdU) و متیل تیازول تــترازولیوم(MTT) مـورد ارزیـابی 

قرار گرفت.  
ــخ و تخمیـن      هدف از این مطالعه، بررسی تابع دوز ـ پاس
دوز لازم برای فعال ساختن و ممانعت از تکثیر سلولها بوده 

است.  
 

روش بررسی 
    جداسـازی سلولهــــــا از خــــون محیطــی: ســلولهای 
ــــق روش استانـــــدارد موجـــــود و  لنفوسیتــــی مطابــ
بدیــن صورت جـــدا شدنــد(10). ابتدا خـــون وریدی افراد 
ـــس  طبیعـــی با استفاده از هپاریـــن گرفتـــه شـــد و پـــ
از رقیــــق شــــدن بــه نسبـــــت 1 بــــه 2 بـــا محلــول 
بافــــــر هنکــــــز (Hanks ،Sigma)، روی فایکـــــــــول 
(Ficoll-Hypaque ،Sigma) منتقل گردید تا سلولهای تــک 
ــه  هستهای آن جدا شود. سلولهای جدا شده به مدت 10 دقیق
ـــس از 2 بــار  بـا دور 2500 در دقیقـه سـانتریفوژ شـد و پ
شستشــو توســط بافـــــر بـا غلظـت 105cell/ml×2/5 در 
محیــــط کشـــت کامــــــل حــاوی 90% از مــاده کشــت 
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ــــــــن  (RPMI 1640 ،Sigma) و 10% ســــــرم جنی
 ،(100U/ml) ــــــــیلین گوســــــاله(FCS ،Sigma)، پنیس
ــرار  استرپتومایسین(100mg/ml) و ال ـ گلوتامین(2mM) ق

گرفت.  
ــــلولی در لولـــههای دردار      ـ پرتودهــی: نمونــههای س
پلاستیکــــی(حجــــم 1/5 میلیلیتــــر) استریــــل تحــــت 
 Co- 60 ــــمه تابـــــــش پرتــــو گامــای حــاصل از چش
ـــــگ پرتودهــــی  (Theratron 780 ،Canada) بـــا آهن
ــــی در فاصلـــه 80  5/40Gy/min قــرار گرفتنــد. پرتوده

سانتیمتر از چشمه و از 2 میدان قدامی و خلفی انجام شد.  
    گسـتره دوزهـای تابشـــی بـرای تعییـن درصـد حیـــات 
ــا فواصـل 5 گـری بـوده  سلولها در محدوده 40-5 گری و ب

است.  
ــر یـک از روشـهای MTT و      بررسی پاسخ تکثیری در ه
BrdU با 4 رده دوز تابشی 10، 20، 30و 40 گری صــورت 

گرفت.  
    به منظور تعیین مقدار D0 ســلولهای لنفوسـیتی، از 3 رده 

تابشی 1/5، 3و 5 گری استفاده گردید.  
ــترل نـیز      در هر یک از آزمونهای انجام شده یک نمونه کن

در نظر گرفته شد.  
    ـ روش MTT: نمونهها پس از پرتوگیری به میکـروپلیـت 
ــه و بـه مـدت  استریل 96 خانهای ته گرد (Nunc) انتقال یافت
 %5 CO2 24 و 48 و 72 ساعت در انکوباتور مرطوب حاوی

و دمای c °37 کشت داده شدند.  
ــرای هـر      به منظور کنترل تکرارپذیری آزمون، 6 چاهک ب

رده از دوز تابشی در نظر گرفته شد.  
    در روش MTT تغییر رنگ زرد به بنفــش اسـاس تمـایز 
بین سلولهای زنده و مرده میباشد و مقدار دانســیته نـوری 
(Optical Density) هر چاهک مشخص کننــده مـیزان ایـن 
تبدیل رنگ ناشــی از فعـالیت دهیـدروژنـاز میتوکندریهـای 

سلولهای زنده است(11).  
ــــل کـــردن 2/5mg پـــودر      محلــول تــترازولیوم از ح
 ،Sigma) در یـک میلیلیـتر بـــافر (MTT ،Sigma).ام.ت.ت

PBS) به دست آمد.  

    این محلول با عبــور از فیلـتر 0/22 میکرومـتر از عوامـل 
آلاینده پاک شد که به مدت 4 هفته در تاریکی قابل نگــهداری 

میباشد(11).  
    پس از پایان مـــدت کشـــت، 20 میکرو لیــتر از محلـول 
ـــزوده شــده و پــس از 4  آمـاده MTT بـه هـر چاهــک اف
ساعـــت انکوباسیـــون در دمـــای c °37 و سانتریفـــــوژ 
(5 دقیقه بــا دور 2000)، محیـط رویــــی برداشتــــه شـد. 
سپس 100 میکرولیتـــر الکـــــل (ایـزوپـروپانــــل) بـه هـر 
چاهــــک افـــــزوده شـد و پـس از 30 دقیقـه جـذب نـوری 
(OD) میکــروپلیــت توســــط دســـتگاه اســـپکتروفتومتر 
(ELISA reder ،Behring ،Germany) در طول موج 570 
ــده  نانومتر در مقایسه با طول موج مرجع 650 نانومتر خوان

شد.  
    پس از آن درصد حیات(viability) سلولها در هر رده از 

دوز به این صورت برآورد گردید(12):  
Viability[%]=(ODirradiated-ODBG)×100/(ODcontrol-ODBG)

ــــر ســلولهای لنفوســیتی بــا      ـ روش بررســــی تکثیــ
ــــن روش از آنــالوگ تیمیدیــن  اسـتفاده از BrdU: در ایــ
ـــــن) بــــــه عنـــــــوان  (برومــو دی اکســـــی یوریدیــ
ــلولی اسـتفاده  شاخصـــی برای اندازهگیری میزان تکثیر س

میشود.  
ــــز DNA وارد سلولهــــای      BrdU درمرحلــــه سنتـــ
ــــیبادی ضـــــد BrdU نوعــی  جدیـد شــــده و بـا آنتـــ
فراورده رنگـــی بـــه وجــود میآیــــد کـه میـــزان جـذب 
ــیری  نـوری آن بـا دسـتگاه اسـپکتروفتومتر قابــل انـدازهگ

اســت.  
    مقدار OD بطور مستقیـــم با سطـــح BrdU وارد شــده 

به DNA سلولی و مقدار تکثیر سلولها متناسب است(13).  
ــتفاده      برای انجام تست فوق از کیت (BrdU ،Sigma) اس

گردید.  
    پس از پرتودهـی و انتقـال سـلولها بـه میکـــروپلیــت 96 
ــــتر از محـــرک  خانــهای تــه صــاف (Nunc)، 4 میکرولی
ــاهک افـزوده  فیتوماگلوتینین (Sigma) با غلظت 1% به هر چ

شد.  
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ــک شـده و 3      در هر ستون 3 چاهک برای سلولهای تحری
ــرای رشـد عـادی سـلولها در نظـر گرفتـه شـد.      چاهک نیز ب

یک ستون نیز به گروه کنترل اختصاص یافت.  
    سلولها به مدت 72 ساعت در انکوبــاتور مرطـوب حـاوی 
CO2 5% و دمای c °37 قرار گرفتند، سپس 10 میکرولیتر از 

محلول BrdU به هر چاهک افزوده شد و به مدت 6 ســاعت 
در دمای c °37 آنکوبه گردیــد. سلولها پس از شستشو بــه 
مدت 30 دقیقه در دمــای c °20- در مجـاورت اتـانول ثـابت 

شدند.  
ــاز      پس از شستشوی مجدد، 100 میکرولیتر محلول نوکلئ
ــه  و پس از 30 دقیقه 100 میکرولیتر آنتیبادی ضد BrdU ب

هر چاهک افزوده شد و به مدت 30 دقیقه آنکوبه گردید.  
    در مرحله آخر ســلولها بـه مـدت 30 دقیقـه در مجـاورت 
پراکسیداز قرار داده شدند و دانسیته نــوری در طـول مـوج 
405 نانومتر در مقایسه با طــول مـوج مرجـع 490 نـانومتر 
خوانده شد. پاسخ تکثیری سلولها در برابر پرتو گامــا بـرای 
هر یک از دستگاههای مورد استفاده به این صورت به دست 

آمد(13):  
Stimulation Index(SI)=OD(irradiated+PHA)/OD(irradiated-PHA)

ــده و کنـترل میتـوان بـه اثـر      از مقایسه SI گروه پرتودی
ــی  بازدارندگی پرتوهای گاما بر تکثیر سلولهای تابش دیده پ

برد:  
Ratio[%]=SI(irradiated)× 100/SI(control)

    ـ روش بررسـی پاسـخ تکثـیری سـلولها بـا اســـتفاده از 
MTT: در این روش پس از جداســازی، پرتودهـی و انتقـال 

ــــه میکـــروپلیـــت، 4 میکرولیـــتر از محـــرک  ســلولها ب
فیتوهماگلوتینین (PHA ،Sigma) با غلظت 1% به هر چــاهک 

افزوده شد.  
ــده      در هر ستون 3 چاهک برای سلولهـــای تحریـــک ش

ــه شـد.      و 3 چاهک نیز برای رشد عادی سلولها در نظر گرفت
یک ستون نیز به گروه کنترل اختصــاص یـافت. سـلولها بـه 
مـدت 72 سـاعت در انکوبـاتور مرطـوب حـاوی CO2 5% و 

دمای c °37 قرار گرفتند.  

    روش افزودن محلول MTT، مراحل انجام تست و نحــوه 
ــوری مشـابه روش تعییـن درصـد حیـات  خواندن دانسیته ن
(viability) بوده است. درصد تکثیر ســلولها بـا اسـتفاده از 

فرمول روش BrdU برآورد شد.  
ــی ماشـین تلـهتراپـی      ـ دوزیمتری: بررسی آهنگ پرتوده

کبالت با استفاده از دوزیمتر فارمر صورت گرفت.  
    روش تجزیه و تحلیل آماری: مقایسه نتایج به دست آمده 
با روش آماری t-Student test تحت نرمافزار SPSS انجام 
شد و اختلاف آمــاری در سـطح P>0/05 معنـیدار در نظـر 

گرفته شد. 
 

نتایج 
 (viability) نتایج به دست آمده از میانگین درصد حیــات    
ــــی تترازولیـــوم روی 12  سلولهــــا بـا روش رنگسنجــ
ـــی نشـان دهنـــده کـاهش سـلولها در  نمونه مستقل سلولــ
ــوده اسـت(نمـودار شـماره 1). افـت  برابر افزایش دوز تابشی ب
تعداد ســلولها پــــس از 48 ساعـــــت کـاملاً بــــارز بـود 
منحنـی بقـای سـلولهای لنفوسیتــــی کـــه بـا روش فـــوق 
ترسیم شد، فاقد هر گونه شانهای بوده و مقدار D0 با توجــه 
ــد 1/44 گـری تخمیـن زده شـد(نمـودار  به شیب منحنی در ح

شماره 2).  
ـــس از      درصـد ممـانعت از تکثـیر سـلولهای لنفوسـیتی پ
ــر یـک از  پرتوگیری با اشعه گاما و تحریک میتوژنی برای ه
روشهای BrdU و MTT در قالب نمــودار شـماره 3 نشـان 

داده شده است.  
ــــوق بیـــش از 30% کـــاهش در قـــدرت      در نمــودار ف
همانندسازی سلولها در همه ردههای پرتودهی در مقایسه با 

گروه کنترل مشاهده میشود.  
    نمودار مقایسهای درصد تکثیر حیــات لنفوسـیتهای پرتـو 
ــر دو  دیده تفاوت معنیدار و قابل توجهی را بین یافتههای ه

  .(P>0/05)روش نشان نداد
    میزان همخوانی نتایج اندیس شبیهسازی 2 روش تکثیری 
مورد بحث در نمودار شماره 4 نشان داده شده است کـه در 

حد بالای 0/995 بوده است.   
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نمودار شماره 1- کاهش درصد حیات سلولهای لنفوسیتی پس از 
پرتوگیری  

 
 
 
 
 
 
 

نمودار شماره 2- منحنی بقای سلولهای لنفوسیتی 

 
 
 
 
 
 
 
 

نمودار شماره 3- مقایسه درصد تکثیر سلولهای لنفوسیتی در 2 
 BrdU و MTT تکنیک

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (R=0/995) نمودار شماره 4- همخوانی روشهای تکثیری

 
بحث 

    پرتودهـــی خـــــون و فراوردههــــای خونـی بـا اشـعه 
گامـا، بیــــش از 3 دهــــه اســــــت کـــــه بــــه منظــور 
ـــاد GVHD مــــــورد اســتفاده  جلـوگـیری از واکنـش ح
مراکــــز انتقـال خــــون و پیونــد مغــز اســتخوان قــرار 

میگیرد(5).  
ــه      در پرتودهـی خـون و فــراوردههای آن همـواره 2 نکت
ــت بـوده اسـت: 1- مقـدار دوز مناسبــــی کـه  حائـــز اهمی
ــه  بتواند لنفوسیتها را غیرفعال کنــد و در عین حال آسیبی ب

سایر سلولهای خونی وارد نکند.  
ـــاب      2- طراحــــی شــیوه مناســــب پرتودهــی و انتخ
ــع دوز یکنواختـی را در حجـم تابشـی بـه  وسیلهای که توزی

وجود آورد.  
ـــی سـلولها بطــــور معمــول بـا روشـهای      بقای تابشــ
ــه احتمـالاً قـابل  تشکیل کلونی مورد ارزیابی قرار میگیرد ک
ـــد کــه  اعتمـادترین و حساسـترین روش میباشـد، هـر چن
محدودیتهایی از جمله زمان لازم بـــرای تشکیـــل کلونــی، 
ــی کشـــت و مشکـــل  احتمال آلودگی پلیتها در دوره طولان
ــلولهایی کـه بـازده کشـت پـایینی دارنـد را در بـر  کار با س

میگیرد.  
ـــج      از جملـه روشـهای رشـدی کـه بـا قـابلیت بـالا بتدری
ــک شـده اسـت، روش  جایگزین روش سنتی کشت کلونوژنی

رنگسنجی MTT میباشد(14).  
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ـــدن      مزایـای ایــــن تســــت عبـارت اســــت از: خوانــ
سریــــع و نیمــــه خودکـار، ارزیابــــی کیفــــی، کــــــم 
هزینـــه بــودن نسبــــی، تکـرارپذیـــــری بـــالا، تعــــداد 
ــــد و ســهولت  کمتـــــر سـلولهای مـورد نیـاز بـرای رشـ
تشخیــــــص ســــلولهای رشــــــد یافتــــه در حـــــالت 

سوسپانسیون(11).  
ــر میرسـد کـه      با توجه به یافتههای سایر محققان، به نظ
تست MTT در برخــی مـوارد بـه دلیـل مـاهیت سـنجش از 
طریـق فعـالیت میتوکنـدری سـلولهای زنـده، درصـد بقـــای 
ــهای کلونـوژنیـک بـرآورد  سلولها را تا حدی بالاتر از روش

میکند(15و 16).  
    در ایـن مطالعـه از نمـک تـترازولیوم در بررسـی مقـــدار 
viability لنفوســیتها پــس از 24 و 48 ســــاعت، تعییـــن 

ــیز ارزیـابی  حساسیت پرتوی، برآورد مقدار D0 سلولها و ن
تکثیر استفاده شده است.  

ــات پـس از دورههـای کشـت      هر چند کـه درصدی از حی
مـورد نظـر حتـــی در ردههـای بـالای پرتودهـی مشــاهده 
ــا ایـن امـر بـه دلیــــل تأخیــــر  میشود(نمودار شماره 1)، ام
زمانی مـرگ ســلولهای آسـیب دیـده بـه دنبـال پرتـوگـیری 
طبیعـی به نظـر میرسد. بطوری که در دورههای طولانیتر 
ـــه  کشـت (5و 7 روزه) مقـدار OD نمونـهها بـه سـطح زمین
(Back Ground) نزول کرده و در واقع سلول زندهای باقی 

نمیماند.  
    پارامتر D0، شاخص حساسیت پرتوی گونــههای سـلولی 
مورد آزمایش بوده و از روی شیب قسمت خطی منحنی بقـا 

محاسبه میشود(17).  
    Stewart و همکـــارانش در ســـال 1988، ســـــلولهای 
لنفوسیتی را در وضعیتــهای مختلـف (تـابشدهی، تحریکـی، 
ـــا تکنیــک  عـادی و ترکیبـی از ایـن روشـها) قـرار داده و ب
فلوســایتومتری مقــدار D0 را در گســتره 2/4-0/6 گـــری 

تخمین زدند(18).  
    مقــــدار D0 بـرآورد شـــده بـرای لنفوســـیتها توســط 
Imada & Norimura در ســـال 1994 در حــدود 1/54-

0/72 گری بوده است(19).  

ــادل      روش آزمایشـی MTT در ایـن تحقیـق، مقـداری مع
1/44 گری را به عنوان D0 سلولهای لنفوسیتی ارائه کرد که 
ــای انجـام شـده در گذشـته، تـأییدی بـر  در مقایسه با کاره

صحت نتایج این تست میباشد.  
    با توجـه بـه یافتـههای آزمایشگاهــــی میتـوان از ایــن 
ــا تکـرارپذیـــری بـالا در تخمیـن  روش کم هزینه، ساده و ب
ــف سـلولی اسـتفاده  میزان حساسیت پرتوی گونههای مختل

کرد.  
ــی و ارزیـابی قـدرت تکثـیری سـلولهای      به منظور بررس
لنفوسیتی پس از پرتوگیری با اشــعه گامـا از روش تحریـک 
میتوژنی سلولها و مشاهده پاسخ همانندسازی آنها اسـتفاده 

شد.  
    نتایـــــج بـــــه دســـــت آمـــــده در قــالب درصــــد 
ــــد توانایـــــی  همانندسـازی بیـان کننــــده افــــت شدیــ
تکثیـــــر ســلولها در مقایســـــه بــا گـــــروه کنتــــــرل 
بخصوص در دوزهای بالا (30 و 40 گری) بوده است(نمودار 

شماره 3).  
ــه عــــدم وجــــود تفـاوت آمـاری قابــــل      با توجـــه ب
توجـه در یافتـههای تسـتهای MTT و BrdU و همخوانـــی 
بسیار مطلـــــوب ایــــن روشـها(نمـودار شـماره 4)، بـه نظـر 
ـــر دو تکنیــــک در بیـان کـاهش درصـد  میرســـد که هــ
ـــیری موفــق  تکثیـــر سـلولهای لنفوسیتــی پـس از پرتـوگ

بودهاند.  
    Rosen و همکارانـــــــش در ســــــال 1993 پاســـــخ 
میتوژنـــی سلولهــــا را بـــا روش رایــــج جـذب تیمیدیـن 
ـــورد بررســــی قــــرار داده و حداقـل دوز 30  پرتوزا مــ
گـری را بـرای توقـف کـامل پاســــخ تکثـیری و غیرفعـــال 
ــــت همانندســازی ســلولها بــه دســت  ساختــــن فعالیــ

آوردند(20).  
ـــد      اسـتفاده از 2 روش MTT و BrdU عـلاوه بـر تأییــ
نتایــــج مطالعـات انجـام شــــده از مزایـای سهولـــــت و 
سادگـــی انجام کار، هزینه نسبـــی پایینتر و ایمنی بیشــتر 
ـــو برخــوردار  بـه دلیـل عـــدم اسـتفاده از مـواد رادیواکتی

میباشد.  
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ــه همـواره کمتریــــن دوز تابشـــــی ممکـــن      از آنجا ک
ـــون  بـرای غیرفعـال ساختـــــن لنفوسیتهــــای آلاینـده خ
ــا مدتهـــا حداقـل  اهدایـــی مـــورد نظـــر بــوده اســت، ت
ـــرار  دوز 15 گــری بــه ایــن منظـــور مــورد اســتفاده ق

میگرفت(21).  
    نخستیــــن بررســـیهای دقیـــــق انجــام شــــده روی 
ــر  مکانیســـــم پاسـخگویـــی سـلولهای لنفوسـیتی در براب
ـــی پــس از پرتودهــی توســط Valerius و  عوامـل تحریک
همکارانـــش در سال 1981 انجــام شـد کـه حداقـل دوز 20 
ـــرح  گـری را بـرای غیرفعـال سـاختن کـامل لنفوسـیتها مط

نمود(22).  
ــــل گــــزارش وقــــــوع GVHD پـــــس از      بـــه دلیـ
استفاده از ایـــن دوز بــرای تابـــشدهــی فراوردههـــای 
خونــــی مقــــدار حداقــــل دوز فــــــوق زیــر ســــؤال 

رفت(23).  
    Pelzynski و همکارانــــــش در ســــــال 1994 بـــــا 
ــــخ  استفـــــاده از روش LD(limitimg dilution)، پاس
ـــی را مــــورد بررســـــــی قــــرار  سلولهــای لنفوسیتــ
دادنـــد و حداقـــــــل دوز 25 گــــــــری را پیشنهـــــــاد 

کردنـــد(24).  
    یافتـههای حاصــــل از بررسیهـــای پاســـــخ تکثــیری 
ــــن مطالعــــه،  ســلولها بــا 2 روش MTT و BrdU در ای
دوزهایـــی در محــــدوده 40-30 گـری را بـه منظـور غـیر 
ـــل لنفوسـیتها پیشـنهاد میکنـد کـه در  فعال ساختـــن کامـ
تأییــــد توصیـــههای قبلـــــی میباشـــــد و بــه نظــــر 
ــی  میرســـد که برای تابشدهــی خون و فراوردههای خون
ــیری از بــروز واکنــش مـرگبـار GVHD مناسـب  و جلوگ

باشد.  
ــــوان      به عنــــوان یــــک نتیجـهگیــــری کلــــی میتــ
ـــی اســت  گفـــت کـــه روش MTT assay، روش مناسبــ
ـــا  کـه در مـدت زمانــــی کوتـاه، بـا هزینــــه انــــدک و ب
ـــل مقایســـــه  قابلیـــت تکرارپذیـــری بالا، نتایجـــی قابــ
بــا روشـهای سـنتی بررسـی بقـای تابشـی سـلولها ارائــه 

میدهد.  

    منحنــــی بقـای سـلولهای لنفوسیتــــی فاقــد هـر نــوع 
ـــوده و D0 بـه دسـت آمـده در حـد 1/44 گـری  شانهای بــ

است.  
 BrdU و MTT ـــری سـلولها بـا 2 روش     پاســـخ تکثیــ
ـــری بـا اشعــــه گامـا، نشـان دهنــــده  پـــس از پرتوگیــ
حــذف فعالیـــــت تکثیـــری در دوزهــای 30 و 40 گــری 

میباشد.  
ــاصل از مطالعـات سـایر      بنابراین با توجه به یافتههای ح
محققان و نتــایج ایـن تحقیـق، گسـتره تابشـی 40-30 گـری 
برای غیرفعال ساختن لنفوسیتهای خون اهدایی و پیشـگیری 

از GVHD توصیه میگردد.  
 

تقدیر و تشکر 
ـــوژی دانشــکده پزشــکی،      با تشکــــر از گـروه ایمونول
سازمان انتقــال خـون، انستیتــــو کانسـر بیمارسـتان امـام 
خمینــی، بخــــش پیونـــد مغـــز اســـتخوان بیمارســـتان 
ــوم پزشـکی تـهران) و بخـش تحقیقـات  شریعتی(دانشگاه عل
کشاورزی مرکز SSDL (سازمان انرژی اتمی) که در انجام 
این پژوهش ما را یاری کردهاند و با سپاس از تمام افــرادی 
کـه بـه نوعـی در پیشـبرد ایـن راه دشـوار مـا را همراهـــی 

کردهاند.  
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EVALUATION AND MEASUREMENT OF COBALT-60 GAMMA-RAY FOR THE BLOOD
LYMPHOCYTES INACTIVATION

                                                  I                                                      II                                             III                             IV
A. Shirazi, Ph.D      H. Khadem Shariat, MSc       S.R. Mahdavi, MSc      F. Samiei, MD

                                                                                           V                                                 VI
 J. Hajati, Ph.D        K. Alimoghadam, MD

ABSTRACT
    Transfusion associated graft versus host disease(GVHD) is a serious clinical complication that occurs in
some cases after blood and blood products transfusion. The mortality ratio of this disorder is very high and
in over 90% of cases lead to patients’ death. The procedure routinely used to inhibit GVHD is inactivation
of donor blood lymphocytes and prevention of their proliferation in recipients. Gamma radiation is
currently the only recommended method for GVHD prevention. In spite of vast studies in this
field,effective dose for completely inactivation of lymphocytes is not known. In this study, the effect of
γ-ray of teletherapy cobalt machine (mean energy of γ-ray is 1.25 MeV) on lymphocytes viability and
proliferation was investigated. Lymphocytes were isolated from normal donor blood and irradiated at
doses ranging from 500 to 40000 cGy of γ-ray. Cell viability after 24 and 48 hours in each dose step, was
evaluated by colorimetric tetrazolium method (MTT). MTT and BrdU assays were used to assess the
response of lymphocytes proliferation with PHA mitogen. By inceasing dose of gamma radiation, cell
viability and proliferation function were decreased. In high level of dose and longer time of culture, this
effect was observed well. Do value estimation by MTT colorimetric assay was 1.44 Gy. Statistical
analysis by t-test method was not significant (P>0.05) and decrease in irradiated cell proliferation was
similar for two assays. By paying attention to decreased proliferative function in high level of irradiation,
the range of 3000-4000 cGy of γ-ray is recommended for blood lymphocytes inactivation.

Key Words:    1) GVHD   2) MTT assay    3) BrdU    4) PHA    5) Blood irradiation
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