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Abstract 
Objective: In order to achieve the best therapeutic strategy with which to treat multiple 
myeloma (MM), it is necessary to understand the molecular mechanisms of myeloma cell 
growth. In addition to genetic defects, the bone marrow microenvironment (BMM) plays a 
primary role in MM pathophysiology. For many years, interleukin-6 (IL-6) was considered 
to be a central growth factor in myeloma cells. However, recent evidence indicates that 
increasing numbers of cytokines enhance myeloma cell growth in BMM. In this study, we 
investigated the possibility that leptin could be a member of cytokine network that supports 
myeloma cells.
Materials and Methods: The expression of leptin and its receptors in cell lines, bone mar-
row (BM) and mononuclear peripheral blood (PB) were analysed by RT-PCR. Additionally, 
leptin serum levels were analysed by ELISA and the effect of leptin on growth of cell lines 
by cell culture.
Results: According to our results,leptin and its receptors were expressed in cell lines, 
myeloma BM and PB mononuclear cells (MNC). However the PB mononuclear cells of 
treated myeloma patients did not express leptin and differed in the expression of leptin 
receptors. Acute lymphoid leukemia, B-blasts (B-ALL) did not express leptin and its re-
ceptors. Untreated myeloma and B-ALL patients had high and low levels of leptin in their 
serum, respectively. Recombinant exogenous leptin enhanced the growth of RPMI8866 
but did not affect the growth of U266 and Jurkat.
Conclusion: Regarding this study and the findings of other studies, leptin may play a role 
in MM pathophysiology. Therefore leptin and its receptors might be analysed as a thera-
peutic target for myeloma BMM.
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چكيده 
سلول هاي  حيات  حفظ  در  كننده  شركت  سايتوكايني  شبكه  از  عضوي  عنوان  به  لپتين  احتمالي  نقش  بررسي  هدف:   *

مايلومايي
در  آن  گيرنده هاى  و  لپتين  ژن هاى  بيان  ارزيابى  براى   RT-PCR تكنيك هاى  از  مطالعه  اين  در  روش ها:  و  مواد   *
ميزان  اندازه گيرى  براى   ELISA مايلومايى،  بيماران  محيطى  خون  و  استخوان  مغز  نمونه هاى  هسته اى  تك  سلول هاى 
استفاده  in vitro در  سلولى  رده هاى  رشد  بر  لپتين  اثر  بررسى  منظور  به   Cell Culture از  و  بيماران  اين  سرم  لپتين 

است.  شده 
و  لپتين  نشده  درمان  مايلومايى  بيماران  محيطى  خون  و  استخوان  مغز  تك هسته اي هاى  و  سلولى  رده هاى  يافته ها:   *
در  دادند.  نشان  را  گيرنده ها  از  متفاوتى  بيان  نكرده،  بيان  را  لپتين  شده  درمان  بيماران  اما  نمودند  بيان  را  آن  گيرنده هاى 
لپتين  ميزان  نگرديد.  مشاهده  هايش  گيرنده  و  لپتين  بيان   (Acute lymphoid leukemia, B-blasts; B-ALL) بلاست هاى 
سلولى  رده  رشد  افزايش  سبب  لپتين   . دادند  نشان  كاهش  و  افزايش  ترتيب  به   B-ALL و  مايلوما  مالتيپل  بيماران  سرم 

Jurkat اثرى نداشت. RPMI8866 گرديد، اما بر رشد رده هاى سلولى U266 و 
* نتيجه گيري: با توجه به يافته هاى فوق، ممكن است لپتين در پاتوفيزيولوژى مالتيپل مايلوما نقش داشته باشد و بتوان لپتين و 

گيرنده هايش را به عنوان يكى از هدف هاى درمانى، مورد مطالعه قرار داد.
U266 كليدواژگان: مالتيپل مايلوما، لپتين، رده سلولي *

مقاله اصيل

مقدمه
مالتيپل مايلوما (Multiple Myeloma) يك نوع بدخيمى پلاسما 
سل است كه حدود 10درصد ازسرطان هاى خون را به خود اختصاص 
مى دهد و از نظر شيوع، دومين سرطان خون بعد از لنفوم غيرهوجكين 
مى باشد. بيماران مبتلا به مايلوما از استئوپروز و درد شديد استخوان رنج 
مي برند. از ديگر علائم مايلوما مي توان به ترشح فاكتورهاى فعال كننده 
از   (Osteoclast Activating Factor; OAF) استئوكلاست ها 
افزايش  دليل  به  كليه  عملكرد  در  نقص  بدخيم،  پلاسماسل هاى 
كلسيم خون و دفع پروتئين بنس جونس، كم خونى به دليل اختلال در 
هماتوپوييسيس در نتيجه جاى گيرى سلول هاى بدخيم در مغز استخوان 
ايمونوگلبولين هاى  انبوه  بودن  ناكارآمد  دليل  به  مكرر  عفونت هاى  و 

توليد شده، اشاره نمود (1-3).
آسيب هاى  توسط  مايلوما  مالتيپل  كه  است  اين  بر  اعتقاد 
قرارگيرى  سبب  كه  كروموزومى  جابه جايى هاى  مانند  ژنتيكى 
مي شود،  ايمونوگلوبولين  زنجيره هاي  سازنده  ژن  كنار  در  آنكوژن 
دنبال  به  را  آنكوژن  بيان  افزايش  جابه جايي  اين  مي گردد.  ايجاد 
سلول  رشد  و  بقا  حفظ،  سبب  كه  سيگنال هايي  داشت.  خواهد 
مي باشند،  آپوپتوز  سبب  كه  سيگنال هايي  و  مي شود  تحريك  شده، 

.(4-7) مي گردند  غيرفعال 
اينترلوكين-6  مايلوماسل ها  رشد  فاكتور  شناخته شده ترين 
بسيار  نقش  مى شود  تصور  كه  مى باشد   (Interlukin-6; L-6)
مى كند  ايفا  مايلومايى  سلول هاى  بدخيم  ورشد  پاتوژنز  در  را  مهم 

JAK/ سيگنال  انتقال  سبب   IL-6 توسط  سلول ها  تحريك   .(9  ،8)
 STAT3 فسفريلاسيون  و   IL-6 گيرنده    gp-130 طريق  از   STAT
بدخيم  سلول هاى  در  پيوسته  سيگنال  انتقال  راه  اين  مى گردد. 
 U266 مانند  مايلومايى  سلولى  رده هاى  برخى  و  مايلومايى  بيماران 
ژن  كه  موش هايى  كه  است  شده  داده  نشان   .(9-12) است  فعال 
پلاسماسل هاى  توسعه  توانايى  است،  شده  سركوب  آنها   IL-6
راه  اين  بالقوه  اهميت  مشاهدات  اين   .(13) ندارند  را  تومورى 
انتقال سيگنال واثر ضد آپوپتوز آن را نشان مى دهد و آن را هدف 
آزمايشات  نتايج  اما  مى دهد.  قرار  درمانى  مداخلات  براى  اصلى 
كننده  نااميد   IL-6 كننده  ممانعت  آنتى بادى هاى  با  اوليه  كلينيكى 
نشده  داده  شرح  آنها  براى  توجهى  قابل  كلينيكى  نتايج  و  بوده 
گيرنده   كه  مايلومايى  سلول هاى  نتايج،  اين  با  سازگار   .(14) است 
استروماى  سلول هاى  با  هم كشتى  در  است،  شده  بلوكه  آنها   IL-6
را   IL-6 اساسى  نقش  نتايج  اين   .(10) مى مانند  زنده  استخوان  مغز 
سيگنال  انتقال  راه هاى  مى كند  پيشنهاد  و  داده  قرار  سوال  مورد 
بقاى  بر   IL-6 توسط  شده  فعال  سيگنال  انتقال  راه  بر  علاوه  ديگرى 
راه هاى  جزيى  بررسى هاى  مى گذارد.  اثر  مايلومايى  سلول هاى 
بر  علاوه  مايلومايى  سلول هاى  در  كه  كردند  آشكار  سيگنال  انتقال 
 Ras/MAPK سيگنال  انتقال  راه   ،JAK/STAT سيگنال  انتقال  راه 
MAPK را نيز فعال  IL-6 مى تواند مسير  نيز فعال است؛ هر چند كه 
بلوكه  را   STAT3 فسفوريلاسيون   IL-6 گيرنده   نمودن  بلوكه  كند، 
STAT3 از  MAPK ندارد؛ بنابراين  مى نمايد اما اثرى بر فعال سازى 
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MAPK توسط مكانيزم هاى  IL-6 به گيرنده اش و راه  طريق اتصال 
.(10) مى گردد  فعال   IL-6 به  غيروابسته  و  وابسته 

بلوكه نمودن راه MAPK به تنهايى اثرات ممانعتى بسيار كمى بر 
رشد وحيات سلول هاى مايلومايى دارد. اما به طور قطع ممانعت از هر 
آپوپتوز  سبب   Ras/MAPK و   JAK2/STAT3 سيگنال  انتقال  راه  دو 
حضور  در  رشد  حال  در  كه  هنگامى  حتى   . مي گردد  سلول ها  اين 
نقش  دهنده  نشان  امر  اين  هستند.  استخوان  مغز  استروماى  سلول هاى 
در   Ras/MAPK و   JAK2/STAT3 سيگنال  انتقال  راه  دو  هر  مستقل 

رشد و حيات سلول هاى مايلومايى است (10). 
كه  ديگرى  مركزى  مدياتورهاى  و  سيگنال  انتقال  راه هاى 
مايلومايى  سلول هاى  بقاى  و  حيات  به  است  شده  گزارش  اواخر 
 .Wnt, Notch, PI3K/Akt, NF-kB :كمك مى كند كه عبارتند از
محيط  ريز  آنكوژنيك،  موتاسيون هاى  بر  علاوه  كه  است  واضح 

در  سيگنال  انتقال  راه هاى  از  اى  شبكه  نمودن  فعال  در  استخوان  مغز 
سلول هاى مايلومايى، نقش دارد كه نتيجه آن حفظ بقاى اين سلول ها 
انتقال  راه هاى  كه  امر  اين  علت   .(1 مى باشد (شكل  تومور  وپيشرفت 
ناشناخته  زيادى  حدود  تا  هستند،  مرتبط  يكديگر  با  چگونه  سيگنال 

مانده است (15-18). 
و  سايتوكاين ها    IL-6 بر  علاوه  كه  است  داده  نشان  مطالعات 

فاكتورهاى رشد ديگرى مانند:
Insulin-Like Growth Factor 1 (IGF-1), Vascular Endothe-
lial Growth Factor (VEGF), Tumor Necrosis Factor Al-
pha (TNF-α), Transforming Growth Factor Beta (TGF-β), 
Stromal Cell-Derived Factor 1Alpha (SDF-1α), B-Cell 
Stimulating Factor 3 (BSF-3), Fibroblast Growth Factor 
(FGF), Interleukin-21 (IL-21)

لپتين و مايلوما

شكل 2: نقش سايتوكاين ها در حفظ بقا و رشد سلول هاى مايلوما

شكل 1: ريزمحيط مغز استخوان در مالتيپل مايلوما
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به عنوان بخشى از عوامل پاتوژنز در مالتيپل مايلوما مطرح مى باشد. 
اين  سايتوكاين ها از سلول هاى استرومايى، اندوتليالى، استئوكلاست ها 
سلول هاى  مهاجرت  و  رشد  بقا،  شده،  ترشح  مايلومايى  سلول هاى  و 
مايلومايى و هم چنين رگ سازى در ريز محيط مغز استخوان را افزايش 
به  مايلومايى  سلول هاى  در  موثر  مرگ  القاى  جهت  بنابراين  مى دهند. 
جاى ممانعت از يك راه يا سايتوكاين خاص مي بايست شبكه پيچيده 
راه هاى انتقال سيگنال در ريزمحيط مغز استخوان مورد هدف درمانى 

قرار گيرد (شكل 2).
سايتوكاين هاى  در اين مطالعه با توجه شباهت ساختمانى لپتين به 
به  آن  گيرنده  ساختمانى  شباهت   ،IL-6 مانند  مارپيچى  بلند  زنجيره  با 
كردن  فعال  در  لپتين  توانايى   ،(gp-130) IL-6و  سايتوكاينى  خانواده 
در  لپتين  سرمى  ميزان  افزايش  و   MAPK و   JAK/STATراه هاى
بيماران مالتيپل مايلوما را داراست. احتمال اينكه لپتين عضوى از شبكه 
باشد،  مايلومايى  سلول هاى  رشد  و  بقا  در  كننده  شركت  سايتوكاينى 

مورد بررسى و بحث قرار گرفته است.
طور  به  است؛  آمينه  اسيد   167 با  كيلودالتوني   16 پپتيدي  لپتين 
در  آن  اساسى  نقش  و  مي شود  توليد  آديپوسايت ها  توسط  عمده 
بالانس انرژى بدن مى باشد به اين مفهوم كه از طريق گردش خون 
به مغز رفته و در آنجا بر روى گيرنده هاى خود درهيپوتالاموس اثر 
ساختمانى  شباهت هاى  لپتين  مى گردد.  اشتها  كاهش  سبب  نموده 
مارپيچى  بلند  زنجيره  با  سايتوكاينى  خانواده  اعضاى  با  توجهى  قابل 

مانند:
Leukemic Inhibitory Factor (LIF), Ciliary Neurotrophic 
Factor (CNTF), Oncostatin-M (OSM), Cardiotrophin-1 
(CT-1), IL-6, IL-11, IL-12

داراست. لپتين از طريق گيرنده هاى داخل غشايى كه شباهت ساختمانى 
يك كلاس  سايتوكاينى  گيرنده هاى  سيگنال  دهنده  انتقال  جز  به 

(gp-130) مانند گيرنده هاى
Prolactin, Erythropoitin G-csf, Growth Hormon (GH), 
IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, Leukemic Inhibitory Factor (LIF) 

را نشان مى دهد، از طريق فعال نمودن را ه هاى انتقال سيگنال مختلف 
مانند JAK/STAT, MAPK, PI3K عمل مى كند.

عمل  بافتها  همه  در  كاره  چند  سايتوكاين  يك  عنوان  به  لپتين 
مى كند. به همين دليل در عملكردهاى سلول هاى مختلف درگير است. 
رگ سازي  توليدمثل (20)،  در  بدن (19)،  توده  كنترل  بر  علاوه  لپتين 
زخم  بهبود   ،(25-27) هماتوپوييسيس   ،(22-24) ايمني زايي   ،(21)
 ،(33) قلبي-عروقي  عملكرد  و   (29-32) استخوان  بازسازي   ،(28)

داراى عملكرد است.

مواد و روش ها 
تهيه نمونه ها
رده هاى سلول

رده هاى سلولى: 
1. U266 (Myeloma)
2. RPMI 8866 (B-Lymphoid Leukemia) 
3. Jurkat (T cell-Leukemia) 
4. 937 (Histiocytic lymphoma)

در محيط كشت RPMI1640، در حضور پني سيلين (100 واحد در 
 Fetal) ميلي ليتر) و استرپتومايسين (100 ميكروگرم در ميلي ليتر) و 10درصد
Bovin Serum (FBS در انكوباتور 37 درجه سانتي گراد و Co2 5 درصد 

در فلاسك هاي  T25 وT75 با رعايت شرايط استريل كشت داده شد.

نمونه هاى بيماران 
بيماران  محيطى  خون  و  استخوان  مغز  آسپيراسيون  نمونه هاى 
تهران  شريعتى  بيمارستان  استخوان  مغز  پيوند  بخش  به  كننده  مراجعه 
شماره  پزشكى  اخلاق  كميته  مجوز  و  بيماران  رضايت  اساس  بر 
Ethylene Diamine Tetra Acetic Acid 150/82859 در ضد انعقاد

(EDTA) به ميزان 1/2 ميلى گرم به ازاى هر ميلى ليتر خون در لوله هاى 
فالكون)  (لوله هاى  ميلى ليترى   15 استريل  دار  پيچ  در  پلاستيكى 

گرفته شد. 
نمونه هاى بيماران شامل: 

1. نمونه آسپيراسيون مغز استخوا ن و خون محيطى افرادمبتلا به مالتيپل مايلوما
2. نمونه آسپيراسيون مغز استخوان و خون محيطى دو فرد سالم

به فردمبتلا  دو  محيطى  خون  و  استخوان  مغز  آسپيراسيون  نمونه   .3
فرد  يك  و   (B-ALL)  Acute lymphoid leukemia, B-blasts

(AML) Acute Myeloid leukemia درمان شده

استخراج RNA رده هاى سلولى و تك هسته اي هاى مغزاستخوان
كشت محيط  در  سلولى  رده هاى   ،RNA استخراج  براى 

سانتي گراد  درجه   37 انكوباتور  در  10درصد   FBS با   RPMI1640
به 106×1  آنها  تعداد  اينكه  از  پس  شدند.  داده  كشت  درصد   5 Co2 و 
شد.  تهيه  سلولى  رسوب  آنها  از  رسيد،  كشت  محيط  ميلى ليتر  هر  در 
در  كه  نيز  محيطى  خون  و  استخوان  مغز  نمونه هاى  تك هسته اي هاى 
اساس بر   Ficol-Paque وسيله  به  بودند،  شده  تهيه   EDTA انعقاد  ضد 

روش  با  سپس  شدند.  جدا   Gradient Centrifugation Density
تريزول RNA آنها استخراج شد. به طور خلاصه، پس از اضافه نمودن 
تريزول (106×1 سلول بر ميلي ليتر/ 1ml trizol) به مدت 15 ثانيه كاملا 
ورتكس نموده، 5 دقيقه در دماى اتاق قرار داده، دوباره ورتكس گرديد. 
 1 هر  ازاى  به  كلروفرم  ميلي ليتر   0/2 ميكروتيوب  هر  به  بعد  مرحله  در 
با  شدت  به  بسته،  محكم  را  تيوب ها  درب  شد.  اضافه  تريزول  ميلي ليتر 
اتاق  دماى  در  دقيقه   3 داده،  تكان  ثانيه  مدت 15  به  ورتكس  يا  دست 
سانتى گراد  درجه  دماى 4  در  دقيقه  مدت 15  به  سپس  گرديد.  اينكوبه 
با نيروى 12000 دور در دقيقه سانتريفيوژ شد. فاز آبى را به يك تيوب

RNase Free جديد منتقل نموده، به ازاى هر 1 ميلي ليتر تريزول اوليه 0/5 
ميلي ليتر ايزوپروپانول اضافه گرديد. محتوى لوله ها را به خوبى مخلوط نموده، 
در دماى اتاق به مدت 10 دقيقه قرار داده سپس به مدت 10 دقيقه با نيروي 
12000 دور در دقيقه (بيشتر نباشد) در دماى 4 درجه سانتى گراد سانتريفيوژ 
به  درصد  اتانول 75  ميلي ليتر  حداقل 1  با  يك بار  را   RNA پلاك  شد. 
ازاى هر 1 ميلي ليتر تريزول اوليه (سمپل به طور كامل با دست يا ورتكس 
مخلوط گردد) با نيروى 7500 دور در دقيقه به مدت 5 دقيقه در دماى 4 
درجه سانتى گراد جهت شست و شو سانتريفيوژ گرديد. سپس بدون اينكه 
پلات RNA حل شود، مايع رويى تا جايى كه امكان داشت خالى گرديد، 
پلات RNA را در داخل ميكروتيوب به مدت 10 دقيقه در دماى اتاق 
قرار داده، قبل از اينكه به طور كامل خشك شود. (خشك شدن كامل 
پلات RNA مى تواند سبب كاهش حلاليت آن گردد)، RNA را در آب 
RNase Free (به طور مثال 20 ميكروليتر) به وسيله پر و خالى كردن آن 
با پى پت حل شد. در پايان ميكروتيوب حاوى RNA به مدت 10 دقيقه 
در دماى 55 تا 60 درجه سانتى گراد قرار داده شد. RNA در 80- درجه 

سانتى گراد نگهدارى مى شود.
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RT-PCR بررسى بيان ژن لپتين و گيرنده هاى آن به روش
RNA از cDNA سنتز

با استفاده از كيت cDNA سازى خريدارى شده از شركت فرمنتاز بر 
اساس دستورالعمل شركت سازنده كيت از RNA ،cDNA ساخته شد.

 10 به   1 نسبت  به   Random Hexamer ابتدا  خلاصه،  طور  به 
با آب مقطر رقيق شد. در مواردى كه غلظت RNA پايين باشد، آب 
مى گردد  استفاده   RNA ميكروليتر   9 آب،  جاى  به  نمى شود  استفاده 

(مقدار مورد نياز RNA براى سنتز cDNA، 2-1ميكروگرم مى باشد).
سپس Master Mix به نسبت زير تهيه گرديد:

2μl dNTP + 1μl RNAse inhibitor + 1μl Reverse Tran-
scriptase + 4μl 5x Buffer

به جز موارد استتثناء 9 ميكروليتر از Random Hexamer رقيق 
شده را در يك ميكروتيوب ريخته و 2 ميكروليتر RNA به آن اضافه 
گرديد، ميكروتيوب را 3 دقيقه در 70 درجه سانتى گراد اينكوبه نموده، 
سپس بلافاصله روى يخ قرار داده شد، Master Mix را به آن اضافه 
نموده و مخلوط گرديد و 15 تا 30 ثانيه Spin شد، 5 دقيقه در دماى 
اتاق قرار داده شد، سپس به مدت يك ساعت در 42 درجه سانتى گراد 
تا   10 مدت  به  ميكروتيوب  واكنش  به  دادن  پايان  براى  شد.  انكوبه 
درجه   99 در  دقيقه   5 مدت  به  يا  سانتى گراد  درجه   70 در  دقيقه   15

سانتى گراد قرارداده شد. cDNA در دماى 20- نگهدارى مى شود.
 

 PCR
بيان ژن هاى لپتين و گيرنده هاى نوع بلند و كوتاه لپتين با پرايمرهاى 
اختصاصى زير و شرايط ذكر شده در (جدول 1) با روش PCR بررسى شد.

پرايمرهاى لپتين:
Forward : 5'- GAC TTC TAT TCC TGG GCT CCA CC -3' 
Reverse : 5' - CCT GAA GCT TCC AGG ACA CC -3'

:(long OB-R) پرايمرهاى گيرنده نوع بلند
Forward : 5'- CCA GAA ACG TTT GAG CAT CT -3' 
Reverse : 5'- CAA AAG CAC ACC ACT CTC TC -3'

:(short OB-R) پرايمرهاى گيرنده نوع كوتاه
Forward : 5'- GAC TCG TTG TGC AGT GTT CAG -3' 
Reverse : 5'- TGG CAC ATT GGG TTC ATC-3' 

پرايمرهاى بتا اكتين (β-Actin) (كنترل داخلى):
Forward : 5'- CTGGCCGGGACCTGACTGA-3' 
Reverse : 5'- TCA GGC AGC TCG TAG CTC TTC-3' 

PCR جدول 1: شرايط و اندازه محصولات
Gene Anealing

tempretuare
Number
of cycles

size of 
target 
bands

Leptin 61°C 35 (235 bp)

Long OB-R 55°C 35 (609 bp)

Short OB-R 59°C 35 (720 bp)

GAPDH 57°C 35 (224 bp)

β-Actin 59°C 35 (190 bp)
 

اندازه گيرى ميزان لپتين
مايلوما  مالتيپل  به  مبتلا  افراد  پلاسماى  لپتين  ميزان  مقايسه  براى 
با   ALL-B فرد  دو  و  بيمارمايلومايى  سه  محيطى  خون  نمونه   ،ALL و 
سانتريفيوژ با نيروى 1800 دور جدا شد و ميزان لپتين آن به روش اليزا 

با كيت Biovender اندازه گيرى شد. هم چنين محتويات فلاسك هاى 
حاوى رده هاى سلولى مايلومايى U266 و لنفوييدى RPMI 8866 در 
دور  با  داده  انتقال  فالكون  لوله  به  را  استريل  شرايط  در  لگاريتمى  فاز 
رويى مايع  سپس  شد  سانتريفيوژ  درجه   4 دماى  در  دقيقه  در   1200

به  آن  لپتين  ميزان  نموده،  جمع آورى  را   (Condition Media; CM)
روش الايزا با كيت Biovender اندازه گيرى شد.

بررسى اثر لپتين بر رشد رده هاى سلولى
تعداد  به   ،U266 و   RPMI ،Jurkat  8866 سلولى  رده هاى   
 RPMI كشت  محيط  در  خانه اى   24 پليت هاى  در  ميلي ليتر   20000
و  حضور  در  سانتي گراد  درجه   37 درصد،   5  Co2 درصد،   2  ،FBS
شركت از  شده  خريدارى  انسانى  نوتركيب  تجارتى  لپتين  حضور  عدم 

Sigma-Aldrich با غلظت هاى مختلف كشت داده شدند و تعداد آنها 
سلولى  رده هاى  برروى  لپتين  اثر  بررسى  از  قبل  شد.  شمارش  روز  هر 
نمكي  بافر  در  درصد   0/4 تريپان بلوى  با  سلول ها   Viability پليت،  در 

فسفات، بررسي شد كه طي آن سلول ها 100درصد زنده بودند.

يافته ها 
بيان لپتين و گيرنده هاى آن 

جهت بررسى بيان لپتين و گيرنده هاى آن در نمونه ها شامل رده هاى 
افراد  و  بيماران  خون  و  استخوان  مغز  هسته اى  تك  سلول هاى  و  سلولى 
هر  سلول هاى  از  شده  استخراج   RNA از   cDNA تهيه  از  پس  نرمال، 
نمونه، با پرايمرهاى اختصاصى لپتين و گيرنده هاى نوع بلند و كوتاه آن 
آنها  سكانس  داخلى)كه  كنترل   GAPDH) يا پرايمرهاى β-Actin و  و 
 PCR ،در بخش مواد و روش ها ذكر شده است، در دستگاه ترموسايكلر
انجام شد و پس از الكتروفورز محصولات PCR و عكس بردارى از ژل ها 

با دستگاه Gel Digital Documentation نتايج به شرح زير بود: 

بيان لپتين و گيرنده هاى آن دررده هاى سلولى
در رده هاى سلولى مورد مطالعه: 

U266 (Myeloma), RPMI 8866 (B-Lymphoid Blastoma), 
U937 (Histiocyti lymphoma), Jurkat (T cell-Leukemia)  

لپتين و گيرنده هاى نوع بلند و كوتاه آن، بيان گرديد.
شده  ساخته  cDNAهاى  تمام   GAPDH يا  و   β-Actin هم چنين 

مثبت بود (شكل 3).
 

مغز  تك هسته اي  سلول هاي  در  آن  گيرنده هاى  و  لپتين  بيان 
استخوان افراد مبتلا به مالتيپل مايلوما

سلول هاى تك هسته اى مغز استخوان پنج بيمار مايلومايى و هم چنين 
سلول هاى تك هسته اى خون محيطى يك بيمار مايلومايى لپتين و هر دو 

نوع گيرنده  لپتين را بيان نمودند (شكل 4).

مغز  هسته اى  تك  درسلول هاى  آن  گيرنده هاى  و  لپتين  بيان 
فرد  با  آن  مقايسه  و  شده  درمان  مايلومايى  بيماران  استخوان 

مايلومايى درمان نشده
كورتيكواستروييدها  و  تاليدومايد  با  درمان  تحت  مايلومايى  بيماران   
لپتين را بيان نكردند و بيان متفاوتى از گيرنده ها را نشان دادند؛ به اين 
معنا كه يا هر دو نوع گيرنده ، يا هيچ كدام ويا تنها يك نوع گيرنده  را 

بيان نمودند (شكل 5). 
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(a)

    

(c)(b)

(d) (f)(e)

مغز  تك هسته اى  سلول هاى  در  آن  گيرنده هاى  و  لپتين  بيان   :4 شكل 
سلول هاى   :(a, b, c, d, e) مايلوما.  مالتيپل  به  مبتلا  افراد  استخوان 
تك  سلول هاى   :(f) مايلومايى.  بيمار  پنج  استخوان  مغز  هسته اى  تك 

هسته اى خون محيطى يك بيمار مايلومايى.

(a) (c)(b)

(d) (f)(e)

استخوان  مغز  گيرنده هاى آن در تك هسته اي هاى  لپتين و  بيان  شكل 5: 
افرد مايلومايى درمان شده و مقايسه آن با فرد مايلومايى تازه تشخيص 
مايلومايى،  بيمار  استخوان  مغز  تك هسته اى  سلو ل هاى   :a شده.  داده 
شده  درمان  مايلوماى  مالتيپل  بيمار  استخوان  مغز  تك هسته اي هاى   :b
بيماران  استخوان  مغز  تك هسته اي هاى   :c, d, e, f ،عود به  مشكوك  و 

مالتيپل مايلوماى درمان شده.

                                     

224bp (GAPDH)  

 

720bp (Short Receptor)  

Long Receptor)(  609bp  

Leptin)(235bp 

700bp 

600bp 

200bp 

(a) (b) (c) (d)

شكل 3: بيان لپتين و گيرنده هاى آن در رده هاى سلولى 
.(d: U937 ،c: Jurkat ،b: RPMI 8866 ،a: U266)
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مغز  هسته اى  تك  سلول هاى  در  آن  گيرنده هاى  و  لپتين  بيان 
استخوان دو فرد B-ALL درمان نشده و يك فرد AML درمان شده 

تك هسته اي هاى مغز استخوان بيمار B-ALL pre با شمارش96درصد 
بلاست، لپتين و گيرنده  نوع بلند را بيان نكردند و تنها گيرنده  نوع كوتاه 
را بيان نمودند. تك هسته اي هاى مغز استخوان بيمار B-ALL با شمارش 
نمودند  بيان  را  لپتين  گيرنده   نوع  دو  هر  و  لپتين  بلاست،  درصد   35
بيان  را  لپتين  شده  درمان   AML بيمار  استخوان  مغز  تك هسته اي هاى  و 

نكردند ولى هر دو نوع گيرنده  را بيان نمودند (شكل 6).

(a) (c)(b)

 

مغز  هسته اى  تك  درسلول هاى  آن  گيرنده هاى  و  لپتين  بيان   :6 شكل 
استخوان دو فرد B-ALL و يك فرد AML درمان شده. a: تك هسته اي هاى 
 :b بلاست.  درصد   96 شمارش  با   B-ALL pre بيمار  استخوان  مغز 
درصد   35 شمارش  با   B-ALL بيمار  استخوان  مغز  تك هسته اي هاى 

بلاست c: تك هسته اي هاى مغز استخوان بيمار AML درمان شده.
 

خون  تك هسته اي  سلول هاي  در  آن  گيرنده هاى  و  لپتين  بيان 
محيطى و مغز استخوان افراد نرمال

تك هسته اي هاى خون محيطى و مغز استخوان افراد نرمال، لپتين و 
هر دو نوع گيرنده  لپتين را بيان نمودند (شكل 7).

 

(d)(a) (c)(b)

شكل 7: بيان لپتين و گيرنده هاى آن در تك هسته اي هاى مغز استخوان 
دو  محيطى  خون  تك هسته اي هاى   :b و   a نرمال.  فرد  محيطى  خون  و 
 :d و   c مى كنند.  بيان  را  لپتين  گيرنده   نوع  دو  هر  و  لپتين  نرمال  فرد 
تك هسته اي هاى مغز استخوان دوفردنرمال لپتين و هر دو نوع گيرنده  

لپتين را بيان مى كنند.
 

ميزان لپتين پلاسما 
ميزان لپتين پلاسماى خون محيطى بيماران مايلومايى بيشتر از بيماران 
B-ALL بوده و در CM رده هاى سلولى مايلومايى U266 و لنفوييدى 

RPMI8866 ميزان لپتين با روش الايزا صفر بوده است (جدول 2). 

جدول 2: مقدار لپتين پلاسماى نمونه ها

نمونه MM MM MM ALL ALL U266 RPMI
8866

مقدارلپتين 
برحسب 

نانوگرم بر 
ميلي ليتر

3/7 3/9 2/4 0/8 0/1 0 0

اثر لپتين بر رشد رده هاى سلولى
B نوع  لنفوييدى  سلولى  رده  پروليفراسيون  و  بقا  رشد،  بر  لپتين 

و  بقا  رشد،  بر  اما   (1 (نمودار  بود  موثر  دوز  به  وابسته   (RPMI8866)
سلولى  رده  و   (2 (نمودار   U266 مايلومايى  سلولى  رده  پروليفراسيون 

لنفوييدى نوع (T Jurkat) (نمودار 3) اثرى نداشت.
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بحث
توسط  آن  گيرنده هاى  و  لپتين  كه  شد  داده  نشان  تحقيق  اين  در 
تك هسته اي هاى مغز استخوان افراد مايلومايى و رده سلولى مايلومايى 
Jur-)  T نوع  لنفوييدى   ،(B RPMI8866) نوع  لنفوييدى   ،U266

ممكن  بنابراين  مى گردد.  بيان   U937 هيستيوسيتى  لنفوماى  و   (kat
است لپتين در لوكميا نقش داشته باشد. به اين دليل كه منوكليارهاى 
بيان  را  لپتين  مطالعه  مورد  شده  درمان  مايلومايى  افراد  استخوان  مغز 
كه  مفهوم  اين  به  دادند؛  نشان  گيرنده ها را  متفاوتى از  بيان  نكردند و 
تنها  بعضى  گيرنده ها،  از  هيچ كدام  برخى  گيرنده،  نوع  دو  هر  بعضى 
گيرنده نوع بلند و بعضى تنها گيرنده نوع كوتاه را بيان نمودند. شايد 
كه  هم چنان   (Thalidomide) تاليدومايد  كه  كرد  نتيجه گيرى  بتوان 
استرومايى ممانعت نموده،  مايلومايى و  از بر هم كنش بين سلول هاى 
بر  و  مى كند  مهار  را   IL-6 و   TNF-α مانند  سايتوكاين هايى  توليد 
شركت  دليل  به  و  دارد  مهارى  اثر  نيز  آن  گيرنده هاى  و  لپتين  بيان 
لپتين در رگ سازى ممكن است بخشى از اثر ممانعتى تاليدومايد در 

رگ سازى مربوط به مهار لپتين باشد. 
داراى  و  لوكميا  پلاسماسل  مطالعه،  مورد  ازنمونه هاى  يكى 
و  لپتين  بيان  بررسى  بود؛  محيطى  خون  در  سل  پلاسما  درصد   20
بيمار  اين  محيطى  خون  تك هسته اي هاى  روى  بر  آن  گيرنده هاى 
انجام گرفت. نتايج بيان لپتين و گيرنده هاى آن در تك هسته اي هاى 
رنگ  شدت  مقايسه  از  شد.  داده  نشان  بيمار  اين  محيطى  خون 
محيطى  خون  تك هسته اي هاى  در  گيرنده هايش  و  لپتين  باندهاى 
فرد  محيطى  خون  تك هسته اي هاى  و  لوكميا  پلاسماسل  مورد  اين 
نرمال، ديده مي شود كه شدت رنگ اين باندها در فرد نرمال بسيار 
ضعيف تر است و اينكه يك مطالعه ميزان بيان لپتين و گيرنده هايش 
Real Time- توسط  نرمال  افراد  محيطى  خون  تك هسته اي هاى  در 

PCR را بسيار پايين نشان داده است (34) شايد بتوان نتيجه گرفت 
مى كنند.  بيان  را  گيرنده هايش  و  لپتين  مايلومايى  سلول هاى  كه 
هم  گيرنده هايش  و  لپتين  بيان  احتمال  استخوان  مغز  در  بنابراين 
وجود  استخوان  مغز  ريزمحيط  هم  و  مايلومايى  سلول هاى  توسط 
استخوان  مغز  از  پلاسماسل ها  كردن  جدا  در  موفقيت  احتمال  دارد. 
مقايسه  و  درصد)   1-4) آن  كم  بسيار  تعداد  دليل  به  نرمال  افراد 
افراد  پلاسماسل هاى  در  گيرنده هايش  و  لپتين  بيان  ميزان  مستقيم 

است.  كم  ماكس  ستون  با  مايلومايى  و  نرمال 
هم چنين  و  گيرنده هايش  و  لپتين  بيان  نتايج  مطالعه  اين  در 
نتايج  با  متناسب   B-ALL بيمار  دو  در  لپتين  سرمى  ميزان  كاهش 
 B-ALL فرد  درتك هسته اي هاى   .(36  ،35) است  قبلى  مطالعات 
بيان  بلند  نوع  گيرنده  و  لپتين  بلاست،  شمارش96درصد  با   pre
بلند  نوع  گيرنده  و  لپتين   B-ALL بلاست هاى  بنابراين  نمى شوند. 
B-ALL با شمارش 35درصد بلاست، بيان  را بيان نمى كنند. در فرد 
مى باشد.  غيربلاست  ديگر  سلول هاى  به  مربوط  آن  گيرنده  و  لپتين 
در يك مطالعه دليل عدم بيان لپتين و گيرنده آن توسط بلاست هاى 
تغييرات   B-ALL بيماران  در  لپتين  سرمى  ميزان  كاهش  و   B-ALL
دليل  اما   (35) است  شده  ذكر  بيماران  اين  در  سايتوكاينى  و  ايمنى 
ميزان  افزايش  مايلومايى  بيماران  در  نيست.  معلوم  هنوز  آن  قطعى 
است  شده  داده  نشان  قبلى  مطالعات  و  مطالعه  اين  در  لپتين  سرمى 

.(37-39)
 B نوع  لنفوييدى  سلولى  رده  پروليفراسيون  و  بقا  رشد،  بر  لپتين 

و  بقا  رشد،  بر  اما  بوده  موثر  دوز  به  وابسته   (RPMI8866)
پروليفراسيون رده سلولى مايلومايى U266 اثرى نداشته است. به دليل 
مى باشد،   U266 موجود  مايلومايى  سلولى  رده  تنها  ايران  در  اينكه 
نبود.  امكان پذير  مايلومايى  ديگر  سلولى  رده هاى  بر  لپتين  اثر  مطالعه 
بيان  خلاف  بر   U266 مايلومايى  سلولى  رده  رشد  بر  لپتين  اثر  عدم 
دليل  به  شايد  سلولى  رده  اين  در  لپتين  كوتاه  و  بلند  نوع  گيرنده هاى 
اتوكرين  اثر  و   U266 مايلومايى  سلولى  رده  توسط   IL-6 ترشح 
مطالعه  اين  در  كه  هم چنان  باشد.   (40) آن  رشد  بر  اينترلوكين  اين 
سلول هاى كشت  محيط  به  نوتركيب  لپتين  نمودن  اضافه  از  پس 

را  لپتين  گيرنده هاى  سلولى  رده  اين   ،(T cell-Leukemia) Jurkat
بيان مى كند، منحنى رشد آنها با كنترل تفاوتى نداشته است كه شايد 
به دليل ترشح IL-2 توسط اين سلول ها و اثر اتوكرين اين اينترلوكين 
بر رشد آنها باشد. شايد دليل ديگر عدم تاثير لپتين بر رشد اين رده هاى 
سلولى شايد نياز به هم كشتى آنها با سلول هاى مزانشيمى مغز استخوان 
آنتى اپوپتيك  اثر  كه  است  شده  ذكر  ديگر  مطالعه  يك  باشد.در 
به نياز   APL در   PML-RARα كننده  بيان  سلول هاى  روى  بر  لپتين 

محيط  به  لپتين  افزودن  با  اثر  اين  و  دارد   Cell-to-Cell Contact
كشت، بدون حضور آديپوسيت ها اعمال نمى شود (41).

استخوان  مغز  تك هسته اي هاى  در  گيرنده هايش  و  لپتين  بيان 
بيماران مايلومايى و تغيير بيان آنها پس از درمان در اين مطالعه براى 
اولين بار نشان داده شده است. علت تفاوت بيان لپتين و گيرنده هايش 
 B-ALL و هم چنين تفاوت ميزان سرمى لپتين در بيماران مايلومايى و

شايد نقش لپتين در پاتوفيزيولوژى سلول هاى مايلومايى باشد.
به دليل اينكه:

در  را  لپتين  سرمى  مقادير  افزايش  ديگر  مطالعه  چند  و  مطالعه  اين   .1
بيماران مالتيپل مايلوما نشان داده است (37-39).

2. مالتيپل مايلوما بيمارى است كه به طور عمده افراد مسن را درگير 
سن  افزايش  با  استخوان  مغز  محيط  ريز  در  چربى  محتوى  مى كند، 

افزايش مى يابد و آديپوسيت ها منبع ترشح لپتين هستند (39).
مايلوما  مالتيپل  به  ابتلا  ريسك  و  وزن  افزايش  بين  ارتباط  احتمال   .3

.(42 ،37)
خانواده  اعضاى  سوم  ساختار  به  لپتين  سوم  ساختار  شباهت   .4

سايتوكاينى با زنجيره بلند مارپيچى مانند: 
CT-1, LIF, CNTF, OSM IL-12, IL-11, IL-6 (43). 

5. شباهت ساختمانى گيرنده  لپتين به جزء انتقال دهنده سيگنال گيرنده  
IL-6 (gp-130) وتوانايى لپتين در فعال كردن راه هاى انتقال سيگنال 
PI3K/ و   JAK2/STAT3 ،Ras/MAPK آنها  مهم ترين  كه  مختلف 

Akt مى باشد (43).
كننده  ممانعت  بادى هاى  آنتى  با  اوليه  كلينيكى  آزمايشات  نتايج   .6
نتايج  و  بوده  نااميدكننده  مايلوما  مالتيپل  بيماران  درمان  در   IL-6

كلينيكى قابل توجهى براى آنها شرح داده نشده است (14).
شده  بلوكه  آنها   IL-6 گيرنده   كه  مايلومايى  سلول هاى  ماندن  زنده   .7
نتيجه  در  و  استخوان  مغز  استروماى  سلول هاى  با  كشتى  هم  در  است، 
جاى  به  مايلومايى  سلول هاى  رشد  و  بقا  در  سايتوكاينى  شبكه  نقش 

.(10) (IL-6) يك سايتوكاين خاص
مغز  تك هسته اي هاى  در  گيرنده هايش  و  لپتين  بيان  مطالعه  اين   .8
نشان  درمان  از  پس  را  آنها  بيان  تغيير  و  مايلومايى  بيماران  استخوان 

داده است.
9. نقش لپتين در تحريك رگ سازى (21).
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نتيجه گيرى 
لپتين مى تواند هم به طور غيرمستقيم از طريق تحريك رگ سازى، 
يكى  مستقيم  طور  به  هم  و  دهد  افزايش  را  مايلومايى  سلول هاى  رشد 
رشد  براى  را  استخوان  مغز  محيط  ريز  كه  باشد  رشدى  فاكتورهاى  از 
سلول هاى مايلومايى فراهم مى سازد. بنابراين شايد لپتين و گيرنده هايش 
را بتوان به عنوان يك هدف درمانى به همراه هدف هاى درمانى ديگر 
مورد  در  جامع  مطالعه اى  اما  داد.  قرار  بررسى  مورد  مايلوما  مالتيپل  در 
استخوان  مغز  ريزمحيط  در  شده  فعال  مختلف  سيگنال  انتقال  راه هاى 
با  آنها  ارتباط  چگونگى  درك  و  سايتوكاينى  شبكه  توسط  مايلومايى 

يكديگر، براى يافتن راه هاى درمانى موثرتر لازم است.

نقش  استخوان سازى  در  لپتين  كه  است  داده  نشان  مطالعه  چندين 
افراد  لپتين  سرمى  ميزان  مطالعات  برخي  كه  آنجا  از   .(29-32) دارد 
افزايش  اين  است  ممكن  (38-36)؛  است  داده  نشان  بالا  را  مايلومايى 
بررسى  باشد.  ارتباط  در  بيماران  اين  در  استخوانى  ليتيك  ضايعات  با 

چگونگى اين ارتباط مى تواند موضوع مطالعات بعدى نيز باشد.

تقدير و تشكر
پژوهشي  معاونت  توسط  تحقيقاتي  طرح  اين  به  مربوط  هزينه هاي 
دانشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرس تامين گرديده است. لذا 

نويسندگان از همكاري اين معاونت تشكر و قدرداني مي نمايند.
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