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Abstract  
Background: Multidrug resistance is the main reason of unsuccessful chemotherapy. The 

most important cause of drug resistance is ATP dependent pumps such as MDR1 that extrude drugs 
from the cell. MDR1 gene is highly polymorphic and it seems that these polymorphisms influence the 
gene expression and response to treatment. The aim of this study was to investigate MDR1 gene 
C1236T polymorphism and it’s association with response to treatment in children with acute 
lymphoblastic leukemia. 

Materials & Methods: In this descriptive analytical study, MDR1 gene C1236T 
polymorphism was investigated in 44 children with acute lymphoblastic leukemia and 40 healthy 
individuals by ARMS-PCR technique. Association of this polymorphism with response to treatment 
was also evaluated. Data were analyzed by SPSS software using Chi-square test and p value < 0.05 
was considered statistically significant. 

Results: There was no significant difference in frequencies of C1236T polymorphism between 
patients and healthy group (p=0.876). Also there was not significant difference about frequency of 
polymorphism between responders and non responders (p=0.304). 

Conclusion: It seems that there is no correlation between C1236T polymorphism of MDR1 
gene and response to treatment, and the role of this polymorphism in MDR1 gene expression in 
children with acute lymphoblastic leukemia and response to treatment is still controversial.  
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در کودکان مبتلا به لوسمی MDR1 ژن C1236T بررسی پلی مورفیسم 
 لنفوبلاستیک حاد

  
 4مجتبی علیوند ،3، راضیه پوراحمد2فروزنده محجوبی ،1*ندا مخبریان

 
  ایران شاهرود، ود،دانشگاه علوم پزشکی شاهر  گروه ژنتیک،،مربی. 1
  زیست فناوري، تهران، ایران پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و  گروه ژنتیک پزشکی،،استادیار. 2
  شهرکرد، ایران دانشگاه شهرکرد،  گروه ژنتیک،،استادیار. 3
 ایران رشت، دانشگاه گیلان، گروه ژنتیک،فوق لیسانس ژنتیک، . 4

 29/8/92: تاریخ پذیرش 19/6/92: تاریخ دریافت
 

 چکیده
ترین علت مقاومت   مهم.باشد دلیل اصلی عدم موفقیت شیمی درمانی، مقاومت دارویی چند گانه می :زمینه و هدف

 بسیار MDR1ژن  .شوند ها می هستند که باعث خروج دارو از سلولMDR1  مانند ATPهاي وابسته به  پمپ دارویی،
هدف  .ها بر روي بیان ژن و در نتیجه پاسخ به درمان موثر است فیسمرسد این پلی مور باشد و به نظر می پلی مورفیک می

 و ارتباط آن با پاسخ به درمان درکودکان مبتلا به لوسمی MDR1ژن C1236T از این مطالعه بررسی پلی مورفیسم 
  .باشد  میلنفوبلاستیک حاد

 کودك مبتلا به 44در MDR1  ژن C1236Tتوصیفی تحلیلی پلی مورفیسم  در این مطالعه: ها مواد و روش
چنین ارتباط این  هم .مورد بررسی قرار گرفتARMS-PCR  فرد سالم توسط تکنیک 40لوسمی لنفوبلاستیک حاد و 

مورد مربع کاي  و تست SPSS نرم افزارها با استفاده از  داده. پلی مورفیسم با پاسخ به درمان نیز مورد بررسی قرار گرفت
  . در نظر گرفته شد05/0سطح معنی داري نیز زیر تجزیه و تحلیل قرار گرفت و 

چنین  هم .)p=876/0(داري با هم نداشتند  ها و ژنوتیپ تفاوت معنی گروه کنترل و بیماران از نظر فراوانی آلل :ها یافته
داري  وت معنیبین کسانی که به درمان پاسخ داده بودند و آنهایی که به درمان پاسخ نداده بودند از نظر فراوانی ژنوتیپ تفا

  ).p=304/0(دیده نشد 
ندارد و نقش معنی داري وجود با پاسخ به درمان ارتباط C1236T رسد که بین پلی مورفیسم به نظر می: نتیجه گیري

  . باشد در لوسمی لنفوبلاستیک حاد کودکان و پاسخ به درمان مورد سوال میMDR1 این پلی مورفیسم در بیان ژن 
  MDR1، مقاومت دارویی، C1236Tنفوبلاستیک حاد، پلی مورفیسم  لوسمی ل:کلیديواژگان 
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  مقدمه
 Acute(لوسمی لنفوبلاستیک حاد

Lympholastic Leukemia- ALL(ترین نوع  ، شایع
بروز سالانه این نوع لوسمی  .)1(لوسمی در کودکان است

طبق  .بیش از چهل مورد در هر یک میلیون کودك است
ترین  تحقیقات انجام شده در ایران این نوع لوسمی بیش

 سال را 15هاي کودکان زیر  درصد را در بین کل سرطان
یکی از مشکلات درمان بیماران مبتلا به  ).2(شود شامل می

ي که این بیماران سرطان مقاومت دارویی است به طور
نسبت به داروهاي مختلف که مکانیسم اثر متفاوتی دارند 

هاي متعددي در ایجاد مقاومت  مکانیسم ).3(شوند مقاوم می
توان به خروج دارو از  دارویی نقش دارند که از آن جمله می

ها و  ، تغییر در ژنATPهاي وابسته به  سلول به کمک پمپ
، فعال شدن )P53مانند (توزهاي کنترل کننده آپوپ پروتئین

خنثی شدن داروها در  ،DNAمسیرهاي دخیل در ترمیم 
ها اشاره  درون سلول و تغییر در توبولین و میکروتوبول

 ATP Binding Cassetteهاي پروتئین ).4(کرد

transporter )ABC transporter  ( به ATP  باند
طریق رژي آن بسیاري از مواد را از نشده و با استفاده از ا

چنین غشاهاي درون سلولی مانند  غشاء پلاسمایی و هم
رتیکولوم اندوپلاسمیک پراکسیزوم و میتوکندري منتقل 

وجود  ABC transporter  ژن48در انسان  ).5(کنند می
ها بر اساس تشابه اسیدهاي آمینه و  دارد که این ژن
هایشان به هفت زیر گروه تقسیم  سازماندهی دومن

 با وزن (P-glycoprotein)گلیکوپروتئین p-).6(شوند می
 ABC ترین  کیلو دالتون عمومی170مولکولی 

transporter روي غشاء است که توسط ژن MDR1 کد
 120 اگزون و طول 28 با  MDR1 ژن.شود دهی می

. (7q21.12) قرار دارد7کیلوباز بر روي کروموزوم شماره 
ل و عملکرد اصلی این پروتئین خروج مواد سمی از سلو

این پروتئین داراي  .محافظت سلول در برابر مواد سمی است
ن ومن اتصال به آدنوزین تري فسفات است و دو دومدو د

این . اند رفته  بار در غشا فرو6درون غشایی دارد که هر کدام 
ناحیه به داروهاي هیدروفوب با بار مثبت یا خنثی متصل 

 .دهد ار میشود و آنها را از سلول به سمت خارج انتش می
علاوه بر آن تعداد داروهاي ضد سرطان مانند اتوپوزاید، 
داکسوروبیسین و وین بلاستین را نیز به خارج از سلول انتقال 

روده، کبد، طبیعی هاي  در سلول MDR 1ژن). 7(دهد می
. شود ساز بیان می هاي خون مغزي و سلول- سدخونی،کلیه

زارش شده در این ژن گپلی مورفیسم  50تاکنون حدود 
ها روي فارماکوسینتیک و  برخی پلی مورفیسم). 8(است

فارماکودینامیک برخی سوبستراهاي دارویی اثرگذار هستند 
 در C1236Tرسد پلی مورفیسم  که از آن میان به نظر می

 و در نتیجه بر مقاومت MDR1 بر بیان ژن 12اگزون 
 با توجه به). 11 -9(دارویی و پاسخ به درمان موثر باشد

هاي مهم و جدي در  شیمی درمانی، یکی از درمانکه  این
یابی عدم موفقیت  این بررسی علت کنترل لوسمی است، بنابر

هاي مولکولی مرتبط با آن در  شیمی درمانی و تعیین مکانیسم
در نهایت . بیماران مبتلا از اهمیت بالایی برخوردار است

نتیکی جهت گذاري مارکر ژ توان از این نتایج براي پایه می
ارزیابی بیماران در زمان درمان و پس از درمان استفاده کرد 

هاي دارویی ساده جهت منحرف  و با استفاده از مولکول
ها در بیمارانی که در معرض مقاومت  کردن فعالیت این ژن

چه بهتر این بیماران در آینده  دارویی هستند، به درمان هر
هاي  ها و ژنوتیپ لدر این مطالعه فراوانی آل. کمک نمود

 در کودکان مبتلا به C1236Tمختلف پلی مورفیسم 
لوسمی لنفوبلاستیک حاد و ارتباط آن با پاسخ به درمان 

  .مورد بررسی قرار گرفت
  

 ها مواد و روش
در این مطالعه توصیفی تحلیلی، بعد از اخذ 

 کودك مبتلا به لوسمی 44رضایت نامه کتبی از 
 درصد پسر با 55 دختر، درصد 45(لنفوبلاستیک حاد

 درصد دختر و 65( فرد سالم40و )  سال72/6میانگین سنی 
به عنوان گروه ) سال46/11 درصد پسر با میانگین سنی 35

 EDTAهاي حاوي  کنترل نمونه خون محیطی در لوله
 نمونه خون محیطی بیماران و گروه  DNA.گرفته شد

هاي  لهکنترل توسط کیت ژن فناوران استخراج گردید و لو
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منهاي  در دماي PCRتا زمان انجام واکنش  DNA حاوي
 بررسی کمی و کیفی .نگهداري شدگراد  سانتیدرجه  20

DNA  استخراج شده با روش اسپکتروفوتومتري و
جهت  .انجام گردید درصد 5/1الکتروفورز روي ژل آگارز 

 Amplification Refractory) Mutationانجام

System  ARMS-PCR (یص پلی مورفیسم و تشخ
C1236T ذکر شده در از پرایمرهاي  12 در اگزون شماره

 ARMS-PCRبراي انجام واکنش . استفاده شد1جدول 
هاي آماده شرکت تکاپوزیست شامل آنزیم تک  از ویال
 به حجم dNTP و PCR10Xبافر  کلریدمنیزیم، پلیمراز،

 5/0ها میزان  سپس به این ویال. میکرولیتر استفاده شد 5

 20  میکرومول بر لیتر،5/0میکرولیتر از هر پرایمر به غلظت 
.  اضافه شدDNAمیکرولیتر  2  وddH2Oمیکرولیتر 

  : عبارت بود از PCRشرایط دمایی
 به مدت c ̊95 (Denaturation)مرحله واسرشت اولیه. 1
  )یک سیکل( دقیقه 5
   ثانیه 30 به مدت c94̊  مرحله واسرشت.2
   ثانیه30 به مدت c60̊ (Annealing)مرحله اتصال. 3
 40 به مدت c̊72 (Extension) مرحله طویل سازي.4

  ) سیکل تکرار شد35 ،4 تا 2مرحله (ثانیه
یک ( دقیقه10 به مدت c72 ̊ مرحله طویل سازي نهایی. 5

  )سیکل
 

  ARMS-PCRتوالی پرایمرهاي مورد استفاده براي . 1جدول 
 محصول طول توالی پرایمر نام

1236F 5'TTCGAAGAGTGGGCACAAACCAGATAA
3' 

  ز جفت با27

1236R 5'GATGTGCAATGTGACTGC3' 18جفت باز444  جفت باز  
C1236F 5'CTCACTCGTCCTGGTAGATCTTGAAGTG

C3' 
  جفت باز200  جفت باز29

T1236R 5'CCACTCTGCACCTTCAGGTTCCGA3' 23جفت باز297  جفت باز  
 

  PCRالکتروفورز محصول پس از تکثیر قطعات،
درصد انجام شد و سپس با استفاده از  5/1روي ژل آگارز 

  .اتیدیو یروماید رنگ آمیزي شد
 عبارتند  ARMS-PCRمحصولات حاصل از

 جفت باز 444 و(Base pair)جفت باز 297قطعات : از
 جفت باز 444 جفت باز و 200 و قطعات TTبراي ژنوتیپ 

ت باز  جف200 و قطعات CT جفت باز براي ژنوتیپ 297و 
  . CC جفت باز براي ژنوتیپ 444و 

ها و   براي ثبت داده16نسخه   SPSSاز نرم افزار
براي بررسی فراوانی ژنوتیپ و  .آنالیز آماري استفاده شد

چنین بررسی رابطه  اختلاف آن در گروه کنترل و بیمار و هم
استفاده کاي اسکوئر ژنوتیپ با پاسخ به درمان از تست 

درصد در  95ان در تمامی آزمایشات حدود اطمین. گردید
 در نظر 05/0سطح معنی داري نیز کمتر از نظر گرفته شد و 

 . گرفته شد
 

  ها یافته
فراوانی آلل و ژنوتیپ در بیماران و گروه کنترل 

 در کودکان T و Cفراوانی آلل  .محاسبه و مقایسه گردید
مبتلا به لوسمی لنفوبلاستیک حاد به ترتیب عبارت بود از 

 درصد و در گروه کنترل این فراوانی 7/55 درصد و 3/44
دو گروه از نظر .  درصد بود75/58 درصد و 25/41برابر با 

داري نشان   اختلاف معنی T وCفراوانی آلل 
، )درصد 6/13( نفر6 در  CCژنوتیپ ).p=668/0(ندادند

 11 در TTو ژنوتیپ ) درصد 4/61( نفر27 در  CTژنوتیپ
یماران مبتلا به لوسمی لنفوبلاستیک حاد از ب) درصد 25(نفر

  ARMS-PCRمحصول الکتروفورز واکنش .مشاهده شد
فراوانی  . نشان داده شده است1برروي ژل آگارز در شکل 

 5شامل در گروه کنترل MDR1 ژن   C1236Tژنوتیپ
) درصد 5/57( نفرCC، 23ژنوتیپ )درصد 5/12(نفر

بین  .ود بTTژنوتیپ )درصد 30( نفر12 و CTژنوتیپ 
بیماران مبتلا به لوسمی لنفوبلاستیک حاد و گروه کنترل از 
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نظر فراوانی ژنوتیپی اختلاف معنی داري دیده 
 ).2جدول )(p=876/0(نشد

 
 
 
 
  

  
:  عبارتند از ARMS-PCR محصولات حاصل از.1شکل 

 و TT جفت باز براي ژنوتیپ 444 جفت باز و 297قطعات 
 جفت باز براي 297 جفت باز و 444 جفت باز و 200قطعات 
 جفت باز براي 444 جفت باز و 200 و قطعات CTژنوتیپ 
  CCژنوتیپ 

 

  در بیماران مبتلا به لوسمی لنفوبلاستیک حاد و گروه کنترلMDR1 ژن C1236Tفراوانی ژنوتیپ پلی مورفیسم . 2 جدول

  ژنوتیپ
 گروه

TT  
 ) درصد(تعداد 

CT  
 ) درصد(تعداد 

CC  
 ) درصد(تعداد 

 )6/13( 6 )4/61( 27 )25( 11  سرطانمبتلا به

 )5/12( 5 )5/57( 23 )30( 12 کنترل

  
به درمان پاسخ نداده بودند و ) درصد 29(نفر11 بیمار 44از 
بین گروه ). 3جدول (پاسخ داده بودند) درصد 75( نفر 33

پاسخ دهنده به درمان و آنهایی که به درمان پاسخ نداده 

بودند از نظر فراوانی ژنوتیپ اختلاف آماري معنی داري 
 ).p=304/0(دیده نشد

 
   مقاوم به درمان در بیماران پاسخ دهنده به درمان و گروه MDR1  ژنc1236Tهاي پلی مورفیسم   فراوانی ژنوتیپ.3 جدول

  ژنوتیپ
 گروه

TT  
 ) درصد(تعداد 

CT  
 ) درصد(تعداد 

CC  
 ) درصد(تعداد 

 )1/9( 3 )6/63( 21 )3/27( 9 پاسخ دهنده

 )3/27( 3 )5/54( 6 )2/18( 2 غیر پاسخ دهنده

  
  بحث

این مطالعه بین گروه کنترل و بیماران از نظر  در
. ي وجود نداشتدار ها تفاوت معنی ها و ژنوتیپ فراوانی آلل

ه بچنین بین بیماران پاسخ دهنده به درمان و بیماران مقاوم  هم
 .درمان از نظر فراوانی ژنوتیپ تفاوت معنی داري دیده نشد

مقاومت دارویی چندگانه نسبت به داروهاي مختلف ضد 

ها از جمله  سرطان یکی از مشکلات اساسی در درمان سرطان
رفت در درمان بیماران علی رغم پیش). 13، 12(لوسمی است

 درصد بیماران لوسمی 80 تا 60در بین  مبتلا به لوسمی،
، با وجود یابند درمان نسبی می لنفوبلاستیک حاد که تقریبا

 20 تا 10موفقیت شیمی درمانی در مراحل آغازین فقط در 
سرطان کاملا از  درصد بیماران لوسمی لنفوبلاستیک حاد،
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ماران بعد از کسب یک بهبودي رود درمابقی موارد بی بین می
با توجه به . کند نسبی با شیمی درمانی سرطان دوباره عود می

هاي مهم و جدي در  شیمی درمانی، یکی از درمانکه  این
این بررسی علت یابی عدم  کنترل لوسمی است، بنابر

هاي مولکولی مرتبط  موفقیت شیمی درمانی و تعیین مکانیسم
یکی . ز اهمیت بالایی برخوردار استبا آن در بیماران مبتلا ا

هاي مقاومت دارویی خروج دارو از سلول توسط  از مکانیسم
از شناخته MDR1  است و ATPهاي وابسته به  پمپ
بسیار پلی مورفیک   MDR1 ژن. باشد  میها ترین آن شده

هاي مختلف متفاوت  هاي آن در جمعیت و فراوانی آللبوده 
هاي  اط با نقش پلی مرفیسممطالعات زیادي در ارتب. است

MDR1هایی مانند سرطان، صرع یا نقش   در ایجاد بیماري
ها مانند نقش آن  آنها در پیش آگهی و علائم بالینی بیماري

پلی مورفیسم تک . در مقاومت دارویی صورت گرفته است
 پلی MDR1 وکلئوتیدي خاموش در ژنن

 است که در آن یک تغییر  C1236Tمورفیسم
دهد، که هر دو کد کننده   رخ می GGT به GGCکدونی

پیشنهاد شده .  هستند412ي گلایسین در موقعیت  اسید آمینه
است که این پلی مورفیسم ممکن است با ایجاد یک جایگاه 

 MDR1ي بین غشایی ششمین دومن ژن  توقف در ناحیه
این . شود پروتئین می (folding) باعث تغییر در تاخوردگی

به . گردد ه اختصاصیت سوبسترا نیز میتا خوردگی منجر ب
رسد که این پلی مورفیسم خاموش موجب تاخیر در  نظر می

این پلی مورفیسم با انواع  .شود  میtRNAحرکت 
دهد، مرتبط است و  هایی که در پاسخ به دارو رخ می تفاوت

ها   تواند روي بیان ژن و توالی اسیدهاي آمینه در پروتئین می
این نتایج حاصل از مطالعات   بگذارد بنابرو کارکرد آنها اثر

هاي  ي نقش پلی مورفیسم مختلف، اهمیت بررسی در زمینه
MDR1 در ایجاد مقاومت دارویی را بیش از پیش نشان 

هاي آللی و ژنوتیپی در بین  چنین دانستن فراوانی  هم.دهد می
هاي مختلف براي پیش بینی پاسخ به درمان نیز از  جمعیت

در تحقیق حاضر هدف  ).9(ی برخوردار استاهمیت بالای
در  MDR1  ژنC1236Tبررسی فراوانی پلی مورفیسم 

چنین  کودکان مبتلا به لوسمی لنفوبلاستیک حاد بود و هم

ارتباط این پلی مورفیسم و پاسخ به درمان مورد بررسی قرار 
در این تحقیق اختلاف آماري معنی داري از نظر پلی  .گرفت

 .بین گروه کنترل و بیمار مشاهده نشدC1236T مورفیسم 
و پاسخ به درمان نیز ارتباط C1236T بین پلی مورفیسم 

 ،همانند مشاهدات مطالعه ما .داري پیدا نشد آماري معنی

و همکاران نیز هیچ اختلاف آماري معنی  کوین اورایاما
 در دو گروه  C1236Tداري از نظر فراوانی پلی مورفیسم

وندرهولت و همکاران نشان دادند ). 14(دبیمار و سالم نیافتن
 با عملکرد این MDR1هاي آللی مختلف  که واریانت

گونه ارتباطی با مقاومت به درمان  پروتئین همراه نبوده و هیچ
ها در مطالعات سایر محققین بر  مشابه این یافته). 15(ندارد

هاي دیگر نیز گزارش شده  روي بیماران مبتلا به سرطان
و همکاران نشان دادند گرین  در حالی که ).17، 16(است

 با مقاومت به درمان ارتباط C1236Tکه فراوانی ژنوتیپ 
 بقاي CCاي که بیماران لوسمی با ژنوتیپ  گونهه داشته ب

 چنین لی وو هم ).11(ها دارند کمتري نسبت به دیگر ژنوتیپ

تلا به سرطان بدر تحقیقی دیگر روي بیماران م همکاران نیز و
 و پاسخ به درمان ارتباط C1236Tان بین پلی مورفیسم پست

باید توجه داشت که ). 18(دست آورده آماري معنی داري ب
 علاوه بر پلی مورفیسم به عوامل MDRبیان و عملکرد 

دیگري مانند تقویت ژنی و دمتیلاسیون پروموتر نیز بستگی 
با توجه به نتایج مطالعات انجام شده نقش این پلی . دارد

و پاسخ به درمان هنوز مورد  MDR1 رفیسم در بیان ژنمو
رسد علاوه بر بررسی بیشتر و  لذا به نظر می .سوال است

هاي دیگر مانند تقویت   مطالعه حجم نمونه بیشتر باید جنبه
هاي  سؤال .ژنی نیز در این بیماران مورد بررسی قرار بگیرد

رطانی هاي س زیادي در ارتباط با سازوکارهاي مقاومت سلول
هاي بیشتري  درمانی باید پاسخ داده شود و بررسی به شیمی

در مورد شناخت سازوکارهاي مقاومت چند دارویی در 
این واضح است  بنابر. هاي بالینی باید صورت پذیرد آزمایش

که هنوز درك بهتري از سازوکارهاي دخیل در مقاومت 
م هاي درمانی جدید لاز دارویی به منظور تکوین استراتژي

  .باشد می
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  گیري نتیجه
در این مطالعه بین گروه کنترل و بیماران از نظر 

 .ها و ژنوتیپ تفاوت معنی داري وجود نداشت فراوانی آلل
چنین بین بیماران پاسخ دهنده به درمان و بیماران مقاوم به  هم

 .درمان از نظر فراوانی ژنوتیپ تفاوت معنی داري دیده نشد

  
  تشکر و قدردانی

سیله از حمایت کننده مالی و تدارکاتی این و بدین
 با موضوع بررسی بیان 220 و 283پروژه تحقیقاتی به کد 

هاي دخیل در مقاومت به شیمی درمانی، مصوب در  ژن 
چنین  پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوري و هم

پرسنل محترم مرکز هماتولوژي و انکولوژي بیمارستان 
محترم آزمایشگاه ژنتیک پزشکی و پرسنل  کودکان مفید

   .گردد پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک تشکر و قدردانی می
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