
      

  Journal of Shahid Sadoughi University of Medical Sciences                پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي شهيد صدوقي يزد مجله علمي  

 Vol. 21, No. 5, Nov-Dec 2013                                       1392 ديو  آذر، 5، شماره 21دوره   

  Pages: 575-586                                             575-586: صفحه  

 

  

  

در كودكان مبتلا به لوسمي  ABCG2/BCRPي ژن mRNAبررسي پروفايل بياني 

  لنفوبلاستي حاد

  

منصوره السادات انتظارقائم
1

، سهيلا رهگذر
*2

، عليرضا معافي
3

، سيدجمال مشتاقيان
4

، ابوالقاسم اسماعيلي
5

، مرجان عابدي
6
 ،  

فاطمه منتظري
7

  

  
 ، اصفهان، ايراندانشگاه اصفهان ،ملكوليـ  شناسي سلوليارشد زيست كارشناس -7،6،1

 ، اصفهان ، ايراندانشگاه اصفهان ،شناسيگروه زيست استاديار -5،2،4

  ، اصفهان، ايراناصفهان و خدمات بهداشتي درماني دانشگاه علوم پزشكيدانشيار گروه اطفال،  -3

  

  IRCT2012092810955N1: شماره ثبت كارآزمايي باليني

 

  21/6/1392 :تاريخ پذيرش              14/9/1391 :يافتردتاريخ 

  چكيده

عملكرد اكثر اعضاء اين . شونده به استهاي متصلدهندهشاخص ابرخانوده انتقال ييكي از اعضا ATP ،ABCG2/BCRP :قدمهم

بر اصلي در برا سد MDR. شناخته شده استعنوان يكي از عوامل مؤثر در بروز مقاومت دارويي چندگانه ابرخانواده پروتئيني، به

در بروز مقاومت دارويي در  ABCG2هرچند شواهد فراواني مبني بر دخالت . باشدمي) ALL(درمان لوسمي لنفوبلاستي حاد 

  . همچنان مبهم است ALLهاي بيماران مبتلا به در بلاست MDRهاي توموري مختلف وجود دارد، اما نقش اين ژن در بروز سلول

 ALLكودك مبتلا به  28استخوان  نمونه خون محيطي يا مغز Real-Time PCR ه از روشمطالعه با استفاد در اين :روش بررسي

جهت بررسي . كننده به بيمارستان سيدالشهداء شهر اصفهان مورد بررسي قرارگرفتكودك كنترل مراجعه 15اوليه و  با تشخيص

ها با استفاده از داده. يك سال درمان، سنجش شدپس از ) MRD( ماندهدرماني، حداقل بيماري باقيكيفيت پاسخ بيماران به شيمي

  .تجزيه و تحليل شدند GraphPad Prism 5و  20نسخه  SPSSافزار نرم

داري كنترل تفاوت معني گروهدر بيماران با تشخيص اوليه نسبت به  ABCG2/BCRPي ژن mRNAپروفايل بياني  :نتايج

MRDاز طرفي بررسي بيماران در دو گروه . نداشت
MRDو  +

-
. در اين دو گروه بود ABCG2/BCRPبيانگر عدم تفاوت ميزان بيان  

  .شده اين بيماري، ارتباطي نشان ندادآگهي شناختهپيش عواملو يا  ALLميزان بيان اين ژن با ايمونوفنوتيپ 

   ALLبيماران مبتلا به در بروز مقاومت دارويي  ABCG2/BCRPژن هش بيانگر عدم تأثير ميزان بيان نتايج اين پژو :گيرينتيجه

آگهي بيماري پيش عاملعنوان به ABCG2/BCRPهاي اين تحقيق، ارزش باليني تعيين پروفايل بياني ژن براساس يافته. باشدمي

ALL شودكودكان در منطقه مورد بررسي، رد مي.  

  

  آگهيي باقيمانده، پيش، حداقل بيمارABCG2كودكان، پروتئين  ALLمقاومت دارويي چندگانه،  :كليديهاي واژه

                                                           

 rahgozar@sci.ui.ac.ir :پست الكترونيكي ،0311- 7932455 :؛ تلفن)نويسنده  مسئول( *
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 مقدمه

 ALL: Acute Lymphoblastic( لنفوبلاستي حاد لوسمي

Leukemia(، كه منشأ آن شود گفته مي از لوسمي به نوعي  

نحوي  باشد، بهمي استخوان در مغز موجود سازهاي لنفوئيديپيش

فرد بيمار را  استخوان محيطي يا مغز خوناز  درصد 20كه 

ر اساس ب .)1(دهدتشكيل مي) بلاست( بالغهاي سفيد ناگلبول

درصد  34ها با المللي سرطان كودكان، لوسميبندي بينآمار طبقه

  ترين نوع سرطان در ميان كودكان محسوب فراواني، شايع

 ،درصد از موارد لوسمي در كودكان 80در اين ميان و  )2(شوندمي

ALL 3(باشدمي(. ALL 4استفاده از ماركرهاي ايمونولوژيك، به  با 

 Early pre B-cell ،Pre B-cell ،(Mature) B-cell زيرگونه عمده

   early pre B-cellكه زيرگونه  شودتقسيم مي T-cellو 

  رويكردهاي درماني  .)1(ميان كودكان است در نوعترين شايع

   واسطه تفاوت در مشخصات بيماران و درب ALLموجود براي 

آگهي بيماري، بسيار متنوع و پيپچيده نتيجه تفاوت در پيش

  .)4(هستند

حاد، بروز مقاومت به هاي مشكل اصلي در درمان لوسمي

درماني به شيمي برخي از بيماران. درماني استداروهاي شيمي

همراه با بروز بيماري  ،دهند و در برخي ديگرپاسخ مطلوبي نمي

 مقاومت دارويي چندگانه .)5(كندمقاومت دارويي، عود مي

)Multidrug Resistance( )مانع اصلي در )ذاتي و يا اكتسابي ،

معني شرايطي  اين پديده به. )6(شوددرمان سرطان محسوب مي

تنها يك دارو، بلكه  ها به اثر سيتوتوكسيك نهاست كه در آن سلول

نظر ساختار و عملكرد  از غيرمرتبطو مرتبط ي گروهي از داروها

در كيفيت پاسخ بيماران به تفاوت . )7(شوندشيميايي مقاوم مي

ز مقاومت برو برآگهي مؤثر پيش عواملدر ، ناشي از تفاوت درمان

عنوان متغيرهاي باليني و بيولوژيكي متعددي به. )8(دارويي است

. اندمعرفي شده ALLدر نامطلوب آگهي كننده پيشتعيين عوامل

توان به بالا بودن سن بيمار در هنگام تشخيص آنها مي تريناز مهم

هزار سلول  50هاي سفيد بالاتر از ، شمارش اوليه گلبول)9(بيماري

بروز هاي سيتوژنتيك مانند ، ناهنجاري)6(در ميكروليتر خون

و  )11(ALLاز  T-cell وتيپايمونوفن، )10(كروموزوم فيلادلفيا

  . اشاره نمود )12(هاي مختلفژنپروفايل بيان 

ويي هاي مختلف مقاومت دارهاي گذشته مكانيسمطي دهه

  و  In Vitroدو سطح  اي در هرطور گسترده، بهسلولي

In Vivo درك بيشتر .)13(اندمورد پژوهش قرار گرفته   

هاي طي دههسلولي هاي درگير در مقاومت دارويي مكانيسم

 تر شدههاي درماني موفقاخير منجر به تنظيم پروتكل

  هاي متنوع، افزايش بيان اين مكانيسمميان  در .)14(است

هاي دهندهانتقال( ATPشونده به متصل هايدهندهانتقال

ABC: ATP-Binding Cassette Transporters ( ترين مهماز

هاي دهندهانتقال .)16،15(است بيان شده، MDRعامل بروز 

ABCهاي گذرنده از غشا هستند ن خانواده پروتئينتري، بزرگ

شونده به هاي متصليابي دميناساس توالي و سازمان كه بر

ATP هاي ژن .)17(اند، در اين گروه جاي گرفتهدهندهانتقال

ABC ميزان بالايي هاي يوكاريوتي بهكه در ميان گونه  

ء پلاسمايي و غشاء در غشاطور طبيعي بهشده هستند،  حفاظت

 ها و ميتوكندريسلولي مانند گلژي، اندوزومهاي داخلاندامك

اي متنوعي مانند ليپيد، كلسترول و هو ملكول )18(قرار دارند

  را از سيتوپلاسم سلول به خارج از آن و يا درون ها يون

  ژنوم انسان . )19(كنندهاي داخل سلولي منتقل مياندامك

 بر ، كه)20(كندرا كد مي ABCدهنده انتقال 48در حدود 

هاي آمينواسيدي، هاي فيلوژنيك و هومولوژي ترادفاساس بررسي

   بنديدسته) ABCA-ABCG( زيرخانواده فرعي 7به 

 12 دهند كه حداقلنشان مي In Vitroمطالعات  .)21(شوندمي

 MDR: Multi Drug Resistanceدر بروز  ABCدهنده انتقال

در اين ميان نتايج . )22(هاي نئوپلاستي نقش دارنددر سلول

و باليني حاكي از عدم توافق محققين  In Vitroمطالعات متنوع 

در مورد تغيير ميزان بيان يكي از اعضاء شاخص اين خانواده 

 يا همان BCRP: Breast Cancer Resistance Protein يعني

ABCG2 ) دومين عضو زيرخانوادهABCG ( در بيماران مبتلا

 .)23(آگهي استپيش عاملعنوان  به سرطان و نقش آن به

هاي سلول سرطاني روي رده گرفته بر مطالعات گسترده صورت

 ماننددرماني اند كه داروهاي شيميانساني مختلف نشان داده

توپوتكان، متوتركسات، دوكسوروبيسن و اتوپوزيد، ميتوزانترون، 
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اران لوسميك درماني بيمهاي شيمي، كه در پروتوكلدونوروبيسين

 ABCG2سوبستراي پروتئين ند، شومي هاي گنجاندطور گستردهبه

هاي و بيان ژن اين پروتئين در رده )23،22،17،13(باشندمي

هاي سرطان كولون، گاستريك، سلولي سرطاني مقاوم مانند سلول

در بروز مقاومت به داروهاي  ، افزايش يافته وسينه و تخمدان

هاي باليني بر روي بررسي .)24- 26(شده، مؤثر استاعمال

  هاي تخمدان، مثانه و تومورهاي جامد انساني مانند سرطان

و دخالت آن در بروز مقاومت  BCRPاز افزايش بيان  حاكيكولون، 

برخلاف  نتايج تحقيقاتي ديگروجود  با اين .)27- 29(دارويي است

هاي موجود در مورد دخالت اكثر داده .)29،23(اين نتايج هستند

در مقاومت دارويي در سرطان، در زمينه  BCRPميزان بيان 

ها اغلب مربوط به لوسمي ميان ساير لوسمي لوسمي و در

) AML: Acute Myeloblastic Leukemia( ميلوئيدي حاد

   .)29(است

 توجه به محدوديت و تناقض در نتايج مطالعات صورت با

ايجاد و تأثير آن بر  ABCG2گرفته بر روي ميزان بيان ژن 

پژوهش حاضر در ، مقاومت دارويي در لوسمي حاد لنفوييدي

و  mRNAميزان بيان اين ژن در سطح  بر آن است تاسعي 

و به بيان ديگر پاسخ به (دارويي ن با بروز مقاوت ارتباط آ

  .بررسي گردد ALLدر كودكان مبتلا به ) درمان

 روش بررسي

   ،دانجام شنگر ندهآي وصورت باليني كه بهدر اين مطالعه 

كليه بيماران تازه تشخيص لوسمي لنفوييدي حاد با سن كمتر از 

الي فروردين  89كه طي فروردين ) يصخدر زمان تش( سال 15

  رت سيدالشهداي اصفهان تحت درمان حضارستان در بيم 91

اران با تشخيص موارد ديگر بيم. شدند مطالعهوارد  ،داشتندقرار 

و يا مواردي كه درمان ديگري ) Mixed linageمانند (لوسمي 

  دريافت نموده بودند و بيماران با هرگونه سابقه عود بيماري 

  اني را در سال دوره درم 1بيمارني كه . از مطالعه حذف شدند

و ) عدم مراجعه و يا انتقال به شهر ديگر(مركز فوق سپري ننمودند 

  نيز مواردي كه با رضايت والدين براي انجام نمونه همراه نبود نيز 

  نمونه خون محيطي يا  كه در اين ميان. از مطالعه حذف شدند

با تشخيص اوليه و نمونه  ALLكودك مبتلا به  28استخوان  مغز

   بررسيمورد  عنوان كنترل كودك به 15ن سالم استخوا مغز

  گروه كنترل شامل كودكان مشكوك به ساير . قرار گرفت

  هاي خوني كه داراي مغز استخوان سالم بودند و عدمبيماري

  وجود هر نوع سرطان با انجام آزمايشات مربوطه تأييد گرديده  

  ايتپس از كسب رض هاي كنترلبراي كليه بيماران و نمونه. بود

  كودكان  .عمل آمدگيري بهاز والدين، از آنها نمونه 

   6شامل  پسر و كودكان كنترل 18دختر و  10 :بيمار، شامل

  تشخيص بيماري و آزمايشات . پسر بودند 9دختر و 

  بررسي  جملهآزمايشات باليني مختلف از  طريق تكميلي از

 گيمسا- رايت آميزيرنگ مورفولوژي با استفاده از

)Merck/Germany(فلوسيتومتري ، ) كيتDaco/Germany  و

 هايشمارش كامل سلول، )Partec/Germany دستگاه فلوسيتومتري

و  )H1دستگاه ( )CBC: Complete Blood Counting( خوني

 2- 9(  هاي خوننمونه .گرفت ، انجامسرم خون LDHگيري اندازه

  ليتر هپارين استريلميلي 1( شده هپارينه )ليترميلي

جهت انجام آزمايشات ملكولي به آزمايشگاه  )واحدي 2000 

ملكولي دانشكده علوم دانشگاه اصفهان  - شناسي سلوليزيست

  .منتقل شدند

 :MNCs(اي هستههاي تكسلولجهت استخراج 

Mononeuclear Cells( هاي خوني كودكان مبتلا و سالم نمونه

، )Lymphoprep )Axis-Shield/Norway™با استفاده از كيت 

  اساس شيب چگالي شناوري  برطبق دستورالعمل كيت و 

شده در دماي  هاي جداسازيMNC .اجزاء خون، صورت گرفت

گراد، جهت انجام آزمايشات بعدي نگهداري درجه سانتي -70

  .شدند

اي هستههاي تكي تام از سلولRNAمنظور استخراج  به

 RNeasy plus Mini Kit، از خونيهاي شده از نمونه جدا

)Qiagen/USA (مقدار و كيفيت . استفاده شدRNA ي  

 شده طبق دستورالعمل كيت، با استفاده از بيوفتومتر استخراج

  .و انجام الكتروفورز، مورد بررسي قرار گرفت) اپندورف(

  طبق دستورالعمل شده، بر ي استخراجRNAنانوگرم از  2 

  ه ابا استفاد )cDNA Synthesis )Fermentas/USAكيت  

-RevertAidTM Mآنزيم  ، Random Hexamerپرايمر ز
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MuLV Reverse Transcriptase  و دستگاهPCR 

)Takara/Japan(،  بهcDNA تبديل شد .cDNA ي حاصل

گراد درجه سانتي -20جهت انجام مرحله بعدي آزمايشات در 

  .تقرارگرف

   از روش ABCG2ي mRNAبراي بررسي ميزان بيان 

Real-Time PCR طريق كيت ازSYBR Premix Ex Taq II 

(Perfect Real Time) )Takara/Japan ( و دستگاهChromo 4 

)Bio-Rad/USA( با انجام آزمايش سريال  .شد، استفاده  

) ميكروليتر 2حجم  و( ليترميكروگرم در ميلي 1/0رقت، رقت 

  . استفاده قرار گرفت شده مورد سنتزي cDNAاز 

  شده به  هايي مواد افزودهكيت، حجم ن طبق دستورالعمل

ميكروليتر و  Real-Time PCR )Bio-Rad, USA( ،20تيوب 

  پرايمرهاي رفت و : ، شامل اين اجزا بودcDNAعلاوه بر 

، )نانومولار 100غلظت ( ميكروليتر 8/0برگشت هركدام 

  . رميكروليت ddH2O 4/6ميكروليتر و  10سايبرگرين 

  در Pre-Heatingدقيقه  2شامل  Real-Time PCRبرنامه 

   95در دماي  Heatingدقيقه  8گراد، درجه سانتي 50

  درجه  95ثانيه دناتوراسيون در  30گراد، درجه سانتي

درجه  58ثانيه اتصال پرايمرها در دماي  30گراد، سانتي

درجه  72دقيقه گسترش محصول در دماي  1گراد و سانتي

   موردگردان ژن خانه. چرخه بود 35گراد، در سانتي

  عنوان كنترل داخلي،  استفاده در اين پژوهش به

GAPDH: Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehidrogenase 

 ABCG2هاي mRNAاستفاده براي سنتز  پرايمرهاي مورد. بود

عملكرد . )30(استخراج شد هاي پيشيناز پژوهش GAPDHو 

مر افزار طراحي پراياختصاصي اين پرايمرها با استفاده از نرم

Beacon Designer 7.5 افزار آنلاين نيز نرم وPrimer Blast 

تأييد و سنتز آنها به شركت  NCBIموجود در پايگاه 

Invitrogen )CA (شدسفارش داده .  

 IgH /gamma receptor gene(ماندن كلوناليتي يقارزيابي با

rearmament( عنوان معيار  پس از يك سال درمان، به  

 قرارنظر  مد )شدهپاسخ به درمان انجام( روييوجود مقاومت دا

اي  هستهتك هاي سلولتخليص  بعد ازدر اين روش  .گرفت

  ر ، براي تكثير ناحيه بسيار متغيDNAخون و استخراج 

   از تكنيك شده زنجيره سنگين ايمنوگلوبولين بازآراييژن 

 PCR  قطعات  '3با پرايمرهاي اختصاصي مناطق ثابت انتهاي  

J و V سپس با استفاده از الكتروفورز بر . شودستفاده ميا  

  اند محصولات مورد بررسي ، بآميدآكريلروي ژل پلي

 معناي مونوكلوناليتي ك باند بهحضور ي. گيرند قرار مي

MRDعنوان  بوده و به) واكنشي(
 كلوناليتيپلي. شود گزارش مي +

MRDنيز ) حالت طبيعي(
-

   يها از بين كل نمونه. باشد مي 

  درماني در افرادي كه دوره  MRD، وضعيت )فرد 28( بيمار

 ندشتساله آنان به اتمام رسيده، و در مرحله نگهدارنده قرار دا يك

 ش نمونه مغزجهت انجام اين آزماي. ، ارزيابي گرديد)نفر 14(

تهران ارسال شهر  "پيوند"استخوان افراد مورد نظر به آزمايشگاه 

   .شد

  و 20نسخه  SPSS افزاروسيله نرم هنتايج اين تحقيق ب

 Graph Pad Prism 5  و با  تحليل آماري قرار گرفتندتجزيه و مورد

، ANOVA One Wayو  independent t-testآزمون  زاستفاده ا

   مشخص داري اختلاف در نتايج حاصلوجود و ميزان معني

  ميان ) مستقيم يا غيرمستقيم( بررسي همبستگي. شد

  انجامپيرسون طريق محاسبه ضريب  نظر از هاي موردشاخص

در نظر گرفته  05/0 ،01/0، 001/0كمتر از  داريسطح معني. شد 

  .دش

 نتايج

هاي mRNAاستفاده براي سنتز  پرايمرهاي موردتوالي 

ABCG2/BCRP  وGAPDH  آورده شده است 1در جدول.   

نتايج آزمايشات باليني از جمله تعداد گلبول هاي سفيد 

) LDH(، لاكتات دهيدروژناز)PLT(، پلاكت )WBC(خون 

در جدول يك  ALLزير گونه  4در  CD10و  CD34درصد 

  . آورده شده است

 عاملبا سه  ABCG2/BCRPي mRNAارتباط ميزان بيان 

ميزان پلاكت خون و بيان ماركرهاي (آگهي مطلوب پيش

CD34  وCD10 عاملو سه ) هاي خوني بيمارانسلول   

هاي سفيد خون، ميزان بوللميزان گ(وب آگهي نامطلپيش

LDH شد اما هيچگونه ارتباط ، محاسبه)سرم و سن بيماران
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  .)1جدول ( فاكتورها مشاهده نشدمستقيم يا غيرمستقيمي ميان ميزان بيان اين ژن و اين 
  

  mRNAبراي سنتز  توالي پرايمرهاي مورداستفاده: 1جدول 

  رطول پرايم  )3'به  5'(توالي پرايمر ژن

 )بازجفت(

  طول محصول

 )بازجفت(

GAPDH  GCCCCAGCAAGAGCACAAGAGGAAGA  :رفت  

CATGGCAACTGTGAGGAGGGGAGAT  :برگشت  

26  

26  

  

106 

ABCG2/BCRP  CGTGGCCTTGGCTTGTATGATTGTTA  :رفت  

GGCAAGGGAACAGAAAACAACAAAAA  :برگشت  

26  

26  

  

178 

  

  ليهمشخصات بيماران مورد بررسي با تشخيص او: 2جدول 

CD10)درصد(  CD34)سال(سن  )درصد( LDH(IU/l) )ul/103(PLT )ul/103(WBC ايمونوفنوتيپ 

  )انحراف معيار ±ميانگين ( )انحراف معيار ±ميانگين ( )انحراف معيار ±ميانگين ( )انحراف معيار ±ميانگين ( )انحراف معيار ±ميانگين ( )انحراف معيار ±ميانگين (

64/7±00/69 02/29±12/56 79/0±25/5 79/227±40/1084 79/27±12/83 97/12±47/26 early pre-B-ALL 

 (n=8) 

30/8±65/53 29/25±28/32 93/0±32/5 09/382±31/1978 92/20±21/76 23/16±13/41 pre-B-ALL 

 (n=13) 

 B-ALL 50/40±0 17±0 23900±0 8±0 .ن.آ .ن.آ

  (n=1) 

10/13±18/24 56/41±02/40 52/2±71/7 39/867±32/1518 40/20±85/62 03/16±48/28  T-ALL  

(n=7) 

  

بيماراني كه دوره يك ساله درماني آنها  MRDوضعيت 

 3تكميل شده و در مرحله نگهداري قرار داشتند در جدول 

  . آورده شده است

  

 MRDبيمار داراي نتيجه بررسي  14بندي گروه: 3جدول 

  ايمونوفنوتيپ                      

   MRDوضعيت 

B-ALL T-ALL 

MRD 
-  7  2  

MRD 
+  3 2  
  

در كودكان  ABCG2ي mRNAمقايسه ميزان بيان نسبي 

كنترل و كودكان با تشخيص اوليه نشان داد كه ميزان بيان 

متوسط اين ژن در گروه بيماران با تشخيص اوليه تفاوت 

از طرفي . داري با اين ميزان در گروه كنترل نداردمعني

  ين ژن در بيماران دچار عود بيماري، ميزان بيان نسبي ا

داري نسبت به هر دو گروه كنترل و بيماران با طور معنيبه

در مقابل  83/4±12/4ب ـترتيبه(خيص اوليه بالاتر بود ـتش

  ).1نمودار ) (>01/0p) (94/0±20/0و  30/0±35/1

در دو  ABCG2/BCRPي mRNAمقايسه ميزان بيان 

و بيماران مبتلا به  B-ALLنه گروه بيماران مبتلا به زيرگو

، Independent T-test، با استفاده از آزمون T-ALLزيرگونه 

، حاكي B-ALLعليرغم ميانگين بالاتر ميزان بيان در گروه 

 mRNAدار ميزان بيان اين ژن در سطح از عدم تفاوت معني

و  52/1±57/0ترتيب به(بود  ALLهاي در دو ايمونوفنوتيپ

13/0±69/0) (36/0 p=) ( 2نمودار.(  
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 ALLبا تشخيص اوليه و كودكان مبتلا به  ALLدر سه گروه كودكان كنترل، كودكان مبتلا به  ABCG2/BCRPميزان بيان نسبي ژن : 1 نمودار

  )>p **01/0( دچارعود بيماري

در سه گروه  ABCG2/BCRPي mRNAمقايسه سطح بيان 

 MRDبا نتيجه مثبت  ALLمبتلا به  كودكان كنترل، كودكان

)MRD
 MRD با نتيجه منفي ALLمبتلا به و كودكان ) +

)MRD
-

و آزمون  One Way ANOVAاستفاده از آزمون  با) 

وجود ميزان بالاتر ميانگين بيان  با. انجام شد Tukeyتعقيبي 

MRDاين ژن در گروه 
MRDنسبت به هر دو گروه  +

-
و كنترل،  

، 02/3±02/2به ترتيب (دار نبود ماري، معنينظر آ اين ميزان از

  ).3 نمودار) (=p 29/0) (35/1±30/0و  31/0±05/1

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  T-cellو  B-cellدر دو ايمونوفنوتيپ  ALLدر كودكان مبتلا به  ABCG2/BCRPميزان بيان نسبي ژن : 2مودار ن

ABCG2/BCRP 

ي 
سب

ن ن
يا
ن ب

زا
مي

m
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N
A

 
  

ن
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يان
م

±  
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ان
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ن ب

زا
مي

m
R

N
A

 
  

)
ن
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يان
م

±  
ار
عي
 م
ف
را
ح
ان

(
  

   ALL كودكان مبتلا به

  دچار عود بيماري

   ALL كودكان مبتلا به

  با تشخيص اوليه
  كنترل كودكان

ABCG2/BCRP 

   ALL كودكان مبتلا به

  دچار عود بيماري

   ALL كودكان مبتلا به

  با تشخيص اوليه

ي 
سب

ن ن
يا
ن ب

زا
مي
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   B-ALL كودكان مبتلا به
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ن
گي
يان
م

±  
ار
عي
 م
ف
را
ح
ان

 

ABCG2/BCRP 

   B-ALL كودكان مبتلا به   T-ALL كودكان مبتلا به
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MRDدر سه گروه  ALLكودكان مبتلا به  در ABCG2/BCRPميزان بيان نسبي ژن : 3نمودار
+

 ،MRD
-

  و كنترل 

  

 گيريو نتيجه بحث

 در لوسمي ميلوبلاستيك حاد ABCG2افزايش بيان 

)AML (استگزارش شده)مطالعات برخي وجود اينكه  با. )31  

دهد، اما متناقض را نشان مينتايجي  ،شده در اين خصوصانجام

توان چنين گرفته تا به امروز ميهاي صورتاز مجموع پژوهش

آگهي ضعيف در بالغين با پيش ABCG2نتيجه گرفت كه بيان 

مرتبط  ALLو نيز بالغين مبتلا به  AMLكودكان مبتلا به و 

شده بر ميزان بيان لعات انجامبا نگاهي بر مطا .)32-36(است

توان متوجه شد كه مي ALLاين ژن در كودكان مبتلا به 

  هرگونه ابراز حدي زياد است كه هاي موجود بهتناقض

. سازدگيري قطعي را در اين زمينه غيرممكن مينتيجه

داري را در ميزان كه برخي از پژوهشگران تفاوت معنيدرحالي

نسبت به كودكان  ALLتلا به در كودكان مب ABCG2بيان 

، سايرين چنين تفاوتي را مشاهده )25(اندكنترل، گزارش كرده

كه ميزان و همكاران نشان دادند  Fedasenka. )37(اندننموده

. آگهي بيماري نداردهيچگونه تأثيري بر پيش ABCG2 بيان ژن

گيري پاسخ به درمان در اين مطالعه نيز، مانند مبناي اندازه

بررسي ساير . )38(استبوده MRD، ميزان پيش رو پژوهش

يج متناقضي هاي مختلف، نتاژوهشبقاء بيماران در پ عوامل

و همكاران ارتباطي ميان ميزان  Kortiكه حالي در. استداشته

و  Cortez .)25(مشاهده نكردندو بقاء BCRP يmRNAبيان 

و بقاء بدون  ABCG2بيان  بين ارتباط مستقيمي را همكاران

  گزارش ، بيمار )EFS: Event-free Survival(حادثه 

 .)16(اندنموده

بيان ، تحقيقات اوليه مشخص نمود كه اين پژوهشدر 

ABCG2 بيماران دچار عود بيماري نسبت به هر دو گروه  در

هاي اما بررسي. افزايش دارد كنترل و بيماران با تشخيص اوليه

سال درمان  1بيماران با تشخيص اوليه كه پس از  روي بعدي بر

كه  را مورد بررسي قرار گرفته بودند، اين فرضيه MRDاز نظر 

درماني به نوعي با ايجاد مقاومت دارويي در داروهاي شيمي

در بيماران  ABCG2افزايش بيان  .رد نمود ،هستندارتباط 

MRD
تعيين نقطه  حتي. دار نبودنسبت به گروه كنترل معني +

Cut-off نيز  ميزان و بررسي ارتباط بيان ژن در بالاتر از اين

برخي محققين . ارتباطي را با كيفيت پاسخ به درمان نشان نداد

معتقدند كه وجود تنها يك داروي سوبستراي پروتئين 

ABCG2 آنچه كه در اين پژوهش  مشابه( در پروتكل درماني

نمايد مقاومت دارويي اندكي ايجاد مي، )مورداستفاده قرار گرفت

شده  اي سيتواستاتيك مهارهتواند توسط ساير مكانيسمكه مي

ABCG2/BCRP 
ي 
سب

ن ن
يا
ن ب

زا
مي

m
R

N
A

 
  

)
ن
گي
يان
م

±  
ار
عي
 م
ف
را
ح
ان

(
 

MRD كودكان مبتلا به
+

MRD كودكان مبتلا به   
-

  كودكان كنترل    
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ت تعداد محدودي .)37(و تأثيري بر بقاء سلول توموري ايجاد نكند

 تواند نتايج بهنمونه در اين مطالعه ازجمله مواردي است كه مي

انجام مطالعات بعدي با تعداد . الشعاع قراردهددست آمده را تحت

مورد  MRDويژه در مورد بيماراني كه از نظر بيشتر نمونه، به

 .افزايش خواهد دادمراتب اند، دقت نتايج را بهبررسي قرار گرفته

با  ABCG2/BCRPعدم ارتباط ميزان بيان صوص درخ

و Cortez آمده با مطالعات دستنتايج به ،ALL ايمونوفنوتيپ

از طرفي . )25،16(همخواني داردو همكاران  Kortiو همكاران، 

  آگهي پيش عواملمشاهده عدم ارتباط بيان اين ژن با 

  . )39،37(شودهاي پيشين تأييد ميتوسط داده شده نيزشناخته

آمده از اين پژوهش حاكي از عدم دستدر مجموع، نتايج به

ي ژن mRNAدار پروفايل بياني وجود ارتباط معني

ABCG2/BCRP  با پاسخ به درمان در كودكان مبتلا بهALL 

اين مطالعه هرگونه افزايش يا كاهش  به تعبيري ديگر،. باشدمي

را در ايجاد مقاومت دارويي، مطالعه  موردميزان رونويسي ژن 

اين نتايج كه اولين گزارش در ايران بر روي تأثير . دانداثر ميبي

 ALL ايجاد مقاومت دارويي دردر ABCG2/BCRPميزان بيان 

بر روي است كه هاي باشد، تأييدي بر پژوهشكودكان مي

ميزان بيان  انجام شده است وهاي غيرايراني عيتجم

ABCG2/BCRP  را در بيماريALL، آگهي فاقد ارزش پيش

  روي  تر برهاي گستردهبررسيانجام  .)38،37(انددانسته

  بيان ساير  و نيز ABCG2/BCRPسطوح بياني بالاتر ژن 

ساير  بهتعميم جمعيت مورد بررسي ، ABCهاي دهندهانتقال

استفاده در  هاي درماني موردپروتكل بررسي سايرنقاط ايران، 

ويژه درماني ايران و بهكودكان در مراكز شيمي ALLمورد 

تواند تصوير روشني از تأثير ، ميبيشتر نمونه استفاده از تعداد

ز برو بر ABCهاي ابرخانواده مهم دهندهميزان بيان انتقال

  . ارائه دهد ALLمقاومت دارويي در كودكان مبتلا به 

هاي موجود بر سر راه بررسي تأثير ميزان يكي از پيچيدگي

بيان يك ژن بر پديده باليني موردنظر، وجود سطوح بياني، 

هاي در سلولها براي ژنتنظيمي و عملكردي مختلف 

از اين نيز  ABCدهنده هاي انتقالپروتئين. باشدپستانداران مي

يك فرضيه مبني بر ارتباط بيان اين . ندقاعده مستثني نيست

اندازي داروها و بروز دامچون افزايش بهاي همها با پديدهژن

تواند تأييد شود كه بتواند ژن مقاومت دارويي، زماني مي

موردنظر را تا سطح يك پروتئين كامل و عملكردي، پيگيري 

و همكاران به بررسي  Suvannasankhaعنوان نمونه، به. نمايد

و پروتئين پرداختند  mRNAدر دو سطح  ABCG2ميزان بيان 

دو سطح بياني بايكديگر ارتباطي  و مشاهده كردند كه اين

هاي بيان ژني، پرداختن به بنابراين در بررسي. )40(ندارند

  وجه برايهيچها، لازم است اما بهايين ژنسطوح بياني پ

و تأييد ارتباط بيان ژن با  گيري قطعي، كافي نيستنتيجه

  .پديده موردنظر، به بررسي سطوح بالاتر بياني نياز دارد

  زاريسپاسگ

شده براي طرح هگرفتنظر  استفاده از بودجه در تحقيق حاضر با

دانشگاه اصفهان كه مصوب شوراي پژوهشي  89/ 72763 شماره

   انجام ،صاص يافتهتاخ سهيلا رهگذر دكتر به مجري طرح

تشكر و قدرداني خود را از  نويسندگان مقاله مراتب. استگرفته

  .دارندبيمارستان سيدالشهداء شهر اصفهان اعلام ميپرسنل 
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Abstract 

Introduction: Multidrug resistance (MDR) is the main obstacle against treatment of acute lymphoblastic 

leukemia (ALL). ATP-binding cassette transporters function is mentioned as one of the most effective 

factors on MDR development. Though, there are many evidences on interference of ABCG2/BCRP, one of 

the outstanding members of this superfamly, in MDR occurrence, the expression effect of this gene on blasts 

of ALL patients is unknown yet. 

Methods: In this study, we used Real-Time PCR technique in order to investigate the relative expression of 

ABCG2/BCRP mRNA in 1-17 year old children with ALL. Peripheral or bone marrow blood samples from 28 

new case leukemic and 15 control children were investigated with cooperation of Seyyedo-Shohada hospital in 

Isfahan,. Minimal Residual Disease (MRD) was evaluated as quality of patient response to chemotherapy. 

Results: Profile of ABCG2/BCRP mRNA expression did not have any significant difference in new case 

ALL patients in comparison with control children. On the other hand, comparison of two groups of MRD
+
 and 

MRD
-
 patients showed no difference in ABCG2/BCRP expression level. The level of ABCG2 expression was 

not associated with immunophenotype of ALL or known prognosis factors for this type of leukemia. 

Conclusion: Results of this study showed no effect of ABCG2/BCRP expression level on MDR 

development in ALL. Accordingly, clinical value of ABCG2/BCRP expression profile determination was 

rejected as the prognosis value for childhood ALL in our geographical area. 
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