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و كدكننده نوعي فسفوگليكو پروتئين  بودهاگزون  28راي دا 7q21بر روي كروموزوم  MDR1ژن  

به  .در آن گزارش شده است چندشكلي 50كنون بيش از اين ژن بسيارپلي مرفيك است و تا .است
ن ايدر  .نظرميرسد چندشكليهاي اين ژن بر سطح بيان آن و پاسخ افراد به داروها تاثير گذار است

 PCR-RFLPتكنيك فرد ايراني توسط  120در  C3435Tو  C1236Tمطالعه فراواني دو چندشكلي
همچنين ارتباط اين چندشكليها  و Real time RT-PCRو بيان اين ژن با تكنيك  ARMS-PCRو 

درصد و 43برابر با ) C(براي آلل طبيعي  C3435Tفراواني آللي  .شد با سطح بيان ژن مذكور بررسي
 3435TT، 3435CT و فراواني ژنوتيپ هاي درصد بود 57برابر با ) T(براي آلل جهش يافته 

) C(براي آلل طبيعي  C1236Tفراواني آللي . درصد محاسبه شد 21و  44, 35به ترتيب   3435CCو
، 1236TTدرصد بود و فراواني ژنوتيپ هاي 56برابر با ) T(درصد و براي آلل جهش يافته 44برابر با 

1236CT  1236وCC  كه دادنشان   نتايج اين تحقيق .حاسبه شددرصد م 13و  63  ،24به ترتيب 
بنا برا ين احتمالا اين  . چندشكليهاي مطالعه شده بر روي بيان اين ژن تاثير معناداري ندارند

چندشكلي ها تاثيري بر پاسخ به درمان از طريق تغيير ميزان بيان اين ژن در بيماريهاي مختلف نظير 
 . سرطانها را ندارند

  

  مقدمه

لل ايجاد فنوتيپ مقاومت دارويي عدم دست يابي مولكول هاي دارويي به سلول هاي يكي از ع
به طوري كه بيماران نسبت به داروهاي مختلف كه مكانيسم هاي اثرمتفاوتي  هدف خود مي باشد

پروتئين هاي غشايي  ،هدف يكي از موانع داروها در دست يابي به سلول .دارند مقاوم مي شوند
 ATPخانواده پروتئين هاي ناقل متصل شونده به  كه جزء هااين پروتئين. ندهست MDR1از جمله 

آلفا  6و داراي دو دومين درون غشايي متشكل از  اسيد آمينه تشكيل شده 1280ميباشد از 
  Tang et al.  2002; Sakaeda)است ATPهليكس و دو دومين درون سلولي متصل شونده به 

ل سوبستراهاي مختلفي مي شود كه داروهاي با ساختمان و سبب انتقا MDR1پروتئين  .(2005
 ).Sauna et al.  2007(عملكرد متفاوت نيز جزء آنها مي باشند 

 هاي كليدي واژه
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 طيف وسيعي از داروهاي مورد استفاده در شيمي درماني در اين
ناقل در ايجاد مقاومت  و لذا اين پروتئين دسته قرار مي گيرند

 Kimchi-Sarfaty( باشد دارويي در سلول هاي سرطاني دخيل مي

et al.  2007.(  اين پروتئين به طور طبيعي در بسياري از بافت
ماهيچه ها و روده بيان مي  ،كبد ،ليهك ،هاي بدن انسان مثل مغز

شود و به نظر مي رسد در محافظت اين بافت ها در برابر مواد 
يك  )Schwab et al.  2003.( P-gp) MDR1( سمي دخيل است

است كه بوسيله ژن  kDa 170 حدودگليكوپروتئين با وزن 
MDR1 طول و اگزون 28 اين ژن با ,مي شود رمز  kbبرروي ١٢٠ 

چندشكلي  50تاكنون بيش از  .قراردارد )7q21.12( 7كروموزوم
(SNP) مورد از آنها   20كه در حدود  دراين ژن گزارش شده

 .)van der Deen et al.  2005( هستندموتاسيون هاي خاموش 
بيش  26در اگزون  C3435Tو  12در اگزون  C1236Tچندشكلي

يت از ساير چندشكلي ها مورد توجه قرار گرفته اند و در جمع
 ; Kroetz et al.  2003 ( هاي گوناگون مورد بررسي واقع شده اند

Jamroziak et al. 2004; Xhemo et al.  2007 (.  به نظر مي رسد
و نيز پاسخ دارويي  MDR1اين چندشكليها بر روي ميزان بيان ژن 

مطالعات گوناگون بر روي فراواني اين چندشكليها .تاثيرگذار است
 .ف نتايج متفاوتي را در پي داشته استدر جمعيت هاي مختل

در جمعيت  هدف اين مطالعه بررسي فراواني اين دو چندشكلي
 .ايران  و اثر اين چندشكليها بر بيان ژن مذكور است

  
   هامواد و روش

رضايت نامه كتبي  فرد داوطلب بعد از اخذ 120در اين تحقيق از 
 .گرفته شدنمونه خون محيطي , آگاهانه براي شركت درمطالعه

  30±10مرد با ميانگين سني  56زن و  64جمعيت مورد مطالعه از 
  فته استتشكيل يا
  ژنومي DNAاستخراج 

 DNA نمونه هاي خون محيطي توسط كيتDiatom DNA Prep 

200 (Isogene Lab ltd Russ) استخراج شد.  
 RFLP روش 

وتشخيص  PCRجهت انجام توالي آغازگرهاي به كار رفته 
  شده  داده نشان  1 درجدول 26 اگزون در  C3435T چندشكلي

 

يك توالي نوكلئوتيدي  هاآغازگراين  ) Turgut et al.  2007( است
مرحله بعدي  ،كنندمي تكثير  26دراگزون  را bp  248به طول
 با غلظت و Mbol (Fermentas)ازآنزيم  استفاده باآنزيمي  هضم

U2 نمونه دردمايكه  بود °C37 شد انكوبه اعتس 3 مدت به. 
 bp238يك قطعه : محصولات حاصل ازهضم آنزيمي عبارتنداز

 و CCبراي ژنوتيپ  bp 60و bp172  قطعات ، TTبراي ژنوتيپ 
  .CTبراي ژنوتيپ  bp60 و bp238 ، bp 170    قطعات

  تجزيه آماري
براي ثبت داده ها و آناليزآماري  16نسخه  SPSSنرم افزار  از

-Kolmogorovن داده ها بااستفاده از تست استفاده شد نرمال بود

Smirnov تعيين شد تفاوت بين گروهها با استفاده از تست  
Independent-Samples T Test اطمينان  حدود .محاسبه شد

معني  >05/0P و درنظرگرفته شد درصد 95درتمامي آزمايشات 
 .بود دار

  ARMSروش 
ي توالاز  12 اگزون در C1236Tجهت تشخيص چندشكلي

اين . شده است استفاده 1در جدول  ذكرشدهآغازگرهاي 
ابتدا يك قطعه حاوي چندشكلي مورد نظر را به  اآغازگره

 CCو سپس چنان چه ژنوتيپ  تكثير 12اگزون  در bp  444طول
    bp444، bpقطعات  CTبراي  ،bp 200و bp444  باشد قطعات

ثير تك bp297 و  bp444 قطعات  TTو براي  bp297  و  200
  .خواهند يافت

  ژنبيان  ميزانبررسي 
RNA  نمونه ها توسط كيتTripure isolation reagent 

 Revert AID Firstتوسط كيت  cDNAاستخراج و ساخت 

Strand cDNA synthesis kit از كيت  .انجام شدLight-

Cycler-Fast Start DNA Master SYBR Green I  براي
استفاده شده است  light cyclerبررسي بيان ژنها توسط دستگاه 

سري رقت براي .به عنوان ژن مرجع انتخاب شد GAPDHو ژن 
توالي آغازگرهاي  .تهيه شد 2/1رسم منحني استاندارد با ضريب 

  .Au et al(  نشان داده شده است 1به كار رفته در جدول 

2008(  
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    توالي آغازگرهاي استفاده شده در مراحل مختلف كار -1جدول 
 C3435Tبراي چندشكلي  RFLPغازگرهاي  روش آ

5′-GCTGGTCCTGAAGTTGATCTGTGAAC -3′  

5′-ACATTAGGCAGTGACTCGATGAAGGCA -3′ 

 

 طول قطعات تكثيري

3435TT=238 bp  

3435CC=172,60 bp 

3435CT=238,170,60 bp 
  C1236Tبراي چندشكلي  ARMSآغازگرهاي  روش 

1236F: 5′. TTCGAAGAGTGGGCACAAACCAGATAA. 3′ 

1236R: 5′. GATGTGCAATGTGACTGCTGATCACC. 3′ 

1236C: 5′.CTCACTCGTCCTGGTAGATCTTGAAGTGC. 3′ 

1236T: 5′. CCACTCTGCACCTTCAGGTTCCGA. 3′   

 طول قطعات تكثيري

1236CC= 444,200 bp 

1236CT = 444.297 200 bp 

1236TT=444,297 bp 

 آغازگرهاي استفاده شده جهت بررسي بيان ژن

MDR1: 

5′-TAGACACTTTATGCAAACATTTCAA-3′ 

5′-TGACATTTATTCAAAGTTAAAAGC-3′ 

GAPDH: 

5′-TGGGTGGCAGTGATGGCATGG-3′ 

5′-GCAGGGGGGAGCCAAAAGGGT-3′ 

 طول قطعات تكثيري

 
MDR1 = 308 bp 

 

 

  

GAPDH: 219 bp 

 
   نتايج و بحث
در ژن  فرد ايراني جهت بررسي دو چندشكلي 120نمونه خون 

MDR1 آغازگرهاي مورد استفاده در  .ورد بررسي قرار گرفتم
  bpدر ابتدا يك توالي نوكلئوتيدي به طول RFLP-PCRروش 

محصولات حاصل ازهضم  تكثير مي كنند و 26رادراگزون  248
 TTبراي ژنوتيپ  bp238 يك قطعه : عبارتنداز Mbo1آنزيم 

   ، bp238 وقطعات  CCبراي ژنوتيپ  bp 60و bp172 ،قطعات 

  bp170 و bp60  براي ژنوتيپCT )فراواني آللي   ).1شكل
C3435T  براي آلل طبيعي)C( درصد و براي آلل  43 برابر با

و فراواني ژنوتيپ هاي  درصد بود 57برابر با  )T(جهش يافته 
3435CC ،3435CT ، 3435TT درصد  21و  44 ،35به ترتيب

  .محاسبه شد
درصد و 44برابر با ) C(ي براي آلل طبيع C1236Tفراواني آللي 

 و فراواني ژنوتيپ  درصد بود 56برابر با  )T(براي آلل جهش يافته 

 13و  63 ،24به ترتيب  1236TT و1236CC ، 1236CT هاي
 .درصد محاسبه شد

  
  

از رسم منحني  PCR راندمان ميزانبه منظور دست يابي به 
نزديك  - 32/3منحني به عدد   شيب استاندارد استفاده شد هر چه

شيب  .درصد ميباشد100نشان دهنده راندمان نزديك به شود
و براي ژن  - 2/3برابر با  MDR1براي ژن  نمودار استاندارد

GAPDH 3و2شكل( است - 3/3 برابر با(. 

 فوق بر روي بيان ژن به منظور بررسي اثر دو چندشكليسپس 

MDR1،  بيان در بين  ليبررسي شد و افرادبيان در نمونه خون
. اد داراي ژنوتيپ هاي مختلف تفاوت معناداري نشان ندادافر

)P>0.05) (ژن  ).4شكلMDR1  يكي از اعضاي خانواده پروتئين
افزايش بيان اين ژن در , مي باشد ATPابسته به وهاي غشايي 

تا كنون ،ايجاد فنوتيپ مقاومت دارويي در سرطان هاي گوناگون
به  .ر گرفته استبه طور گسترده اي بررسي و مورد تاييد قرا

همين دليل مطالعه ي علت و يا مكانيزم موجد تغييرات بياني اين 
 مكانيسم هاي ژن مورد توجه بسياري از محققين ميباشد يكي از 

 DNA هايي در توالي رفيسموپلي م عامل در تغييرات بياني وجود
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 MDR1 با توجه به اين كه ژن ).Tang et al. 2002( است كدكننده
 C3435Tهايي چون  رفيسموموجود پلي رفيك استبسيار پلي م

بر روي بيان اين ژن و در نتيجه بر روي سرانجام  C1236T و
د باشند نيز تاثير گذار مي باشنمي MDR1داروهايي كه سوبستراي 

Hoffmeyer et al.  2000; Komar et al.  2007)(. 
قرار دارد و اولين باردر   26 كه در اگزون  C3435Tموتاسيون 

 Ameyaw( گزارش شد يك موتاسيون خاموش است 2000سال 

et al.  2001(  با اين وجود تاثير آن بر روي بيان ژنMDR1   در
و فراواني  )gümüş-akay et al.  2008(مطالعات متعدد گزارش 

در جمعيت هاي كشورهاي مختلف بررسي شده  اين چندشكلي
وطلب در فرد دا 120در 3435TT فراواني ژنوتيپ هاي  .است

درصد محاسبه شد كه  21و  44 ،35جمعيت ايران به ترتيب 
بر روي  Ameyaw  et al. (2001) مقاديري بسيار مشابه با گزارش

) CC=22%, CT=42%, TT=36%(فرد پرتقالي مي باشد  100
)Larsen et al.  2007.(  فرد در  100در مطالعه اي كه بر روي

     فراواني ژنوتيپ هاي نجام شد اRFLP-PCR  تركيه با تكنيك

  CC3435وCT3435،TT3435   درصد  20و  51, 29به ترتيب
بيان  ،در مطالعه حاضر ).gümüş-akay et al.  2008(مشاهده شد 

. وابستگي نداشت C3435Tبا ژنوتيپ فرد در موقعيت  MDR1ژن 
در مطالعه اي بر روي تعدادي فرد سالم نتايجي مطابق با نتايج 

ر جمعيت ايراني گزارش شده است به اين صورت مشاهده شده د
با  3435TTو 3435CC، 3435CTكه بيان در افراد با ژنوتيپ هاي 
در  )Siegmond et al.  2002(. يكديگر تفاوت چنداني ندارد

در  MDR1مطالعه اي بر روي جمعيت افراد ژاپن افزايش بيان ژن 
رش شده گزا CCو  CTنسبت به افراد  TTافراد داراي ژنوتيپ 

در مطالعات ديگر افراد داراي  )Tsutomu et al.  2002(است 
را در  MDR1بيان بالاتري از  3435در موقعيت  CC ژنوتيپ

  .Hoffmeyer et al(مقايسه با دو ژنوتيپ ديگر گزارش نموده اند 

2000(.   
در جمعيت   1236CC و1236TT ، 1236CTفراواني ژنوتيپ هاي

 .درصد محاسبه شد 13و  63 ،24ترتيب  ايراني به 120 متشكل از
در جمعيت تركيه و يا  كه مشابه با فراواني اين چندشكلي

 MDR1بيان ژن  )Pechandova ey al. 2006(چكسلواكي مي باشد
در افراد ايراني با ژنوتيپ هاي مختلف آنها تفاوت معناداري 

نيز يك موتاسيون خاموش است كه  C1236Tموتاسيون  .نداشت
يل يك كدون اسيد آمينه گليسين به كدون ديگر همين سبب تبد

اين (Kimchi-Sarfaty et al.  2007). اسيد آمينه مي شود
نيز در پاسخ افراد مختلف به داروها تاثيرگذار مي  چندشكلي

بر  مطالعات بررسي اثر اين چندشكلي .)(Xing et al. 2006باشد
ه همراه نتايج مختلف و ضد ونقيضي را ب MDR1روي بيان ژن 

 ;Bosch et al.  2006; Aarnoudse et al.  2006    ( داشته است

Wasilewska et al.  2007 .(   اين مطالعه به  در مابطور خلاصه
و  MDR1بررسي فراواني آللي و ژنوتيپ هاي چندشكليهاي ژن 

 هر چند كه فراواني  پلي    .اثرآنها بر روي بيان اين ژن پرداختيم
در جمعيت ايراني  مورد  C1236Tو  C3435Tمرفيسم هاي 

مطالعه متفاوت بودند اما تاثيري بر ميزان بيان اين ژن نداشتند و 
  .بطور محتمل تاثيري در پاسخ به درمان بيماران ندارند

  تشكر و قدرداني
اين تحقيق با حمايت مالي پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و 

از تمامي افرادي كه . زيست فناوري به انجام رسيده است
همكاري صميمانه اي در انجام اين تحقيق داشتند تشكر و 

  .قدرداني مي نماييم
 

 
استخراج شده از خون افراد  تحت مطالعه  RFLP، DNAروش  -1شكل

برش داده شدند كه   MboIي مناسب توسط آنزيم پس از تكثير با آغازگرها
 bpقطعه ( TTژنوتيپ  )1چاهك , نتايج آن در اين شكل قابل مشاهده است

ماركر  )3چاهك  ،) 60و  bp 172قطعات ( CCژنوتيپ  )2چاهك  ،)238
  )60و 170و bp 238قطعات  ( CTژنوتيپ  )4و چاهك bp100 اندازه گيري
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رقيق  2/1نمونه ها به ترتيب با ضريب  ،MDR1نموار استاندارد ژن  -2شكل

است كه  r=1است در حاليكه ميزان  -3,2 شده اند و شيب منحني استاندارد
-Real Time RTدرصد براي واكنش  100نشان دهنده بازده نزديك به 

PCR  است. 

 

  
 2/1نمونه ها به ترتيب با ضريب  .GAPDHژن  منحني استاندارد -3شكل

كه نشان دهنده بازده  است r=1و =3/3slope منحني رقيق شده اند شيب
 .است  Real Time RT-PCRدرصد براي واكنش  100نزديك به 

 

  
در ژنوتيپ هاي مختلف چندشكلي  MDR1متوسط بيان ژن  -4شكل

C1236T   كه با وجود اين كه بيان ژن مذكور در افراد با ژنوتيپCC  از افراد
CT  وTT  آماري اين افزايش بيان با ژنوتيپ افراد  بالاتر است اما از لحاظ

  .تحت مطالعه وابستگي معنا داري ندارد
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