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  چكيده
هاي  مشكل اصلي اين بيماري پيدايش سلول. ترين نوع لوسمي در بالغين است لوسمي حاد ميلوبلاستيك شايع

گانه يا  چند مقاومت دارويي ي اين پديده. مقاوم و ايجاد مقاومت نسبت به داروهاي ضد سرطان است
MDR)(Multidrug Resistance  هاي مقاومت دارويي بيان ژن يكي از علت. نام دارد MDR1  و

در اين مطالعه سعي شده است كه از طريق مهار . باشد مي Pمحصول آن يعني گليكوپروتئين 
MDR1/mRNA  با استفاده ازsiRNA ز ويروسي با فنوتيپ مقاومت دارويي ناشي ا و دو وكتور غير

  .مقابله شود Pگليكوپروتئين 
به منظور بر عكس . ناميده شده است KDI/20توسط داروي دوكسوروبيسين مقاوم و K562ي سلوليرده :ها روش

. صورت گرفت siRNAسنتز  mRNA MDR1/عليه  Pناشي از گليكوپروتئين  MDR  كردن فنوتيپ
و يك وكتور غير ويروسي شيميايي  Fugene 6نام   ويروسي ليپيدي به توسط يك وكتور غيرsiRNA  سپس

بررسي بيان  ي وسيله سپس اثر آن در سطح سلولي به. اثر داده شد Polyethylenimine (PEI)نام   به
  .بررسي شد Real- time PCR ي وسيله  متري و در سطح مولكولي به توسط روش فلوسيتو Pگليكوپروتئين 

درصد  86و  Fugene 6 و وكتورsiRNAبا استفاده از Pگليكوپروتئيندرصد كاهش در79در اين روش :ها يافته
كاهش . مشاهده شدPolyethylenimine  و وكتور siRNAبا استفاده از  Pكاهش در گليكوپروتئين 

MDR1/mRNA در سطح مولكولي و به روش Real time PCR  درصد بود و 74و  62به ترتيب 
  .دار نبود اختلاف اين دو معني

كند و اختلاف  برداري عمل مي بعد از نسخه ي سازي ژن در مرحلهروش مؤثر خاموشعنوان يكبهsiRNA :گيري هنتيج
  .ديده نشد MDR1داخل سلول و مهار بيان ژن   به siRNAداري بين دو وكتور غير ويروسي براي انتقال  معني

    P،Multidrug Resistance، گليكو پروتئين MDR1، ژن siRNA :واژگان كليدي
 :تعداد صفحات
 :ها تعداد جدول

 :تعداد نمودارها
 :تعداد منابع

10 
4  
3  

30 
  .ي پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي اصفهان، اصفهان، ايرانشناسي، دانشكدهدكتر فاطمه نادعلي، استاديار گروه آسيب  :لمسئو ةنويسندآدرس

E-mail: nadali@med.mui.ac.ir 

  مجله دانشكده پزشكي اصفهان  مقاله پژوهشي
 1388تير /95شماره /بيست و هفتمسال  

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 

  و همكاران دكتر فاطمه نادعلي  …هاي لوسميك به  گانه در سلول قاومت دارويي چندمهار م

  259  1388تير/ 95شماره / سال بيست و هفتم  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان 

  مقدمه
لاستيك ناشي از موتاسيون سوماتيك لوسمي حاد ميلوب

هـاي   هـاي بنيـادي چنـد قدرتـه و يـا سـلول       در سلول
اين نوع لوسمي غالب در . باشد اجدادي با تمايز كم مي

دوران نوزادي است ولي در طفوليت و بلوغ از شـيوع  
درصــد  15-20شــود و در حــدود   آن كاســته مــي 

هاي بـالغين را   درصد لوسمي 80هاي اطفال و  لوسمي
درمان رايج و استاندارد آن اسـتفاده از  . دهد كيل ميتش

به مدت سه  Anthracyclinesو  Cytarabine داروهاي
هـاي ديگـر، اسـتفاده از     درمـان . باشـد  و هفت روز مي

شيمي درماني راديوتراپي به همراه پيوند اتولـوگ و يـا   
  ).1( هترولوگ مغز استخوان است

 نهـا بـين  درصد بيماران بالغ كـه سـن آ   10در حدود 
پس از دريافـت شـيمي درمـاني، در     ،سال است 15- 60

ماننـد و ايـن در حـالي     سال در فاز بهبودي مـي  5حدود 
دليـل    بـه . ساله دارنـد  5 يها بقا درصد بچه 60است كه 

تر نسبت بـه شـيمي درمـاني     كاهش تحمل بيماران مسن
تهاجمي و همچنين طبيعت ذاتي مقـاوم بـه درمـان آنهـا     

تـر   تر و مدت بهبـودي آنهـا كوتـاه    عيفبهبودي ض يالقا
  ).2(  است

دهند و يا پـس از   در افرادي كه به درمان پاسخ نمي
هـاي مقـاوم از    سلول ،كند بهبودي بيماري آنها عود مي

شـوند و   باعث عود لوسمي مـي  ،درمان اوليه فرار كرده
اين مقاومـت دارويـي در لوسـمي حـاد      ي علّت عمده

افراد مسن بيان بـيش از حـد   در به ويژه  ،ميلوبلاستيك
ــد  ،ژن ــي چنـ ــا  مقاومـــت دارويـ ــه يـ  (MDR1)گانـ

Multidrug resistance gene ــي ــك   م ــد و در ي باش
بيمار مبـتلا بـه لوسـمي حـاد      211بررسي كه بر روي 
 71سال انجـام شـده اسـت در     55ميلوبلاستيك بالاي 

بيان بيش از حـد داشـته اسـت     MDR1درصد آنها ژن 

كــه در پروتوانكــوژن  صــورتياز طــرف ديگــر در ) 3(
RAS    موتاسيون پيدا شود، ميـزان بيـان ژنMDR1  در

هـاي   يابد و سلول لوسمي حاد ميلوبلاستيك كاهش مي
 ،بيمار نسبت به داروهاي شيمي درماني حسـاس بـوده  

  ).4(پاسخ بهتري خواهند داشت 
هـاي بـدخيم نسـبت بـه يـك داروي       گاهي سـلول 
 Cytarabineبـه   مقاومـت مانند  ،شوند خاص مقاوم مي

 بـه  Deoxycytidine Kinase كه در اثر كمبـود آنـزيم  
هاي توموري نسـبت بـه    سلول نيزگاهي  ؛آيد وجود مي 

داروهاي مختلف ضد سـرطان كـه از نظـر عملكـرد و     
ســاختمان شــيميايي بــا هــم متفــاوت هســتند، مقــاوم 

ــي ــه  مـ ــوند كـ ــعيت  در شـ ــن وضـ ــطلاح ايـ   رااصـ
Multidrug resistance گانـه   دارويـي چنـد   يا مقاومت

د و اين نوع از مقاومت دارويي چندگانه مشكل ننام مي
  ).5(درمان تومورهاست  عمده در

 MDRوجـودآوردن فنوتيـپ     عوامل مختلف در به
دخالت دارند كه يكـي از آنهـا بيـان بـيش از حـد ژن      

MDR1   ـ  نـام  ه است كه محصول آن بـر روي سـلول ب
(pgp) P-glycoprotein ــي ــد و ژن  م در  MDR1باش

قـرار   (7q21.1) 7 ي انسان بر روي كرومـوزوم شـماره  
  ).5-7(دارد 

طور طبيعي بر روي بسياري   به pgpكه   جايي از آن
هـا،   كليـه، پـانكراس، روده   هـا از جملـه كبـد،    از بافت

هــاي  هــاي لنفوئيــدي، ســلول ســلول تخمــدان، بيضــه،
CD34+ ــد و ــي  ...، تيروئيـ ــان مـ ــذا در   بيـ ــود، لـ شـ
هـاي مختلـف،    ها و ساير بافـت  بافت هاي اين بدخيمي

دچار بيان افزايش يافته شـود   MDR1ممكن است ژن 
عنوان مثال   به. و فنوتيپ مقاومت دارويي را ايجاد كند

ــزارش ــي گ ــان  در ط ــايي بي ــاد  pgpه ــمي ح در لوس
ــاري    ــخيص بيم ــام تش ــتيك در هنگ  20-40ميلوبلاس
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بنابراين بيـان بـيش   ). 8-10(درصد گزارش شده است 
عنوان يك مكانيسم مقاومت دارويي در   به pgpد از ح

هـاي خـوني يـك شـكل      بـدخيمي  ماننـد هـا   بدخيمي
درماني است و براي مقابله بـا آن تـا كنـون از     ي عمده

شيمي درماني با دوز بالا و  نظيرهاي متفاوتي  استراتژي
مقاومت دارويي استفاده شده  ي كننده داروهاي برعكس

  ).11-15(وده است كه نتايج آن رضايت بخش نب
بعـد از   MDR1سازي ژن  استراتژي جديدتر خاموش

و  Ribozymeو  Antisenseبرداري بـا اسـتفاده از    نسخه
اين  ي همه. باشد مي SiRNAهاي اخير استفاده از  در سال
 MDR1ناشــي از ژن  mRNAهــا باعــث تخريــب  روش
وجود نخواهد آمد   به Pگليكوپروتئين  ؛ در نتيجهشود مي

ل نسـبت بـه داروهـاي شـيمي درمـاني حسـاس       و سلو
كه مقاومت دارويـي يـك     جايي از آن). 16- 17(شود  مي

ها از جمله سرطان خـون   مشكل عمده در درمان سرطان
 SiRNAبا اسـتفاده از   تا در اين تحقيق تلاش شد است،

و دو وكتور غير ويروسي كـه در مقيـاس نـانومتر عمـل     
و عـدم بيـان    MDR1سـازي ژن   كنند باعث خـاموش  مي

pgp هاي لوسمي حاد ميلوبلاستيك مقاوم شويم  در سلول
  .ها را نسبت به دارو حساس نماييم و اين سلول

  
  ها روش

  كشت سلول
توسـط   پيشتركه  (K562)سلول اريترولوكمياي انساني 

مقاوم شده بود، از تانـك ازت   Doxorubicineداروي 
 كشت داده شـد  پيش گفتهمايع خارج و بر طبق روش 

)18.(  
  فلوسيتومتري

 پـيش گفتـه  ي حساس و مقاوم بر اساس روش  ها سلول
  ).18(مورد فلوسيتومتري قرار گرفتند 

  siRNAطراحي و ساخت 
siRNA اي بـر اسـاس تـوالي     دو رشتهMDR1 mRNA 

(NM: 000927)  طراحي و توسط كمپانيMWG   آلمـان
 ي كارخانـه  ي بنـابر توصـيه    siMAXسنتز و توسط بـافر 

صورت محلول درآورده شد و تا زمان مصرف  هسازنده ب
به انتهـاي  . گرديدگراد نگهداري   سانتيدرجه  4در دماي 

اضـافه شـد تـا پايـدار بـاقي       TTتوالي  RNAهاي  رشته
  .بماند
  siRNA MDR1توالي

Sense 5- GGAAAAGAAACCAACUGAC-TT -3 
Antisense-GACAGUUGGUUUCUUUUCC-TT-3 

  هاي مقاوم بر روي سلول MDR1siRNAاثر 
به داخل سلول از دو وكتـور   MDR1siRNAبراي انتقال 

 و Fugene 6 (Roche,USA) هـاي  غير ويروسي بـه نـام  
(PEI ,Fermentas, USA) Polyethylenimine   اسـتفاده

  .شد
در  cell/ml 105  ×5هاي مقاوم به تعـداد   ابتدا سلول
كشـت داده   FBSحاوي ده درصد   RPMIمحيط كشت
به ازاي PEI از  lµ 3/3به siRNA از  gµ 1شد و سپس 

از محــيط كشــت اضــافه و ســپس ايــن  ليتــر ميلــيهــر 
. هـا در محـيط كشـت اضـافه شـد      كمپلكس بـه سـلول  

اضـافه   Fugene 6از  lµ 3به siRNA از  gµ 1همچنين 
هـا در محـيط كشـت     و سپس اين كمـپلكس بـه سـلول   

% 5ساعت در انكوباتور مرطوب با  48اضافه و به مدت 
هـا از   سـلول  سـپس . داده شـد  قـرار  C◦37و  CO2گـاز  

انكوباتور خارج و با سرم فيزيولـوژي اسـتريل شستشـو    
 Real Time PCRشد و بـر روي آنهـا فلوسـيتومتري و    

عنـوان كنتـرل فقـط      به يك پليت هـم بـه  . انجام گرديد
 نتـايج فلوسـيتومتري توسـط دسـتگاه    . وكتور اضافه شد

Coulter EPICS XL (USA) شد يگير اندازه.  
  cDNAو ساخت   RNAاستخراج

RNA يــــزولاتــــام بــــا اســــتفاده از محلــــول تر   

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 

  و همكاران دكتر فاطمه نادعلي  …هاي لوسميك به  گانه در سلول قاومت دارويي چندمهار م

  261  1388تير/ 95شماره / سال بيست و هفتم  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان 

(Gibco –BRL, USA)  ها استخراج و رسوب  لسلواز
RNA   ــاري از ــونيزه ع ــد  RNaseدر آب دي ــل ش . ح

بــا الكتروفــورز بــر روي ژل آگــاروز و  RNA كيفيــت
ــاهده ــدهاي  ي مشـ ــد  S28و  S18بانـ ــابي شـ . ارزيـ

وگرم ميكر 1ا استفاده از ب) RT( برداري معكوس نسخه
و هگزامرهاي راندوم  MMLVو آنزيم  total RNAاز 

  .وليتر انجام شدميكر 20در حجم
  طراحي آغازگرها براي كلونينگ

ــراي  ــاي  نژبــ  GAPDHو ژن مرجــــع  MDR1هــ
)glyceraldehyde-3- phosphate (dehydrogenase  با

ه و با استفاد NCBIمنتشر شده در  هاي توالياستفاده از 
بـا اسـتفاده از ايـن     .طراحي شـد  Primer 3افزار  از نرم

و  bp1025 بـا طـول    MDR1 از ژن اي پرايمرها قطعه
 bp 226بـا طـول    GAPDHاي از ژن  طور قطعه همين

پس از الكتروفورز بر روي ژل . تكثير شد PCRتوسط 
از ژل بريـده و   PCRآگاروز باند مربوط بـه محصـول   

هـر دو  . ل تخليص شداز ژ )Fermentas( توسط كيت
 T&A cloningمحصول در وكتـور مربـوط بـه كيـت    

(RBC, Taipei, Taiwan) پلاسميد  سپس. كلون شدند
ــ ــميد  ب ــتخراج پلاس ــت اس ــتفاده از كي ) Qiagen(ا اس

در نهايت غلظت پلاسميد هـم بـه روش   . تخليص شد
ــيتومتري   ــه روش دانسـ ــم بـ ــپكتروفتومتري و هـ اسـ

  .گرديدگيري  اندازه
  Real-time PCRهاي  پروبپرايمرها و 

ــوالي ــاي ت ــر MDR1 ،GAPDHپرايمره ــاي  وبو پ ه
Taqman   ــتفاده در ــورد اس ــدول RQ-PCRم  1 در ج

-carboxy-6 با 5/ها در انتهاي  پروب. آورده شده است

fluorescein phosphoramidite (FAM) ــه ــوان  ب عن
Reporter  5بـا   3/و در انتهاي-carboxytetramethyl-

rhodamine (TAMRA) عنــــوان   بــــهQuencher 
  .شدند دار نشانه

Real-time Q-RT-PCR  
Real-time PCR  در دســتگاهLight cycler (Roche) 

و  MDR1 شــرايط بهينــه بــراي هــر دو ژن. انجــام شــد
GAPDH  ي درجـه  95: دسـت آمـد    بـه به صورت زير 

واسرشت  ي دقيقه به عنوان مرحله 3مدت   به گراد سانتي
95 :ي بـه شـرح زيـر   يسيكل دما 45آن دنبال   هب ليه واو 

 ي درجــه 54 ثانيــه، 15مــدت  هبــ گــراد ســانتي ي درجــه
 10مـدت  هگراد ب سانتي ي درجه 72ثانيه و  15گراد  سانتي
 2وليتر و بـا اسـتفاده از   ميكر 20ها در حجم واكنش. ثانيه
 PCR،0.2mMاز بـافر   1Xغلظت  ،cDNAروليتر از ميك

از dNTP (Roche, Germany)، 5mMاز هـر كـدام از   
MgCl2،0.2 mM   ،0.2 از هر كـدام از پرايمرهـا mM  از

 SuperTaq DNA از 1.25Uو  Taqmanپــــروب 

polymerase هــاي  آزمــايش. انجــام شــدRQ-PCR  بــه
  .انجام شد) duplicate(يي صورت دوتا

  آناليز اطلاعات و رسم منحني استاندارد
و وردن غلظـت پلاسـميد   آدست   همنحني استاندارد با ب

   و بــرايگرديــد هــاي ســريالي از آن رســم  تهيــه رقــت
Real Time PCR بــه منظــور بــه . از آن اســتفاده شــد
 توانـد بـه   پذيري در نتـايج كـه مـي    حداقل رساندن تغيير

در  integrity RNAو  efficiencyدليـــل تفـــاوت در   
ن كنتـرل  ژبـا   MDR1ها باشد تعـداد كپـي مطلـق    نمونه

GAPDH ــه صــورت  ي نتيجــه .نرمــالايز شــد نهــايي ب
تعداد كپـي در نمونـه    محاسبهمطلق و ي گيري كم اندازه

 Light Cyclerاطلاعات در دسـتگاه  آناليز . دست آمد  به
 Second Derivative Maximum Methodافـزار   نـرم  با

در اين روش . شد كه مخصوص اين دستگاه است انجام
هـر نمونـه    Cross Pointطور خودكار تعداد سـيكل    به

اي اسـت   هر نمونه نقطـه  Cross point .گرديدص مشخ
گيـري   انـدازه  ،كه در آن سيكل وارد فاز لگاريتمي شـده 

هـاي  Cross point ي كمي نهايي در اين نقطه با مقايسـه 
 .آيد ها نسبت به منحني استاندارد به دست مي نمونه
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 هاي مورد استفاده پرايمرها و پروب .1جدول 
NAME 5΄-3΄ POSITION 
MDR1-Forward TTGGGGCTTTTAGTGTTGGA 
MDR1-Reverse CACAAGCCCAAGACAGAAAGC 
GAPDH-Forward AAGGTGAAGGTCGGAGTCAA 
GAPDH-Reverse  GAAATCCCATCACCATCTTC 
Real time-MDR1-

Forward 

AGGAAGCCAATGCCTATGACTTTA 

Real time-MDR1-

Reverse 

GAGAGAGAGGGGCCCAGTTG 

MDR1-PROBE GGCTGAGAACGGGAAGCTTG 
GAPDH-PROBE  CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC 

  
  GAPDHژن  يحاو ديرقت پلاسم الياستاندارد رسم شده با استفاده از سر يمنحن .1 نمودار

  

   
 MDR1رسم شده با استفاده از سريال رقت پلاسميد حاوي ژن  منحني استاندارد. 2نمودار 
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  ها يافته
از  siRNAبـدون تـأثير   K562 سلول حساس و مقاوم 
ي قـرار  مـورد فلـو سـيتومتر    Pنظر بيان گليكوپروتئين 

در كمپلكس  siRNAسپس سلول مقاوم توسط . گرفت
 Fugene 6وPEI هـاي   با دو وكتور غير ويروسي به نام

ساعت انكوباسيون از نظر بيـان   48تيمار شد و پس از 
ــان  شــدفلوســيتومتري  Pگليكــوپروتئين  و كــاهش بي
كـه در   گرديدمشاهده  siRNAدر اثر  Pگليكوپروتئين 

  .ستنشان داده شده ا 2جدول 
  

 siRNAقبل و بعد از درمان با P درصد گليكوپروتئين  .2جدول 

  توسط دو وكتور غير ويروسي
 نوع نمونه (%)كنترل منفي (%)تست

 سلول مقاوم 2 42

 سلول حساس 2 6

سلول مقاوم تيمار شده با  2 8/9
Fugene 6 و siRNA 

سلول مقاوم تيمار شده با  2  3/6
PEIوsiRNA 

  

  
   .Pلوسيتومتري گليكو پروتئيننتايج ف .1شكل 

A :  2( كنتـرل منفـي(%؛ B:   سـلول مقـاوم  KDI/20)42(%؛ :C   سـلول
 Fugene 6  و وكتور siRNAسلول مقاوم به همراه : D ؛%)6( حساس

  %).3/6( PEI وكتور وsiRNA  سلول مقاوم به همراه: E ؛%)8/9(
  

اسـت  نشان داده شـده   2گونه كه در جدول   همان
 Fugene 6در اثر درمان با  Pوپروتئين درصد بيان گليك

 80درصــد رســيده و  8/9درصـد بــه   42از  siRNA و
ايـن در حـالي اسـت كـه     . درصد كاهش داشته اسـت 

 و PEI درصــد بيــان گليكــوپروتئين در اثــر درمــان بــا
siRNA  ــه   42از ــد ب ــيده و   3/6درص ــد رس  90درص

اخـتلاف ايـن دو بـا     اسـت؛ درصد كاهش بيان داشـته  
153/0  =P ــي ــود معن ــل از   .دار نب ــاي حاص نموداره

  .است آمده 1ها در شكل  فلوسيتومتري سلول
هاي مقاوم و حساس و درمان شـده   همچنين سلول

مـورد بررسـي قـرار    Real Time PCR توسـط روش  
  .آورده شده است 3گرفتند كه نتايج آن در جدول 

  

  Real Time PCRنتايج حاصل از روش. 3جدول 
 MDR1  نوع نمونه

 
GAPDH  تعداد كپي 

MDR1  
  2200  1 × 107 2/2 × 104  سلول مقاوم

  0  1 × 107  0  سلول حساس
سلول مقاوم تيمارشده با 

Fugene و siRNA  
104 × 7/1  107 × 2  850  

سلول مقاوم تيمار شده 
  siRNA و PEIبا 

103 × 2/9  107 × 6/1 570  

  

نشان داده شده است در  3گونه كه در جدول  همان
برابر با صـفر و تعـداد    MDR1سلول حساس بيان ژن 

 2/2 × 104در سلول مقاوم برابـر بـا    MDR1كپي ژن 
 850 بـه  siRNA و Fugeneباشد و در اثر درمان با  مي

. درصد كاهش داشته است 65كپي رسيده و در حدود 
عداد كپي ژن ت siRNA و PEIهمچنين در اثر درمان با 

درصـد كـاهش داشـته     75رسيده و در حـدود   570به 
دار نبـوده   معنـي  > P 53/0 است و اختلاف اين دو بـا 

  .است

  
  بحث

مقاومت دارويي يكـي از مشـكلات اصـلي در درمـان     
ها از جمله سـرطان حـاد ميلوبلاسـتيك خـون      سرطان
ــي ــاني  باشــد و اســتراتژي م ــرهــاي مختلــف درم  نظي

بـالا و اسـتفاده از داروهـاي بـر     درمـاني بـا دوز    شيمي
و اسـت  آميـز نبـوده    عكس كننـده تـا كنـون موفقيـت    
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سـازي   هاي خاموش هاي اخير از روش محققان در سال
  .اند استفاده نموده siRNAژن توسط 

در سال  siRNAسازي ژن توسط  مكانيسم خاموش
و همكاران در نماتودها شناخته شد  Fireتوسط  1998

كــار رفــت   ر پســتانداران بــهد 2001و در ســال ) 19(
در حال حاضر در تحقيقـات زيـادي    siRNAاز ). 20(

در  هـاي درگيـر   ژن بـه ويـژه  هاي مختلـف   بر عليه ژن
  ).21-24(شود  سرطان استفاده مي

هاي فيزيكي از طريق ترشح  رسد استرس به نظر مي
هاي آدرنرژيك باعث بيـان بـيش از    آدرنالين و تحريك

ت دارويي در سرطان سـينه  و ايجاد مقاوم MDR1 حد
 siRNA ي وسـيله   توان به شود و اين مقاومت را مي مي

ــرد   ــار ك ــي مه ــت داروي ــه ژن مقاوم و  Jun. )25(علي
با استفاده از سلول سـاركومي   2005در سال همكاران 

ــي  ضــد siRNAرحــم انســاني و  ژن مقاومــت داروي
)MDR1(  كاهش بيان اين ژن و گليكوپروتيئنP را به  

  ).26(كمي نشان داده است  RTPCRروش 
Lin   بــا اســتفاده از   2006و همكــاران در ســال
siRNA انـــد بيـــان ژن  توانســـتهMDR1 ي را در رده 

درصد كاهش  50تا  )MCF-7/R(سلولي سرطان سينه 
  ). 27(دهند 
 2007سال  عليه ژن مقاومت دارويي در siRNAاز 

هـاي ســرطان   و همكـاران در سـلول   Sichuanتوسـط  
كـاهش قابـل توجـه بيـان ژن      ،اسـتفاده شـده   تخمدان
MDR1 همچنــين )28(انــد  را ملاحظــه كــرده ،GU  و

ــال  ــاران س ــت  siRNAاز  2007همك ــه ژن مقاوم علي
انساني مقاوم بـه   K562هاي  در سلول MDR1دارويي 

آدريامايسين استفاده و مهار كامل مقاومـت دارويـي را   
  ).29(ها مشاهده كردند  در اين سلول
عليـه   siRNAهمكـاران از   و Lim ،2007در سال 

هاي سرطان خون حاد مقاوم بـه   در سلول MDR1ژن 
آدريامايسين استفاده كردند و موفق شدند بيان ژن را تا 

درصد بـا   52درصد توسط روش الكتروپوزيشن و  85
  ).30(استفاده از وكتورهاي ليپيدي كاهش دهند 

در گونه كه در بالا ذكر شد محققين مختلـف    همان
ژن  ضـد بـر   siRNAهـاي متـوالي بـا اسـتفاده از      سال

MDR1 هـاي   اند بيان اين ژن را در انواع سلول توانسته
در . كــاهش دهنــد مختلــف ســرطاني مقــاوم بــه دارو

 siRNAهاي حاضر نيز ما توانستيم با استفاده از  تحقيق
استفاده از يك وكتور ليپيدي و يك  و MDR1ژن  ضد

در مقيـاس نـانومتر عمـل     كـه ) PEI(وكتور شـيميايي  
را  MDR1بيــان ژن % 75و % 65كننــد بــه ترتيــب  مــي

همچنــين ايــن كــاهش در ). 3جــدول (كــاهش دهــيم 
بـه ترتيـب بـه     Pمحصول بيان ژن يعني گليكوپروتئين 

درصد با وكتور  90درصد با وكتور ليپيدي و  80ميزان 
ولـي  ). 1 و شـكل  2جدول (شيميايي ديده شده است 

ر نتايج ذكر شد تفاوت ايـن اخـتلاف،   گونه كه د همان
ــي ــزان   معن ــه يــك مي ــور ب ــوده اســت و دو وكت دار نب
داخل سلول هدايت و باعـث    را به siRNAاند  توانسته

شوند كه نتايج ما نيز مشابه به  MDR1كاهش بيان ژن 
ذكر شـد و اميـد    پيشترنتايج محققان ديگري است كه 

  in vivoرود كـه در آينـده از ايـن روش بتـوان در     مي
بـرداري   سازي ژن بعـد از نسـخه   خاموشموارد جهت 
سازي ژن مقاومت دارويـي چندگانـه يـا     خاموشنظير 

MDR1 ــه    اســتفاده و ســلول هــاي بيمــار را نســبت ب
  .داروهاي شيمي درماني حساس نمود

  
  تشكر و قدرداني

ــماره   ــا ش ــق ب ــن تحقي ــرح  ي اي ــز  2902ط در مرك
ــاتولوژي ــات هم ــ - تحقيق ــوژي و پيون ــز انكول د مغ
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استخوان دانشگاه علوم پزشـكي تهـران بـه تصـويب     
مين أهاي آن توسط آن مركز ت ـ هزينه ي رسيده و كليه

همكـاران   ي وسيله از زحمات كليه  بدين. شده است

مركــز تحقيقــات خــون و انكولــوژي و پيونــد مغــز  
لين محترم آن صميمانه تشكر مسؤو به ويژهاستخوان 

  .شود و قدرداني مي
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Abstract 
Acute myeloblastic leukemia (AML) is the most common form of 
acute leukemia in adults. One of the major problems in this disease is 
the emergence of leukemic blast cells that are resistant to anticancer 
drugs. This phenomenon is termed multidrug resistance (MDR). One 
cause of the MDR is the expression of the MDR1 gene and its product, 
P-glycoprotein (Pgp). In this study, we tried to inhibit the MDR 
phenotype with MDR1/mRNA/Pgp in the leukemic cells using short 
interfering RNA (siRNA) and two nano particles as non-viral vectors.

Background: 

The Pgp expressing cell line was established from a parental K562 cell 
line with increasing concentration of doxorubicin and named KDI/20. In 
order to reverse the MDR phenotype due to pgp expression, siRNA 
against MDR1/mRNA was synthesized. siRNA was used on the KDI/20 
cells in combination with two nano particles as non-viral vectors: (1) 
Fugene 6 transfection reagent (cationic lipid) and (2) polyethylenimine 
(cationic polymer). The effect of these complexes was assessed at the 
cellular level by flowcytometry (for Pgp detection) and molecular level 
by Real Time - PCR.

Methods:  

The result showed 79% reduction in Pgp by siRNA /Fugene 6 and 
86% reduction in the Pgp by siRNA/PEI at the cellular level in 
flowcytometry. Also 62% reduction in the MDR1/mRNA by siRNA 
/Fugene 6 and 74% reduction in the MDR1/mRNA by siRNA /PEI at 
the molecular level by Real Time – PCR.

Findings: 

siRNA could be an efficient method in order to post transcriptional 
gene silencing and there were no significant differences between two 
nano particles in gene silencing in this study.

Conclusion: 
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