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Abstract 

 

Background and purpose: Multidrug resistance (MDR) phenotype is a major complication in 

cancer chemotherapy. Gankyrin is a key point molecule in cell cycle regulation and may contribute to 

drug-resistance phenotype of tumor cells. The aim of this study was to compare the basal Gankyrin 

expression level in ovarian and gastric drug-resistant cells with their parental drug-sensitive cells. 

Materials and methods: In this experimental study, the Gankyrin expression at mRNA and 

protein levels in drug resistance cell lines was compared with their parental drug sensitive cell lines by 

real time RT-PCR and Western blotting. 

Results: Gankyrin mRNA expression in A2780/RCIS cells was statistically lower than A2780 

cells (p= 0.00) but their difference was not statistically significant at protein level (p= 0.240). In addition, 

Gankyrin expression in EPG85-257/RDB was lower than its parental drug sensitive cell line at mRNA 

and protein level. 

Conclusion: This study found an opposite relationship between Gankyrin expression and MDR 

phenotype related to the overexpression of MDR transportes. This suggestes for the first time that the 

incidence of MDR phenotype could inhibit tumorgenisity. 
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 ـدرانــــازنـــي مـكـــــزشـــوم پـــلــــگاه عـشـــه دانــــلــمج

 (13-39)   1931سال    خرداد    161بيست و هشتم   شماره دوره 

 19       1931، خرداد  161دوره بيست و هشتم، شماره         مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                                  

 پژوهشی

 گانکيرين در رده هاي سلولياونکوپروتئين بررسي ميزان بيان 
 به داروهاي ضد سرطان و حساس مقاوم سرطان تخمدان و معده

 
   1مریم طاهری

    3و2خدیجه جامی الاحمدی    

 4فاطمه کلالی نیا    

 چكیده
های شیییي درمیاني ا.یت  ين دلايل ناکارآمد بودن رژيمتربروز فنوتیپ مقاومت چند دارويي از مهم و هدف: سابقه

نقی  مهییي  .رکوبگر تومورکننده منفي مسیرهای مهم ي ا.ت که به عنوان تنظیمانكوژنگانكیرين از معدود پروتئین های 
ان بییان پايیه در اين مطالعه، در يک غربالگری اولییه بیه مقايسیه میی   نیايدايفا ميها شدن .لول .رطاني روند پیشبرد دررا 

 های والد حساس به دارو، پرداخته شد تخیدان و معده انساني با .لول .رطان گانكیرين در .لول های مقاوم به داروی

 هیای .یلوليو پیروتئین در رده mRNAمی ان بیان انكوپروتئین گیانكیرين در .یط  در اين مطالعه تجربي،  ها:مواد و روش

و  Real Time RT-PCRهای های .لولي والد حساس به دارو به ترتیب با ا.تفاده از تكنیکهمقاوم به دارو با بیان آن در رد
Western Blotting  مقايسه شد 

های .رطان تخییدان مقیاوم بیه دارو بیان گانكیرين در .لولدار معنيدهنده کاه  نتايج به د.ت آمده نشان ها:یافته
(A2780/RCIS ومت داروييترانسپورترهای مقاکننده بیانMRP2  )(00/0p= )در مقابل رده .لولي والید حسیاس بیه دارو در 

 کننیدهبییان EPG85-257/RDBهای .لول .رطان معده مقاوم )در رده گانكیرينبیان چنین   هم(=040/0p) بود mRNA.ط  
 روی آن بود .لول والد حساس به دا تر ازو پروتئین کم mRNA( در .ط  MDR1ترانسپورترهای مقاومت دارويي 

دهنده ارتباط معكوس بین می ان بییان گیانكیرين بیا بیروز فنوتییپ مقاومیت در مجیوع نتايج اين تحقیق نشان استنتاج:
کییه افیی ي   شییودلیی،ا، ايیین فرپیییه پیشیینهاد مییي هییای ترانسییپورتر دارويییي بییود دارويییي از طريییق افیی اي  بیییان پیییپ

 های .رطاني باشد ه خواص مهاجم تومورزا در .لولتواند مهارکنندترانسپورترهای دارويي ميبیان
 

 گانكیرين، مقاومت چند دارويي، .رطان تخیدان، .رطان معده واژه های کلیدی:
 

 مقدمه
هییای درمییان شییییي درمییاني يكییي از مییوارترين راه

تومورهای بدخیم ا.ت، با اين وجود گاهي داروها قیادر 
يكیي از   (0،،)باشیندهیای تومیوری نییيبه کشتن .یلول

ها، بیروز مقاومیت مشكلات اصلي در شییي درماني .رطان
ا.یت کیه  Multi drug resistance (MDR)چند دارويیي )

 داروی يک رضییي که در معیرطانیای .ییهولییدر آن .ل
 

 :Kalaliniaf@mums.ac.ir E-mail                ی دانشگاه علوم پ شكي مشهد، پژوهشكده بوعلي، مرک  تحقیقات بیوتكنولوژ :مشهد -فاطمه کلانی نیا مولف مسئول:

 ، گروه بیوشیي، دانشكده علوم، پیام نور مشهد، مشهد، ايرانکارشنا.ي ارشد بیوشییي  ،
 ايران مشهد، مشهد، پ شكي علوم دانشگاه، دانشكده پ شكي ،يپ شك یوتكنولوژیگروه با.تاديار،   0
 مشهد، ايران دانشگاه علوم پ شكي مشهد،، دارويي نوين ناوريهایف، پژوهشكده مرک  تحقیقات بیوتكنولوژی  3
 مشهد، ايران ، دانشگاه علوم پ شكي مشهد،دارويي نوين فناوريهای، پژوهشكده مرک  تحقیقات بیوتكنولوژی، دانشیار  4

 : 331،/5/3:  ريخ تصويبتا                331،/02/3تاريخ ارجاع جهت اصلاحات :            331،/1/3، تاريخ دريافت 
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 اند، به داروهای پد.رطان ديگریپد.رطان قرار گرفته

که از نظر .اختیان و عیلكیرد بیا داروی اولییه متفیاوت 

زمیاني کیه مقاومیت   (،)دهنیدهستند، مقاومت نشیان مي

تری دارو به منظور غلبه شود بايد از مقدار بی ايجاد مي

نه فقی  عیوارض بر مقاومت ا.تفاده شود، در اين حالت 

 عیل باعث بالا رفتن مقاومیتشود، بلكه اينجانبي ظاهر مي

 مختلفیي مولكولي مسیرهای  (0)شودها به دارو مي.لول

 باشیدمیي در بروز فنوتیپ مقاومت چند دارويیي دخییل

هیاننیید کییاه  جیی،، دارو، افیی اي  بیییرون انییداختن 

(Efflux  دارو از .لول، کیاه  فعالییت دارو، افی اي )

رفعییال بییودن دارو، بیییان بییی  از حیید هیید  دارو، غی

  (3)موتا.یون هد  دارو و اف اي  باز.ازی آ.یب دارو

هیای اف اي  بیرون انداختن دارو از .یلول تو.ی  پییپ

ترين علت مقاومت دارويي مشاهده شیده غشايي، معیول

در تحقیقات آزمايشگاهي و کاربردهای بالیني ا.ت  اين 

ر دارويییي متعلییق بییه خییانواد  هییای ترانسییپورتپییروتئین

 ATP (ATP-bindingهیای متصیل شیونده بیه پیروتئین

cassette transporters (ABC transporters) هسیتند )

-MDR1 (Multidrugتیوان بیه ها ميترين آنکه از مهم

resistance gene 1 ،)MRP1 (Multidrug-resistant 

protein 1 و )MRP2 (n 2resistant protei-Multidrug) 

 Gankyrin (also khnown ) گیانكیرين  (1،2)اشاره نیود

as PSMD10 or P28GANK) ) انكیوپروتئین جديیدی ،

 001کیلودالتیون کیه حیاوی  05 ا.ت بیا وزن مولكیولي

   ايین پیروتئینتكرار آنكیرين ا.یت هفت در ا.ید آمینه

های متعددی را در پیشیرفت .ییكل .یلولي، مهیار نق 

  (،)کنیدد و پیشرفت .یرطان ايفیا میيآپوپتوز و نی  ايجا

عیلكییرد .ییلولي اصییلي دارد  اول، بیییان  .ییهگییانكیرين 

گییانكیرين بییا هیپرفسفوريلا.ییییون و تج يییه پیییروتئین 

 رتینوبلا.توما که يک فاکتور تومور .اپر.ور ا.یت میرتب 

 رتینوبلا.یتوما عیلكیردکه در نتیجه باعث کیاه   باشدمي

يییوبي  E3پییروتئین  دوم، گییانكیرين بییه  (4،5)شییودمییي

MDM2 (Mouse double minute 2 ) کیوییتین لیگیاز

کنید، ايین را تسیهیل میي P53شود و تخريیب متصل مي

 P53تیییک وابسییته بییه توهییای آپوپعیییل از فعالیییت ژن

ابیاتي ژنیوم و و به زنده ماندن .یلول، بیيکرده میانعت 

  .یوم، اتصیال (1،2)کنیدتغییر شكل انكوژني کیک مي

، CDK4 (Cyclin Dependent Kinase 4)گانكیرين بیه

تومیور .اپر.یور  پیشرفت .یكل .لولي عیلكرد مهاری

P16INK4A  وP18INK4A ايیین   (1)کنییدرا خنثییي مییي

، Rb (Retinoblastoma) عیییل باعییث فسفوريلا.یییون

و پیشرفت .ییكل .یلولي  E2Fفعالیت فاکتور رونويسي 

بنابراين در مجیوع گانكیرين با اار منفیي بیر   (3)شودمي

، نقی  مهییي P53و  pRbدو مسیر پیام ر.اني وابسته به 

اخیراً   (0،)کندها ايفا ميگیری بسیاری از.رطاندر شكل

نشان داده شده ا.ت که اف اي  بیان گانكیرين مرتب  با 

بروز فنوتییپ مقاومیت دارويیي از طريیق تغیییر در بییان 

 ،Bcl-2های موار بر مسیر آپوپتیوز هیاننید ي از پروتئینبرخ

Bax ،E2F-1 چنیین هیم  (،،)باشدمي 3و کا.پاز  1، کا.پاز

مشخص شده ا.ت که .ط  بالای مقاومیت دارويیي در 

های تومیوری در نتیجیه بیروز موتا.ییون در برخي .لول

P53 ايیین (0،)باشییدو در نتیجییه نقییص عیلكییرد آن مییي  

ننده اين فرپیه هستند که گیانكیرين کمشاهدات تقويت

گیری فنوتیپ مقاومیت دارويیي نقی  تواند در شكلمي

يیک غربیالگری  مهیي داشته باشید  در ايین مطالعیه، در

هیای مقیاوم بیه اولیه، می ان بیان پايه گانكیرين در .یلول

دارو )که هر يک به عنوان مدلي از اف اي  بیان يكیي از 

و  MDR1اومیت دارويیي دو پروتئین اصلي دخیل در مق

MRP2 های والد حساس به دارو، مطرح هستند( با .لول

 مقايسه شد 
 

 مواد و روش ها
 مواد

 RPMI 1640 (Roswell Parkمحییی  کشییت 

Memorial Institute medium 1640 و .ییرم جنییین )

 Gibcoاز شیرکت  (FBS (Fetal Bovine Serum)گیاوی )

-.ییلین، پنیيکشور ا.ترالیا خريیداری شید  تريپیان بلیو

 Sigmaا.ترپتومايسین و واکنشگر برادفیورد از شیرکت 
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 و همکاران مریم طاهری     
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 پژوهشی

بادی پلي کلونال پید گیانكیرين آلیان تهیه شدند  آنتي

بادی پد بتا اکتین آمريكا، آنتي Santa Cruzاز شرکت 

بادی اانويه کونژوگه بیا آلیان و آنتي Sigmaاز شرکت 

HRP (Horseradish peroxidase ) ز شیرکت اAbcam 

 يكیییا خريیییداری شییید  لیییدر پروتئینیییي از شیییرکت آمر

Thermo Scientific  آلیان خريداری گرديد  پرايیرهیا

 RNAآلیییان، کیییت ا.ییتخرا   Metabionاز شییرکت 

(TriPure Isolation Reagent Kit از شیرکت )Roche 

از شرکت  Real Time RT-PCRآلیان و کیت واکن  

Takara  ژاپن خريداری شد 
 

 کشت .لولي
های .لولي میورد ا.یتفاده در ايین تحقییق ههیه رد

تجربي، تو.  پروفسور هرمیان لاگیه )گیروه پیاتولوژی 

مولكولي، دانشگاه چريته، برلین، آلیان( به اين آزمايشگاه 

های .لولي میورد ا.یتفاده عبیارت هديه شده بودند  رده

بودند از رده .لولي .یرطان تخییدان انسیاني مقیاوم بیه 

به عنوان میدل .یلولي کیه  A2780/RCIS.یس پلاتین 

MRP2 کند و .لول والد حسیاسرا در.ط  بالايي بیان مي 

انساني  .رطان معده، رده .لوليA2780 به داروی آن يعني

بیه عنیوان  EPG85-257/RDBمقاوم به دوکسوروبیسین 

کنید را در .ط  بالايي بیان میي MDR1مدل .لولي که 

  EPG85-257و .لول والد حساس بیه داروی آن يعنیي 

 RPMI-1640هییای .ییلولي در محییی  کشییت هیییه رده

گلوتییامین -FBS ،Lدرصیید  0، (v/v)ا.ییتاندارد حییاوی 

mM 0  و آنتییي بیوتیییک )ا.ترپتومايسییینμg/mL ،00 ،

هیا در ( کشیت داده شیدند  .یلولU/mL ،00.یلین پني

رشیده داده  CO2درصد  5و اتیسفر حاوی  ºC 32دمای 

 شدند مي
 

 Real Time RT-PCRانجام واکن  
 خانییه کشییت داده  1هییای هییا درون پلیییت.ییلول

 درصیید،  20شییدند و پییس از ر.یییدن بییه کانفلوینسییي 

RNA هیییا مطیییابق بیییا پروتوکیییل کییییت توتییال .یییلول 

Tripure Isolation Reagent  ا.ییتخرا  شیید  تعیییین

ا.ییتخرا  شییده بییا ا.ییتفاده از د.ییتگاه  RNAغلظییت 

 Thermo scientific NanoDrop1000نیانودرا  میدل 

 و 030/010های با نسبت RNAگیری شد و خلوص اندازه

 بیییه د.یییت آمیییده  RNAشییید  برر.یییي میییي 010/010

هییای بعییدی بییرای برر.ییي -ºC 10بلافاصییله در فريیی ر 

، MRP1منظور برر.ي بیان گیانكیرين، نگهداری شد  به

MRP2  وMDR1  واکییین ،Real Time RT-PCR 

 One Stepییتبیا ا.یتفاده از ک RNAهیای روی نیونیه

PCR (Takara)-PrimeScriptTM RT ⓇSYBR   و

 Real time cycler Mx3000P™ Stratagen د.یتگاه

های پرايیرهیای میورد ا.یتفاده عبیارت انجام شد  توالي

 AGC AGC CAA-´5بودند از توالي فوروارد گیانكیرين: 

GGG TAA CTT GA-3´تییوالي ريییورس گییانكیرين ، : 

5´-TAC TTG CTC CTT GGG ACA CC-3´ (،3) ،

 MRP-1 :5´-GTG TTT CTG GTCتیوالي فیوروارد 

AGC CCA ACT-3´ تییوالي ريییورس ،MRP-1:5´-

TTG GAT CTC AGG ATG GCT AGG-3´ (،4) ،

 MRP-2 :5′-AGC AGC CAT AGAتوالي فیوروارد 

GCT GGC CCT T-3′ تییوالي ريییورس ،MRP-2 :5′-

AGC AAA ACC AGG AGC CAT GTG CC-3′ (،5)، 

 MDR-1 :5´-CCC ATC ATT GCAوروارد تیوالي فی

ATA GCA GG-3´،  توالي ريورسMDR-1 :5´-TGT 

TCA AAC TTC TGC TCC TGA-3´ (،1)  تیوالي و

 TAC TGA AGT GTG ACG-´5فییوروارد بتییا اکتییین: 

TGG ACA TC-3´  :5و توالي ريیورس بتیا اکتیین´-CAG 

GAG GAG CAA TGA TCT TGA TCT-3´(،2 ،،1)  

 از بییافر  µL 5/،0و حییاوی  µL05 حجییم هییر واکیین  

PCR-RT Ⓡ2X One Step SYBR  ،µL ،  از آنی يم

PrimeScriptTM 1 step Enzyme Mix II ،µL 0  از

RNA ( 050توتییال  ،)نییانوگرمµL ،  از آنیی يم ريییورس

از هر يک از پرايیرهیا و در نهايیت  ، µLترانسكريپتاز، 

µL 5/2  از آ، فاقدRNase  بود 

 برده شده بدين صیورت تنظییم  .یكل دمايي به کار
 

 برای C 40°در دمای  cDNAشد که در ابتدا مرحله .اخت 
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دقیقه انجام شده و بعد از مرحله دناتورا.یون در  5مدت 

اانییه، مرحلیه تكثییر تیوالي  0،برای میدت  C 35°دمای 

اانیه،  5به مدت  C 35°.یكل دمايي شامل  40هد  در 

°C 10  اانیه و  30به مدت°C 20  اانیه انجیام  30به مدت

 شد  در نهايت برای اطیینان از اختصاصي بودن محصولمي

تولید شده، آنالی  منحني ذو، انجام شید  در هیر نیونیه 

 می ان بیان هر ژن در مقابل می ان بیان ژن بتااکتین بیا ا.یتفاده

نرمالی ه شید و نتیايج بیه  MxPro-Mx3000Pاف ار از نرم

ژن در .لول مقاوم به می ان  صورت نسبت می ان بیان هر

 به دارو بیان شد  بیان آن در ژن در .لول والد حساس

 

 و.ترن بلاتینگ
جهیییت برر.یییي و مقايسیییه میییی ان بییییان پیییروتئین 

ها با ا.تفاده های والد و مقاوم، .لولگانكیرين در .لول

هییا ( لییی  و پییروتئین آنNonidet-P40) NP-40از بییافر 

پییس از ر.یییدن بییه  جدا.ییازی شیید  بییدين ترتیییب کییه

هییا تريپسییینه و شیییار  درصیید، .ییلول 20کانفلوینسییي 

 µL ،00.یلول،  3×1،0شدند  .پس روی پلیت حیاوی 

دقیقه روی  5،بافر لی کننده .لولي ريخته شد و به مدت 

يییخ انكوبییه شیید  لییی ات تو.یی  .ییونیكاتور پییرو، دار 

(Bandelin, uw mini20 طي .ه .یكل )ای بیا اانییه 00

دقیقییه فاصیله بییین هیر .یییكل  0رصیید و بیا د 00قیدرت 

 00بیه میدت  rpm ،4000.ونیكیت شد و در نهايت در 

.انتريفوژ گرديد  محلول رويي با احتیاط  C 4°دقیقه در 

برداشته شد، به طوری که با پلیت مخلوط نشود و به يک 

میكروتیو  ديگر منتقل شد  محلیول رويیي کیه حیاوی 

Total Protein  بود، در فري ر°C 00-  نگهداری شید تیا

هنگامي که و.ترن بلات انجام گرفت  غلظت پروتئین با 

 نیپروتئیی میكروگرم 50ا.تفاده از رو  برادفورد تعیین شد 

 SDS-PAGEدرصید 5، (w/v)روی ژل  اتوره شده ویدن

(Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis)  در ولتاژV،،0ای ، در دمای اتیا  بیر

.یپس بیه غشیا   مدت حدود يک .اعت الكتروفیورز و

PVDF (Polyvinylidene fluoride  انتقییال داده شیید )

.اعت انكوبا.یون با بافر بلاک کننده حاوی  04پس از 

(w/v) BSA 0  درصید، غشیاها بیه میدت يیک شیب در

با آنتي بادی اولیه خرگوشي پد گیانكیرين  C 4°دمای 

بیادی اولییه موشیي پید  يا آنتیي 050:،در رقت انساني 

 0انكوبه شدند  پیس از  5000:،در رقت بتااکتین انساني 

PBS (Phosphate-buffered saline ،)بییار شستشییو بییا 

بادی اولیه خرگوشیي غشا  با آنتي بادی اانويه پد آنتي

، بیه HRPيا پد آنتیي بیادی اولییه موشیي کانژوگیه بیا 

 مییدت يییک بییرای 2000:،و  0000:،ترتیییب در رقییت 

بیا بار شستشیو، غشیا  هیا  0انكوبه شدند  پس از  اعت.

دقیقیه  0واکنشگر اف اي  کیي لومینیه .ینس بیه میدت 

مجاور شدند و بانیدها تو.ی  د.یتگاه ژل داکیومنتیشین 

Syngene  نیايییان شییدند  در نهايییت دانسیییته بانییدها بییا

 گیری شد اندزاه ImageJ 1.46rاف ار ا.تفاده از نرم
 

 ها آماری داده تحلیل و تج يه رو 
 ها حداقل .ه بار تكرار شیدند  بیرایهیه آزماي 

 طرفییه  يییک واريییانس آنییالی  آزمییون از هییاداده تحلیییل

(One Way-ANOVA)  بیه هییراهTukey’s post-hoc 

 ارایه گرديید Mean ± SD  صورت به ا.تفاده شد  نتايج

 هیای.تاره تعداد  شد گرفته نظر در دارمعني p >05/0 و

: ا.یتp value  حدود دهنده نشان نیودار هر در موجود

(00،/0< p ،*** ،0،/0< p ،** ،05/0< p)*  
 

 یافته ها
برای تكثیر  Real Time RT-PCRمی ان کارايي واکن  
 ژن های مورد مطالعه

بیرای  PCRجهت برر.یي میی ان کیارايي واکین  

 هیا بیرای هیر ژن میورد نظیر منحنیي ا.یتاندارد تكثیر ژن

 RNAاز  ng 500تییا  ،هییای ده از غلظییتنسییبي بییا ا.ییتفا

( ر.یم شید 4بیه  ،با نسیبت  RNAتوتال )رقت هايي از 

 PCR(  نتايج نشان دادنید کیه واکین  ،)نیودار شیاره 

و بتییا  گیانكیرين ،MRP1 ،MRP2 ،MDR1هیای ژنبیرای 

 03/10درصیید،  05،/43بییه ترتیییب بییا کییارآيي  اکتییین
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د در درصی ،0،/1درصد و  0/31درصد،  00،/1درصد، 

 محدوده تحت برر.ي انجام شد 

 

در رده های .لولي .رطان  MRP2و  MRP1می ان بیان 
 تخیدان

در .ییط   MRP2و  MRP1تفییاوت مییی ان بیییان 

mRNA  بییین رده .ییلول .ییرطان تخیییدان مقییاوم بییه 

 و رده .یییلول والییید غیرمقیییاوم  A2780/RCISداروی 

برر.ییي  Real time RT-PCRبییه داروی آن بییه رو  

  MRP2و  MRP1ج نشیان داد کیه .یط  بیییان شید  نتیاي

  3،/30و  ،/03بیییه ترتییییب  A2780/RCISدر .یییلول 

ا.ییت  A2780برابییر .ییط  بیییان آن هییا در رده .ییلولي 

 ( 0)نیودار شیاره 

 

 می ان بیان گانكیرين در رده های .لولي .رطان تخیدان
برر.ییي مییی ان تفییاوت بیییان گییانكیرين در .ییط  

mRNA م بیییییه داروی بیییییین دو رده .یییییلولي مقیییییاو

A2780/RCIS  و رده .لول والد غیرمقاوم به داروی آن

نشان داد که میی ان بییان  Real time RT-PCRبه رو  

داری و گانكیرين در رده .لولي مقاوم به صیورت معنیي

تییر از مییی ان بیییان آن در رده درصیید کییم 54در حییدود 

(  از .یوی ديگیر، A3.لولي والد ا.ت )نیودار شییاره 

ايج برر.ي .یط  بییان پیروتئین گیانكیرين بیه اگر چه نت

رو  و.ترن بلاتینگ نشان داد که .یط  بییان پیروتئین 

بییی  از رده  A2780/RCISگییانكیرين در رده .ییلولي 

ا.ت، امیا ايین تفیاوت از لحیاا آمیاری  A2780.لولي 

 ( Cو  B3معني دار نبود )نیودار شیاره 

 
 

بیرای  PCR  جهیت برر.یي میی ان کیارايي واکین  Real Time RT-PCRهای مورد برر.ي در واکین  منحني ا.تاندارد نسبي ژن  :1نمودار شماره 

(  4بیه  ،با نسبت  RNAتوتال )رقت هايي از  RNAاز  ng 500تا  ،تكثیر ژن ها برای هر ژن مورد نظر منحني ا.تاندارد نسبي با ا.تفاده از غلظت های 

 ر.م شد 
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در .یط   MRP2و  MRP1ییان پايیه برر.ي می ان ب :2نمودار شماره 

mRNA   در رده هییای .ییلولي .ییرطان تخیییدان بییا ا.ییتفاده از رو

Real time RT-PCR ییط  بییان هییر ژن بیا ا.ییتفاده از داده هییای.  

حاصل از .ط  بیان ژن بتا اکتین نرمالی ه شیده ا.یت  هیر .یتون در 

 حاصل از حداقل .ه (SD)انحرا  معیار  ±نیودار نیايانگر میانگین 

 .بار تكرار مي باشد
 

 
 

 mRNAبرر.ي می ان بیان پايه گیانكیرين در .یط   :3نمودار شماره 

(A( و پییروتئین )B  وC  در رده هییای .ییلولي .ییرطان تخیییدان )A ؛

 بییا ا.ییتفاده از رو   mRNAمییی ان بیییان پايییه گییانكیرين در .ییط  

Real time RT-PCR  انجیام شید  .یط  بییان هیر ژن بیا ا.یتفاده از 

؛ Cو  Bهای حاصل از .ط  بیان ژن بتا اکتین نرمالی ه شده اند   داده

.ییط  بیییان پییروتئین گییانكیرين در رده .ییلولي مقییاوم بییه دارو 

(A2780/RCIS)  و مقايسه آن با می ان بیان ايین انكیوپروتئین در رده

با ا.تفاده از تكنیک و.یترن  A2780)).لولي والد غیرمقاوم به دارو 

 ImageJ 1.46rانسیته باندها به کیک نرم افی ار بلاتینگ انجام شد  د

 آنییالی  شیید و مییی ان بیییان گییانكیرين در مقابییل مییی ان بیییان پییروتئین 

بتا اکتین هییان نیونیه نرمیالی ه شید  هیر .یتون در نییودار نیايیانگر 

باشد  حاصل از حداقل .ه بار تكرار مي (SD)معیار  انحرا ±میانگین

 ي باشد م  > p 0/،00نشان دهنده  ***و 

 
 در رده های .لولي .رطان معده MDR1می ان بیان 

 بین رده mRNAدر .ط   MDR1تفاوت می ان بیان 

 (EPG85-257/RDB).لول .رطان معده مقاوم به دارو 

 و رده .ییلول والیید غیرمقییاوم بییه داروی آن بییه رو  

Real time RT-PCR برر.ي شد  نتايج نشان داد کیه رده 

 طور بسیار قابل تیوجهيوبیسین به.لولي مقاوم به دوکسور

 EPG85-257 ،MDR1برابر .لول والد  501و در حدود 

 ( 4کند )نیودار شیاره را بیان مي
 

 
در  mRNAدر .ط   MDR1برر.ي می ان بیان پايه  :4نمودار شماره 

  Real time RT-PCRهای .لولي .رطان معده با ا.تفاده از رو   رده

 ه از داده های حاصل از .ط  بیان .ط  بیان هر ژن با ا.تفاد

 ژن بتااکتین نرمالی ه شده ا.ت  هر .تون در نیودار نیايانگر 

 .حاصل از حداقل .ه بار تكرار مي باشد (SD)انحرا  معیار  ±میانگین 

 
 می ان بیان گانكیرين در رده های .لولي .رطان معده

 برر.ییییي مییییی ان تفییییاوت بیییییان گییییانكیرين در 

 ده .یییلولي مقیییاوم بیییه دارو بیییین دو ر mRNA.یییط  

(EPG85-257/RDB)  و رده .ییلول والیید غیرمقییاوم بییه

نشیان داد کیه  Real time RT-PCRداروی آن به رو  

 33می ان بیان گانكیرين در رده .لولي مقاوم در حیدود 

درصد کم تر از می ان بیان آن در رده .لولي والد ا.یت 

.یط   (  به طور مشیابه نتیايج برر.یيA4)نیودار شیاره 

بیان پروتئین گانكیرين بیه رو  و.یترن بلاتینیگ نشیان 

داد کییه .ییط  بیییان پییروتئین گییانكیرين در رده .ییلولي 

EPG85-257/RDB  درصد کم تیر از رده  04در حدود

ا.ت  اين تفاوت ها از لحیاا  EPG85-257.لولي والد 

 ( Cو  B5آماری معني دار نبود )نیودار شیاره 
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 mRNA (A)می ان بیان پايه گیانكیرين در .یط   برر.ي :5نمودار شماره 

؛ میی ان بییان A( در رده های .لولي .رطان معده  Cو  Bو پروتئین )

 Real time RT-PCRبیا ا.یتفاده از رو   mRNAپايه گانكیرين در .یط  

انجام شد  .ط  بیان هر ژن با ا.تفاده از داده هیای حاصیل از .یط  

؛ .ییط  بیییان پییروتئین Cو  Bنیید  بیییان ژن بتییا اکتییین نرمییالی ه شییده ا

و  (EPG85-257/RDB)گییانكیرين در رده .ییلولي مقییاوم بییه دارو 

مقايسییه آن بییا مییی ان بیییان ايیین انكییوپروتئین در رده .ییلولي والیید 

بییا ا.ییتفاده از تكنیییک و.ییترن  EPG85-257))غیرمقییاوم بییه دارو 

 ImageJ 1.46rبلاتینگ انجام شد  دانسیته باندها به کیک نرم افی ار 

آنالی  شد و می ان بیان گیانكیرين در مقابیل میی ان بییان پیروتئین بتیا 

انحیرا   ±اکتین نرمالی ه شد  هر .تون در نیودار نیايانگر مییانگین 

 حاصل از حداقل .ه بار تكرار مي باشد  (SD)معیار 
 

 بحث
پید  مختلی  داروهیای بیه نسبت دارويي مقاومت

.یرطان  درمان در عیده و ا.ا.ي مشكلات از يكي .رطان

مقاومت دارويي مشاهده شده در .رطان معیده   (04)باشدمي

باشد که بیه نظیر و تخیدان حاصل از عوامل مختلفي مي

هیای متعیددی بیی  از آن چیی ی کیه ر.د مكانیسیممي

  (05،01)ها دخیل باشیداند، در بروز آنتاکنون شناخته شده

بینیي توانید بیه پیی هیا میيل،ا دانستن بهتر اين مكانیسم

وقوع مقاومت دارويي کیک نیايید و در نهايیت منجیر 

های درماني موارتر برای بییاراني که به به طراحي رو 

 دهند، شود های معیولي پا.خ نیيدرمان

ار حفاظیت گانكیرين يک پیروتئین بیا .یاختار بسیی

های اخییر بیه عنیوان شده در پستاندارن ا.ت که در .ال

  گیانكیرين (1،02)يک انكوپروتئین شیناخته شیده ا.یت

 تومیور .یرکوبگرعیدتاً از طريق تنظیم منفي دو مسیر مهم 

 ARF-MDM2-P53و  INK4-CDK-pRbشییامل مسیییر 

نق  کلیدی اف اي  بییان گیانكیرين   (03)نیايدعیل مي

های انسیاني هیاننید در بسیاری از .رطان در تومورزايي

های ريه، کبد، دهان، میری، معیده، کولورکتیال، .رطان

پانكراس، پستان، تخیدان و دهانه رحم نشیان داده شیده 

اده شیده ا.یت   از .وی ديگر، نشیان د(04 -33، 3،)ا.ت

تواند باعث القای مقاومت به درمیان بیا که گانكیرين مي

داروهای مورد ا.تفاده در شیي درماني شوند، به عنیوان 

توان به القای مقاومت بیه داروی .یورافینیب در مثال مي

درمان کار.ینومای هپاتو.لولار تو.  گانكیرين اشیاره 

  (34)نیود

در مطالعه ديگری در رده .لولي .رطان معده نشان 

های .رطاني نسیبت داده شد که بیان گانكیرين در .لول

 های نرمال اف اي  يافته ا.ت و ايین افی اي  باعیثبه .لول

هیا اف اي  رشد و تكثیر .لولي و کاه  آپوپتوز در آن

شده بود  محققان توانستند نشان دهنید کیه کیاه  بییان 

 تواند باعث کاه  مقاومیتها مياين .لولگانكیرين در 

  (35)شودفلورواورا.یل و .یس پلاتین مي-5به داروهای 

شییواهدی دال بییر وجییود ارتبییاط بییین گییانكیرين و 

ای وجود دارد  در مطالعه MDRتنظیم بیان پروتئین های 

تومورهیا بیه  که با هد  برر.ي علت مقاومت برخیي از

دو رده ، انجام گرفتیه ا.یت (AS)اکسايد آر.نیک تری

هییای کبیید ).ییلول هییای .ییرطان AS.ییلولي مقییاوم بییه 

(HepG2/AS)  و معده(SGC7901/AS)  میورد ارزيیابي

هییای مختلیی  در ايیین قییرار گرفتنیید  برر.ییي بیییان ژن

های والید نشیان ها با .لولهای مقاوم و مقايسه آن.لول

و  ABCB1، ABCC1ان ترانسپورترهای داد که می ان بی

ABCC2 هیای والید های مقاوم بالاتر از .یلولدر .لول

 P53 ،MDM2هیای چنین می ان بیان پروتئینبوده ا.ت  هم

هیای در .لول Rb و گانكیرين و نی  می ان فسفريلا.یون

مقاوم اف اي  يافته بود  اين محققان مطیرح نیودنید کیه 

علیت حویور گیانكیرين و به  Rbو  P53غیر فعال شدن 

MDM2 احتیالاً علیت بیروز مقاومیت دارويیي در ايین ،

  (04)ها بوده ا.ت.لول
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اين مطالعه با هد  برر.ي می ان بییان انكیوپروتئین 

گانكیرين در رده های .لولي مقاوم بیه دارو در مقايسیه 

بیه دارو انجیام شید  بیه های .لولي والد غیرمقاوم با رده

تر ارتباط با مقاومت دارويي، تیلا  منظور برر.ي جامع

 های .لولي مختلفي که هر کدام به عنیوان میدليشد از رده

از اف اي  بیان يكي از دو پیپ اصلي دخیل در مقاومت 

هیای ردهآينید، ا.یتفاده شیود  ايین دارويي به شییار میي

 انسییپورتر)مییدلي بییرای تر A2780/RCIS.ییلولي شییامل 

MRP2 و )EPG85-257/RDB  مدلي برای ترانسیپورتر(

MDR1( بودنیید  .یییس پلاتییین )Cisplatin)  يكییي از

 هیاپرکاربردترين داروهای مورد ا.یتفاده در درمیان .یرطان

مشاهده   (31)های چنددارويي ا.تبه خصوص در رژيم

ت بیه .ییس پلاتیین در رده شده ا.ت کیه بیروز مقاومی

بیه علیت افی اي   A2780.لول .رطان تخیدان انساني 

دوکسوروبیسیین   (32)باشیدمي MRP2بیان پیپ غشايي 

(Doxorubicin( که با نام آدريامايسیین )Adriamycin )

نی  شیناخته میي شیود، از د.یته داروهیای آنترا.ییكلیني 

که هنوز هم به عنوان داروهای اصیلي پد.یرطان ا.ت 

 هییای .ییرطاني القاکننییده مسیییرهای آپوپتییوز در .ییلول

 نشییان داده شییده ا.ییت کییه   (31)باشییندمییي مختلیی 

 در رده .لول .یرطان معیده انسیان  MDR1اف اي  بیان 

EPG85-257  باعث مقاومت بیه داروی دوکسوروبیسین

ايیین مطالعییه نییی  در ابتییدا، بیییان بییالای  در  (33)شییودمییي

MRP2  وMDR1 های .یلولي مقیاوم نسیبت بیه در رده

هیای کیک رو غیرمقاوم به دارو بههای .لولي والد رده

Real time-RT-PCR  نشییان داده شیید  در ادامییه، برر.ییي

، و پیروتئین mRNAمی ان بیان ژن گانكیرين در دو .ط  

و  Real time-RT-PCRهیای به ترتیب به کییک رو 

 و.ترن بلات انجام گرفت 

گیانكیرين  mRNAنتايج نشان دادند که .ط  بیان 

داری يبییه صییورت معنیی A2780/RCISدر رده .ییلولي 

گیانكیرين در رده .یلولي  mRNAتر از .یط  بییان کم

A2780  بود  در حالي که، می ان بیان پروتئین گیانكیرين

پیروتئین  ن ايینتر از بیا، بی A2780/RCISدر رده .لولي 

بییود، ولییي ايیین افیی اي  بیییان  A2780در رده .ییلولي 

جاکیه از آن .گانكیرين به صورت معنادار مشیاهده نشید

 A2780/RCISپلاتییین  .ییلول مقییاوم بییه داروی .یییس

تیری از .یلول را به می ان بسیار بیی  MRP2ترانسپورتر 

کنید کیه ارتبیاط کند، اين نتايج پیشنهاد ميوالد بیان مي

و گییانكیرين  MRP2ي بییین مییی ان بیییان دو ژن معكو.یی

وجود دارد  در مطالعه ديگری نشان داده شده ا.یت کیه 

کاه  می ان بیان گانكیرين باعث اف اي  حسا.یت رده 

).لول آدنوکار.ینومای معده  SGC7901/VCR.لولي 

شیود مقاوم به وين کريستین( به داروهای پد.رطان مي

را در صدور آدريامايسین  هاچنین توانايي اين .لولو هم

ها نشان دادند کیه به خار  از .لول کاه  مي دهد  آن

شد، در  MDR1باعث کاه  بیان  P28GANKبیان ژن 

  (05)نداشت  MRPحالي که ااری روی می ان بیان

گانكیرين نتايج اين تحقیق نشان دادند که می ان بیان 

 mRNA در .یط  EPG85-257/RDBهای .لولي در رده

هیای .یلولي تر از میی ان بییان آن در ردهو پروتئین، کم

( مي باشد  از EPG85-257ها )والد حساس به داروی آن

آن جا که .لول های مقیاوم بیه داروی دوکسوروبیسیین 

(EPG85-257/RDB( و آدريامايسیییین )MCF7/ADR )

ر بی  تری از .یلول را به می ان بسیا MDR1ترانسپورتر 

کنید کیه ارتبیاط کند، اين نتايج پیشنهاد ميوالد بیان مي

و گییانكیرين  MDR1معكو.ییي بییین مییی ان بیییان دو ژن 

وجییود دارد  محققییان در مطالعییه ديگییری بییه برر.ییي 

مكانیسم اار گیانكیرين در کیاه  مقاومیت دارويیي در 

هییا مشییاهده هییای ا.تئوکار.ییینوما پرداختنیید  آن.ییلول

که افی اي  بییان گیانكیرين در .یلول مقیاوم بیه  کردند

هیای والید نسبت بیه .یلول Saos2/CDDP.یس پلاتین 

 چنین القیای بییان گیانكیرينحساس به دارو وجود دارد  هم

هییا بییه باعییث بییروز مقاومییت آن Saos2هییای در .ییلول

شد و در جهیت مي MDR1داروهای وابسته و غیروابسته به 

 Saos2/CDDPهیای ن در .یلولمقابل، مهار بییان گیانكیري

ها به داروهای شییي درماني باعث اف اي  حسا.یت آن

شد  بیان ژن گیانكیرين موجیب مهیار آپوپتیوز القیا  مي
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چنین کاه  می ان تجییع شده تو.  آدريامايسین و هم

داخل .لولي آدريامايسین شد  در نهايت مشاهده شد که 

 MDR1هیای نبیان ژن گانكیرين هیراه با اف اي  بیان ژ

هییا بییود  در مجیییوع آن Baxو کییاه  بیییان  Bcl2و 

پیشیینهاد کردنیید کییه کییاه  بیییان ژن گییانكیرين باعییث 

های ا.تئوکار.ینوما به داروهای اف اي  حسا.یت .لول

و  Bcl2و  MDR1شییي درماني از طريیق کیاه  بییان 

  (،،)شودمي Baxاف اي  بیان 

در اين مطالعه، در يک غربالگری اولییه بیه مقايسیه 

هیای مقیاوم بیه دارو می ان بیان پايه گیانكیرين در .یلول

و  MRP2)که هر يک به عنیوان میدلي از افی اي  بییان 

MDR1 های والد حساس به دارو، مطرح هستند( با .لول

پرداختییه شیید  نتییايج نشییان داد کییه بیییان گییانكیرين در 

 EPG85-257/RDBو  A2780/RCISهییای .ییلولي رده

.لول والد کاه  يافته ا.ت  بیه طیور خلاصیه نسبت به 

اين نتايج برای اولین بار نشان داد کیه ارتبیاط معكو.یي 

بین می ان بیان گانكیرين و بروز فنوتیپ مقاومت دارويي 

هیای دارويیي وجیود ناشي از افی اي  بییان ترانسیپورت

ه افی اي  بییان شیود کیدارد  ل،ا اين فرپییه مطیرح میي

ترانسیییپورترهای دارويیییي بییییان و عیلكیییرد برخیییي 

توانید دهند  اين فرپیه ميها را کاه  مياونكوپروتئین

های قبلیي راجیع بیه فنوتییپ مقاومیت انقلابي در دانسته

هیا دارويي ايجاد کند، بدين شرح که اف اي  بیان پییپ

شود، اگر چه باعث کاه  اار دارو بر .لول توموری مي

توانید فنوتییپ مهیاجم و هیا میيبا مهار اونكوپروتئین اما

تومییورزای .ییلول را مهییار نیايیید و از پیشییرفت .ییرطان 

 جلوگیری کند 
 

 سپاسگزاری
نويسییندگان از معاونییت پژوهشییي دانشییگاه علییوم 

ايران به خاطر حیايت مالي برای  -مشهد -پ شكي مشهد

( تشكر میي کننید  3،0330از اين پروژه )گرانت شیاره 

تايج اين مقاله بخشیي از پايیان نامیه دانشیجويي .یرکار ن

 خانم مريم طاهری در دوره کارشنا.ي ارشد بوده ا.ت 
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