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ژن گاما گلوتاميل   452CT+و401CT-  هاي  ي اثر پلي مورفيسم مطالعه
 مصرف متوتركسات بر سطح سرمي وتوكسيسيتي مرتبط با ) GGH(هيدرولاز

  حاد تحت درمان  در كودكان ايراني مبتلا به لوسمي لنفوئيد

  )ع(در بيمارستان حضرت علي اصغر
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  چكيده
هايي در سطح سرمي و  بيماران مبتلا به لوسمي لنفوئيد حاد پس از درمان با متوتركسات، تفاوت: زمينه و هدف

ي اين  ن كنندهيكي از عوامل مهم تعيي. دهند ط با مصرف متوتركسات از خود نشان ميتوكسيسيتي مرتب
بر  GGHژن از  452CT+ و   401CT-هاي در اين مطالعه، تاثير پلي مورفيسم. ها،  فارماكوژنتيك فرد است تفاوت

ي و تعيين اثر هدف از اين مطالعه، ارزياب .سطح سرمي و توكسيسيتي مرتبط با مصرف متوتركسات بررسي شد
بر سطح سرمي و توكسيسيتي مرتبط با مصرف متوتركسات در  GGHژن  452CT+ و  – 401CTهاي  پلي مورفيسم

هاي فوق در ايران مورد  همچنين براي اولين بار فراواني پلي مورفيسم. بيماران مبتلا به لوسمي لنفوئيد حاد بود
  .مطالعه قرار گرفت

هاي  شيوع پلي مورفيسم  RFLPو  PCRهاي  با استفاده از تكنيك ژوهشي،ي پ در اين مطالعه :روش بررسي
ها با سطح سرمي متوتركسات و  رفيسمارتباط ميان پلي مو. بررسي شد ALLبيمار ايراني مبتلا به  83در   مذكور

  .برآورد شد Odds Ratioتوكسيسيتي مرتبط با مصرف آن با محاسبه 
هاي مرتبط با  با سطح سرمي متوتركسات و توكسيسيتي 452CT+ مورفيسمبين پلي  در اين مطالعه: ها يافته

هاي مربوط  توكسيسيتيبا  – 401CTمورفيسم اي بين پلي رابطه. مصرف متوتركسات ارتباط معني داري يافت نشد
  =182/2odds ratio(و همچنين لكوپني %)265/0odds ratio=  ،019/0-009/0= CI95(كه منجر به ترومبوسيتوپني

،042/0 -021/0= CI95(%  در فاز تحكيمي درمان مشاهده شدشود،  مي.  
ممكن است در انتخاب دوز مناسب  GGHژن  – 401CTمورفيسم بررسي بيماران از لحاظ پلي :گيري نتيجه

  .متوتركسات و كاهش عوارض توكسيك مرتبط با مصرف آن مفيد باشد
 لي مورفيسم، پكودكان وئيد حادلوسمي لنف توكسيسيتي، متوتركسات، :هاي كليدي واژه
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اين بيماري در . گردد ترومبوسيتوپني و نوتروپني مي
 تواند در هر سني اما مي ،كودكان شيوع بيشتري دارد

و  استهاي مختلفي  داراي زيرگروه ALL. بروز يابد
يك تهاي ايمونولوژيك، سيتوژن تواند براساس روش مي

حدود ساليانه  .و ژنتيك مولكولي طبقه بندي گردد
. شود داده ميدر آمريكا تشخيص  ALLمورد  4000

هاي  درصد از كل لوسمي 12 اين تعداد، تقريباً
  .)1(شود تشخيص داده شده در آمريكا را شامل مي

ALL  سال  15شايع ترين نوع سرطان در كودكان زير
 76ها و  درصد از كل سرطان 23اي كه  به گونه است؛

هاي موجود در اين گروه سني را  درصد از كل لوسمي
هاي حاد  درصد از لوسمي 20تنها . شود شامل مي

در پسران   ALLميزان وقوع  .است  ALLن، ابالغ
همچنين ميزان وقوع آن در  بوده و بيشتر از دختران

از جمله  .مناطق جغرافيايي مختلف، متفاوت است
رابطه با اين بيماري مي توان  هاي آزمايشگاهي در يافته
قي و نيز كم خوني، ترومبوسيتوپني و شمارش افترا به

در  معمولاًها اشاره كرد كه  تعداد غير طبيعي لكوسيت
دهد  مطالعات نشان مي .دشو زمان تشخيص ديده مي

هاي ژنتيكي متعدد و مشخص از  كه پلي مورفيسم
تواند توسط  ها مي هاي متابوليزه كننده زنوبيوتيك آنزيم

ميان كنش با عوامل محيطي، تغذيه و ساير عوامل 
مطالعات اخير . گردد ALLخارجي منجر به ايجاد 

فولات ممكن است در مستعد  دهد كه مسير نشان مي
هاي غذايي  نقش داشته باشد و مكمل ALLبه  بودن

ابتلا  خطرباعث كاهش  نيز امكان داردفولات 
فارماكوديناميك و (مربوط به ميزبان عوامل .)2(شود

درمان تاثير  كاراييبر توانند  مي) فارماكوژنتيك بيمار
از مهمترين داروهايي كه در درمان  .)3و4(بگذارند

ALL رود متوتركسات به كار مي)MTX ( است كه با
دوز بالا يا متوسط در فاز درمان تحكيمي و دوز پايين 

متوتركسات از . شود در فاز نگهدارنده استفاده مي

هاي  در درمان بدخيمي كهاست  هاي فولات آنالوگ
 دي هاي آنزيم مهار با متوتركسات .لنفوئيد كاربرد دارد

 تيميديلات و) DHFR(ردوكتاز فولات هيدروتترا
 و مهار DNA سنتز در اختلال موجب) TS(سنتتاز
 در طبيعي هاي سلول و بدخيم هاي سلول تكثير
 و عصبي سيستم كبد، استخوان، مغز مانند هايي بافت
 بيماري توكسيك عوارض شده و گوارش اهدستگ

 كبدي، توكسيسيتي استخوان، مغز توكسيسيتي بصورت
 نارسايي گوارش، دستگاه اختلالات عصبي، اختلالات

با دوزهاي . يابند مي تظاهر Mucositis و كليوي
تجمع كاهش يافته  ،مشابهي از متوتركسات

هاي لوسميك  هاي فعال اين داروها در سلول متابوليت
ر اثر افزايش پاكسازي، غير فعال سازي يا ساير د

 گاماگلوتاميل). 3- 7(عوامل، با بهبود كمتر همراه است
 را گلوتامات پلي كه است پپتيدازي) GGH(هيدرولاز

 بلند زنجيره با متوتركسات كند، مي برداشت سلول از
 به منجر نهايت در و كرده تبديل كوتاه زنجيره به را

 درمان طي فرآيند در اتمتوتروكس حذف و كاهش
 پلي كه داد نشان گزارش چندين). 8و9(شود مي

 در مهمي نقش) SNPs(نكلئوتيدي تك هاي مورفيسم
 بازي ALL به مبتلا بيماران در MTX درمان به پاسخ
 هيدروليتيك و كاتاليتيك فعاليت). 8و10(كند مي

GGH در گلوتامات پلي متوتركسات روي بر 
 مورفيسم پلي با افراد در T يا B رده سلولهاي

+452C/T كه حالي در. شود مي متعادل 127 كدون در 
 به مقاومت سبب  -401C/T مورفيسم پلي با افراد

MTX بيماران در ALL 3و5(شود مي.(  
ارتباط پلي و تعيين ارزيابي  ،اين مطالعه هدف از      

كه مهمترين پلي  452C/T+و  - 401C/Tمورفيسم 
با سطح سرمي و  باشند يم GGHهاي ژن  مورفيسم

توكسيسيتي ناشي از مصرف متوتركسات در بيماران 
در صورتي كه  .مبتلا به لوسمي لنفوئيدي حاد است
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عوامل ژنتيكي موثر در روند توكسيسيتي به خوبي 
توان در جهت جلوگيري  مي شود،ي و تشريح يشناسا

از عوارض متوتركسات به دنبال مصرف آن قدمي 
  .موثر برداشت

  

  ش بررسيرو
بيماران مبتلا به لوسمي  ،در اين مطالعه      

لنفوبلاستيك حاد كه در بيمارستان حضرت علي 
و يا درمان آنها به پايان بوده تحت درمان  )ع(اصغر

اين بيماران فاز . رسيده بود، مورد بررسي قرار گرفتند
با تجويز ) Consolidation(درمان تحكيمي

 ز نگهدارندهمتوتركسات با دوز متوسط و فا
)Maintenance (را با تجويز متوتركسات با دوز پايين 

تمام بيماران از پروتكل . بودندپشت سر گذاشته 
بر اساس اين . بودنداستفاده كرده  BFM 2002درماني 
متوتركسات  ،بيماران در فاز درمان تحكيمي ،پروتكل

هر دو هفته يك بار و براي چهار  g/m2 2به مقدار 
 فاز درماني نگهدارنده متوتركسات به مقداردوره و در 

 mg/ m2 20  هر هفته در يك نوبت خوراكي دريافت
 هاي شاخص به مربوط اطلاعات .كردند مي

 جمع بيماران ي پرونده از بيماران باليني و آزمايشگاهي
 -پلي مورفيسم (همچنين ژنوتيپ. شد ثبت و آوري

401C/T  452وC/T +ژنGGH ( انبيمار از كدام هر 
  .رسيد به ثبت و انجام
پس از شناسايي قبل از انجام نمونه گيري و       

بيماران و توضيح اهميت طرح مطالعاتي براي والدين 
بيماران، رضايت آنها براي انجام خونگيري از 

ميلي ليتر خون كامل با ضد  5. فرزندشان كسب شد
از هر بيمار  هاي داراي خلأ با روش لوله EDTAانعقاد 
با استفاده  401C/T- پلي مورفيسم  سپس. ته شدگرف

. مورد بررسي قرار گرفت RFLPو  PCRاز روش 
بود ng100استخراج شده كه  DNAبدين ترتيب كه 

ر ـاز ه M.µ200. اويـه حـك 1X PCRر ـافـدر ب
m.M ,dNTP 4/0  ،واحد  5/0از هر پرايمرTaqDNA 

 ml25 در حجم نهايي  Mgcl2از  m.M5/1پلي مراز و 

  .قرارگرفت
  

  452C/T+و  -401C/T پلي مورفيسمجهت  PCRدرجات دمايي واكنش : 1 جدول
  
  
  
  
  
  
  

         
  
  
    
 شامل يك مرحله PCRشرايط  1براساس جدول       

  

 
 درجه  95دقيقه در  5دناتوراسيون در آغاز به مدت 

 رديف دما زمان مرحله
 (Initialdenaturation)دناتوراسيونشروع

 

دقيقه5 درجه سانتيگراد95   1 

(Denaturation)دناتوراسيون  40     ( x (ثانيه15 درجه سانتيگراد94   2 

(Annealing (چسبيدن
 

ثانيه45  درجه سانتيگراد60   3 

(Extension (طويل شدن  

 

ثانيه45 درجه سانتيگراد72   4 

(Final extension (طويل شدن نهايي  

 

دقيقه10 درجه سانتيگراد72   5 

(Cooling (سرد شدن دقيقه10  درجه سانتيگراد10   6 
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ثانيه در  45، 94ثانيه در  15سيكل از  40سانتيگراد، 
نهايي به مدت  Extensionو يك  72ثانيه در  45و  60

 . درجه سانتيگراد قرار داشت 72دقيقه در  10

  

  

  

  

  
  401C/T- پلي مورفيسم RFLPو  PCRحاصل از نتايج : 1تصوير 

  
 bpكه باند  PCR محصول  1اساس تصوير  بر      

 55كند، تحت اثر هضم آنزيمي در  ايجاد مي 109
 Bsl Iواحد آنزيم  5/2درجه سانتيگراد با استفاده از 

محصولات حاصل از هضم آنزيمي، بر . قرار گرفت
افراد با ژنوتيپ . درصد آناليز شدند 3روي ژل آگاروز 

- 401C/C  دو باندbp 48 و bp61پ ـا ژنوتيـ، افراد ب
- 401C/T  سه باندbp 48 ،bp 61  وbp 109  و آنهايي

 bp 109بودند يك باند  –401T/T كه داراي ژنوتيپ 
  .را نشان دادند

  

Forward)5’-CGCTGCCTGGTTACCAAACT-3’ (   
   

 Reverse )TGTTTACGTCGATGTGGACTTCAG-3’-5’(    

 PCRوش با استفاده از ر +452C/Tپلي مورفيسم       
استخراج شده كه  DNA. بررسي شد  RFLPو 
ng100  1بود، در بافرX PCR  كه حاوي.M.µ200  از

واحد  5/0از هر پرايمر،  m.M ,dNTP 4/0هر 
TaqDNA  پلي مراز وm.M5/1  ازMgcl2  در حجم

  . قرارگرفت ml25 نهايي

  
  
  
  
  
  
  

 

  452C/T+م پلي مورفيس RFLPو  PCRحاصل از نتايج : 2تصوير 
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 bpكه باند  PCR محصول  2براساس تصوير      
 37كند، تحت اثر هضم آنزيمي، در  ايجاد مي 268

 Ase Iواحد آنزيم  5/2درجه سانتيگراد با استفاده از 
محصولات حاصل از هضم آنزيمي بر . قرار گرفت

در اين ژنوتيپ  .درصد آناليز شدند 3روي ژل آگاروز 
ل جهش يافته شامل و آل  bp 268سايز آلل وحشي 

bp 109  وbp 177 بود.  
Forward )‘ GTGCCTATTTGGTTATGACA-3-5’(  

  

   Reverse )‘5 ’ -CTACTTACTAATCCTGCCCA-3(  
 دماي در و خارج فريزر از كوت بافي هاي نمونه       
 كمپاني كيت از استفاده با و شدند  ذوب اتاق

 انجام DNA استخراج، )QIAamp DNA Kits(كياژن
 دستورالعمل اساس بر استخراج مراحل كليه. تگرف

  .شد انجام كيت ي سازنده شركت
 كياژن از محلول پروتئاز )μl(رميكروليت 20 ابتدا      

 mlداخل يك ميكروتيوب ) فراهم شده توسط كيت(

بافي (از نمونه خون μl 200سپس .ريخته شد 5/1
ي  در مرحله. گرديدبه ميكروتيوب اضافه ) كوت
 15به نمونه اضافه و به مدت  ALز بافر ا μl 200بعد،

سپس نمونه به و ثانيه به وسيله شيكر كاملاً مخلوط 
درجه سانتي گراد  56 دقيقه در بن ماري 10مدت 

 پس از اتمام زمان انكوباسيون، ميكروتيوب .انكوبه شد
سانتريفوژ شد تا قطرات داخل  و در مدت زمان كوتاه

 اتانول μl 200س سپ .در ميكروتيوب سرازير شوند
 15به نمونه اضافه شده و دوباره به مدت %) 96- 100(

در ادامه . ثانيه به وسيله شيكر كاملاً مخلوط شد
سانتريفوژ گرديد تا قطرات داخل  باز هم  ميكروتيوب

ي بعد،  در مرحله .كلاهك ميكروتيوب سرازير شوند
بدون تماس با لبه، بر روي  6ي  كل مخلوط مرحله

 ml 2ر دار كياژن كه در يك ميكروتيوب ستون فيلت
در . ، اضافه شد)فراهم شده توسط كيت(شتقرار دا

دقيقه در بالاترين  1ستون بسته شد و به مدت 

سپس ستون فيلتر . سانتريفوژ گرديد) rpm14000(دور
فراهم شده (جديد ml 2ب دار در يك ميكروتيو

قرار گرفت و ميكروتيوب حاوي محلول ) توسط كيت
از  μl 500در ستون باز و . شده دور انداخته شد فيلتر
بدون تماس با ) فراهم شده توسط كيت(AW1بافر 
 سپس در. ي ستون بر روي فيلتر اضافه گرديد لبه

 rpm 14000دقيقه در دور  1ستون بسته شد و براي 
پس از اتمام سانتريفوژ، ستون فيلتر . سانتريفوژ گرديد

فراهم شده (جديد ml 2دار در يك ميكروتيوب 
قرار گرفت و ميكروتيوب حاوي محلول ) توسط كيت

از  μl 500 ستون باز و در .فيلتر شده دور انداخته شد
بدون تماس با ) فراهم شده توسط كيت(AW2بافر 
سپس درب  و ي ستون بر روي فيلتر اضافه گرديد لبه

دقيقه در بالاترين  3ستون بسته شده و به مدت 
ستون فيلتر دار  .وژ گرديدسانتريف) rpm14000(دور

استريل قرار گرفت و  ml 5/1در يك ميكروتيوب 
. ميكروتيوب حاوي محلول فيلتر شده دور انداخته شد

فراهم شده توسط (AEاز بافر  μl200در ستون باز و 
دقيقه  1 پس از و بر روي فيلتر اضافه گرديد) كيت

مجدداً  rpm  8000انكوباسيون در دماي اتاق، در دور
اتمام  پس از .دقيقه سانتريفوژ شد 1مدت  به

انكوباسيون، ستون فيلتردار دور انداخته شد و 
به فريزر  DNAميكروليتر  200ميكروتيوب محتوي 

تخليص شده  DNAبراي بررسي كميت  .منتقل گرديد
. استفاده شد) Gene quant(از دستگاه اسپكتروفوتومتر
ا در ر DNAهاي  نمونه )OD(اين دستگاه جذب نوري

نانومتر اندازه گيري  280نانومتر و  260هاي  طول موج
نانومتر، غلظت  260و با استفاده از جذب نوري 

DNA كند را محاسبه مي .  
 DNAخلوص  ،ي نسبت همچنين با محاسبه      

ي  بايد در محدوده DNAميزان خلوص . بررسي شد
چنانچه . باشد 2<نانومتر  280/نانومتر  260<65/1
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در  RNAباشد دال بر آلودگي  2بت بيشتر از اين نس
باشد بيانگر  65/1اما اگر كمتر از  بوده DNAي  نمونه

. اين است كه آلودگي با پروتئين وجود دارد
كه با استفاده از  DNAمحصولات حاصل از استخراج 

هاي بالايي  روش ذكر شده به دست آمد، داراي غلظت
 ببا خلوص مناس) g/mμl)DNA300 -100   از
  . بودند) 7/1- 8/1بين  ODنسبت (

هاي  ونـاري از آزمـيل آمـتحل براي تجزيه و      
Chi-square   وANOVA   آناليزها به . ستفاده شدا

و  17نسخه  SPSSهاي آماري  ي برنامه وسيله
OpenEpi  منظور بررسي ه ب. انجام گرديد 2نسخه

و 401C/T- وجود ارتباط ميان پلي مورفيسم 
452C/T +ن ژGGH ها از آزمون  و انواع سميتChi 

square ورفيسم ـلي مـيان پـود ارتباط مـو بررسي وج  

-401C/T  452وC/T + و سطح متوتركسات سرم از
در   اين مطالعه،در . استفاده شد    ANOVAآزمون

شود از نظر آماري  05/0كمتر از   P valueصورتي كه 
پ ـر ژنوتيـتاثي ،نينـهمچ .شدارزشمند درنظر گرفته 

-401C/T 452 وC/T + متوتركسات،  توكسيسيتيبر
OR 95 با% CI= محاسبه گرديد.  

  
  ها يافته
بيمار مبتلا به لوسمي  83در اين مطالعه       

. مورد بررسي قرار گرفتند Bي  لنفوبلاستيك حاد رده
اين بيماران فاز درمان تحكيمي و نگهدارنده را 

  401C/T-رفيسم گذرانده بودند و از لحاظ پلي مو
ژن گاما گلوتاميل هيدرولاز بررسي + 452C/Tو

  . )2جدول (شدند
  

  و گروه پرخطر  ALLجنسيت، تعداد و فراواني بيماران : 2جدول 
  

(%)تعداد گروه پرخطر  جنس محدوده سني 

دوز بالاي متوتركسات و شمارش بسيار پايين 
هاي سفيد و پلاكت گلبول  

 

49)04/50(%  سال 13تا  2 
      

پسر 
 
  

دوز بالاي متوتركسات و شمارش بسيار پايين 
هاي سفيد و پلاكت گلبول  

 

34)96/40(%  سال 13تا  2 
      

دختر 
 
  

        
  Common Terminology يا CTCAE (2006) براساس    

 Criteria for Adverse Events,   درجات لكوپني شامل
، 3000هاي سفيد كمتر از  رش گلبولبا شما 1درجه 
تا  1000بين  3، درجه 3000تا  2000بين  2درجه 
مكعب  متر ميلي در 1000كمتر از  4و درجه  2000
همچنين درجات ترومبوسيتوپني شامل درجه . باشد مي
بين  2، درجه 75000ها كمتر از  با شمارش پلاكت 1

و  50000تا  25000بين  3، درجه 75000تا  50000
. باشد در ميلي متر مكعب مي 25000كمتر از  4درجه 

در  )Grade 1-4( ارتباط ميان بروز انواع توكسيسيتي
هاي  دو فاز درماني تحكيمي و نگهدارنده و ژنوتيپ

ناليز آ 452C/T+و  401C/T هاي مختلف پلي مورفيسم
در اين مطالعه تمام بيماران توكسيك، صرف  .شدند

در قالب يك گروه، در ي توكسيسيتي  نظر از درجه
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ين ـهمچن. برابر بيماران غير توكسيك آناليز شدند
) Grade 1-4( يسيتيـروز انواع توكسـاط ميان بـارتب

در دو فاز درماني تحكيمي و نگهدارنده و فركانس 
آناليز شد كه  C/T 401-پلي مورفيسم  T و  Cآلل 

        . آورده شده استبعدي  نتايج اين آناليز در جداول
، اثر آنها در Tو   Cهاي با بررسي جداگانه آلل      

هاي مذكور محاسبه شد؛ بدين صورت كه  توكسيسيتي
را جدا كرده و سپس مجموع  Cابتدا هموزيگوت 

را جداگانه در دو   CTو هتروزيگوت Tهموزيگوت 
فاز تحكيمي و نگهدارنده درمان محاسبه نموده كه به 

تعريف شد، اما براي نرم افزار  401C/T A-شكل 
ها و  ارتباط معني داري بين اين تركيب آلل

  خوني و  لكوپني، كم(استخوان مغز و كبد توكسيسيتي

همچنين در مورد . مشاهده نشد )ترومبوسيتوپني
توكسيسيتي  و 401C/T B-ارتباط آلل پلي مورفيسم 

تحكيمي و نگهدارنده در فاز  كبد و مغز استخوان
انه كرده و سپس را جداگ Tدرمان هموزيگوت 

را    CTو هتروزيگوت  Cمجموع هموزيگوت 
جداگانه در دو فاز تحكيمي و نگهدارنده محاسبه شد 

ها و  كه ارتباط معني داري بين اين تركيب آلل
  .استخوان نيز مشاهده نشد مغز و كبد توكسيسيتي

را در مقابل افراد  CCافراد با آلل  401C/T Aدر       
ز شدند تا حضور و عدم حضور آنالي CT+TTبا آلل 

هاي ذكر شده بررسي  در توكسيسيتي T  و  Cهاي آلل
در  TTافراد با آلل ، 401C/T Bهمچنين در . شود

  .آناليز شدند CC+CTمقابل افراد با آلل 
  

 لكوپني، كم (استخوان مغز و كبد و توكسيسيتي  401C/T- مورفيسم پلي هاي آلل ارتباط: 3جدول 
  ALLنگهدارنده درمان بيماران  تحكيمي و فاز در) توپنيترومبوسي خوني،

  
   C T  P  value  توكسيسيتي

 )تحكيمي(كبديتوكسيسيتي

  )نگهدارنده(كبدي توكسيسيتي
)14/36(%30 
)75/39(%33  

)84/10(%9  
)66/15(%13  

11/0  
52/0  

 )تحكيمي(خوني كم
  )نگهدارنده(خوني كم

      )57/44(%37 
      )43/37(%31 

)45/14(%12  
)43/8(%7  

06/0  
73/0  

 )تحكيمي(لكوپني
  )نگهدارنده(لكوپني

)98/46(%39 
)39/49(%41  

)25/13(%11  
)07/18(%51  

04/0  
23/0  

 )تحكيمي(ترومبوسيتوپني
  )نگهدارنده(ترومبوسيتوپني

)73/33(%28 
)71/27(%23  

)04/12(%10  
)61/3(%3  

01/0  
80/0  

       
شود،  مشاهده مي 3همانطور كه در جدول      

 مورفيسم ها در پلي هاي سفيد و پلاكت گلبول
401C/T-  را براساس نتايج  05/0عددي كمتر از

اند؛ بنابراين از نظر آماري ارزشمند  آماري نشان داده
در فاز تحكيمي درمان دچار  ALL بوده و بيماران 

اند و همچنين  لكوپني و ترومبوسيتوف پني شديد شده
با وجودي كه . گيرند ه آنمي نيز قرار مير خطر ابتلا بد

اين بيماران در فاز درماني نگهدارنده، هيچ يك از 
  .علائم لكوپني، ترومبوسيتوپني و آنمي را بروز ندادند
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لكوپني، كم  (استخوان مغز و كبد توكسيسيتي و 452C/T+ مورفيسم پلي هاي آلل ارتباط: 4جدول 
  ALLدرمان بيماران  و نگهدارنده تحكيمي فاز در) ترومبوسيتوپني خوني،

  
  C T  P  value  توكسيسيتي

 )تحكيمي(كبدي توكسيسيتي
  )نگهدارنده(كبدي توكسيسيتي

)19/48(%40 
)24/60(%50  

0  
0  

83/0  
67/0  

 )تحكيمي(خوني كم
  )نگهدارنده(خوني كم

)24/60(%50 
)57/44(%37 

0  
0  

98/0  
61/0  

 )تحكيمي(لكوپني
  )نگهدارنده(لكوپني

)65/62(%52 
)08/71(%59  

0  
0  

89/0  
93/0  

 )تحكيمي(ترومبوسيتوپني
  )نگهدارنده(ترومبوسيتوپني

)98/46(%39 
)53/32(%27  

0  
0  

66/0  
96/0  

  
مشاهده مي شود ارتباط  4همانطور كه در جدول       

 و توكسيسيتي 452C/T+ مورفيسم معني داري بين پلي
 ،يـونـخ ي، كمـلكوپن(خوانـاست غزـم و كبد

در هر دو فاز تحكيمي و نگهدارنده  )ترومبوسيتوپني
  .مشاهده نشد ALLدرمان در بيماران 

پلي  Cتوان عنوان كرد كه آلل  بر اين اساس مي      
ترومبوسيتوپني و  خطرآلل ، - 401C/Tمورفيسم 

. درمان با متوتركسات باشد در بيماران تحت لكوپني
كل را در حالات مختلف به شC ازاين رو آلل 

همراه كرده و  T هموزيگوت و هتروزيگوت با آلل
 و  A  401C/Tرا به دو شكل  - 401C/Tپلي مورفيسم 

B 401C/T  براي نرم افزار آماري تعريف شد تا نقش
بر اساس . در اين حالات مورد آناليز قرار گيرد  Cآلل

نقش  Tشود كه آلل  آمار بدست آمده احتمال داده مي
. ترومبوسيتوپني داشته باشدحمايتي در جلوگيري از 

در فاز  شود همانطور كه در جداول بالا مشاهده مي
 هكه بيماران متوتركسات را ب نگهدارندهدرماني 

هيچ ، كنند صورت خوراكي با دوز پايين دريافت مي
للي پلي آها و فركانس  ارتباطي معنا داري بين ژنوتيپ

   :استخوان شامل و توكسيستي مغز -401C/Tمورفيسم 
  .شود نميمشاهده  و ترومبوسيتوپني لكوپني ،كم خوني

 
 

ا كه بيماران متوتركسات را ب ندرما تحكيميدر فاز 
ارتباط معناداري  ،كنند دريافت مي) g/m22(متوسط دوز

هاي پلي مورفيسم  ها و فركانس آلل بين ژنوتيپ
401C/T -  شامل كهو توكسيسيتي مغزاستخوان 
البته . مشاهده شداشد ب مي و ترمبوسيتوپني لكوپني

 =P value)06/0(طبق آناليز آماري به دست آمده
بيماران در مرز كم خوني در فاز تحكيمي درمان قرار 

  .گيرند مي
 452C/T+و  - 401C/T ارتباط ميان پلي مورفيسم      
و سطح متوتركسات سرم به كمك روش  GGHژن 

ANOVA پلي كه ارتباط معني داري بين  آناليز شد
و سطح سرمي  452C/T+و  - 401C/Tم يسمورف

   .P value)53/0(متوتركسات مشاهده نشد
  

  بحث 
هاي شيمي درماني  يكي از داروهاي اصلي رژيم      
ALL  از جملهBFM 2002باشد كه  ، متوتركسات مي

مانند ساير داروهاي شيمي درماني داراي يكسري 
توان به  مي جملهعوارض توكسيك است كه از 

توكسيسيتي كليوي،  استخوان، سركوب مغز
توكسيسيتي كبدي، توكسيسيتي عصبي و توكسيسيتي 
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بروز اين عوارض  ).11(دستگاه گوارش اشاره كرد
توكسيك از فردي به فرد ديگر حتي در دوزهاي 

به نظر . فاوت هاي آشكاري داردمشابه متوتركسات، ت
رسد كه عوارض توكسيك اين دارو تحت تاثير  مي

  . لف بيمار از جمله ژنتيك او باشدفاكتورهاي مخت
حاضر اولين بررسي ي  رسد كه مطالعه به نظر مي      

 401C/T-هاي پلي مورفيسم  فركانس ژنوتيپ
. در يك  جمعيت ايراني باشد GGHژن  +452C/Tو

به ترتيب  T/Tو  C/C ،C/Tبر اين اساس فركانس 
  401C/T-درصد در پلي مورفيسم 1/18و  7/27، 2/54

در پلي  T/Tو  C/C، C/Tهمچنين فركانس . شدبا مي
 0/0و  30/25، 69/74به ترتيب  +452C/Tم مورفيس
  . استدرصد 

ژنوتيپ و فركانس آللي پلي ، حاضري  العهدر مط      
و  GGHژن + 452C/T و 401C/T-ي ها مورفيسم

دستگاه گوارش و كبدي، توكسيستي ارتباط آنها با 
وپني و شامل كم خوني، لك(مغزاستخوان

. به طور جداگانه بررسي شدند) ترومبوسيتوپني
 براساس نتايج به دست آمده هيچ ارتباطي بين

پلي با  دستگاه گوارشكبدي و توكسيستي 
 GGHژن  + 452C/Tو 401C/T-ي ها مورفيسم

ي بعضي از بيماران  البته در پرونده. مشاهده نشد
كبدي مشهود بود، اما  ASTو   ALTهاي افزايش آنزيم

حدي نبود كه گوياي  درها  افزايش مقدار آنزيم
از طرفي تعداد اين بيماران در . كبدي باشدتوكسيستي 

با . ي ما بسيار كم بود مورد مطالعه ALLبيمار  83
پلي مورفيسم بررسي جداگانه و آناليز آماري 

401C/T -  استخوان توكسيستي مغزو ارتباط آن با 
خطر براي  به عنوان فاكتور C مشخص شد كه آلل

فاز تحكيمي درمان  در لكوپني و ترومبوسيتوپني
ي اين بيماران، در فاز  در بررسي پرونده. باشد مي

در  لكوپني و ترومبوسيتوپنيتحكيمي درمان 

 درماني فاز در. داشتند قرار Grade 4 -3)(درجه
 و نشد مشاهده مغز استخوان توكسيستي نگهدارنده،

 و سفيد هاي گلبول سبين افزايش ي بيماران،  پروند در
 فاز به نسبت نگهدارنده درماني فاز در پلاكت

 سلولي شمارش واقع در. بدست نيامد درمان تحكيمي
 نتايج براساس .بود رسيده طبيعي حالت به تقريباً
 در بيماران مشاهده گرديد كه آماري، آناليز از حاصل

 دارند قرار نيز خوني كم مرز در درمان، تحكيمي فاز
 از بيشتري تعداد روي بر مطالعه دارد اگر تمالاح كه
 كه مقداري به آماري عدد شود، انجام بيماران اين

 توكسيستي و رسيد خواهد باشد، خوني كم معرف
 ترومبوسيتوپني، و لكوپني بر علاوه مغز استخوان را

با بررسي جداگانه  .شد خواهد شامل نيز را خوني كم
و ارتباط آن  +452C/Tم پلي مورفيس و آناليز آماري

مشخص شد كه اين پلي  استخوان توكسيستي مغزبا 
هاي ذكر شده  توكسيستيمورفيسم هيچ نقشي در 

پلي  ،اين مطالعه طبق بررسي انجام شده در. ندارد
هاي ذكر شده تاثيري بر سطح سرمي  مورفيسم

اي كه در  مطالعه براساس .ندنداشت نيز متوتركسات
با سن  ALL ر مبتلا بهبيما 105بر روي  2010سال 
هاي ژنتيكي كه  ، از بين واريانتانجام شدسال  15زير 

قرار دارند دو كانديداي   MTX در مسير متابوليسم
هاي مهم مسير متابوليسم  ژنتيكي كه كد كننده آنزيم

MTX اين دو . بودند، مورد بررسي قرار گرفتند
هايي كه از  بودند كه اسيد آمينه DHFRو   GGHژن

شوند، عملكردهاي متفاوتي  دو ژن ترجمه مياين 
هاي عملكردي  بنابراين تفاوت). 12و13(دارند

محصولات اين دو ژن ممكن است علت توكسيسيتي 
ي  مطالعهدر . را نشان دهند MTXو اثرات متفاوت 

ه ـك ALLمذكور مشاهده شد كه كودكان مبتلا به 
را  GGHدر ژن  T/Tيا   - 401C/T هاي لي مورفيسمـپ

دارند، خطر بالايي از لكوپني و ترومبوسيتوپني را با 
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). 14(دهند نشان مي C/Cنسبت به  Grade 4 -3)(درجه
  MTX هاي ديگري در مسير متابوليسم حتي اگر آنزيم

ها نيز  هاي اين آنزيم قرار داشته باشند، واريانت
ي مذكور تاثيرگذار باشند؛ در  توانند در مطالعه مي

و نژادها نيز  MTXمثل دوزاژ  حالي كه عوامل ديگر
 2010ل اي كه در سا مطالعه در). 15(تاثيرگذار هستند

از  452C/T+ و - 401C/Tي ها روي پلي مورفيسم بر
در مكزيك انجام شد،  ALLكودك  70در GGHژن 
عود  خطر و –401C/Tبين پلي مورفيسم  ي رابطه

بيماران با پلي  و در اين افراد بررسي شد بيماري
را  عود بيماري خطررصد د 401T/T 83/10- مورفيسم

اي بين پلي  در حالي كه هيچ رابطه ،نشان دادند
در اين بيماران وجود  خطر عودو  452C/T+مورفيسم 

تاثير پلي  ،ي و همكارانماساكشي .)16(ندارد
را بر روي  SLC19A1و  MTHFRهاي  مورفيسم

 ALLكودك  15توكسيستي مرتبط با متوتركسات در 
درمان با رژيم هاي حاوي متوتركسات با  تحت كه

در اين . ، مورد بررسي قرار گرفتنددوز بالا بودند
و سطح سرمي  A80Gبين پلي مورفيسم  مطالعه

نشد و مشخص اي مشاهده  متوتركسات هيچ رابطه
در بيماران دچار استفراغ به  Gكه فركانس آلل  گرديد

ي در مورد توكسيست اما ،شكل معناداري بيشتر است
اي با پلي مورفيسم  كبدي و موكوزيت هيچ رابطه

A80G 17(ديده نشد.(  
  

  نتيجه گيري
توان  به دست آمده از اين پژوهش ميز نتايج ا      

براي پيش گويي موارد توكسيسيتي و تنظيم دوز 
؛ به نحوي كه قبل از تعيين متوتركسات استفاده كرد

و هموزيگوت و  401C/T-دوز دارو پلي مورفيسم 
آن پيگيري شود  Tو   C هاي هتروزيگوت بودن آلل

تا با تكيه بر آن، دوز مصرفي دارو تعيين شده و از 

البته نبايد . عوارض توكسيك دارو جلوگيري گردد
فراموش كرد كه نوع توكسيسيتي مرتبط با اين پلي 

با وجود اين،  .استها در اكثر موارد متفاوت  مورفيسم
بررسي بر روي گروههاي  نتايج به دست آمده نياز به

در صورتي كه بتوان  .بزرگتر و نژادهاي ديگري دارد
عوامل ژنتيكي موثر در روند توكسيسيتي را به خوبي 

توان در جهت جلوگيري  مي ،ي و تشريح كرديشناسا
 .متوتركسات قدمي موثر برداشتمصرفي از عوارض 

شود  دست آوردن نتايج بهتر پيشنهاد ميه براي بلذا 
بزرگتري در مطالعات آينده درنظر ي  مونهحجم ن

با توجه به پيچيده بودن همچنين،  .گرفته شود
 بهتر ،فارماكوديناميك و فارماكوكينتيك متوتركسات

هاي مختلف  است تعداد زيادي از پلي مورفيسم ژن
   .شونددخيل همزمان بررسي 

 بررسي ي،از راهكارهاي پيشنهادديگر يكي        
)GWAS(Genome Wide Association Study 

پلي  500000باشد كه توان ژنوتايپينگ بيش از  مي
را كاري  فرآيندمورفيسم براي هر بيمار در يك 

تواند جهت تهيه  مينتايج اين مطالعه،  .داراست
الگوريتم براي تعيين دوز متوتركسات براي درمان 

در اين الگوريتم تمام . بيماران مورد استفاده قرار گيرد
رهاي ژنتيكي و غير ژنتيكي موثر وارد و براساس فاكتو
استفاده . شود متوتركسات تعيين ميي  ها دوز اوليه آن

از اين الگوريتم منجر به كاهش عوارض متوتركسات 
   .خواهد شد

  
  تشكر و قدرداني 

با تشكر از سركار خانم سيما كلانتري و كليه       
ند به ويژه ا عزيزاني كه در اين مسير ما را ياري داشته

ها و  استادان و كارشناساني كه همواره از راهنمايي
  .ايم مساعدت ايشان بهره مند گشته
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Abstract 
 

 
Background and Aim: Acute lymphoblastic leukemia patients show 
differences in serum levels and toxicity associated with methotrexate after its 
treatment. Pharmacogenetics is an important determining factor for these 
differences. In this study, the effect of +452 C/T and -401C/T polymorphisms of 

GGH gene on serum levels and toxicity associated with methotrexate was studied. 
The aim of this study was to evaluate the effect of +452C/T and -401C/T 
polymorphisms of GGH gene on methotrexate level in serum and its associated 
toxicity in patients with acute lymphoblastic leukemia. Furthermore, the frequency 
of the above polymorphisms was investigated for the first time in Iran. 
Materials and Methods: The prevalence of these polymorphisms was 
assessed in 83 Iranian patients with ALL using PCR and RFLP. The relationship 
between the polymorphism and serum methotrexate levels and its toxicity was 
estimated by calculating the Odds Ratio.  
Results: No correlation was found between +452CT polymorphism and serum 
levels of methotrexate and methotrexate-related toxicity. -401CT polymorphism 
was found to be correlated with methotrexate-related toxicity leading to 
thrombocytopenia (95% CI= 0.009-0.019, odds ratio=0.265) and leukopenia (95% 
CI = 0.021-0.042, odds ratio = 2.182) in consolidation phase of the treatment.  
Conclusion: Evaluation of patients for methotrexate-related polymorphism of 
GGH gene may be useful in selecting the appropriate dose of methotrexate and 
reducing the toxic side effects associated with its administration. 
Key words: Methotrexate, Toxicity, Children  ALL, Polymorphisms 
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