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  پژوهشی          

  
  
  ازنــــــدرانـکــــــی مــــــــوم پـزشـلـشـــــگاه عــه دانــلــــمج

   )44-51    (1388سال     مرداد و شهریور    71 شماره     نوزدهمدوره 

44  1388 مرداد و شهریور ، 71 ، شماره نوزدهموره  د                                                          مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                      

 فعال در بیماران متاستازی MMP-9افزایش غلظت پلاسمائی ومیزان 
   در پروموتور این ژنTسرطان پستان و ارتباط آن با وجود آلل 

 
   2سیمین همتی         1یمرتضی صادق

  
  چکیده

م هـای پروتئولیتیـک هـستند کـه در هـض           نـزیم آای از     خـانواده  (MMPs)ماتریکس متالو پروتئینازهـا      :سابقه و هدف    
 مهمـی   نقـش ها و افزایش رفتار متاسـتازی تومورهـای بـدخیم انـسانی              های ماتریکس خارج سلولی نگهدارنده سلول      پروتئین

نیـز  هـای بیولـوژیکی وجـود دارنـد و      نزیم فعال در نمونهآنزیم یا آ ها به دو صورت پرو  MMPگزارش شده است که     . نددار
 در هـر دو مرحلـه شـروع و متاسـتاز     MMP-9 (Matrix Metalloproteinase-9)مشخص شده است که از بین این خـانواده  

این ژن و    در پروموتـور   C/Tمورفیـسم     ارتبـاط یـک پلـی      ،ما در مطالعات قبلـی خـود روی ایـن ژن          . نقش دارد سرطان پستان   
یزان فـرم فعـال     های اندک فعلی درمورد ارتباط م      با توجه به وجود یافته    . رحله متاستاز سرطان پستان را گزارش کرده بودیم       م

 فعـال  MMP-9 در این مطالعه ما به بررسی همزمان میزان ،ارتباط فرم فعال با نوع ژنوتیپ اللی افرادنیز این آنزیم و سرطان و      
  .سرطان پستان پرداختیممبتلا به و ارتباط ان با ژنوتیپ آللی بیماران 

 سرطان پستان   مبتلا به  بیماران   100پلاسمائی در    فعال   MMP-9، میزان    شاهدی -مورددر این مطالعه     : روش ها  و مواد
میـزان غلظـت پلاسـمائی از طریـق زیمـوگرافی      .  نمونه کنترل سالم همزمان با نوع ژنوتیپ اللی این افراد بررسـی شـد       120و  

   مورفیـسم بـا هـضم آنـزیم محدودکننـده       با ژل پلی اکریلامید و ژنوتیپ آللی در محل پلـی (gelatin zymography)ژلاتین 
(PCR-RFLP)بررسی شد .  

 سرطان پستان در مقایسه مبتلا به فعال در افراد MMP-9 غلظت پلاسمائی     نشان داد که   های آماری  آنالیز داده  : یافته ها 
نزیم در گروه کنترل سالم بسیار کمتـر        آ به طوریکه غلظت فرم فعال این        اختلاف بسیار معنی داری دارد    با گروه کنترل سالم     

 فعـال در    MMP-9 میـزان    ن همچنـی  (P<0.0001).) نـانوگرم  7/1 نانوگرم و    7/0به ترتیب   (ران سرطان پستان بود     از گروه بیما  
  ). برابر5/1(داری نشان داد  افزایش معنیCC در مقایسه با افراد کنترل CT و TTافراد دارای ژنوتیپ 

تان در مقایسه با گروه کنترل افـزایش         فعال در گروه بیماران سرطان پس      MMP-9های حاضرغلظت    طبق یافته  : استنتاج
 در پروموتور این ژن و پیشرفت سرطان پـستان در  T با وجود آلل     ،ای دارد و افزایش میزان پلاسمائی این آنزیم        قابل ملاحظه 

 عنـوان یـک     بـه  ، در افراد  Tگیری فرم فعال پلاسمائی این آنزیم یا وجود الل           توان از اندازه    می بنابراین. دارداین افراد ارتباط    
  .عامل تشخیصی برای گروه بندی بیماران سرطان پستان و تشخیص زنان بیمار مستعد متاستاز به دیگر نواحی استفاده کرد

  

  ، زیموگرافی ژلاتین، سرطان پستان9-ماتریکس متالوپروتئیناز :های کلیدی هواژ
  

  مقدمه
ها   بدخیمی سرطان  شرایط موردنیاز یکی ازمهمترین   

ری و رشد سـلول نئوپلاسـت بـه داخـل           جایگی مهاجرت،
 ایـن فراینـد مـستلزم مراحـل پیچیـده           .بافت میزبان اسـت   

  راتـزبان و تغییـمی ی با بافتـول سرطانـای سلـه واکنش
 

  E-mail: ms.sadeghi @yahoo.com                     ، گروه زیست شناسی، بخش ژنتیک2-اصفهان، دانشگاه اصفهان، دانشکده علوم -مرتضی صادقی :مولف مسئول
  صفهانادانشگاه دانشکده علوم  گروه زیست شناسی .1
  دانشگاه علوم پزشکی اصفهان ،دانشکده پزشکی ،انکولوژی  و رادیولوژیگروه. 2

  31/4/88:              تاریخ تصویب18/3/88: تاریخ ارجاع جهت اصلاحات           10/1/88: ریافت تاریخ د
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   و همکار           مرتضی صادقی                هشی    پژو  
  

45  1388 مرداد و شهریور ، 71 ، شماره نوزدهم دوره                                                           مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                      

 هـای مختلفـی    تاکنون آنزیم . ی است ماتریکس خارج سلول  
 اندکه درهضم ماتریکس خارج سلولی ایفـای       شناخته شده 

 ماتریکس متالو   )1،2(کنند مانند سرین پروتئازها      نقش می 
 و متالوپروتئینازهـــای تجزیـــه )3( (MMPs)پروتئینازهـــا 

  .)4(کننده
هـای   نزیمآای از    ماتریکس متالو پروتئینازها خانواده   

هستند که در هضم (Zinc-dependent) وابسته به زینک 
بــسیاری از ترکیبــات مــاتریکس خــارج ســلولی و بافــت 

ــای نقــش مــی  ــه ایف ــد و غــشاء پای ــن لحــاظ در  کنن از ای
فراینــدهای فیزیولــوژیکی و پــاتولوژیکی دارای اهمیــت 

یک  MMP-9 (Matrix metalloproteinase-9). هستند
اسـت کـه     کیلودالتونی بـا فعالیـت پروتئـازی         92پروتئین  

ن ماتریکس خارج سلولی و اتصالات      آسوبسترای اصلی   
 ایـن ژن یکـی از مهمتـرین اعـضاء           .بافت غشاء پایه است   

خانواده ماتریکس متالوپروتئینازهاست و تنها عـضو ایـن         
 تـائی   3خانواده اسـت کـه بـه خـاطر دارا بـودن سـاختار               

فیبــرونکتین قــادر بــه اتــصال و هــضم کــلاژن بــه عنــوان  
 بـا توجـه بـه عملکـرد         .ب غشاء پایه اسـت    مهمترین ترکی 

 تواند درسرطانی شدن   آن می  حساس این ژن تغییرات بیانی    
 .)5-7( ایفـا کنـد   ها و تغییر رفتار آنها نقـش مهمـی           سلول

شروع وگسترش    در MMP-9تحقیقات حاکی ازعملکرد  
های توموری سرطان پستان از طریق هـضم کـلاژن           سلول

  .)8،9( تومورها استو بر هم کنش با ژنهای مهارکننده
 در کاهش بقاء و    MMP-9افزایش غلظت پلاسمائی    

ــت    ــستان اهمی ــاری ســرطان پ ــشرفت بیم ژن . )10(داردپی
MMP-9 ــوزوم ــت در  20 در کروم ــرار 20q2.3موقعی  ق

 در ناحیـه    C/T که وجود یک پلی مورفیسم       .گرفته است 
ــن ژن 1562 ــور ای ــن ژن  ســبب پروموت ــان ای ــر در بی  تغیی
که افزایش بیان این ژن در اللهـای دارای         شود به طوری   می

ایـن پلـی مورفیـسم مـشاهده شـده          ) تیمـین  (Tنوکلئوتید  
ایــن تغییــر بیــان ظــاهراً ناشــی از ممانعــت اتــصال  . اســت

های مهارکننده رونویسی به پروموتور این ژن در         پروتئین
افراد دارای نوکلئوتید تیمـین در ایـن جایگـاه اسـت، در             

ــه علــت عــدم اتــصال  ایــن افــراد رونویــسی از  ایــن ژن ب

 افــزایش Tهــای مهارکننــده رونویــسی بــه آلــل  پــروتئین
نـزیم در افـراد     آیابد و در نتیجه میزان بیان کلـی ایـن            می

ــل  ــی Tدارای ال ــزایش م ــد     اف ــراد واج ــی در اف ــد ول یاب
هـای   در این پلیمورفیسم پروتئین   ) سیتوزین (Cنوکلئوتید  

شـوند و   صل مـی  به پروموتور ژن مت   ،مهارکننده رونویسی 
ــی   ــان کل ــی MMP-9بی ــاهش م ــد  را ک ــا در . )11(دهن م

کرده بودیم که ارتباط اصلی      مطالعات قبلی خود گزارش   
 در پلی مورفیسم این ژن در مقایسه بین         Tبین وجود آلل    

دو گروه سرطان پستان اولیـه و پیـشرفته یـا متاسـتازی بـا               
بـا  . )9(اسـت گروه سالم با مرحله متاسـتاز سـرطان پـستان     

توجه به نتایج مطالعـه قبلـی مـا روی جمعیـت ایـران کـه                
گروه بیماران اولیه سرطان پـستان و        اختلاف اصلی از دو   

 بـین   ،)بیمـاران متاسـتازی   (بیماران دارای سرطان پیشرفته     
 در پروموتـور    Tافراد دارای متاستاز سرطان پستان و آلل        

 در این مطالعه ما باتوجه به اهمیت موضوع و          .این ژن بود  
آنزیم تصمیم   مورد مقدار پلاسمائی این    ها در  کمبود یافته 

 MMP-9گرفتیم به طور همزمان به بررسی میزان غلظت         
فعال پلاسمائی و ارتباط آن با نوع ژنوتیپ آللـی ایـن ژن      

مبتلا مرحله پیشرفت سرطان پستان در دوگروه بیماران         و
سرطان پستان دارای متاستاز با تشخیص قطعی پزشـک  به  

ط و گروه زنان سالم فاقد متاستاز بپردازیم تا بتـوانیم       مربو
 مبـتلا بـه   نـزیم در افـراد      آبه تفاوت قطعی بین میزان ایـن        

سـرطان   و افـراد فاقـد    ) افـراد متاسـتازی   (سرطان پیشرفته   
  .پی ببریم) گروه کنترل(

  

  مواد و روش ها
  :تهیه نمونه

 گروه بیمـاران شـامل       شاهدی، -مورددر این مطالعه    
 سرطان پـستان بـا حالـت بـدخیم و           مبتلا به ار زن    بیم 100

 و   بودنـد   سال 47ها با میانگین سنی      متاستاز به دیگر بافت   
نیـز   میانگین سنی مرتبط با گروه بیمـاران   با زن سالم    120

وجود متاستاز در تمـامی افـراد       . مورد مطالعه قرار گرفتند   
از هــر فــرد مــورد . توســط پزشــک متخــصص تائیــد شــد

لیتـر    میلـی  3 .لیتر خون وریدی گرفتـه شـد       ی میل 6مطالعه  
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  فعال در بیماران متاستازی سرطان پستانMMP-9میزان 
 

46  1388 مرداد و شهریور ، 71 ، شماره نوزدهم دوره                                                           مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                      

 منتقـل  EDTAهـای حـاوی     به لوله DNAبرای استخراج   
های فاقـد   لیتر برای استخراج پلاسما در لوله  میلی3 شد و

در دو مرحلـه جداگانـه      . مواد ضد انعقـاد نگهـداری شـد       
 DNAبرای استخراج   .  هربیماراستخراج شد  DNAپلاسما و 

 )12(اری دستکاری استفاده شد   از روش نمکی میلر با مقد     
و برای اسـتخراج پلاسـما تیـوپ حـاوی نمونـه خـون نـیم                

 12 بـرای    g 1600 بعد از لخته شدن خـون بـا دور           ساعت
دقیقه سانتریفیوژ شد و لخته خون دور ریخته شد و سـرم            

  درجه نگهـداری -80تهیه شده از هر فرد تا زمان مطالعه در        
گی تمـامی بیمـاران     همچنین سابقه فـامیلی و خـانواد      . شد

  .مورد نیاز تکمیل شدهای اطلاعات  و فرمشد بررسی 
  

  :تعیین ژنوتیپ
 در ناحیــه C/Tبــرای تعیــین ژنوتیــپ پلــی مورفیــسم 

ابتـدا ناحیـه از پروموتـور     ،   MMP-9 پروموتور ژن    1562
ای   جفت باز توسط واکـنش زنجیـره  460این ژن به طول    

یکــا بــا  در دســتگاه اپنــدروف ســاخت آمرPCRپلیمــراز 
 TCT AGC CTC ATA-پرایمرهای رفـت بـا تـوالی    

GTA-3 CAG TC5ــ ــوالی    و پرایم ــا ت ــشت ب   ر برگ
-GAA TCT GGA CAT CCG GCA TC –35 

 میکرولیتـر بـا    50 در حجم کل PCRتکنیک . تکثیر شد
، ng 20- 15 ژنومی   DNA: گرفت   های زیر انجام   غلظت
dNTP µM 4/0، mM MgCl24  ،mM Tris-HCl 20 ،

mM KCl 100، µM 6/0   از هــر پرایمــر و یــک واحــد
واکـنش  ). سـاخت شـرکت سـینا ژن      ( پلیمراز   Taqآنزیم  

 درجـه   95 دقیقه در    4: تکثیر به صورت زیرانجام گرفت      
 94 ثانیه در دمای     30 سیکل هر سیکل شامل      30همراه  به  

 درجـه   58 ثانیـه در دمـای       30درجه برای دناچوراسیون ،     
 درجـه بـرای     72 ثانیه در دمـای      30برای اتصال پرایمرها،  

 72 دقیقـه در دمـای       10 در انتهـا     ،فعالیث تکثیری آنـزیم     
های حاصل ازتکثیر با استفاده ازآنزیم       سپس نمونه . درجه

 کـه در  SphI (new England biolab) ننـده محـدود ک 
هـای   جایگاه مربوط دارای سایت برش است و فقـط الـل          

 جفت بـازی    258 و   202قطعات  (تیمین را برش می دهد      
مورد بـرش قـرار     )  جفت بازی  460حاصل از برش قطعه     

ــت و  ــتگرف ــهدر نهای ــد    نمون ــا روی ژل اکریلامی  10ه
فورز شـدند و     ساعت الکترو  12 برای   100درصد با ولتاژ    

هـا مـشاهده شـدند       میزی نیترات نقره نمونـه    آ بعد از رنگ  
  .)1  شمارهشکل(

  

  
  بیمار که  10نتایج حاصل از هضم آنزیمی و الکتروفورز          :1شکل شماره   

  .  درصد10اند روی ژل اکریلامید  به صورت تصادفی انتخاب شده
 طــول اســت کــه بعــد از بــرش 460bp دارای PCRمحــصول اصــلی 

مورفیـسم    که دارای جایگاه بـرش در محـل پلـی          Sph1نزیم  توسط آ 
. شـود   تبدیل می  258bp و   202bp به دو قطعه     ، است Tهای   برای آلل 

ــراد مــشخص شــده اســت   ــالای شــکل ژنوتیــپ اف  مــارکر (M. در ب
.(100bp  
  

ــد و ــوگرافی ژل اکریلامیــــــــــــ    ، SDS زیمــــــــــــ
)SDS- polyacrylamide gelatin zymography (  

 توسط زیموگرافی MMP-9سمائی میزان فعالیت پلا 
در این تکنیک ژلاتیناز موجـود      . ژلاتین اندازه گرفته شد   

شود   هضم ماتریکس ژلاتینی می    موجبدر نمونه پلاسما    
و این نواحی بـه صـورت نقـاط شـفاف روی ژل رویـت               

  .)13(شوند می
 MMP-9زیموگرافی ژلاتین جهـت مـشاهده میـزان        

ــه  ــال از هــر دو گــروه نمون ــرل و  پلاســمائی فع هــای کنت
  :بیماران به زیر صورت گرفت

 درصـد  1 درصد به طور همزمان با 12ژل اکریلامید   
 پلـی مـر شـد و از    ،بـه عنـوان سوبـسترا   (Sigma) ژلاتـین  
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 میکرولیتر در هر چاهـک ژل لـود         25پلاسمای هر نمونه    
   ولـت تـا زمـان رسـیدن         150شد و الکتروفـورز بـا ولتـاژ         

ــه ژل     ــه ت ــافر ب ــگ ب ــگ لودین ــدو(رن ــاعت12داً ح   )  س
   ژل ،صــــورت گرفــــت بعــــد از اتمــــام الکتروفــــورز 

ــه  ــامل   ب ــیون ش ــافر رناچوراس ــاعت در ب ــک س ــدت ی   م
  

 Triton X-100 in 50 mM Tris–HCl(pH 7.5)) 5/2 
د و سـپس ژل بـه       ش ـدر دمای آزمایشگاه انکوبـه       )درصد

ــای   ســاعت در16مــدت  ــر 37دم ــافر زی ــا  درجــه در ب    ب
5/7 PH=انکوبه گردید )mM CaCl2 10 ،M NaCl 15/0   
 0.02% NaN3 in 50 mM Tris–HCl  ( در نهایـت و 

ــو  ــا کوماســی بول ــا   رنــگ درصــد05/0 ژل ب ــزی و ب آمی
.  شستـشو شـد     درصد 10و استیک اسید     درصد   30متانول

بــدین صــورت صــفحه زمینــه ژل توســط کوماســی بولــو 
گیرد و نواحی کـه در آنهـا بـر هـم کـنش               رنگ تیره می  

 سوبسترای خود یعنـی ژلاتـین کـه          و (MMP-9)ژلاتیناز  
به صورت نواحی بدون رنـگ در       ،  به ژل افزوده شده بود    

نواحی حاصـل از    . مانند اف باقی می  رمقابل زمینه سیاه اط   
 فعـال بـه     MMP-9و  )  غیر فعال  MMP-9 ) MMP-9پرو  

 کیلو دالتن با استفاده از مـارکر        87 و   92ترتیب در نواحی  
یـن روش بـرای تعیـین       قابل شناسائی هـستند، عـلاوه بـر ا        

نزیم از کیـت کمپـانی بـایورد انگلـیس          آکمی میزان این    
 شـکل  ) ((Biorad MMP-9 detection kit استفاده شـد 

  ).2 شماره
  

  
و ) A(های مختلف گـروه کنتـرل        زیموگرام ژنوتیپ   :2شکل شماره   

 درصـد بعـد از      10روی ژل اکریلامیـد     ) B(گروه بیمـاران سـرطانی      
  .ی بولورنگ امیزی با کوماس

Pro MMP-9 نزیم موجود در پلاسمای هر فـرد بـا وزن   آ میزان پیش
 باند پائینی بـا وزن      MMP-9 کیلو دالتن و پروتئین فعال       92مولکولی  
  . کیلو دالتن87مولکولی 

هـا بـر     توزیـع ژنوتیـپ    کای دو،    ا استفاده از آزمون   ب
 >05/0Pاساس تعادل هـاردی واینبـرگ ارزیـابی شـد و            

 همچنین برای . ت معنادار درنظرگرفته شد   درتمامی محاسبا 
ها در بین دو گروه بیماران و افـراد          بررسی توزیع ژنوتیپ  

کنترل از آزمون مربع کای استفاده شـد و میـزان فعالیـت             
حاصـل   با اسـکن بانـدهای       MMP-9پلاسمائی استاندارد   

ــسیتومتر  ــکنر دن ــط اس  (Epson GT-9500 scanner)توس
  افـزار   نرماز   با استفاده ز  نالیآ و    مشخص شد  ساخت آلمان 

Scan Pack 3.0 (Biometra) شدانجام ساخت انگلیس .  
  

  یافته ها
ــس از ــزیم    PCRپ ــط آن ــصولات توس ــضم مح  و ه

 ژنوتیـپ   ،محدود کننده و الکترفورز روی ژل اکریلامید      
  شـماره  شـکل (تک تک افراد مورد مطالعه مشخص شد        

د مورفیسم مـور    جایگاه پلی  TT,CT,CCهای   ژنوتیپ). 1
،  درصـد  8،   درصد 92 به ترتیب در     MMP-9نظر در ژن    

 54/30،  درصـد  14/65های کنتـرل و   از نمونه  درصد 0و  
ــد ــد 32/4 و درص ــهدرص ــاران     از نمون ــروه بیم ــای گ ه

 فقـط در  TTژنوتیپ . سرطانی دارای متاستاز مشاهده شد   
افراد دارای متاسـتاز مـشاهده شـد و هـیچ کـدام از افـراد                

  .ین نوع ژنوتیپ نبودندگروه کنترل دارای ا
سرم تمامی افراد مـورد مطالعـه بـرای بررسـی سـطح             

MMP-9   پلاسـمائی فعــال بــا زیمـوگرافی آزمــایش شــد 
 نــشاندهنده Aدر ایــن شــکل قــسمت ) 2  شــمارهشــکل(

هــای   نمونــه کنتــرل بــا ژنوتیــپ4 فعــال MMP-9میــزان 
 MMP-9 نشاندهنده میزان پلاسمائی     Bمختلف و قسمت    

 کـه بـه طـور تـصادفی از بـین      استطانی   بیمار سر  5فعال  
اند و ژنوتیـپ افـراد در بـالای          گروه بیماران انتخاب شده   

شکل نمایش داده شده است نواحی روشن مناطق بر هـم           
کنش ژلاتینـاز بـا ژلاتـین موجـود در ژل اسـت و میـزان                

 میـزان پـروتئین موجـود در    ،شـارپ بـودن بانـد هـر نونـه     
  .دهد ن فرد را نشان میآپلاسمای 

 فعال در دو    MMP-9گیری میزان کلی     پس از اندازه  
  فعال پلاسمائی در   MMP-9د که میزان    شگروه مشخص   
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گروه بیماران افزایش قابل توجهی نسبت به گروه کنترل         
A   0001/0( ) نانوگرم7/1 نانوگرم در برابر 7/0( داردP<( 
همچنین دو فـرد بیمـار دارای ژنوتیـپ         ). 3  شماره شکل(

TT   ،  میزانMMP-9            فعـال بیـشتری در مقایـسه بـا افـراد 
ــپ   ــار دارای ژنوتی ــد CTبیم ــر5/1( دارن ــین )  براب همچن

 TT کـه ژنوتیـپ      نـشان داد  مقایسه ژنوتیپ تمـامی افـراد       
فقــط در بیمــاران متاســتازی وجــود دارد و هیچکــدام از  

  . نیستندTTافراد کنترل دارای ژنوتیپ هموزیگوت 
  

  
  

 ng/µlل پلاسمائی بر حـسب       فعا MMP-9میزان کلی     :3  شماره شکل
و گروه بیماران سرطانی دارای متاستاز یا ) Control(در گروه کنترل 

  ).Patients(بدخیم 
  

  بحث
در این مطالعه ما برای اولین بـار بـه بررسـی همزمـان         

ن بـا ژنوتیـپ     آ فعال پلاسمائی و ارتبـاط       MMP-9مقدار  
تـا   پروموتور این ژن پرداختیم      1562آللی افراد در ناحیه     

 در  Tاز این طریـق مـشخص کنـیم کـه آیـا وجـود آلـل                 
 در افـراد دارای متاسـتاز سـرطان         MMP-9پروموتور ژن   

سینه با میزان فعالیت پلاسمائی این آنزیم در ارتباط است          
هـای   جمعیـت در  نجائیکه در اکثر مطالعات     آ، از   ؟یا خیر 

نـزیم در   آ نقش اصلی این     ،دیگر نیز مانند مطالعه قبلی ما     
متاســتاز و بــدخیمی ســرطانها گــزارش شــده اســت و در 

سرطان پستان بعضی از بیمـاران غیـر متاسـتازی       با  بیماران  
مـرز بـین حالـت متاسـتاز     در در حالت پیشرفته و در واقع   

هـای کلینیکـی غیـر       هستند و ممکـن اسـت در تـشخیص        

توانـد در    متاستازی شناخته شوند کـه ایـن امـر خـود مـی            
گیـری میـزان ایـن      فراد و در نتیجه در انـدازه      بندی ا  تقسیم

بیمــاران ســرطانی فاقــد (نــزیم در بــین افــراد دو گــروه آ
ایجاد خطـا کنـد مـا در        ) متاستاز و بیماران دارای متاستاز    

این مطالعه برای مشخص شدن تفاوت بین حالت پیشرفته         
 در  Tنزیم و وجود الـل      آ میزان این    ،سرطان و افراد سالم   

مـاران سـرطانی متاسـتازی و گـروه زنـان           بین دو گروه بی   
 تـشخیص بیمـاری     ،را بررسـی کـردیم    سالم فاقد سرطان    

های مولکولی   سرطان درمراحل اولیه وتشخیص مکانیسم    
درگیر در فرایند سرطان در درمـان ایـن بیمـاری اهمیـت             

سرطان مبتلا به  مشخص شده است که بیماران      .ویژه دارد 
هــا و   متغیــر ژنپـستان یــک گــروه بــه خـاطر میــزان بیــان  

ها به درمانهای شیمیائی     ترکیبات مولکولی مختلف سلول   
ایـن  . )14(دهنـد  های مختلفی نشان می  این بیماری واکنش  

 پیـدا کـردن     بـه  دانـشمندان    منـدی   علاقـه  موجبموضوع  
هــای دخیــل در ایــن  مارکرهــای مولکــولی جدیــد و ژن

 هـا در    MMPاز طرفی شرکت کردن     . شده است بیماری  
 شده این خانواده به کاندید      سببلف سرطان   مراحل مخت 

هـای مـارکر تبـدیل       مناسبی برای مطالعات تشخیـصی ژن     
هـای   نـزیم آ ها در ابتدا بـه صـورت پرو        MMP .)15(شوند

شـوند و سـپس توسـط        غیرفعال در سیتوپلاسم ترشح مـی     
های مختلف قسمت زیموژن از آنها جدا و آنهـا           مکانیسم

تـا کنـون دانـشمندان      . )16(شـوند  نزیم فعال تبدیل می   آبه  
 از طریـق  MMP-9مختلفی بـه بررسـی میـزان پلاسـمائی         

اند و به نتایج   های مختلفی پرداخته   ژیموگرافی در بیماری  
دلائل اخـتلاف نظـر محققـین        .)17-19(اند  رسیده متفاوتی

هـای مختلـف     توانـد ناشـی از روش      در این موضـوع مـی     
تواند ناشـی از      می ،دیگرتر   مهمها باشد و دلیل      نالیز داده آ

 EDTAاستفاده مواد ضـد انعقـاد خـون ماننـد هپـارین و              
گیـری میـزان     توانـد روی انـدازه     باشد کـه ایـن مـواد مـی        

هـا    اخـتلاف داده   سـبب  باشـد و     گـذار  اثر ،پروتئین فعـال  
ــود ــت .شـ ــده  EDTA در حقیقـ ــرین مهارکننـ  از مهمتـ
MMP           ها است و هپارین نیز میتواند به تعدادی از اعـضاء

ــانو ــن خ ــا مواجــه   ای ــا خط ــایج را ب ــود و نت ــصل ش اده مت
در مطالعات قبلی ما نشان دادیـم کـه وجـود           . )20،21(کند
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تواند با متاستاز سـرطان       می MMP-9 در پروموتور    Tآلل  
 ازاینرو در این مطالعه ما هـدف        ، )9(سینه در ارتباط باشد   

 فعـال در پلاسـمای افـراد        MMP-9خود را تعیـین میـزان       
ها برای   که یکی ازحساسترین تکنیک    زایموگرافیازطریق  
 قـرار   ، فرم پـرو آنـزیم و فـرم فعـال آنـزیم اسـت              سنجش
  .دادیم

های حاصل از زیموگرافی میزان کلـی        بر اساس یافته  
MMP-9          شـکل ( فعال در پلاسمای افراد گـروه بیمـاران 
ــماره ــسمت 2 ش ــت  B (42/2 ق ــرل اس ــروه کنت ــر گ   براب

)0001/0P<() ه کلــی در یــک مقایــس). 3  شــمارهشــکل
گروه بیماران بانـدهای شـارپتری از گـروه کنتـرل نـشان             

 CC در مقایسه بـا افـراد        CT افراد    از دهند و هر گروه    می
ــشان مــی  ــان بیــشتری را ن ــزان بی ــه   می دهنــد کــه ایــن یافت

 در افزایش بیان و در نتیجه میزان        Tتائیدکننده نقش آلل    
 و همکــارانش در Stella .پلاســمائی ایــن پــروتئین اســت

توان از غلظـت     ای نشان دادند که می      با مطالعه  2006 سال
عــضو دیگــر ایــن خــانواده یعنــی    وMMP-9پلاســمائی 

MMP-2  سرطان پـستان   مبتلا به   بندی بیمارن     برای تقسیم
 در MMP-9هـای آنهـا میــزان    اسـتفاده کـرد، طبـق یافتـه    

بیماران سرطان پـستان بـه طـور قابـل تـوجهی نـسبت بـه                
ای   درمطالعـه  Rocca. )22(تـه بـود   افرادکنترل افـزایش یاف   

دیگــر روی جمعیــت ایتالیــا نــشان دادکــه افــزایش قابــل  
ــه ــزان ی درا توج ــستان در   MMP-9می ــرطان پ ــروه س  گ

ــن       ــایج ای ــه نت ــود دارد ک ــرل وج ــراد کنت ــا اف ــسه ب مقای
ــایج مطالعــه حاضــر   ــا نت ــشمندان ب ــراندردان   جمعیــت ای

 جامعــه دردر مطالعــه دیگــری  Karolina .مطابقــت دارد
 MMP-9 پروموتــور 1562هلنــد و پلــی مورفیــسم ناحیــه 

توانـد بـا      در ایـن جایگـاه مـی       Tنشان داد که وجود آلـل       
OR=2.61             با بدخیمی سرطان پـستان و متاسـتاز بـه غـدد 

 در میان افراد    )23(لنفاوی در این جمعیت در ارتباط باشد      
سـرطان پـستان ایـن مطالعـه نیـز بیـشترین میـزان              مبتلا بـه    

 مربوط به افراد دارای ژنوتیپ      MMP-9ی  غلظت پلاسمائ 
 بود که این امر تائید کننده نتایج مطالعه         TTهموزیگوت  

Karolina      و نشاندهنده نقش آلل T      در افزایش بیان ایـن 
توان اسـتنباط    ژن است و از تلفیق نتایج این دو مطالعه می         

،  MMP-9 در این ناحیه از پروموتور   Tکرد که وجود الل   
ن این ژن و افزایش فرم فعـال پلاسـمائی     باعث افزایش بیا  

پـذیری   سـیب آ منجـر بـه افـزایش        در نهایت نزیم و   آاین  
هـا   ریکس خارج سلولی و غشاء پایه نگهدارنده سلول       تما
توانند با همکاری عوامل دیگر       که این عوامل می    شود می

هـا در افـراد       تـسهیل مراحـل سـرطانی شـدن سـلول          سبب
  .دارای این ژنوتیپ گردد

العه برای اولین بـار در ایـران انجـام شـد و در              این مط 
هـای مـا میـزان غلظـت         گیری کلی طبـق یافتـه      یک نتیجه 
 را میتوان به عنوان فاکتوری کلیـدی        MMP-9پلاسمائی  

 سرطان پـستان    مبتلا به برای تشخیص میزان استعداد افراد      
هـای مجـاور معرفـی     برای متاستاز به دیگر نواحی و بافت     

های تـشخیص میـزان بیـان ایـن ژن در            کرد و یکی از راه    
طبق نتایج این مطالعـه     . افراد نوع ژنوتیپ آللی آنها است     

ــان دارای ژنوتیــپ  ــه TTزن ــرای ناحی ــور  1562 ب پروموت
MMP-9 در مقایــسه بــا افــراد دارای ژنوتیــپ CT و CC 

، )برابر5/1( پلاسمائی فعال بیشتری هستند    MMP-9دارای
تخریـب مـاتریکس   که با توجـه بـه عملکـرد ایـن ژن در            

 ایـن افـراد در صـورت      ،خارج سلولی و بافت غـشاء پایـه       
 سـرطان پـستان بـرای متاسـتاز سـرطان بـه دیگـر               ابتلا بـه  

نــواحی بــسیار مــستعدتر از زنــان دارای دو نــوع ژنوتیــپ 
 هستند و از طریق تعیین ژنوتیپ ایـن ژن          (CC,CT)دیگر  

  میتـوان ایـن افـراد را در زیـر          1562در ناحیه پروموتوری    
گروه بیمـاران پـر خطـر سـرطان پـستان نـسبت بـه دیگـر            

  .بیماران سرطان پستان معرفی کرد
  

  سپاسگزاری
ــان از  ــدان در پای ــشکده کارمن ــوژی دان بخــش انکول

پزشکی دانـشگاه اصـفهان و بخـش تحـصیلات تکمیلـی            
دانشکده علوم دانشگاه اصفهان بـه خـاطر فـراهم کـردن            

ید جـامی از  سع تجهیزات و همچنین از اقای دکتر محمد
دانشکده بیوتکنولـوژی دانـشگاه لئـون اسـپانیا بـه خـاطر             

ــل داده   ــه و تحلیـ ــمیمانه در تجزیـ ــاری صـ ــا و  همکـ هـ
  .شود هایشان برای انجام زیموگرافی تشکر می راهنمائی
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