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هاي توموري و فعاليت   در گسترش سلولB -بررسي نقش آنزيم ژلاتيناز

  متاستازي سرطان سينه

  مرتضي صادقي ، ، زهره حجتي،باشي مجيد متولي

 

  ، دانشگاه اصفهان گروه زيست شناسي، دانشكده علوم،بخش ژنتيك *

  چكيده

لون، مثانه وتواند نقش بسيار مهمي در مرحله متاستاز چندين سرطان ازجمله ك ميBژلاتيناز  از حد افزايش  بيان بيش :سابقه و هدف

 B پروموتوري ژن آنزيم ژلاتيناز -1562در ناحيه  T→Cكلئوتيدي جابجايي باز ومرفيسم تك نوجود پلي. و دستگاه گوارش داشته باشد

هدف . گردد ميTهاي مهار كننده رونويسي در آلل واجد كاهش اتصال پروتئينباعث افزايش بيان اين ژن در سطح رونويسي از طريق 

 .باشداصفهان ميشهر مرفيسم در پيشرفت و متاستاز سرطان سينه در جمعيت زنان  پلي  بررسي نقش اين،تحقيق حاضر

اي  از طريق واكنش زنجيرهشاهدنه  نمو100 بيمار داراي سرطان سينه با فعاليت متاستازي  و 90مرفيسم در اين پلي: بررسي روش

PCR ماه مورد 3-5بيماران هر . سال بود2هاي پزشكي ميانگين مراقبت. و هضم آنزيم محدود كننده مورد بررسي قرار گرفت    

  .هاي پزشكي قرار گرفته و هر گونه تغيير وضعيت در محاسبات نهايي مورد استفاده قرار گرفتبررسي

، 85/5: ميزان فاكتور ابتلا (شت و گسترش تومور وفعاليت متاستازي سرطان سينه وجود داT بين وجود آلل ارتباط زيادي: هايافته

 ).P>0001/0؛ 64/2- 93/12%: 95فاصله اطمينان 

 هايهاي سرطاني و تهاجم آنها به بافتمورفيسم در متاستاز سلولنقش اصلي اين پليهاي مطالعه حاضر، يافتهبر اساس : گيرينتيجه

  .مجاور است

  .، متاستازB، سرطان سينه، ژلاتيناز (RFLP)پلي مرفيسم هضم آنزيم محدود كننده  :واژگان كليدي

  

  1مقدمه

هـايي هـستند    آنـزيم  متالوپروتئينازها، ماتريكس خانواده بزرگ

هـا و مـاتريكس     كه در تجزيه اتصالات بـين غـشاء پايـه سـلول           

بنـدي آنهـا بـر    يمتقـس  ).1(كننـد  خارج سلولي ايفاي نقش مي

اساس تشابهات ساختاري ونوع سوبستراي تخصـصي هـر يـك           

هاي ها در حالت عادي در سلول     اين آنزيم . )2(گيرد  صورت مي 

 هـا، فرم بافـت  شوند ودرفرايندهائي مانند تغييربيان مي طبيعي  

تفاوت ). 3(كنند زائي يا آنژيوژنز شركت ميرگ و هاترميم زخم

                                                
   اصفهان، دانشگاه اصفهان، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي، بخش ژنتيك: آدرس نويسنده مسئول

)email: mbashi@sci.ui.ac.ir.(  

  5/10/1386: تاريخ دريافت مقاله

  1/3/1387 :تاريخ پذيرش مقاله

هـاي سـلولي    هـا در رده    مختلف اين آنزيم   در افزايش بيان انواع   

 تـاثير   سرطاني در مراحل مختلف روند سرطاني شـدن گويـاي         

ولـي  . باشـد ايي مـي  زهاي مذكور در مراحل مختلف تـومر      آنزيم

هـاي  كـه سـلول  اسـت   ايـن   عموما نكته مشترك در بـين آنهـا         

خيم آنزيم بيشتري ترشح    هاي خوش سلول بدخيم درمقايسه با  

تـرين   يكـي از مهـم  IV يا كلاژناز نـوع  Bلاتيناز  ژ). 4(كنند  مي

اتصالات بين  كه بر روي) MMP-9(باشد خانواده مي اعضاء اين 

ــامل ــلولي شـ ــواع مختلـــفسـ ــلاژن انـ ــتين و  كـ ــا، الاسـ هـ

اين پروتئين به دليل دارا     . )4،  5(كند  ها اثر مي  پروتئوگلايسين

 هـم  بودن فعاليت كلاژنـازي در حالـت افـزايش بيـان باعـث از         

گردد و به همين دليل نقشي اساسـي        گسيختگي غشاء پايه مي   

 ميزان بيان اين آنـزيم و     . )6( كند ايفا مي  هادر متاستاز سرطان  
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در نتيجه مقدار مشاركت آن درهـضم اتـصالات بـين سـلولي و        

هـاي تنظيمـي در     پيشروي سرطان ميتواند تحت تـاثير تـوالي       

 رونويـسي در    تنظيم بيان ايـن ژن درسـطح      . پروموتور ژن باشد  

 .گيـرد الگوبرداري صورت مي  دو منطقه با جذب عوامل مختلف       

 ،EtSهـاي   از طريق سـايت )UP Stream(در منطقه بالادست 

NFKB و SP1   و در منطقه پـائين دسـت )Down Stream ( از

ــايت  ــق س ــي AP-1 طري ــام م ــرد  انج ــك  ). 7، 8(گي ــود ي       وج

  C→Tبــازكلئوتيــدي از نــوع جابجــايي ومرفيــسم تــك نپلــي

. توانـد يـك عامـل تنظيمـي مهـم باشـد            مـي  -1562درناحيه  

كه اين ناحيه به عنوان سايتي براي       است  مطالعات حاكي از آن     

  بطوري ،كندهاي مهار كننده رونويسي عمل مي     اتصال پروتئين 

كـنش  مرفيسم، مانع بـرهم    در جايگاه پلي   C→Tجائي  كه جابه 

در نتيجـه باعـث   . گردد ميTواجد آلل DNA ها با اين پروتئين

تواند منجر  شود كه مي   مي Tهاي واجد   افزايش بيان ژن در آلل    

). 9، 10(گـردد   هاي سرطاني و بدخيمي آنهـا  به متاستاز سلول  

ــن مطالعــه مــشخص نمــودن رابطــه جابجــائي تــك    هــدف اي

چنـين  تكميـل تومـور و هـم       نوكلئوتيدي ذكر شده با شـروع و      

 .باشدفعاليت متاستازي سرطان سينه مي

  

  مواد و روشها

 سرطان سـينه بـا فعاليـت        مبتلا به بيمار   90  نمونه شامل  190

 افـراد . ندگرفتبررسي قرار   سالم مورد   شاهد   100متاستازي  و    

سالم به صورت تصادفي از افراد مراجعه كننـده بـه بيمارسـتان        

اميد و سازمان انتقال خون اصفهان جهت انجام تست سـلامتي           

 بيمـار زن داراي     90سرطان سينه شـامل      موارد. ندانتخاب شد 

  5 .بودنـد متاستاز از بخش سرطان بيمارسـتان اميـد اصـفهان            

 EDTAدار حـاوي    هـاي درب  خون وريـدي بـه لولـه      ليتر  ميلي

 درجـه   4 هـا در دمـاي    نمونـه . انتقال و بلافاصله مخلوط گرديد    

 گراددرجه سانتي  -20جهت مطالعات كوتاه مدت و      گراد  سانتي

ميـانگين طـول    . عات طولاني مدت نگهداري شـدند     جهت مطال 

 مـاه   16بيماران هر سه ماه در طـي        .  سال بود  2درمان بيماران 

رار بررسـي بـاليني ق ـ     ماه مورد    5دوره اوليه درمان و سپس هر       

  .گرفتند

 و هـضم    DNA ژنومي و آنـاليز توسـط تكثيـر          DNAاستخراج  

بــراي . صــورت گرفــت(PCR-RFLP) آنــزيم محــدود كننــده 

 Aبافرهاي كـافپي    ( ژنومي از روش نمكي ميلر       DNAراج  استخ

جهت آناليز  ). 11(كاري استفاده شد    با مقدار جزئي دست   ) Bو  

 و مشخص شدن ژنوتيپ افراد، يـك   C/T 1562–پلي مرفيسم 

 جفت باز توسـط  460 به طول  Bناحيه از پروموتور ژن ژلاتيناز      

  پرايمر رفت با توالي 
5’-GCC TGG CAC ATA GTA GGC CC-3’   

   و پرايمر برگشت با توالي

5’-CTT CCT AGC CAG CCG GCA TC –3’   تكثيـر شـد .

 25در حجـم كـل      ) مـراز واكـنش زنجيـره پلـي     ( PCRتكنيك  

    ژنـومي DNA: هـاي ذيـل انجـام گرفـت     ميكروليتر بـا غلظـت    

، MgCl2 مـول  ميلي dNTP  ،2  ميكرومول 2/0  نانوگرم، 20-10

ــي10 ــول  ميلـ ــيمي  Tris-HCl، 50مـ ــول لـ   KCl ،3/0 مـ

پليمــراز Taq  يــك واحــد آنــزيم  از هــر پرايمــر و ميكرومــول

واكنش تكثيـر بـه صـورت زيرانجـام         ). ساخت شركت سيناژن  (

 سـيكل هـر سـيكل       30 درجه به همراه     95 دقيقه در    4: گرفت

 30 درجـه بـراي دناچوراسـيون،        94 ثانيه در دمـاي      30شامل  

 ثانيـه در    30مرهـا،  درجـه بـراي اتـصال پراي       58ثانيه در دماي    

 دقيقه  10 درجه براي فعاليث تكثيري آنزيم، در انتها         72دماي  

 جفت بازي حاصـل از واكـنش        460قطعه  .  درجه 72در دماي   

PCR  ــده ــدود كنن ــزيم مح ــط آن ــاهSph I توس ــه در جايگ        ك

باشـد   داراي محل تـشخيص مـي      Tهاي حاوي   مرفيسم آلل پلي

ضم آنزيمـي، محـصول     جهت ه ـ . مورد هضم آنزيمي قرار گرفت    

PCR        درجه سانتيگراد با غلظت     37 به مدت يك شب در دماي 

. انكوبه گرديـد  )  پروتكل همراه آنزيم    با مطابق(مناسب از آنزيم    

مرفيسم مورد نظر فقط قادر بـه بـرش         اين آنزيم در جايگاه پلي    

حاصل مورد انتظار بـرش دو قطعـه        (باشد   مي Tآلل هاي واجد    

ــازي ا202 و 258 ــل هــاي واجــد ). ســت جفــت ب  مــورد Cآل

ــرار   ــرش ق ــه و بنــابراين مــورد ب ــرار نگرفت ــزيم ق       شناســايي آن

محصولات هضم آنزيمي بر    ).  جفت بازي  460قطعه  (گيرند  نمي

 ولت بـه مـدت يـك    90 درصد با ولتاژ 5/1روي ژل الكتروفورز    

ساعت الكتروفورز شدند و بدين صورت قطعات حاصل از بـرش           

  ).1شكل(ند از يكديگر تفكيك شد

  

  هايافته

 بيمار كه به طور تـصادفي انتخـاب         9 آناليز ژنوتيپ    1در شكل   

 بعـد   9 و   8،  7،  6،  2،  1بيمـاران   . اند نشان داده شده است    شده

 جفت بـازي  460از الكتروفورز بر روي ژل آگارز ايجاد تك باند          

آنزيم مورد نظر   (مي باشند    CCكردند و بنابراين داراي ژنوتيپ      

 دو بانـد    5بيمـار   ). برش هيچ يك از دو آلل آنهـا نبـود         قادر به   

 جفت بازي را ايجاد كرد و بنابراين داراي ژنوتيـپ           202 و   258

TT هـر سـه بانـد را نـشان دادنـد و             4 و   3بيمـاران   . باشـد مي 

توزيع فراوانـي   .  هستند CTبنابراين داراي ژنوتيپ هتروزيگوت     

 در بيمـاران  C/T 1562–ژنوتيپ پلي مرفيسم جابجايي تك باز 
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. آورده شـده اسـت     1در جـدول    گـروه شـاهد     سرطان سينه و    

. كنـد ها از تعادل هـاردي واينبـرگ تبعيـت مـي          توزيع ژنوتيپ 

 9 ،91 به ترتيـب در  B ژن ژلاتيناز CC و TT ,CTهاي ژنوتيپ

  درصد56/5 و   11/31 ،33/63 وو صفر درصد افراد گروه شاهد       

در مقايـسه بـا     . ه شـد   سرطاني داراي متاسـتاز مـشاهد      بيماران

دار مثبتي بين وجود آلل      ارتباط معني  CCژنوتيپ نوع طبيعي    

T   85/5: نسبت شـانس ( و متاستاز سرطان سينه مشاهده شد ،

  .)1 جدول ()P>0001/0؛ 64/2-93/12%: 95فاصله اطمينان 

  

 و شاهد در دو گروه Bتوزيع ژنوتيپ هاي ژن ژلاتيناز  -1جدول 

 .زداراي متاستا  بيماران

 گروه متاستاز  

)100=n(  

  گروه شاهد

)100=n(  

  نسبت شانس

  %)95فاصله اطمينان (

P-value  

CC *)33/63(57 )91(91 )38/0-08/0 (171/0 0001/0<  

CT )11/31(28 )9(9 )11/11-22/2- (96/4 0001/0<  

TT )56/5(5 0 — 006/0 

CT+TT )6/36(33  )9(9 )93/12-64/2 ( 85/5 0001/0<  
* 

� ��������	
 ���� 
��� �
�� � ������� ���� �� �� ������ ���.  

  

  
 بيمار واجد سرطان 9 در PCR-RFLP قطعات حاصل از آناليز  -1شكل

 .سينه

 جفت باز توسط 460 با طول B منطقه مورد نظر از پروموتور ژن ژلاتيناز 

PCR تكثير و توسط آنزيم محدود كننده Sph1اين آنزيم .  برش داده شد

)  جفت بازي202 و 258قطعات ( مي باشد Tفقط قادر به برش آلل هاي 

در بالاي ).  جفت بازي460قطعه ( را نمي تواند برش دهد Cولي آلل هاي 

 .شكل شماره افراد و در پايين آن ژنوتيپ آنها مشخص شده است

  

  بحث

 فراد مبتلا به سرطان سينه در مراحل اوليـه بيمـاري   ا ييشناسا

آزمايـشات  بيمـاري در زمـاني كـه        بـه ايـن     ستعد  افراد م و نيز   

در نحـوه و عملكـرد درمـان       نيـست،   قادر بـه شناسـايي      باليني  

لـذا در مطالعـه حاضـر بـه بررسـي           . دارداهميت قابل تـوجهي     

 بـا   Bژلاتينـاز    در پروموتور ژن     -1562C/Tارتباط پلي مرفيسم    

پيشرفت و گسترش متاستاز سرطان سينه در جمعيت اصفهان         

اي و بـسيار    سـرطان يـك فراينـد چنـد مرحلـه         .  شـد  پرداخته

 براي تبديل بافت عادي به بافت سـرطاني نيـاز           است و پيچيده  

 باشـد  سلولي و اتصالات آن مي  در فضاي بين   به ايجاد تغييراتي  

 در افـراد    C و   Tكـه فراوانـي آلـل       اين مطالعه نشان داد      .)12(

ط ايـن   ارتبـا . داري اسـت  سالم و سرطاني داراي اختلاف معني     

تواند ناشي از تغيير و افـزايش بيـان         مرفيسم  با سرطان مي    پلي

 ). 10(  باشدT در افراد واجد آلل Bژلاتيناز ژن 

تواننـد بـر روي     هاي موجـود در پروموتـور ژن مـي        مرفيسمپلي

تنظيم بيان ژن تاثير بگذارند و از اين طريـق پتانـسيل ابـتلاي              

توانـد در نتيجـه     ن تاثير مي  اي. ها را تغيير دهند   افراد به بيماري  

    مرفيـسم تنهـا يـا در اثـر عملكـرد چنـدين             عملكرد يـك پلـي    

بسياري از مـشاهدات  ). 12(باشد مرفيسم به همراه يكديگر  پلي

كليـدي در رشـد و   عامـل  زايي يـك  حاكي است كه ميزان رگ   

از عملكردهـاي   ). 13(اسـت   گسترش متاستاز تومورهاي جامد     

زايي و عـلاوه بـر آن هـضم اتـصالات     رگ Bآنزيم ژلاتيناز  مهم

ارتبـاط  ). 14(باشد  ميها و الاستين    خارج سلولي شامل كلاژن   

هـاي  يا فته مشابه  مرفيسم مذكور با گسترش سرطان سينه       پلي

سـرطان معـده،    نظيـر   هـا   ساير سرطان در مورد   مطالعات قبلي   

هاي بافت مغـز، سـرطان    لمفوما، سرطان سينه، سرطان   ،ملانوما

توجـه بـه نقـش        با .)15-20(باشد سرطان كليه مي    و اتپروست

 ، در تومورزايي و گسترش و متاستاز تومورها       Bاساسي ژلاتيناز   

 1562C/T-مرفيـسم عملكـردي    نشان داد كه پلي حاضر مطالعه

گيـري بـا    توانـد بطـور چـشم      مـي   Bدر پروموتور ژن ژلاتينـاز      

 پيشرفت متاسـتاز در سـرطان سـينه و تـا حـدودي در شـروع               

اطلاعات حاصل از ايـن تحقيـق نـشان         . سرطان تاثيرگذار باشد  

مرفيـسم مـذكور زمينـه پيـشرفت و متاسـتاز           دهد كه پلـي   مي

نسبت ) Tآلل  (سرطان سينه را بيش از پنج برابر در فرد حامل           

 در  T و وجـود آلـل       CTژنوتيـپ   . دهدبه ساير افراد افزايش مي    

 قابـل تـوجهي    بـه طـور  Bاين قسمت از پروموتور ژن ژلاتينـاز      

 براي آلـل    85/5نسبت شانس    و   CT براي   96/4نسبت شانس   (

T (           دهـد خطر پيشرفت سرطان سينه را در فـرد افـزايش مـي .

 در T بـا  Cجـايي آلـل     كـه جابـه   دارد  بيان مي هاي جديد   يافته

هاي ني مانع اتصال پروتئ   B پروموتور ژن ژلاتيناز     1562-جايگاه  

      گـردد ه از پروموتـور مـي   مهار كننـده رونويـسي بـه ايـن ناحي ـ         

 بيان بالاي ايـن ژن در آلـل   ،گرددرو پيشنهاد مي  از اين ). 9،  8(

T هضم اتصالات بين سلولي و در نتيجه مستعد كردن سلول           با 

مطالعه حاضر اولـين    . باشددر ارتباط مي  سرطاني براي متاستاز    
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تباط آن با سرطان سـينه در       ر و ا  Bبررسي بر روي ژن ژلاتيناز      

ــ ــق. اســتران اي ــن تحقي ــپ،اي ــاي  ژنوتي ــزءرا  TT و CTه   ج

 ابتلا بـه سـرطان سـينه و خـصوصاٌ            كننده هاي مستعد ژنوتيپ

كـه ايـن افـراد       ، بطـوري  كندپيشرفت و متاستاز آن معرفي مي     

 در معـرض خطـر   CC برابر بيشتر از افراد داراي ژنوتيـپ         85/5

 كـه   هاي مـورد مطالعـه    به دليل محدوديت در نمونه    . باشندمي

ضـرورت انجـام    ه بودند،   همگي از شهر اصفهان جمع آوري شد      

 از كل جامعه ايران بـراي اثبـات ايـن نظريـه         يترتحقيق وسيع 

  . رسدلازم بنظر مي

   و قدردانيتشكر

بيمارسـتان  بخـش سـرطان     اين مطالعه با همكاري و مساعدت       

اميد اصفهان، سازمان انتقال خون اصفهان و همچنين حمايـت          

 كه بدين   ت تكميلي دانشگاه اصفهان انجام گرفت     مالي تحصيلا 

   .شودوسيله از آنها سپاسگزاري مي
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