
 7-13 ، صفحه1387  اسفند-بهمن ، 6، شمارۀ دهممجلۀ دانشگاه علوم پزشکی بابل، دوره 

  
  
 

  با سن شیوع و نوع  4  ژن کلاژناز1562پلی مورفیسم نوکلئوتید ارتباط 
  بدخیمی در بیماران مبتلا به سرطان پستان 

  
  2، زهره حجتی2مجید متولی باشی، 1∗مرتضی صادقی

   استادیار گروه زیست شناسی دانشکده علوم دانشگاه اصفهان -2ست شناسی دانشکده علوم دانشگاه اصفهان، عضو هیأت علمی گروه زی - 1
 

 از اینرو . سرطان پستان شایع ترین بدخیمی در بین زنان و اولین عامل مرگ آنها در میانسالی است:سابقه و هدف
، ئی سلولها از بافت پایه و بدخیمی آنها نقش داشتهدر جداکه  4کلاژناز تیپنظیر شناخت ژنهای دخیل در این بیماری 

 در پروموتور این (C/T)رفیسم عملکردی وبررسی ارتباط یک پلی مبه این مطالعه . از اهمیت زیادی برخوردار است
  .خواهد پرداختژن  با کاهش سن شیوع و همچنین محل متاستاز در بیماران سرطان پستان 

افراد نفر  100سرطان پستان دارای متاستاز و مبتلا به  بیمار 90 بر روی شاهدی – مورد این مطالعه :مواد و روشها
افراد تحت مطالعه بعد . کلینیکی و کارهای درمانی انجام می شدتستهای برای بیماران هر دو ماه یکبار . سالم انجام شد

روه با نوع متاستاز، سن متاستاز و  تقسیم بندی شدند و نوع ژنوتیپ هر گTT و CC ،CTز تعیین ژنوتیپ به سه نوع ا
ابتدا برای ناحیه ژنی مربوط پرایمر طراحی شد و این ناحیه  از طریق . همچنین منطقه درگیر در متاستاز بررسی شد

، ژنوتیپ تک تک افراد برای این ناحیه PCRتکثیر شد و سپس با هضم آنزیم محدودکننده محصولات PCR تکنیک 
  . مشخص گردید

 نفر دارای متاستاز به 41.  سال بودند47 نفر دارای سن زیر 37 بیمار متاستازی 90 نتایج نشان داد که از  : یافته ها
ارتباط معنی داری بین وجود  همچنین . نفر دارای متاستاز به استخوان های پهن لگن و کتف بودند21وی و اغدد لنف

و همچنین شت  وجود دا):OR 3/7و % CI: 95 4/2-8/21 و >001/0p ( سال47 و کاهش سن بدخیمی به زیر Tآلل 
  .بوددر افراد دارای این آلل احتمال متاستاز به استخوان های پهن دو برابر بیشتر از متاستاز به غدد لنفاوی 

 در افراد سرطانی یک فاکتور 4در پروموتور کلاژناز تیپT وجود آلل این مطالعه  براساس یافته های : نتیجه گیری
را در مقابل غدد لنفاوی ) کتف و لگن(اهش سن متاستاز و همچنین احتمال متاستاز به استخوان های پهن خطر برای ک

  .بیشتر می کند
 .سرطان پستان، پلی مورفیسم، متاستاز :واژه های کلیدی

  27/6/87 :، پذیرش19/4/87: رسال جهت اصلاح، ا31/1/87: دریافت                                                                               

  مقدمه 
سرطان از بیماریهای مزمن بسیار خطرناک است که سلامت 

اندازد و بر جسم و روان  افراد را در سن های مختلف به خطر می

رشد روز افزون آمار . گذارد فرد و اجتماع تاثیرات جبران ناپذیری می

 از متاستاز آن بیانگر سرطان پستان و به خصوص مرگ و میر ناشی

ضرورت تحقیقات بیشتر برای امکان مداخله و انجام اقدامات 

  برای زنان هیچ ). 1(پیشگیری از این بیماری است  ضروری برای

   این بیماری .سرطانی نگران کننده تر از سرطان پستان نیست

  و شایعترین علت مرگ بوده شایعترین بدخیمی در زنان سراسر دنیا 

  

مکانیسم ها و آنزیم های  ).2(سال است  40-50 سن درزنان 

یک خانواده . نقش دارندر شروع و متاستاز سرطان پستان دمختلفی 

نقش دارند از آنزیم هائی که در بدخیمی سرطان ها و متاستاز 

 26این خانواده متشکل از . اتریکس متالوپروتئینازهاستخانواده م

ریکس خارج سلولی و آنزیم پروتئولیتیک است که در هضم مات

اعضاء این  .)3و4 (کنند اتصالات بین سلول ها ایفای نقش می

خانواده از طریق هضم ماتریکس خارج سلولی می توانند باعث 

] افزایش استعداد سلول ها برای جدائی از این بافت و در نتیجه 
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ماتریکس  (IVکلاژناز تیپ  .افزایش قابلیت متاستاز آنها شوند

یکی از مهمترین اعضاء این خانواده  )MMP-9 یا 9-متالوپروتئیناز

است که به دلیل هضم کلاژن که از مهمترین ترکیبات غشاء پایه 

تاکنون نتایج . )5 (است نقش مهمی در سرطانی شدن سلول ها دارد

مختلفی از عملکرد این آنزیم در سرطان پستان به دست آمده که 

بهم  .)6و7(ان است تقریبا همگی نشانگر نقش آن در پیشرفت سرط

خوردن تنظیمات مولکولی ژن این آنزیم باعث تغییر در الگوهای 

یک پلی  .بیان و بیان بیش از حد آن در بعضی از سلول ها می شود

 در پروموتور این ژن 1562در ناحیه C / Tرفیسم عملکردیوم

گزارش شده است که در این حالت آلل های واجد نوکلئوتید تیمین 

. )8 (سی بیشتر از آللهای واجد نوکلئوتید سیتوزین هستنددارای رونوی

 برابر 5/1رفیسم رونویسی آلل های تیمین تقریباٌ ودر این پلی م

پلی  ژنوتیپ تیمین در این. آللهای سیتوزین گزارش شده است

می شود و  رفیسم مانع اتصال پروتئین های مهار کننده رونویسیوم

ونویسی در آلل های واجد آلل از این طریق باعث افزایش میزان ر

پلی مورفیسم در  تیمین می شود که این عامل باعث اهمیت این

  . )9(است تحقیقات شده 

 مرگ و میر ،با توجه به آمار بالای سرطان پستان در ایران

در ایجاد  4بالای ناشی از متاستاز و بدخیمی آن و نقش مهم کلاژناز 

لی مورفیسم پروموتور این آنزیم مطالعه ارتباط پاین حالت متاستاز در 

که با بیان آن در ارتباط است با سن شیوع بدخیمی سرطان پستان و 

همچنین نوع متاستاز به غدد لنفاوی یا استخوان های پهن بیماران 

از این پلی مورفیسم به عنوان  تا در صورت امکان بتوان بررسی شد

پر خطر یک مارکر ژنتیکی برای تشخیص افراد دارای ژنوتیپ 

  .ستفاده کردسرطان پستان ا

  

  مواد و روشها
 90بر روی دو گروه افراد شامل  شاهدی –مورد این مطالعه 

 نفر کنترل سالم صورت 100نفر بیماران سرطانی دارای متاستاز و 

بیماران سرطانی دارای متاستاز بستری یا مراجعه کننده برای . گرفت

 لیست اطلاعات 84-86ی به بیمارستان امید اصفهان در طی سالها

خون وریدی  cc4فرد شرکت کننده در مطالعه  مربوط پر شد و از هر

 یکبار برای ه ماه انجام مطالعه هر دو ما20بیماران طی  .گرفته شد

بیماران دارای . انجام تست های کلینیکی و درمان مراجعه کردند

ن سنی میانگیبا  و افراد کنترل نیز زنان ه سال بود47میانگین سنی 

سپس با استفاده از روش نمکی میلر  .نزدیک گروه بیماران بودند

DNA10(  ژنومی هر فرد استخراج شد .(  

 و مشخص شدن ژنوتیپ  C/Tرفیسموجهت آنالیز پلی م

 به طول 9- یک ناحیه از پروموتور ژن ماتریکس متالو پروتئیناز،افراد

 GCC TGG CAC- جفت باز توسط پرایمر رفت با توالی 460

ATA GTA GGC CC-3 5و پرایمر برگشت با توالی -CTT 

CCT AGC CAG CCG GCA TC –35 توسط تکنیک PCR 

 غلظت های میکرولیتر با 25 در حجم کل PCRتکنیک . تکثیر شد

 ng 20-10، dNTP  µM2/0،mM  ژنومیDNA: زیر انجام گرفت

MgCl2 2 ،mM Tris-HCL10 ،mM KCI 50 ،µM3/0 از هر 

واکنش ). شرکت سینا ژن(پلیمراز Taq یک واحد آنزیم  پرایمر و

 30 درجه به همراه 95 دقیقه در 4 :انجام گرفت تکثیر به صورت زیر

 درجه برای 94دمای  ثانیه در 30سیکل هر سیکل شامل 

 30  درجه برای اتصال پرایمرها،58 ثانیه در دمای 30دناچوراسیون، 

 10 در انتها ، درجه برای فعالیث تکثیری آنزیم72ثانیه در دمای 

سپس نمونه های حاصل از تکثیر با .  درجه72دقیقه در دمای 

 که در جایگاه مربوط دارای Pae Iاستفاده از آنزیم محدود کننده 

لل های تیمین را برش می دهد مورد آیت برش است و فقط سا

   .)1شماره شکل (برش قرار گرفت و بر روی ژل آگارز بررسی شد 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 نمونه بیمار متاستازی 6نتایج هضم آنزیمی . 1شکل شماره
 دارای ژنوتیپ هتروزیگوت 6 و 1فرد شماره . سرطان پستان

CT زیگوت  دارای ژنوتیپ همو4، فرد شمارهTT بقیه افراد ،
  .)100bp نشاندهنده مارکرMستون ( هستندCCدارای ژنوتیپ 
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   هر فرد، افراد بر حسب PCRبعد از هضم آنزیمی نمونه های 

ژنوتیپ آللی تشخیص داده شده برای منطقه پلی مورفیسم مورد نظر 

و ) CTژنوتیپ (، )CCژنوتیپ (به سه گروه دارای  4 -در ژن کلاژناز

تقسیم بندی شدند و نوع ژنوتیپ هر گروه با نوع ) TTللی ژنوتیپ آ(

. متاستاز، سن متاستاز و همچنین منطقه درگیر در متاستاز بررسی شد

سپس با . تک تک افراد مشخص شد بدین ترتیب ژنوتیپ اللی

زمون مربع کای و برای بررسی ارتباط نوع آلل در ناحیه استفاده از آ

 و می از آنالیز واریانس استفاده شدبا سن بدخی )Tیا  C(مورد نظر 

05/0p< معنی دار در نظر گرفته شد                                 .  

  
  افته های

از % 0 و %9، %91ه ترتیب در  بTT و CC ،CTژنوتیپ های 

ز نمونه های سرطانی ا% 6/5و % 1/31، %3/63 نمونه های کنترل و

 47 نفر دارای سن زیر 37 نفر بیمار 90از . متاستازی مشاهده شد

 نفر 21متاستاز به غدد لنفاوی و  نفر دارای 41همچنین . بودندسال 

بررسی . دارای متاستاز به استخوان های پهن لگن و کتف بودند

 در بین TT و CC ،CTیافته ها و مقایِسه فراوانی سه ژنوتیپ 

   سال نشان داد که وجود آلل تیمین با میزان47بیماران زیر 

ORبا این رده سنی و حالت متاستاز در ارتباط است 3/7ابر  بر 

دارای نشان داد در افراد نتایج هضم آنزیمی  ).1جدول شماره (

از انجائیکه آنزیم فقط دارای جایگاه برش ، CTژنوتیپ هتروزیگوت 

 جفت بازی به 460 باند T است در آلل Tوتید ئدر آللهای حامل نوکل

 جفت بازی 460 تبدیل شده ولی باند  جفت بازی258 و 202دو باند 

دارای ژنوتیپ هموزیگوت در افراد  بدون هضم باقی مانده Cلل آ

TTبقیه و )  جفت بازی258 و 202باندهای (  هر دو آلل برش یافت

آنزیم هیچکدام از آللهای آنها را بودند  CCدارای ژنوتیپ که افراد 

 .)100bpر  نشاندهنده مارکMستون () 1 شماره شکل(برش نداد 

 بیمار 53 در بین TT و CC ،CTهمچنین مقایسه سه ژنوتیپ 

 2/4 برابر OR با CT سال نشان داد که ژنوتیپ 47متاستازی بالای 

 با متاستاز در این رده سنی بیماران 2/5 برابر OR با Tو وجود آلل 

از بررسی ناحیه درگیر در متاستاز و  .)2جدول شماره (در ارتباط است 

 با میزان T مشخص شد که وجود آلل 62تیپ بیماران در نوع ژنو

OR با درگیر کردن متاستاز غدد لنفاوی و با میزان 1 برابر OR برابر 

 در درگیر کردن استخوانهای پهن در متاستاز سرطان پستان در 4/2

    .)3جدول شماره ( ارتباط است

 در (CC,CT,TT) نوع ژنوتیپ 3فراوانی  . 1جدول شماره 
   گروه کنترلبا  سال 47ان سرطان پستان دارای سن زیر بیمار

  افراد سالم  ژنوتیپ
  (%)تعداد

  بیماران سرطانی
  (%)تعداد

OR(CI)*  

C/C )5/89(43  )54(20  1  

C/T )5/10(5  )5/40(15  )5/19-1/2(5/6  

T/T 0  )5/5(2    

CT+TT )5/10(5  )46(17  )8/21-4/2(3/7  

 =001/0p                           %95نسبت شانس با فاصله اطمینان *

  
 در (CC,CT,TT) نوع ژنوتیپ 3فراوانی . 2جدول شماره 

   گروه کنترلبا سال 47بیماران سرطان پستان دارای سن بالای 
  افراد سالم  ژنوتیپ

  (%)تعداد
  بیماران سرطانی

  (%)تعداد
OR(CI) * p.value 

C/C )92(48  )70(37  1   

C/T )4(8  )5/24(13  )8/13-32/1(2/4  017/0 

T/T 0  )5/6(3      

CT+TT )4(8  )30(16  )16-7/1(2/5  005/0  

  %95  نسبت شانس با فاصله اطمینان*

  
توزیع ژنوتیپی در بیماران دارای متاستاز به . 3جدول شماره 

  ای پهنهغدد لنفاوی وبیماران دارای متاستاز به استخوان 
  متاستاز  ژنوتیپ

CC (%)  CT (%)  TT %)  

 

OR  

  فاویغدد لن

 )n=38(منفی     

  )n=41(    مثبت 

  

)5/60(23  

)3/46(19  

  

)5/31(12  

)5/36(15  

  

)8(3  

)2/17(7  

  

0/1  

  استخوان   
 )n=38(    منفی 

  ) n=38(    مثبت 

  

)9/52(9  

)52(11  

  

)4/29(5  

)38(8  

  

)6/17(3  

)9(2  

  

400/2  

                       p=NS 
  بحث و نتیجه گیری
وجود  سال 47در بیماران زیر که شان داد نتایج این مطالعه ن

 با بدخیمی سرطان پستان در )=2/5OR( با میزان پائین تری Tآلل 

 47 احتمال بدخیمی در سنین زیر Tبنابراین وجود آلل . ارتباط است
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افزایش می دهد که این یافته ها تائید کننده عملکرد دو برابر سال را 

 تاستاز در افراد دارای آللافزایش بیان این آنزیم و کاهش سن م

اکثر بیماران در این مطالعه دارای متاستاز به دو بافت . تیمین است

. غدد لنفاوی زیر بغل و استخوان های پهن لگن و کتف بودند

نتیجه این بررسی نشان داد که  وجود آلل تیمین ارتباطی همچنین 

ین آلل در با متاستاز به غدد لنفاوی ندارد به عبارت دیگر فراوانی ا

) OR=1(این افراد و افراد دارای متاستاز به نواحی دیگر برابر بود 

ولی از مقایسه ژنوتیپ افراد دارای متاستاز به استخوان مشخص شد 

 در درگیر کردن استخوان های OR=4/2وجود آلل تیمین با میزان 

  .داردپهن در متاستاز سرطان پستان نقش 

مثل پلی مورفیسم شناسائی عوامل مولکولی دخیل در سرطان 

. یکی از موارد ارزشمند برای پیشگیری و درمان این بیماری است

Zhang با استفاده از ژن لوسیفراز به عنوان ژن گزارشگر نشان داد 

 در پروموتور ژن T /Cرفیسم تک نوکلئوتیدی وکه وجود یک پلی م

MMP-9ن در آلل های تیمین می شود  باعث افزایش بیان این ژ

رفیسم در سرطانهای مختلف از جمله وتا کنون نقش این پلی م). 8(

معده، سر و گردن، سینه، پروستات، بافت مغز، ملانوم و های سرطان 

  . )11-17(مشخص شده است نفوم ل

Matsumura  با مطالعه ای در کشور ژاپن نشان داد که نیز

تاز و بدخیمی در بیماران سرطان رفیسم با گسترش متاسواین پلی م

همچنین این اولین مطالعه ای بود که در آن به  .معده در ارتباط است

طور همزمان اثر این پلی مورفیسم با سن شروع بدخیمی در بیماران 

نیز بررسی شد ولی ارتباط معنی داری بین سن شروع بدخیمی و نوع 

عه ای دیگر نشان  در مطالSfar). 18( ژنوتیپ بیماران مشاهده نشد

داد که وجود آلل تیمین به میزان بالائی با شروع سرطان پروستات 

گسترش تومور و بدخیمی این سرطان در ارتباط با به میزان بالاتری 

   ).19(است 

 Tکه وجود آلل مشخص شد   Przybylowska در مطالعه

و  )=9/2OR(تواند با بدخیمی سرطان پستان  می در این جایگاه

در ارتباط باشد هلند در جمعیت ) =2/3OR(ز به غدد لنفاوی متاستا

علاوه بر هضم اتصالات سلولی  4 -ز عملکردهای کلاژنازا). 20(

رگزائی یکی از فاکتورهای . مانند کلاژنها و ژلاتین، رگزایی می باشد

از اینرو ). 21و 22(شروع متاستاز در سرطانهای مختلف است  اصلی

رفیسم با سن شروع و ارتباط این پلی مدر این مطالعه به بررسی

  طبق . ه شدمتاستاز و همچنین ناحیه درگیر در متاستاز پرداخت

  در بیماران سرطانی  تیمین وجود آللاین تحقیق یافته های 

تواند تا دو برابر احتمال کاهش سن بدخیمی سرطان پستان به  می

   Matsumuraبا نتایج  این تفاوت . سال افزایش دهد47زیر 

تواند ناشی از تفاوت های ژنتیکی یا تفاوتهای آداب معاشرتی و  می

طبق یافته های این مطالعه . تغذیه ای مردم ایران و ژاپن باشد

بیماران سرطان پستان حامل آلل تیمین به احتمال بیشتر درگیر 

. های پهن می شوند تا متاستاز به غدد لنفاوی متاستاز به استخوان

تائید ) 18و20(برای جمعیت ایران تحقیق حاضر  بنابراین یافته های

البته . استی دیگر جمعیت هادیگر در کننده یافته های محققین 

برای تایید نهائی این نقش و استفاده از این پلی مورفیسم برای 

 انجام یک مطالعه کاملتر از کل جامعه ایران با ،تشخیص کلینیکی

اران متاستازی و  از بافت استخوانهای پهن بیمDNAاستخراج 

  . گردد تعیین میزان بیان این آنزیم در بافت پیشنهاد می

یافته های این تحقیق بیانگر نقش افزایش بیان بطور خلاصه 

این آنزیم در آلل تیمین و ارتباط آن با کاهش سن متاستاز و متاستاز 

بیماران  به ناحیه استخوان های پهن در مقابل غدد لنفاوی در

وجود آلل تیمین در این قسمت از همچنین . ستسرطان پستان ا

 بیماران سرطان پستان می تواند زنگ 4 پروموتور ژن کلاژناز

خطری برای شروع زودرس متاستاز در سنین پائین و به خصوص 

  .متاستاز به استخوان های پهن باشد

  

  تقدیر و تشکر 
از بخش تحصیلات تکمیلی دانشکده علوم دانشگاه       بدینوسیله  

 به خاطر فراهم کـردن تجهیـزات و از همکـاری صـمیمانه                اصفهان

خانم دکتـر سـیمین همتـی متخـصص انکولـوژی بیمارسـتان امیـد               

اصفهان برای همکاری در تائید نمونه های سـرطانی و مـساعدت در      

  .بررسی وضعیت بیماران و تهیه نمونه خون تشکر می شود
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BACKGROUND AND OBJECTIVE: Breast cancer is the most common malignancy among 
women and so leading cause of female death in middle age. So knowledge of the genes include 
in this disease such as collagenase-IV (MMP9) play important roles in cells segregation from 
the basic membrane and their metastasis. The aim of this study was to investigate the association 
between a functional polymorphism (C/T) at this gene promoter and its role in decrease of the 
age and so on location of metastasis in breast cancer patients. 
METHODS: This case-control study was accomplished in 90 subjects of breast cancer patients 
with metastasis and 100 health subjects. The follow-up and clinical tests were performed every 
two months. After genotyping subjects of this study were categorized into three types including 
CC, CT and TT and then relation between the genotype of every group was investigated with 
the type, age and location of metastasis. For this aim first the related primers was prepared and 
this location was reproduced by PCR technique then the genotype of each person was 
investigated by PCR products restriction enzyme digestion.  
FINDINGS: The results showed that from 90 subjects with metastasis, 37 subjects were under 
47 years. Forty one subjects were with metastasis in lymphatic nodes and 21 subjects were with 
metastasis in wide bone. There was a significant association between the T allele exist and 
decrease of metastasis age under 47 years (OR= 7.31, 95% CI=2.4-21.8, p<0.001) and so the 
subject carrying this allele are two folds more susceptible for metastasis in wide bones in stead of 
lymphatic nodes. 
CONCLUSION: According to the results of this study, the T allele in collagenase-IV promoter 
is a risk factor for decrease the age of metastasis and also a risk for metastasis to wide bones is 
more than lymphatic nodes in breast cancer.  
KEY WORDS: Breast Cancer, Polymorphism, Metastasis. 
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