
 اله پژوهشي                                                        مق

 

 

104 

 ارمغان دانش، مجله علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي ياسوج

 )120شماره پي در پي(1396فروردين و ارديبهشت ، 1، شماره22دوره 

  

پروموتور ژن  يديسم تك نوكلئوتيمورف يپل ارتباط

MMP-2 هيبر ابتلا و متاستاز سرطان ر   
1ن سازگاري، حس*2، فاطمه كوهكن1روان يده كشوريحم  

 
  راني، تهران، ااختهيبن  يقات فناوريمركز تحق، يك مولكوليژنتگروه 2، رانيواحد شهركرد، شهركرد، ا  ،يمدانشگاه آزاد اسلا، يست شناسيگروه ز1

  

  1/2/1396 :رشيخ پذيتار            9/9/1395: خ وصوليتار

  

  دهيچك

ك معضـل  ي ـعنـوان  ه سـرطان ب ـ ن ياف آن ســبب شده است كه يضع يش آگهيه و پيزان بروز سرطان ريبالا بودن م :نه و هدفيزم

ان ي ـش بياسـت و افـزا   يس خارج سلولكيماتر يها بيه تركيازمند تجزيشرفت تومور نيپ. ر مطرح باشديدر چند دهه اخ يمهم بهداشت

كس متـالو  يمـاتر . مختلـف، ارتبـاط دارد   يم بافـت هـا  يبـدخ  يتومور و متاسـتاز آن در تومورهـا   يكس متالوپروتئازها با حملهيماتر

از  ياريدر بس ـ MMPsان ي ـش بيافـزا . ه هسـتند ي ـپا يو غشـاها  يكس خـارج سـلول  يمـاتر  يهـا  بي ـه تمـام ترك يپروتئازها قادر به تجز

و  سـرطان ريـه  ابـتلا بـه   ا ب ـ MMP-2ژن پروموتر پلي مورفيسم در  اثر يبررسمطالعه حاضر اين هدف از  .ها ثابت شده است يميبدخ

  .بود PCR-RFLPبا روش شاهد گروه و  هيمبتلا به سرطان ر مارانيبگروه در  متاستاز آن

  

 77ه و ي ـفرد مبتلا بـه سـرطان ر   50از  MMP-2ژن  يلچند شك يبه منظور بررس ،يشاهدـ موردن مطالعه از نوع يادر  :يروش بررس

 .به عمل آمـد  يريگ آزمايشگاهي خون هاي يافته و باليني ميعلا به توجه با و متخصص پزشك مستقيم نظارت تحت) شاهد(فرد سالم

DNA ر ژن ي ـبـه منظـور تكث  . دي ـناژن اسـتخراج گرد يت شركت سيخون با استفاده از ك يها از نمونه يمژنوMMP-2 ز روش اPCR   بهـره

هـا بـا اسـتفاده از آزمـون      داده. ديگرد يبررس FSPBIم برش دهنده يبا آنز PCR RFLPه به روش ين ناحيا يژن يگرفته شد و چند شكل

  .شدندتجزيه و تحليل  يمربع كا

  

در افـراد مبـتلا بـه سـرطان      Tو  Cآلل  يفراوانكه  ه و كنترل نشان دادياران سرطان رميدر ب يپيو ژنوت يع آلليتوز يبررس :ها افتهي

 درصـد بـود   30 و 15/80ب ي ـها در افراد سـالم بـه ترت   ن آلليهم يكه فراوان يدر حال. )p=04/0( درصد بودند 10و  90ب يترته ه بير

)05/0 =p( .يها پيژنوت ين فراوانيچن هم CC ،CT  وTT  درصـد  2و  16، 82ب ي ـه بـه ترت ي ـدر افراد مبتلا به سـرطان ر )05/0=p( ر و د

رمتاسـتاز و كنتـرل   يدر گروه غ يپيژنوت يهاسه گروهيمقا .)p=5/0( ديدرصد مشاهده گرد 1/3و  16/31، 93/69ب يافراد سالم به ترت

در مرحلـه   Cم آلـل  يدخالـت مسـتق   كنتـرل  در گـروه متاسـتاز و   CCگوت يپ هموزيسه ژنوتيمقا .دادنشان ن يدار يمعن يتفاوت آمار

  .نشان دادمتاستاز 

  

كـه   ادهـا نشـان د   افتهين يچن هم. ش دهنديه را افزايتوانند استعداد ابتلا به سرطان ر يم C رسد افراد واجد آلل يبه نظر م :يريگ جهينت

  .باشد يه مرتبط ميسك گسترش متاستاز در سرطان ريل كننده با ريك فاكتور تسهيبه عنوان  CCپ يژنوت

  

  ودمحدت طولي قطعا سميمورف يپل، 2 كس متالوپروتئازيماتر، نازيكس متالوپروتئيماتر ،هيسرطان ر :يديكل يها واژه

 
  يك مولكولي، گروه ژنت، دانشكده زيست شناسيمركز تحقيقات فناوري بن ياختهتهران، ، فاطمه كوهكن :نويسنده مسئول*

Email: biology1991@yahoo.com 

  

  

D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 a
rm

ag
ha

nj
.y

um
s.

ac
.ir

 a
t 9

:3
8 

+
04

30
 o

n 
T

hu
rs

da
y 

S
ep

te
m

be
r 

21
st

 2
01

7

http://armaghanj.yums.ac.ir/article-1-1601-en.html


 و متاستاز سرطان ريه MMP-2پلي مورفيسم پروموتور ژن 

)120شماره پي در پي(1396ـ فروردين و ارديبهشت 1شماره ـ22مجله ارمغان دانش ـ دوره   
105

  مقدمه 

ا است و ين سرطان در دنيتر عيه شايسرطان ر

 ياس جهـان ي ـدر مق يمدي ـك اپيدرحال حاضر به عنوان 

نـده  يرود كـه در آ  يانتظـار م ـ . شـود  يدر نظر گرفته م

 ين سرطان روند رو بـه فزون ـ يك، موارد ابتلا به اينزد

انجمن سـرطان   يم بنديس تقسبر اسا .)1(داشته باشد

 ؛زا سـت ا ، دو نوع اصـلي سـرطان ريـه عبـارت    آمريكا

SCLC هاي كوچــك  سرطان ريه با سلول
طان و ســر  )1( 

سـرطان ريـه نـوع     .)2(هاي غيـر كوچـك   ريـه بـا سلول

SCLC ،25درصد از كل موارد سـرطان ريــه را در    20ـ

هاي سرطان ريه از نـوع   گيـرد و شـامل سلول بـر مـي

باشد كه در آن روند رشـد و تكثيـر تومـور      كوچك مي

در مدت زمان انـدكي بــه ســاير    بسيار سريع بوده و 

در برگيرنـده   NSCLCنـوع  . دهـد  يم ـنقاط بدن متاستاز 

ـــه    75-80حــدود  ــوارد ســرطان ري ــل م درصــد از ك

هـاي   شناسي به زير گروه شـود كـه از نظـر بافـت مـي

شـود كـه بـا وجود تفاوت در  بندي مـي كوچكتر تقسيم

خصوصيات بـاليني، رونـد مشـتركي در تشــخيص و     

ه ي ـتا به امروز نرخ ابتلا به سرطان ر .)2(جه دارندمعال

 يهـا  ن حال در ساليبا ا. كم بوده است ران نسبتاًيدر ا

ر، ي ـم ن علت عمده مـرگ و يه به سومير، سرطان رياخ

در  هـا  و تصـادف  يعروق ــ   يقلب ـ يهـا  يماريپس از ب

از پنج تومـور   يكيه يسرطان ر. ل شده استيران تبديا

وسـته در  ينـرخ آن بـه طـور پ    ران است ويشرو در ايپ

ــزا  ــان در حــال اف ــردان و زن ــ). 3(ش اســتيم   يفراوان

الات متحـده  ي ـران كمتـر از اروپـا و ا  يه در ايسرطان ر

ه ي ـاس سراسر كشـور، سـرطان ر  يدر مق .كا استيآمر

ا هشـتم در مـردان و فراتـر از دهـم در     يدر رتبه هفتم 

ب در ي ـبه ترت ياس جهانيكه در مق يزنان است در حال

ــان اســت 4و1گــاه ياج ــا وجــود ). 4(در مــردان و زن ب

ماران مبـتلا بـه   يران، بيه در اين سرطان رييپا يفراوان

 2 يبنـد  رتبـه . كوتاه مدت دارنـد  ين نوع سرطان بقايا

در زنان به عنوان علت مرگ مـرتبط بـا    3در مردان و 

كس يمـــــاتر .)5(باشـــــد يســـــرطان را دارا مــــ ـ

دازها هستند ياندوپپت از يا ، خانواده)3(نازهايمتالوپروتئ

 يوابسـته بـه رو   يو عملكـرد  ياختاركه به لحاظ س ـ

 يكيو پـاتولوژ  يكيولوژيزيف يندهايآباشند و در فر يم

 MMPنـوع   24 حـدود  تا بـه امـروز   .).6(مشاركت دارند

كـه از آن   اسـت   شـده  ييداران شناساهمختلف در مهر

. شــود يافــت مــيهــا در انســان  مــورد از آن 23ان، يــم

س يدوپس ـيو آراب ييايدر يايدر، توتيها در ه سكيماتر

هـا بـه    MMPياز نظـر خـانوادگ   ).7(شـوند  يافت م ـيز ين

هـا،   نيزينازهـا، اسـترومل  يشش گـروه كلاژنازهـا، ژلات  

گـر  يد يها MMP و ييپ غشايت يهاMMPها،  نيزيليماتر

 يهـا دارا  ن گـروه ي ـهر كـدام از ا . شوند يم يبند ميتقس

ف يبـوده كـه وظـا   مخصوص بـه خـود    يواحدها ريز

م و كنتـرل  يتنظ ـ). 8(كننـد  يفـا م ـ يا يفـرد ه منحصر ب ـ

ــفعال ــطح تنظـ ـ  MMPت ي ــا در ســه س ، يســيم رونويه

م صـورت  يت آنـز ي ـم و مهـار فعال يپروآنز يساز فعال

ر يمستلزم مشاركت ساها MMP يساز فعال). 9(رديگ يم

اغلـب  . ان بردارنديد را از مينازها است تا پروپپتيپروتئ

                                                 
1-Small Cell Lung Cancer (SCLC 
2- Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC) 
3- Matrix metalloproteinases (MMPs) 
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MMP ــا ــا در فضـ ــ يهـ ــلولخـ  ــ يارج سـ ــه وسـ له يبـ

ا ي ييايباكتر ينازهايپلاسما، بافت، پروتئ ينازهايپروتئ

MMPامـا  ،شـوند  يم ـ يسـاز  گر، فعاليفعال شده د يها 

هـا بـه   MT-MMP و -MMP 11و  23، 28 گر ماننديد يبرخ

ن يسـر  به وسيلهش از ترشح، يپ يصورت درون سلول

 يسـاز  فعـال  ين داخـل سـلول  يشبه فور ينازهايپروتئ

 يها مهاركننده به وسيلهها، MMPت يفعال ).10(ندشو يم

تواند به صورت  يشود و م يبه شدت كنترل م ياندوژن

مهـــار  يراختصاصـــيو بـــه صـــورت غ ياختصاصـ ـ

 بـاً يهـا تقر MMPشـد كـه    يدر ابتدا تصور م ـ ).11(شود

امـا   ،ت هستنديدر تهاجم و متاستاز حائز اهم منحصراً

ا در چنـد  ه ـMMPكننـد كـه    ير ثابـت م ـ ي ـاخ يها قيتحق

از ). 12(ل هسـتند ي ـسـرطان دخ  يري ـگ مرحله از شـكل 

م رشـد،  يتـوان بـه تنظ ـ   ين مراحـل م ـ ين ايتر جمله مهم

ــيتنظــ ــوز، تنظ ــيزا م رگيم آپوپت ــاي ــش در تم ز و ي، نق

ان و ي ـب). 13(به سـرطان اشـاره كـرد    يمنيا يها پاسخ

 يهــا در تمــام انــواع ســرطان بــاًيهــا تقرMMPت يــفعال

ن امـر بـا مرحلـه تومـور     ي ـا. ابنـد ي يش م ـيافزا يانسان

ش تهاجم و متاستاز و كاهش بقا مرتبط يشرفته، افزايپ

د نقـش  ي ـمو يبسيار قو ينين اطلاعات باليبنابرا. است

MMPدر . اســـت يســـرطان انســـان يشـــرويهـــا در پ

تنهـا منشـأ    يسـرطان  يهـا  ، سـلول يانسـان  يتومورها

MMPيكه برخ ـ يدر حال. ستنديها ن MMP  بـه وسـيله  هـا 

گـر از  يد ياريشـوند، بس ـ  يتومور سـنتز م ـ  يها سلول

ــه ــاً MMP-9 و MMP-2 جمل ــيله  غالب ــه وس ــلول ب ــا س  يه

از  يـي ا دسـته MMP-2  ).14(شـوند  يجاد م ـيا يياستروما

 Aنـاز  يها بوده كه به عنوان ژلات MMPاعضاي خانواده 

شـناخته شـده اسـت و بـه      دالتـون  لويك 72 نازيژلاتا ي

ــ  ــيوس ــج وس ــلول يعيله رن ــاي ف از س ــت، بروبيه لاس

ه ي ـال در ريهـاي آنـدوتل   وم، ماكروفاژها و سـلول يتلياپ

ه بـه  يك قلمرو شـب يداراي  MMP-2 ). 15( شود يمد يتول

ن اسـت كـه   ين و واسطه گر اتصـال بـه ژلات ـ  يبرونكتيف

ن، كلاژن نوع چهار يژلات يكيتيتواند به طور پروتئول يم

كـه بـه    ييهـا  هدر مطالع ـ ).16( ه كندين را تجزيو الاست

و همكاران انجام شد،  يليهنري و همكاران، و ك وسيله

ــد كــه فعال ــنشــان دادن ــا  MMP-2ن يان پــروتئيــت و بي ب

هــاي عضــله صــاف  پــرپلازي ســلوليو ه يپرتروفــيه

ــه ا  ــرتبط اســت ك ــم ــاي ــاي پاتولوژين وق ــع در نم ك ي

ــهــاي مه مــارييب ــد ف يم ــروز ريمانن ــب ــوني  يوي، پنوم

ــه و آســـم وجـــود دارديســـازمان  ــه عـــلاوه . افتـ بـ

، هــم در MMP-2 ژهيــبــه و MMPهــاي خــانواده  نيئپــروت

وي از ي ـاري از اختلالات ريو هم در بس) 17(هيتكامل ر

زم، يــــ، آمف)1(كيوپاتيديــــوي ايــــبــــروز ريجملـــه ف 

وژن پلـورال و  يوي، افيهاي حاد ر بيبرونشكتازي، آس

ن مسـئله باعـث   ي ـا). 18(دارنـد  يم ـه نقش مهيسرطان ر

 MMP-2ن يتئنـه نقـش پـرو   ين در زميشده است كه محقق

ه اتفاق نظر نداشته باشند، چرا كـه  يبروز ريجاد فيدر ا

اي  بـروز و عـده  يجـاد ف ياي نقـش آن را در رونـد ا   عده

ــود ف  ــد بهبـ ــش آن را در رونـ ــروري  ينقـ ــروز ضـ بـ

  . ).19(دانند يم

 يمتعــدد MMP-2 يهــا ســميمورف يپلــتــا كنــون 

هـا   از آن يشـود تعـداد   ياند كه تصور م ـ گزارش شده

                                                 
1- Idiopathic Pulmonary Fibrosis (IPF) 
 

  

D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 a
rm

ag
ha

nj
.y

um
s.

ac
.ir

 a
t 9

:3
8 

+
04

30
 o

n 
T

hu
rs

da
y 

S
ep

te
m

be
r 

21
st

 2
01

7

http://armaghanj.yums.ac.ir/article-1-1601-en.html


 و متاستاز سرطان ريه MMP-2پلي مورفيسم پروموتور ژن 

)120شماره پي در پي(1396ـ فروردين و ارديبهشت 1شماره ـ22مجله ارمغان دانش ـ دوره   
107

 يكه در منطقه رمزگـذار  ييهاSNP .اشندب يم يعملكرد

رهمسـان ممكـن   يغ يهـا SNPژه يوه كننده قرار دارند، ب

جـه  ير بگذارنـد و در نت يثأن ت ـيت پـروتئ ي ـاست بـر فعال 

ــا ا  ــن اســت ب ــرتبط  يممك ــاد و متاســتاز ســرطان م ج

 يارث يكيژنت ين ماركرهايتر عيها شا SNP. )20(باشند

ان ي ـدر م را ياز ناهمگون يهستند كه بخش قابل توجه

ن مسـئله  ي ـا يكيولـوژ يبه لحـاظ ب . كنند يه ميافراد توج

ــزان بيــقابــل قبــول اســت كــه م و عملكــرد  MMP-2ان ي

در  يعملكـرد  يهـا SNP به وسـيله ن ممكن است يپروتئ

ل شـود و در  يتعـد  MMPرامـون منطقـه ژن   يا پي ـداخل 

ش يا متاستاز و بقـاء تومـور را پ ـ  يجه رشد، تهاجم ينت

ن سـطوح در  يب ـ يرتبـاط تنگـاتنگ  ا NSCLCدر  ).21(برد

زان بقــا يــكس متالوپروتئازهــا و ميحــال گــردش مــاتر

ن يارتبـاط ب ـ  يها هاز مطالع يشمار. گزارش شده است

 يكس متالوپروتئازهايدر ژن ماتر يكينتژ يها انتيوار

ا ي ـت بـه سـرطان   يرا با حساس 14و  13، 9، 7، 3، 2، 1

كتـال و  ه، پستان، كلورير يها متاستاز از جمله سرطان

هـدف از مطالعـه حاضـر     .)22(انـد  نموده يمعده بررس

زان ي ـبـر م  MMP-2در ژن سـم  يمورفير پل ـيثأت ـ يبررس

ت مراجعـه  يدر جمع و متاستاز آن هيسرطان ر بهابتلا 

  .بود مارستان الزهرا اصفهانيكننده به ب

  

  يروش بررس

نمونـه   50تعــداد  شاهد، ـ ن مطالعه مورديدر ا

 يــد أي بـه سـرطان ريـه مـورد تخون از بيماران مبـتلا

نمونه خون مربوط به افراد سالم و  77پاتولوژيست و 

اسـتعمال دخانيـات،    جـنس،  منطبق بـا شــرايط ســن،  

ـــابقه  ـــاميلي در ازدواج، س ــط ف ــر   رواب ــاميلي از نظ ف

 يص طب ـيشگاه تشـخ يآزماسرطان با گروه بيماران از 

ــرا يب ــتان الزه ــفهان  مارس ــتان اص ـــه اس ــد تهي  .گردي

 گيـري افـراد پــس از كســب اجــازه و اطــلاع       نمونـه

تكميـــل نمـــودن پرسشـــنامه در     رسـاني در حــين 

معيارهـاي مطالعـه انجـام     ســـازي  راســتاي يكســان

 يهـا  وبي ـتآوري شـده بـه    جمـع  هـاي  نمونـه . پذيرفت

ريختـه   EDTAماده ضـد انعقـاد   حاوي ل يش استريآزما

درجـه   4دمــاي   پــس از مخلــوط نمــودن، در   . شدند

كوتــاه مــدت و دمــاي     يهـا  هگراد جهت مطالع سانتي

هـاي طــولاني    گـراد بـراي بررسـي    درجه سـانتي  ـ20

  .گرديد مـدت نگهـداري

ت اسـتخراج  ي ـبا استفاده از ك يينها DNAنمونه 

DNP(ران ي ـناژن ايژن شركت س ـ
TM

,CinnaGen, Iran (  طبـق

د ص و تا زمان مـور يدستورالعمل شركت سازنده تخل

گـراد   يدرجـه سـانت   ـ ـ20 ياستفاده در دمـا  ياز براين

با  يمژنـو DNAاسـتخراج  كيفيت و كميت .ديره گرديذخ

و ژل آگــــاروز  نــــانودراپ اســــتفاده از دســـــتگاه 

  .سنجش قرار گرفت مـورد درصـد 1الكتروفـورز 

ـــرم   ـــك ن ـــا كم ـــا ب ـــزار  پرايمره و  Oligo7اف

بــدين  . ديــد هاي اطلاعاتي طراحــي گر  بانك چنـين هم

 NCBIهـاي اطلاعــاتي    طريـق بانـك   منظـور نخسـت از

 با توجـه بـه محـل    MMP-2موجود در ژن  هـاي تـوالي

هاي هدف بـه   سپس توالي. آمد دسـت مورفيسم به پلي

از ميـان  . شـدند  افزار ويـژه طراحـي پرايمـر وارد    نرم

 افـزار، يـك جفــت    نرم به وسيلهه شده يپرايمرهاي ارا

ري نسبت بـه سـايرين داشــت انتخــاب   كه قابليت بهت
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جهت اطمينان از عدم هيبريداسيون پرايمرهاي  .گرديـد

ديگري از ژنـوم انسـان، عمليــات     نقطه انتخاب شده با

BLAST اطلاعاتي از طريـق پايگـاه NCBI  انجام گرديـد .

نشـان داده   1پرايمرهاي طراحي شده در جدول توالي 

  .شده است

ــور تكث  ــه منظـ ــبـ ــه يـ ــام  ر قطعـ ــدف، تمـ                          هـ

ــه ــا نمونـــ ــا DNA يهـــ ــتگاه ترموســـ                          كلريدر دســـ

)Mastersycler Gradient, Eppendorf(   ســاخت كشــور

با حجـم   PCRواكنش . شدند PCRند يآلمان، متحمل فرا

 5/0الگو،  DNAتر يكرو ليم 1تر شامل يكروليم 25 يينها

و  PCR Bufferتـر  يكروليم 5/2مر، يتر از هر پرايكروليم

ــز يكروليم 1/0 ــر از آنـ ــي DNAم يتـ ــراز پلـ  Taq ،1 مـ

هــر  يبــه ازا dNTPتــر يكروليم Mgcl2 ،5/0تــر يكروليم

از  يريسـپس بــه منظــور جلــوگ . ديــنمونـه انجــام گرد 

ل، به ياستر يقطره روغن معدن 2تا  1ر، يو تبخ يآلودگ

ــنش اضــافه گرد  ــوط واك ــمخل ــنش زنج. دي ــواك  يا رهي

 5 ييط دمـا يكلر، بـا شـرا  يدر دستگاه ترموسا مراز پلي

درجــه  94 يدر دمــا ييقــه واسرشــت شــدن ابتــدايدق

چرخـه شـامل واسرشــت    35گـراد و در ادامـه    يسـانت 

قـه،  يدق 1گراد به مـدت   يدرجه سانت 94 يشدن در دما

گراد بـه مـدت    يدرجه سانت 62 يمر در دماياتصال پرا

ــه، طويدق 1 ــق ــداي ــدن ابت ــ ييل ش ــه  72 يادر دم درج

ل شـدن  ي ـت طوي ـقـه و در نها يدق 1گراد به مدت  يسانت

 5گـراد و بـه مـدت     يدرجـه سـانت   72 يدر دمـا  يينها

ر قطعـه ژن مـورد   ي ـبعـد از اتمـام تكث  . قه انجام شديدق

درصد، ابتدا با  1ژل آگارز  يرو PCRنظر، محصولات 

ولـت الكتروفـورز    90ولت و سپس با ولتاژ  110ولتاژ 

ــس از م ــدند، پ ــا ش ــاهده نت ــيلهج يش ــه وس ــتگاه ب  دس

قطعـه مـورد نظـر     ي، محصولات حاوژل يمستندساز

انتخاب و محصولات فاقد قطعه دلخـواه، حـذف شـد و    

، دوبـاره  مـراز  پلي يا رهيجهت انجام مجدد واكنش زنج

ت تكـــرار يـــنهادر . قـــرار گرفتنـــد PCR تحـــت عمـــل

ن واكـنش  يح اير و انجام صحيها، موفق به تكث شيآزما

 201بـا طـول    يد و قطعـات ي ـها گرد همه نمونه يبر رو

  ).1شكل (مشاهده شد  جفت باز

، PCR RFLPمحصول با روش يمبراي هضم آنزي

رشـته   C|TAG 3'5 ' يكه تـوال  FSPBI محدودالاثر مياز آنز

بـه  . كند، استفاده شـد  يمو قطع  ييرا شناسا DNA يها

ميكروليتـر از آنـزيم بـرش دهنـده       5/0اين صورت كه 

 10بـا   )10XTango(يكروليتر بافر مخصوص آنزيمم 1در 

مقطـر  تـر آب  يكروليم 5/8و  PCRميكروليتر محصـول  

گراد به مدت  درجه سانتي 37و در  شدمخلوط  يقيتزر

م يآنـز  يطبق پروتكل اختصاص ـ(ساعت انكوبه شدند 5

 ژل روي يم ـآنزي هضم محصولات سپس .)دهندهبرش

 و شـده  رزالكتروفـو  ولـت  80 ولتاژ با درصد 3 آگارز

 بـا  و مشاهده بنفش يماورا نور با شده ايجاد باندهاي

 Tآلـل  . بت گرديدنـد ث و برداري عكس داك ژل دستگاه

گاه برش است و يدو جا يم برش دهنده دارايآنز يبرا

كنـد و   يد م ـي ـتول يجفت باز 201و  161، 40 سه قطعه

گاه برش است و منجر بـه دو  يك جاي يتنها دارا Cآلل 

  ).2 شكل(شود يم يجفت باز 201 و 161 قطعه

شــده بــا اســتفاده از    يآور جمــع يهــا داده

ه ي ـتجز يمجذور كا يآمار و و آزمون  SPSSافزار  نرم

  .ل شدند يو تحل
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  ها افتهي

پ در افـراد  ي ـن ژنوتيـي تع يبـرا در مرحله اول 

  ژن ياختصاصــ يمرهــايمــورد مطالعــه بــه كمــك پرا

MMP-2 ك ي ـبا استفاده از تكنPCR ژل  يبـر رو و ر ي ـتكث

در مرحله ). 1شكل (ديدرصد الكتروفورز گرد 1آگارز 

 FSPBIم محـدودگر يآنـز  به وسيله PCRمحصولات بعد 

 يرو بـر  يميآنز هضم جهيمورد برش قرار گرفتند و نت

  ).2شكل( تگرف قرار يبررس مورد درصد 3 آگارز ژل

حاضر به منظـور بررسـي اخـتلاف     مطالعهدر 

 و بيمـاران  مختلـف  هـاي ميان توزيع ژنوتيپي در گروه

          .گرديــد اســتفاده يكــا مربــع آزمــون از كنتــرل افــراد

Odd Ratio (OR)  95نســبت افزاينــده بــا فاصــله اطمينــان 

مورفيسـم مـورد   درصد براي تخمين ارتباط ميان پلـي 

 . محاسبه شـد  هيرنظر و ريسك رشد و تهاجم سرطان 

 يهـا  نهدر تمام نمو MMP-2پروموتور ژن سم يمورف يپل

ج يپ شدند كه نتـا ين ژنوتييت تعيمورد مطالعه، با موفق

. شــده اســت نشــان داده 2دســت آمــده در جــدول ه بــ

 بي ـبـه ترت  ت كنتـرل ي ـدر جمع T و C يهـا  آلل يفراوان

 مـاران يت بيو در جمع درصد 49/19و  51/80برابر با 

ــه ترت ــب ــر  بي ــمشــاهده گرد درصــد 10و  90براب . دي

مـار نسـبت بـه    يت بي ـر جمعد Cآلـل   يفراوان ـن يچن هم

ج ينتـا  .)p=04/0(دادنشان  يش قابل توجهيكنترل، افزا

در گـروه   يپيو ژنـوت  يع آلليتوزن مطالعه نشان داد يا

ه نسـبت بـه گـروه كنتـرل تفـاوت      ي ـمبتلا به سرطان ر

و  p=04/0ب ي ـبـه ترت (دهـد  ينشان م يدار يمعن يآمار

05/0=p .(ارتباط آلل ن يچن همT  در مـاران  يدر گـروه ب

در  CCپ ي ـژنوتو  تر اسـت  يسه با گروه كنترل قويمقا

 93/64(نسبت به گروه كنترل) درصد 82(مارانيگروه ب

ــد ــ) درص ــتريب يفراوان ــاص   يش ــود اختص ــه خ را ب

ك ي ـبـه عنـوان    CCپ يژنوت .)2و  1 ينمودارها(دده يم

گرفتنـد   يگر جايدرگروه د CT+TT يهاپيگروه وژنوت

ه ي ـفراد كنترل و سرطان رن ايب يبند ن طبقهيج ايكه نتا

 يدارا يهـا پي ـان ژنوتي ـنشان دهنـده ارتبـاط مثبـت م   

پ يـــن ژنوتيچنـــ و هـــم C (CT+CC) ك آلـــليـــحـــداقل 

ايـن  بـا وجـود   . ه اسـت يوسرطان ر C  (CC)گوتيهموز

سـه بـا   يدر مقا) OR=46/2(گـوت يپ هموزيارتباط ژنوت

رنگ تر به نظـر  پر  C ك آلليحداقل  يدارا يهاپيژنوت

  .)OR=1/98(رسد يم

ا عــدم حضــور يــحضــور  يمــاران بــر مبنــايب

   يرمتاسـتاز يو غ )M(+يمتاستاز به دو گروه متاسـتاز 

)-M( پروموتـور ژن سـم  يمورف يع پليتوز. ك شدنديتفك 

MMP-2 در  يرمتاســــتازيو غ يدر گــــروه متاســــتاز              

ر يثأت ـ يبـه منظـور بررس ـ   .آورده شده است 3جدول 

در مرحله شروع  Tگوت يزگوت و همويپ هتروزيژنوت

 و M+ در گـروه  يپيع ژنوتيه، توزيو متاستاز سرطان ر

-M  زهـا در  يج آنالينتـا . دي ـسـه گرد يبا گروه كنتـرل مقا

بـه منظـور محاسـبه     .نشـان داده شـده اسـت    4جدول 

ه يسك گسترش متاستاز در افراد مبتلا به سرطان رير

، )M-( ده نشــده اســتيــهــا د كــه هنــوز متاســتاز در آن

در دو  MMP-2 پروموتـور ژن سم يمورف يپل يها پيتژنو

سـه  يگر مقايكـد يبـا   يرمتاسـتاز يو غ يگروه متاستاز

 يوسـتگ يرابطـه و پ  Cگـوت  يهموز يهـا  پيژنوت. شدند

ا گـروه  سـه ب ـ يدر مقا يرا با گروه متاسـتاز  يتر يقو
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سـك  يدست آمـده، ر ه ج بينتا .دادنشان  يرمتاستازيغ

گــزارش  Cگــوت يافــراد هموز يرا بــرا يا نــدهيآفز

 يرمتاسـتاز يتـوان گفـت افـراد غ    يدر واقع م ـ. دهند يم

ســك يدر معــرض ر Cگــوت يپ هموزيــمبــتلا بــا ژنوت

  .گسترش متاستاز قرار دارند يرابرب

  

  

  كنترل منفي  1، چاهك شماره جفت بازي 100ماركر Mچاهك . درصد1روي ژل آگارز  PCR الكتروفورز محصولات: 1 شكل

  

  

  

  

  جفت بازي 201قطعات  2-5هك هاي شماره و چا) DNAبدون (

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

جفت  100ماركر  Mچاهك . درصد 3بر روي ژل آگارز FSPBI آنزيم  به وسيله  و مشاهده قطعات برش خورده يمنتيجه هضم آنزي: 2 شكل

  .CTبا ژنوتيپ  هايينمونه 6و  5چاهك ، TTهايي با ژنوتيپ  نمونه 4و  3چاهك   ،CCژنوتيپ  داراي هاي نمونه 8و  7، 2، 1 هايچاهك . بازي

  

   M   1       2         3       4      5  6        7       8  

40, 161, 201 bp 500 bp  
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 MMP-2توالي پرايمرهاي رفت و برگشت مربوط به ژن : 1جدول 

  سايز محصول توالي پرايمر دماي اتصال  پرايمر

MMP-2-F 
MMP-2-R  

62  5′-CCTTCGTAGGCTGGTCCTTAC-3′  
5′-CTTCTGAGCTGAGACCTGAAGAG-3′  

 bp 201  

  

  در افراد كنترل و بيمار MMP-2ي ژن فراواني آللوتايپي و ژنوتايپ: 2 جدول

فراواني آللوتايپي و 

  ژنوتايپي

  يدار يسطح معن  ماريب  كنترل

  درصد تعداد  درصد تعداد

MMP-2           

C 124  51/80  90  90    

04/0  
T 30  49/19  10  10  

MMP-2           

CC 50  93/64  41  82    

05/0  CT 24  16/31  8  16  
TT 3  1/3  1  2  

  

  

 )بر مبناي حضور يا عدم حضور متاستاز(در بيماران  MMP-2 مورفيسم پروموتور ژن پلي توزيع: 3جدول

سطح 

  يدار يمعن

TT  CT  CC   سطح

  يدار يمعن

T  C   حضور يا عدم

  حضور متاستاز

  تعداد  تعداد   تعداد  تعداد  تعداد  

 كنترل  124  30   50  24  3 

 متاستاز  34  2  05/0  16  2  0  05/0

 مثبت

 متاستاز  56  8  5/0  25  6  1  1/0

يمنف  

  

  

  و ريسك ابتلا به متاستاز MMP-2 مورفيسم پروموتور ژن آناليز ارتباط پلي: 4جدول

  OR (%95 CI)  TT  CC+CT  CT+TT  CC  سك ابتلا بهير 

  متاستاز

CC
b

  CT+CC
a
  تعداد  تعداد  تعداد تعداد     

 كنترل  50  25  74  3   

مثبت متاستاز  16  2  18  0  64/1  4  

يمنف متاستاز  25  7  31  1  29/1  2  
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  هاي كنترل و سرطان ريه در گروه Tو  Cهاي  فراواني آلل :1 نمودار

  

  

  

  هاي كنترل و سرطان ريه در گروهژنوتيپي فراواني  :2 نمودار

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

Contorol Lung

cancer

CC

CT

TT

  

  

  بحث

در گســترش و  MMP-2بــا توجــه بــه نقــش    

 يهـا  پي ـتر ژنويثأق تيتحق نيما در ا ،متاستاز سرطان

ه يزان ابتلا به سرطان ريرا بر م MMP-2 پروموتور ژن

مارسـتان الزهـرا   يافراد مراجعه كننـده بـه ب   تيدر جمع

 DNAن رو ي ـاز ا. گرفتقرار  يبررسرا مورد  اصفهان

ه اسـتخراج  ياز افراد سالم و مبتلا به سرطان ر  يمژنو

ه ج ب ـينتـا . پ شدندين ژنوتييتع PCR-RFLPك يو با تكن

نده يآو خطر فز C ان آلليرا م يدست آمده ارتباط مثبت

 يا در مطالعـه  .داده نشان يتهاجم و متاستاز سرطان ر

ســم ژن يمورف يو همكــاران پلــ تــاچوا ،2015در ســال 

MMP-2 سك فاكتور در ابتلا بـه انـواع   يك ريعنوان ه را ب
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 يدر ط ـ ).23(كردنـد  يها از جمله سرطان معرف يماريب

كر و همكاران ياب به وسيله 2000كه در سال  يپژوهش

هـا در اكثـر   MMP صورت گرفـت، نشـان داده شـد كـه    

شـوند و سـطح    يان م ـيتومور انسان ب يسلول يها رده

در  يا در مطالعه ).24(آن با متاستاز مرتبط است يبالا

ارتبـاط چهـار    يو همكاران بـه بررس ـ  يل، 2015سال 

ــ ــه يمورف يپلـ ــم از جملـ   و MMP-1 ،MMP-2 ،MMP-9 :سـ

MMP-13  ج ينتـا . ه پرداختنـد يبا خطر ابتلا به سرطان ر

 ــ و  MMP-1ســم يمورف يمطالعــه آنهــا نشــان داد كــه پل

MMP-9 دهنـد،   يمش يه را افزايخطر ابتلا به سرطان ر

 ــيــكــه ا يدر حـال   ين اســتعداد ابـتلا بــه ســرطان بــا پل

ن ارتبــاط يچنــ هــم. ابــدي يمــكــاهش  MMP-2سـم  يمورف

ه ي ـو سـرطان ر  MMP-13سـم  يمورف ين پليب يمحسوس

ــدر جمع ــهي ــا مشــاهده نگرد ت نمون ــه ــاج ).25(دي  يح

 يهـا  سـم يمورف ين پل ـيو همكـاران، ارتبـاط ب ـ   ينيحس

MMP-2 و MMP-9 ماران مبتلا به سرطان سـر و  يرا با ب

ت ي ـجمع. سـه قـرار دادنـد   يو مقا يگردن مورد بررس ـ

كنترل بود كه  80مار و يب 80آنها شامل  يمورد بررس

تعيين ژنوتيپ استفاده شـده   يبرا PCR-RFLPوش از ر

 MMP-2 پي ـج مطالعه آنها نشان داد كـه ژنوت ينتا. است

. دارد يا مار و كنترل تفاوت قابـل ملاحظـه  ين گروه بيب

ماران مبتلا به سرطان سر و ين بيب CCپ يسه ژنوتيمقا

در ابـتلا بـه    Cگردن و گروه كنترل نشان داد كه  آلـل  

ن ي ـبـا ا  يدر مطالعه مشابه .)26(ن سرطان نقش دارديا

ــرح،  ــگيط  ــ ان ــه بررس ــاران ب ــاط م يو همك ــارتب ان ي

ه ي ـو خطر ابتلا به سـرطان ر  MMP-2سم ژن يمورف يپل

ج مطالعـــه آنهـــا نشـــان داد وجـــود ينتـــا. پرداختنـــد

ه ي، خطر ابتلا به سرطان رMMP-2سم در ژن يمورف يپل

عـه  ج مطالينتا ).27(دهد يمش يافزا برابر 2زان يرا به م

ج مطالعـه حاضـر   ينتـا  ديمو يو همكاران به نوع انگي

ش يج نشان دهنده افـزا ينتا حاضردر مطالعه . باشد يم

سـم ژن  يمورف يه با وجـود پل ـ يخطر ابتلا به سرطان ر

MMP-2 افراد واجد آلل يبرا C ن ارتبـاط بـا   ي ـكه ا بود

 يتـر يدر مردان ارتبـاط قـو   متاستاز سك گسترشير

  .دارد

 داشــتندان يــب ير پژوهشــو همكــاران د شــان

ـــ ــا همطالع ــل يارتباطـــ ه ـــوم ك ــنج يرو ژن ــوع پ  از ن

پروسـتات،   نه،يسسرطان ؛شامل هاسرطان نيتر عيشـا

ن ي ـدر ا. ه، روده بزرگ و پوست متمركز شده اسـت ير

 تـوان  بـا  يژن يهاگاهين جاياز ا ياديتعداد ز ها همطالع

 تعـداد  ازمنـد ين كـه  اسـت  شده ييشناسا نييپا آزمون

 يبررس ـ شـامل  هـا  همطالع ـ ني ـا. باشديم نمونه شتريب

 يبزرگ ـ يهـا گـروه  در يك ـيژنت سـم يمورفيپل ميمستق

 ابـزار  ينـوع  و باشـد يمار ميم و بسال افراد از متشكل

 جـاد يا نييپـا  پنرتـانس  با يهاآلل ييشناسا يبرا قيدق

 يوسـتگ يپ يهـا  همطالع ـ بـا  ني ـا از شيپ كه است كرده

نـا و همكـاران   يفار ).28(نبودنـد  ييشناسـا  قابـل  ها ژن

سـركوب   يدر عملكردها  يمنقش مه MMP نشان دادند

 جيتـرو  انـدوژن،  ييزارگ يهاد مهار كنندهيتومور، تول

 فـا يا آپوپتـوز  يالقـا  و تومـور، ضد يالتهاب يهاتيفعال

ــ ــنمايم ــوژيدر ب MMP-2. دي ــرطان يول ــن ،س ــه ي از ب

ــده ــامهاركنن ــان يه ــاص يدرم ــرا خ ــا يب  يعملكرده

ــتول ومـــــــــــــور،ت ســـــــــــــركوب    ديـــــــــــ

 يهـا تي ـعالف جيتـرو  انـدوژن،  يـي زارگ يهاكنندهمهار
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 ياساس يهانقش ،آپوپتوز يالقا و تومور، ضد يالتهاب

  ).29( دينمايم فايا

  

  يريگ جهينت

آلـل   اني ـرا م يدست آمده ارتباط مثبته ج بينتا

C ه را ي ـنده تهـاجم و متاسـتاز سـرطان ر   يآو خطر فز

 يپيو ژنـوت  يع آلليتوز يبررسن يچن هم .دهد ينشان م

 Cه و كنترل نشان داده كـه آلـل   يماران سرطان ريدر ب

 يهـا  افتـه ي يبه طور كل .ل استيند سرطان دخيآدر فر

سـم بـالقوه   يمورف يدهد كه پل ـ ينشان م مطالعه حاضر

ممكـــن اســـت    MMP-2 پروموتـــور ژن يعملكـــرد

  .ديه به شمار آيدر متاستاز سرطان ر يوماركريب

  

  ر و تشكريتقد

 اين مطالعه حاصل از پايـان نامـه كارشناسـي

 يت معنـو ي ـسنده اول بوده است كـه بـا حما  ينوارشد 

واحد شـهركرد   يمدانشگاه آزاد اسلا يمعاونت پژوهش

خـود را از   يسندگان مقاله مراتب قدردانينو. انجام شد

دانشـگاه   يوتكنولـوژ يقات بيمحترم مركز تحق ياعضا

  .آورند يمعمل ه واحد شهركرد ب  يمآزاد اسلا
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ABSTRACT 
 

Background & aim: The high incidence and poor prognosis of the lung cancer makes it aa a major 
health problem in the last few decades. Determination of frequency of different histopathology 
types of primary lung cancer has great importance in creating integrated treatment programs and 
recognized the effective factors causing the disease. Overexpression of MMPs has a direct relation 
with invasion and metastasis of malignant tumors in different tissues. The aim of this study was to 
assess the effect of MMP-2 gene promoter polymorphism with lung cancer and metastases in 
patients with lung cancer and compared with the control groups by the PCR-RFLP method. 
 
Methods: In the present case-control study, The MMP-2 polymorphisms were analyzed by 
restriction fragment-length polymorphism (RFLP) in 50 patients with lung cancer and 77 cohort 
sample. All samples were taken under supervision of a physician. DNA isolation was performed 
using DNA extraction kit (Cinnagen, Iran). MMP9 gene was amplified by specific primers and PCR 
product was digested with FSPBI restriction enzyme. Data were analysis using Chi square by the 
SPSS software. 
 
Results: The examination of allelic and genotypic distribution in patients with lung cancer and 
control showed that the allele frequency of C and T in patients with lung cancer were 90 and 10% 
(P=0.04) and in the control were 80.15 and 30% (P=0.05) respectively. Also genotype frequency of 
CC, CT and TT in patients with lung cancer were 82, 16 and 2 (P=0.05) and in the control were 
69.93, 31.16, 3.1 percentage respectively (P=0.5). No significant difference was seen in 
comparison of genotype groups in non-metastatic and control. Comparison of homozygous CC 
genotype and control were confirmed the direct involvement of c allele in metastasis  
 
Conclusion: It seems that individuals with C allele can increase susceptibility to lung cancer. Also 
these findings indicate that CC genotype as a risk factor facilitating the spread of metastasis of lung 
cancer. 
 
Keywords: Lung cancer, Matrix metalloproteinase, MMP-2, PCR RFLP.  
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