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 بقايبه متاستاز و كاهش ميزان  ابتلاءي بنيادي سرطاني در افزايش ريسك سلولهانقش 
 افراد مبتلا به سرطان پستان

  زهره حجتي و ، فاطمه كوه كن*مجيد متولي باشي
  ژنتيكبخش زيست شناسي، گروه ،دانشكده علوم دانشگاه اصفهان، ،اصفهان 

 22/1/91 :تاريخ پذيرش           30/8/88: تاريخ دريافت

 دهيچك

ي بنيادي سرطاني مواد سلولها. دنمي باش متاستاز مطرح منشاءيكي از عوامل اصلي و ي بنيادي سرطاني به عنوان سلولهاامروزه 
عضوي از خانواده  كلاژناز بينابيني يا كلاژناز فيبروبلاستيآنزيم . ي پروتئازي را از خود ترشح مي كنندآنزيمهامتعددي از جمله 

ي سرطاني سلولهاكه با تخريب غشاي پايه و ماتريكس خارج سلولي نه تنها گسترش ي پروتئازي مذكور مي باشد يمهاآنزبزرگ 
ي سرطاني نيز نقش كليدي ايفا سلولهاو تغذيه  بقاءيي در رگزاي ابلكه با رهايش فاكتورهاي رشد و فاكتورهنمايد را تسهيل مي 

يك جايگاه اتصال براي اعضاي خانواده كلاژناز فيبروبلاستي پروموتور ژن  - 1607دخول يك باز گوانين در موقعيت . مي كند
ETS جذب عوامل الگوبرداري در اثر اين پلي مورفيسم تك نوكلئوتيدي . از فاكتورهاي رونويسي ايجاد مي كند)G2 (ژن بيان 

ي توموري و تهاجم آنها را سلولهارش را به طور محسوسي افزايش مي دهد كه اين شرايط مي تواند گست كلاژناز فيبروبلاستي
 بقايكل،  بقايهدف از اين مطالعه ارزيابي اثر پلي مورفيسم مذكور بر گسترش و متاستاز سرطان پستان و ميزان . آسان تر سازد

طان پستان خانم مبتلا به سر 200بدين منظور، نمونه خون  .عاري از بيماري افراد مبتلا به سرطان پستان است بقايويژه سرطان و 
تعيين ژنوتيپ  PCR-RFLPنمونه كنترل به نسبت مساوي از دو شهر تهران و اصفهان جمع آوري گرديد و با روش  100و 
 5/29( در بين افراد بيمار نسبت به افراد كنترل بيشتر است G2/G2محاسبات آماري نشان دادند كه فراواني ژنوتيپ . رديدگ

 G2/G2توزيع ژنوتيپي . شدندطبقه بندي ) -M(و غير متاستازي ) +M(در دو دسته متاستازي بيماران . )درصد 23در برابر  درصد
عد بدر مرحله . )OR=03/2و  CI% 95=05/1-94/3( در گروه متاستازي نسبت به گروه كنترل تفاوت آماري معني داري نشان داد

ساله در افراد بيمار واجد  3كلي  بقايآناليز . ر گرفتندماه تحت نظارت و پيگيري قرا 32بيماران غير متاستازي به مدت ميانگين 
 ).P، 34/2=χ²=12/0 :رانك-تست لاگ( از لحاظ آماري معني دار نبودديگر در مقايسه با افراد واجد ژنوتيپهاي G2/G2نوتيپ ژ

ويژه  بقاي( نشان دادعاري از بيماري در بين دو گروه مذكور تفاوت آماري معني داري  بقايويژه سرطان و  بقاياما ميزان 
در مجموع، ). P، 99/8 =χ²=002/0 :رانك-، تست لاگعاري از سرطان بقاي،  P، 45/5 = χ²=01/0 : رانك-، تست لاگسرطان

به عنوان يك فاكتور تسهيل كننده، با گسترش و متاستاز  G2/G2مطالعه اپيدميولوژي حاضر براي اولين بار نشان داد كه ژنوتيپ 
  .مي شود G2/G2در افراد واجد ژنوتيپ  بقاءبه متاستاز و كاهش ميزان  ابتلاءو سبب افزايش ريسك بط بوده سرطان پستان مرت

  .سرطان پستان ، متاستاز،بقاءميزان ، كلاژناز فيبروبلاستي ، ي بنيادي سرطاني سلولها :كليدي واژه هاي

  mbashi@sci.ui.ac.ir: يپست الكترونيك ،09133289133: تلفن ،نويسنده مسئول* 

 مقدمه

متعددي در بروز سرطان خطر  فاكتورهايبا وجودي كه 
اما هنوز علت دقيق و  اند، پستان شناسايي و معرفي گشته

 قطعي سرطان مذكور به صورت ابهام باقي مانده است

 وجود سابقه يا پيشينه سرطان پستان در اقوام درجه. )22(
به  ابتلاءمهم در خطر يك مي تواند يكي از فاكتورهاي 

به  ابتلاءاز موارد  درصد 15حدود  .سرطان پستان باشد

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1392، 3، شماره 26جلد                                                                           )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

366 

 

سرطان پستان پيشينه خانوادگي مثبت داشته و مطالعات 
نشان داده اند كه درصدي از آنها مي تواند مربوط به 

 .)26 و 25، 13( ي مستعد كننده سرطان باشدژنهاتوارث 
مرحله  طوري كهبه  استسرطان  مرحله خطرناك متاستاز

 غير قابل درمان مي باشد اًسرطان پستان تقريب متاستازي
)27( .  

 Cancer stem(ي بنيادي سرطاني سلولهاامروزه 

cell=CSC ( متاستاز و عامل عود و برگشت  منشاءبه عنوان
ي توموري سلولهاها  Csc .)2( سرطان مطرح هستند

ي خودنوسازي و توليد دودمانهاي باشند كه تواناي مي
ي سرطاني مولد تومور را دارا سلولهااز  ناهمگوني

طانها نظير رها از بسياري از س Csc.  )19( باشند مي
لون وپانكراس و ك شش، سرطانهاي پستان، مغز، پروستات،
تومورزايي و . )21و  20( جداسازي و شناسايي شده اند

بالاي آنها در توليد  ها به توانايي Cscگسترش متاستازي 
ها و پروتئازهايي نظير ماتريكس متالوپروتئينازها  ينكسيتو

خانواده اي از  آنزيمهااين . )21 و 20، 19، 2( بر مي گردد
 كه قادرند تقريباً ي ترشحي يا غشايي مي باشندپروتئينها

سلولي كليه تركيبات غشاي پايه و ماتريكس خارج 
)ECM ( در برابر مهاجرت و  كه دو سد فيزيكي مهمرا

تجزيه و تخريب را ي توموري هستند سلولهاگسترش 
ي آنزيمهاها با ترشح  Cscدر واقع ). 41 و 8، 1( نمايند
ماتريكس خارج سلولي را شكسته و سبب رهايش  ،مذكور

 ؛مي گردند ECMيي باند شده به رگزاورهاي رشد و تفاك
نمايند  وذنف رگها جريان خون در به  مي توانند بدين ترتيب

و در  شوندخارج  جريان خونديگر از  ارگاندر  سپس و
 29 ،10( و ايجاد سرطان ثانويه كنند ارگان جديد ساكن

  . )40و

قادر  1-ماتريكس متالوپروتئينازكلاژناز فيبروبلاستي يا 
ترين پروتئين تشكيل  ي فيبري كه فراوانژنهااست كلا

وموتوري ناحيه پر. هضم نمايدرا دهنده بدن مي باشد 
واجد عناصر تنظيمي حفاظت شده اي كلاژناز فيبروبلاستي 

است كه توسط فاكتورهاي رشد، سيتوكينها و فاكتورهاي 
 در شرايط نرمال بيان. )36 و 35( محيطي كنترل مي گردد

و تنها زماني  استدر بافتها پايين كلاژناز فيبروبلاستي  ژن
 و38، 6( نياز باشد افزايش مي يابد ECM باز آرايشكه 
در مقابل در بسياري از انواع تومورها سطح بالايي از  .)39

مطالعات .  )12 و 5، 3( بيان مي گردد  كلاژناز فيبروبلاستي
را در بافتهاي  كلاژناز فيبروبلاستياخير افزايش بيان 

تئين وتوموري مختلفي نشان داده اند و پيشنهاد كرده اند پر
 و متاستاز دخيل باشد مذكور مي تواند در تهاجم توموري

  .)43و 34، 31، 28، 11، 7(

يك پلي مورفيسم  تأثيرتحت  كلاژناز فيبروبلاستي ژن بيان
مي در ناحيه پروموتوري آن قرار ) SNP(تك نوكلئوتيدي 

اين پلي مورفيسم به طور طبيعي در جمعيتها وجود  .گيرد
حذف يك باز گوانين در موقعيت /دارد و شامل دخول

 كلاژناز فيبروبلاستي ژن پروموتورازي جفت ب - 1607
دخول گوانين يك توالي همسان  1مطابق با شكل  .است

)ETS )35براي فاكتورهاي رونويسي   GGAT 
جايگاه ايجاد شده در اثر دخول ). 30(ايجاد مي كند 

در  AP-1در مجاورت جايگاه اتصال  )G2آلل ( گوانين
توجه به اينكه اعضاي با . قرار دارد - 1602موقعيت 
براي القاي رونويسي احتياج به فاكتورهاي  ETSخانواده 

دارند، دو  AP-1رونويسي ديگري همچون اعضاي خانواده 
مي كنند جايگاه مجاور مذكور، به صورت سينرژيك عمل 

افزايش  G 2با همكاري يكديگر رونويسي را از آلل واجد و
  ).1شكل  .42و  37(دهند  مي

مي تواند  G2/G2مطالب ارائه شده ژنوتيپ  با توجه به
 هدرا افزايش د كلاژناز فيبروبلاستي ژن پتانسيل بيان

گسترش متاستاز و عود و برگشت بيماري را در افراد و
لذا در مطالعه حاضر . مبتلا به سرطان پستان تسهيل نمايد

ژنوتيپ مذكور بر تهاجم و متاستاز افراد مبتلا به  تأثير
 3كلي  بقايو ارتباط آن با ميزان  رزيابيسرطان پستان ا
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  . گرديدعاري از بيماري بررسي  بقايويژه سرطان و  بقايساله، 

  

 
 

  .ايجاد مي شود AP-1ر مجاورت جايگاه اتصال د  ETS، جايگاه اتصال فاكتورهاي رونويسي  كلاژناز فيبروبلاستيژن  G2در آلل  -1شكل 

 مواد و روشها

خانم مبتلا به سرطان  200ميلي ليتر خون وريدي از  4
نمونه كنترل به نسبت مساوي از بيمارستان  100و  پستان

 50نمونه سرطان پستان و  100(اميد واقع در شهر اصفهان 
و بيمارستان امام خميني واقع در شهر تهران ) نمونه كنترل

جمع آوري ) نمونه كنترل 50نمونه سرطان پستان و  100(
بيمارستانهاي مذكور از بيمارستانهاي بزرگ ايران . گرديد

ي باشند كه افراد مبتلا به سرطان از نواحي دور و نزديك م
از كليه . براي معالجه و درمان به اين مراكز مراجعه مي كنند

افراد بيمار و كنترل شركت كننده در مطالعه حاضر رضايت 
كه  شدندافراد كنترل به نحوي انتخاب . نامه كتبي گرفته شد

سابقه و پيشينه و از لحاظ سني با گروه بيمار مطابقت داشته 
افراد . سرطان در بستگان درجه يك آنها ديده نشده باشد

تحت بررسي و ) ماه 22- 46(ماه  32بيمار به مدت ميانگين 
قرار گرفتند و هر گونه تغيير در وضعيت بيماري  پيگيري

  .آنها ثبت و ضبط گرديد

DNA  ژنومي كليه نمونه هاي خون پس از انتقال به
روش نمكي ميلر با مقداري دستكاري دانشگاه اصفهان از 

 فرآينددر مرحله بعد . )24( وتغييرات استخراج گرديد
PCR كلاژناز  ژن به منظور تكثير پلي مورفيسم پروموتور

  :با استفاده از پرايمرهاي زير انجام گرفت فيبروبلاستي

  

-TGACTTTTAAAACATAGTCTATGTTCA-3''Forward: 5  

Reverse:  5'-CTTGGATTGATTTGAGATAAGTCATAgC-3   
  

 3΄در دومين نوكلئوتيد مجاور انتهاي Gبه  Tاز  جهشيك 
پرايمر معكوس ايجاد گرديد تا جايگاه شناسايي براي آنزيم 

  .حاصل شود G1در آلل  Alu Iمحدود كننده 

 DNAاز  ng 100شامل  µl25 در حجم   DNAتكثير 
 و  MgCl2از  X PCR10 ، mM200از بافر  µl5/2 ،  الگو

u 5/2  ازDNA  پليمرازTaq،mM  2/0  از مخلوطdNTP ،
pM 20  ريزي  با برنامه برگشتو  رفتاز پرايمرهاي

دماي دناتوره اوليه در : دستگاه ترموسايكلر صورت گرفت
سيكل به  30دقيقه كه با  4به مدت  سانتي گراددرجه  94

 30به مدت  سانتي گراددرجه  94ترتيب با دماي دناتوره 
براي پرايمرهاي  سانتي گراددرجه  58ماي اتصال ثانيه، د

درجه  72ثانيه و دماي تكثير  30طراحي شده به مدت 
 10در انتها . ثانيه تكرار گرديد 30به مدت  سانتي گراد
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تكثير انجام  فرآيندبراي تكميل  سانتي گراددرجه  72دقيقه 
  .گرفت

 5-6به مدت  PCRميكروگرم از محصول   4- 5سپس 
ميكروليتر   20در  سانتي گراددرجه  37اي ساعت در دم
 2 و) ميكروليتر/. Alu1  )5واحد آنزيمي  5محلول واجد 

پس از . هضم گرديد X Tango TM10ميكروليتر بافر 
 درصد 3هضم آنزيمي، محصولات بر روي ژل آگاروز 

  .برومايد جداسازي شدند مرنگ شده با اتيديو

جفت باز،   269ندي به طول ابا ب G2هاي آلل  هموزيگوت
جفت باز  241با باندي به طول  G1هاي آلل  هموزيگوت

 241و  269(ها با تركيبي از هر دو باند  و هتروزيگوت
  .بر روي ژل ظاهر شدند) جفت بازي

آزمونهاي آماري با استفاده از نرم افزار :آناليزهاي آماري
SPSS در تحقيق حاضر، به منظور بررسي  .انجام گرفت

توزيع ژنوتيپي در گروههاي مختلف بيماران  اختلاف ميان
نسبت .  ،  استفاده گرديد2و افراد كنترل از آزمون 

براي  درصد 95با فاصله اطمينان  (Odd Ratio)افزاينده 
كلاژناز  ژن تخمين ارتباط ميان پلي مورفيسم پروموتور

مرگ و پستان و ميزان و ريسك رشد و تهاجم  فيبروبلاستي
محاسبات، سطح در كليه . محاسبه گشت مير اين افراد

 . دار فرض گرديد ، از نظر آماري معني>05/0Pاحتمال 

ماه يك  3منظمي هر  هايمعاينات و آزمايش: بقاءآناليزهاي 
در . بار بر روي افراد مبتلا به سرطان پستان انجام گرفت

با مراجعه به پرونده هاي پزشكي،  پيگيريطول مدت 
انجام شده و مصاحبه با پزشك معالج هر گونه  هايزمايشآ

. بيمار لحاظ گرديد بقايتغيير در وضعيت بيماري و يا 
كل به عنوان مدت زمان بين جراحي تا مرگ به  بقايميزان 

ويژه سرطان مدت زمان بين جراحي  بقايهر دليل، ميزان 
عاري از بيماري به  بقايتا مرگ در اثر سرطان و ميزان 

ت مدت زمان بين جراحي تا عود مجدد و يا متاستاز صور
كل تمام مرگها بدون توجه به  بقايبراي . تعريف گرديد

ويژه سرطان تنها  بقايدليل آن منظور گرديد و براي 
  .مرگهاي ناشي از سرطان محاسبه گرديدند

مير رسم و  –با استفاده از روش كاپلان  بقاءي منحنيها
  .رديدندرانك مقايسه گ - باتست لاگ

 جينتا

 100نمونه خون از بيماران مبتلا به سرطان پستان و  200
نمونه خون از افراد كنترل به طور مساوي از اصفهان و 

در  9/57ميانگين سني افراد بيمار . تهران جمع آوري گرديد
توزيع سني همساني نيز  اًسال بود و متعاقب 25- 86محدوده 

كليه ). سال ± 5( در انتخاب افراد كنترل لحاظ گرديد 
 شدندنمونه هاي گرفته شده با موفقيت تعيين ژنوتيپ 

توزيع ژنوتيپي را در افراد كنترل و  1جدول . )2شكل (
مطابق داده . بيمار دو شهر اصفهان و تهران نشان مي دهد

ور تفاوت آماري معني داري كهاي ارائه شده در جدول مذ
بين جمعيت  ژن كلاژناز فيبروبلاستيدر توزيع ژنوتيپي 

 كنترل و بيمار دو شهر تهران و اصفهان ديده نمي شود
و براي افراد  P  ،0018/0= χ²= 99/0: براي افراد بيمار(

لذا، در كليه محاسبات آماري  ). P ،06/0=χ²= 97/0 كنترل
انجام شده، اين دو جمعيت به عنوان يك جمعيت واحد در 

  .نظر گرفته شدند

تفاوت معني داري در توزيع در ادامه مطالعات آماري، 
ژنوتيپي ژن كلاژناز فيبروبلاستي در بين افراد بيمار و كنترل 

، G1/G1فراواني ژنوتيپي . جمعيت واحد ملاحظه شد
G1/G2  وG2/G2  5/19به ترتيب در افراد بيمار برابر % ،

% 23و % 51، %26و در افراد كنترل برابر با %  5/29و % 51
  ) .  P ،99/5=χ²= 04/0(بود 

در مرحله بعدي آناليزها، بيماران به دو دسته متاستازي 
)M+ بيماراني كه گسترش متاستاز در آنها تشخيص داده ،

، بيماراني كه گسترش -M(و بيماران غير متاستازي ) شد
  .تقسيم گرديدند) متاستاز در آنها ديده نشد
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ز بر روي الكتروفور.  PCR-RFLPالكتروفورز مطالعات  - 2شكل 
ولت به مدت دو ساعت و نيم انجام  70آگارز و در ولتاژ % 3ژل 

و فرد  1Gهموزيگوت  2، فرد2Gهموزيگوت  4و 1فرد . گرفته است
  ).bp50ماركر  M :DNA(مي باشد  1G/2Gهتروزيگوت  3

آنزيم بالاترين مقدار  دسپس فراواني ژنوتيپي كه سبب تولي
با   )G2/G2يپ ژنوت(مي گردد  كلاژناز فيبروبلاستي

)  G1/G1و  G1 )G2/G1ژنوتيپهاي داراي حداقل يك آلل 
نتايج نشان  .مقايسه گرديدو كنترل  -M+  ،Mدر بين افراد 

داد كه هيچ اختلاف مهم آماري در توزيع گروههاي 
= 78/0( وجود ندارد ژنوتيپي افراد غير متاستازي و كنترل

P ،078/0=χ² ( .گوت اما در مقابل، ژنوتيپ هموزيG2/G2 
در مقايسه با گروه كنترل، ارتباط و پيوستگي قوي با گروه 

، OR= 03/2و  CI 95% =05/1-94/3( دمتاستازي نشان دا
به منظور بررسي دقيق نقش ژنوتيپ  ).2جدول 

 ،متاستاز سرطان پستان ودر ميزان تهاجم  G2هموزيگوت 
 )ماه 32ميانگين ( ماه  46-22افراد غير متاستازي به مدت 

مطابق آخرين . قرار گرفتند پيگيريتحت بررسي و 
بررسيهاي انجام شده وضعيت بيماران به صورت زير به 

  :)3جدول ( دست آمد

بيماران بدون بروز هيچ نشانه  مجددي از  درصد 78
بيماران گسترش بيماري  درصد 14در . بيماري زنده بودند

بيماران در اثر گسترش سرطان  درصد 3. گزارش گرديد
بيماران به علت  درصد 6/1وت كرده بودند و حدود ف

. حوادث ديگر غير از سرطان مذكور جان سپرده بودند
يج حاصل از مطالعات آماري نشان دادند كه افراد واجد انت

 G2/G1نسبت به افراد واجد ژنوتيپهاي  G2/G2ژنوتيپهاي 
اي براي متاستاز و  يندهآفز خطردر معرض  G1/G1و 

  .تان روبه رو هستندتهاجم سرطان پس

  
 

  .توزيع ژنوتيپي پلي مورفيسم پروموتور ژن كلاژناز فيبروبلاستي افراد كنترل و بيمار در جمعيت تهران، اصفهان و جمعيت كل -1جدول 

   گروه            جمعيت كل                                   اصفهان                                   تهران                    
      

2/2            2/1            1/1   2/2              2/1             1/1   2/2            2/1          1/1  

 )23(%23     )51(%51      )26(%26        )24(%12      )50(%25      )26(%13       )22(%11     )52(%26     )26(%13       n(%) نترلك  

)5/29(%59    )51(%102   )5/19(%39     )30(%30      )52(%52      )20(%20       )29(%29     )50(%50     )19(%19       n(%)  بيمار  
  n :ري نشان نداد توزيع ژنوتيپي ژن كلاژناز فيبروبلاستي بين جمعيت كنترل و بيمار دو شهر تهران و اصفهان تفاوت آماري معني دا - .تعداد افراد

لذا، در كليه محاسبات آماري انجام شده، اين دو جمعيت به ).  P  ،0018/0=χ²= 99/0و براي افراد كنترل  P    ،06/0= χ²= 97/0 : براي افراد بيمار(
دهد، لذا در كليه محاسبات در دوگروه كنترل و بيمار فراواني يكساني نشان مي  G2/G1ژنوتيپ  -       .عنوان يك جمعيت واحد در نظر گرفته شدند

 . به عنوان گروه واحد در نظر گرفته شد G1/G1آماري، اين ژنوتيپ همراه با ژنوتيپ 
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  آناليز ارتباط و پيوستگي گروههاي ژنوتيپي ژن كلاژناز فيبروبلاستي در افراد متاستازي و غيرمتاستازي -2جدول 
  

OR (95% CI) a                     2/2                    2/1+1/1                        گروه ها  

  كنترل                         %77)77(                 %23)23(                         -              
  b )02/2-58/0(09/1              )25(%31                 )75(%95                )M-(غيرمتاستازي  

                          c )94/3-05/1(03/2               )38(%28                 )62(%46                )M+ (متاستازي  
  

a  :OR  محاسبه شده براي ژنوتيپG2/G2  در برابر ژنوتيپهايG2/G1 +G1/G1  در مقايسه گروههاي غير
 .متاستازي و متاستازي با گروه كنترل

b : ژنوتيپG2/G2 اط و پيوستگي معني داري با گروه غير متاستازي در مقايسه با گروه كنترل نشان نمي دهدارتب.  
c : ارتباط و پيوستگي معني داري بين ژنوتيپG2/G2 با گروه متاستازي در مقايسه با گروه كنترل ديده مي شود.  

 .بيماران بقاي و ميزان بررسي ارتباط پلي مورفيسم پروموتور ژن كلاژناز فيبروبلاستي -3جدول  
      

   P (Log-rank test)           موارد ابتلاءn       ژنوتيپ          آناليزهاي بقاء  
  ميزان بقاي كلي                     

                                                3               95        2/1 +1/1        
  12/0               3          31           2/2      

  ميزان بقاي ويژه سرطان                                                                                            
             1         95      2/1 +1/1        

    01/0            3        31           2/2  
  a     ميزان بقاي عاري از بيماري  

            9       95    2/1 +1/1    
  002/0       8     31               2/2  

 n  :تعداد كل افراد.         a   : افراد واجد ژنوتيپG2/G2  ي ديگر در معرض خطر فزاينده متاستازژنوتيپهانسبت به افراد واجد  
  .)OR= 7/2و CI %95=45/1-07/5(سرطان پستان قرار مي گيرند  
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تست ( ساله افراد نشان نداد  3كلي  بقايمير، هيچ تفاوت آماري معني داري در ميزان   - در نمودار كاپلان 2و  1مقايسه گروه هاي ژنوتيپي  -1نمودار 

  G2/G2:  2گروه     G2/G1 +G1/G1:  1گروه             ).P، 34/2=χ²=12/0: رانك-لاگ

 ژناز فيبروبلاستيژنوتيپهاي كلا            
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 ،P=01/0:رانك-تست لاگ (ويژه سرطان دو گروه ژنوتيپي نشان مي دهد  بقايداري بين ميزان مير تفاوت آماري معني  –نمودار كاپلان  -2 نمودار

45/5 =χ².(              1گروه  :G2/G1 +G1/G1     2گروه  :G2/G2  
  

GROUP
1
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REMISSION

10 15 20 25 30 35 40
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: رانك-تست لاگ(  عاري از بيماري دو گروه ژنوتيپي نشان مي دهد بقايمير تفاوت آماري معني داري بين ميزان  -نمودار كاپلان -3 نمودار

002/0=P، 99/8 =χ² (.              1گروه  :G2/G1 +G1/G1     2گروه  :G2/G2  
  

با ميزان  G2/G2در مرحله بعدي مطالعات، ارتباط ژنوتيپ 
عاري از  بقايويژه سرطان و  بقايساله،  3كل  بقاي

ساله به ترتيب در  3كل  بقايميزان  .بيماري بررسي گرديد
ي واجد ژنوتيپهاو افراد با  G2/G2نوتيپ افراد واجد ژ

محاسبه  درصد 96و  درصد 90برابر  G1حداقل يك آلل 
 G2ويژه سرطان در افراد هموزيگوت  بقايميزان  .گرديد
 G1و در افراد هموزيگوت و هتروزيگوت   درصد 90برابر 

عاري از بيماري در  بقايميزان . به دست آمد درصد 99، 

و در افراد  درصد 71برابر با  G2/G2افراد واجد ژنوتيپ 
  .محاسبه گرديد درصد 92واجد گروه ژنوتيپي ديگر 

عاري از  بقايو سرطان ويژه  بقايدر مجموع، در ميزان 
بيماري، تفاوت آماري معني داري بين گروه ژنوتيپي 

G2/G2  و گروه ژنوتيپيG2/G1  وG1/G1 مشاهده گرديد 
:  : رانك- تست لاگ، ويژه سرطان بقاي، 3و 2 نمودارهاي(

01/0=P، 45/5 = χ² ،تست لاگعاري از سرطان بقاي ،-
ساله  3كل  بقاياما در ميزان . )P، 99/8 =χ²=002/0 :رانك 
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بين گروههاي مذكور تفاوت آماري معني داري وجود 
  ).P، 34/2= χ²=12/0: رانك- تست لاگ، 1 نمودار( نداشت

 بحث

با چندين  لاستيبروكلاژناز فيب تاكنون، ارتباط پلي مورفيسم
سينه و  ،لوركتال وسرطان از جمله سرطان شش، كنوع 

. 31و  23،  18، 17، 12، 9( شده است بررسيتخمدان 
به دست آمده در اين مطالعات، نتايج  طبق. )4جدول 

سلولهاي توموري و بافتهاي گوناگون، مقادير متفاوتي از 
و، اين احتمال كنند، از اين ر را بيان ميلاستي بكلاژناز فيبرو
گسترش و متاستاز  ،ابتلاءدر مذكور  آنزيمكه وجود دارد 

اي ايفا كند، اما در سرطان ديگر  يك نوع سرطان نقش عمده
كلاژناز براي مثال، . نقش حائز اهميتي نداشته باشد

و سرطان  در كارسينوماي اندومترياللاستي بفيبرو
ارسينوماي ما در كادر مقادير زياد بيان مي شود  كولوركتال

و مذكور ، ارتباطي ميان پلي مورفيسم پروموتور ژن شش
  ).31و  18، 9( وجود نداردسرطان 

دخول ( G2/G1در مطالعه حاضر، ارتباط بين پلي مورفيسم 
و  ژن كلاژناز فيبروبلاستيپروموتور )  حذف گوانين/ 

 بقايريسك شروع و متاستاز سرطان پستان و ميزان 
در افراد  G2/G2فراواني ژنوتيپ . ي گرديدبيماران ارزياب

است كه اين مقدار در افراد   درصد 5/29بيمار برابر با 
ژنوتيپ  از طرفي،. كاهش مي يابد درصد 23كنترل به 

G2/G2   ي واجد حداقل يك آلل ژنوتيپهانسبت بهG1  در
افراد مبتلا به سرطان پستان در مقايسه با افراد كنترل 

 ).OR= 40/1وCI %95=80/0- 44/2( ردفراواني بيشتري دا
لاف يافته هاي گزارش شده در مطالعه خبرمذكور نتايج 
و سرطان پستان را  G2/G2ارتباط بين ژنوتيپ  ،يدجيلار

اين اختلاف مي تواند در نتيجه وجود . نشان مي دهد
زمينه هاي ژنتيكي و محيطي تفاوت در  و تفاوتهاي اتينيكي

براي مثال فراواني و ميزان . باشدايران و ايتاليا در جمعيت 
جهش در ژنهاي ويژه مرتبط با سرطان پستان كه بر روي 

ممكن ) 53Pنظير (بيان كلاژناز فيبروبلاستي نيز اثر دارند 
  .است در جمعيتهاي مختلف متفاوت باشد

اً دقيق G2/G2به منظور روشن شدن اين ابهام كه ژنوتيپ 
ايفاي ) متاستاز شروع يا(در كدام مرحله سرطان پستان 

نقش مي كند، بيماران به دو دسته متاستازي و غيرمتاستازي 
آناليزهاي آماري انجام شده نشان دادند . تفكيك گشتند

 G2/G2اختلاف آماري معني داري در توزيع ژنوتيپي گروه 
بيماران غير متاستازي و كنترل  G1/G1و  G2/G1و گروه 

ما در مقابل فراواني ا.  ) P ،078/0=χ²= 78/0( وجود ندارد
در گروه متاستازي نسبت به گروه كنترل  G2/G2ژنوتيپ 

 بيشتر بوده و ارتباط و پيوستگي معني داري نشان مي دهد
)94/3 -05/1=95% CI 03/2و =OR.(  لذا مي توان اين

به  ابتلاءدر  G2/G2فرضيه را مطرح نمود كه ژنوتيپ 
ز فاكتورهاي سرطان پستان نقشي ندارد اما مي تواند يكي ا

گسترش و متاستاز سرطان  مذكور  فرآيندمهم دخيل در 
  .باشد

فرضيه آناليزهاي بيشتري بر روي گروه  نيد ايأيبه منظور ت
بيماران گروه مذكور براي . غير متاستازي صورت گرفت

و مراقبت  پيگيريتحت ) ماه 32ميانگين (ماه  22-46مدت 
. آنها ثبت گرديدقرار گرفتند و هر گونه تغيير در وضعيت 

 بقايويژه سرطان و  بقايساله،  3كل  بقايدر انتها، ميزان 
 3كل  بقاياگرچه ميزان . عاري از سرطان محاسبه گرديد

 G1/G1و  G2/G1و بيماران  G2/G2ساله براي بيماران 
اما ميزان ) P، 34/2= χ²=12/0 :رانك- تست لاگ( مشابه بود

اري تفاوت آماري عاري از بيم بقايويژه سرطان و  بقاي
-، تست لاگويژه سرطان بقاي( معني داري نشان داد

، تست عاري از سرطان بقاي،  P، 45/5 =, χ²= 01/0:رانك
  .) P، 99/8 =χ²=002/0: رانك- لاگ

مطابق اطلاعات جمع آوري شده و آناليزهاي آماري انجام 
 ،گرفته در ميان بيماراني كه در اثر سرطان فوت كردند

بودند نسبت به  G2/G2دي كه واجد ژنوتيپ فراواني افرا
 9همچنين در بازه زمان ذكر شده، . افراد ديگر بيشتر بود
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درصد از بيماران مبتلا به سرطان پستان واجد ژنوتيپهاي 
G2/G1  وG1/G1 در مقابل، اين . به متاستاز دچار شدند

درصد  26به  G2/G2رقم در مورد بيماران واجد ژنوتيپ 
  .افزايش يافت

  
  .مروري بر مطالعات انجام شده بر نقش كلاژناز فيبرويلاستي در سرطانهاي مختلف -4جدول 

OR  (%)      

2/2  2/2          2/1         1/1  N جمعيت 
 محقق

80/0   
43             37           20    

37            52            11  
150 
163 

 كنترل
 سرطان تخمدان

 
كاناموري و 

ارانهمك  

25/3  

 

7/50        7/32       7/16  
65             28           7  

150 
100 

 كنترل
 كارسينوماي اندومتريال

 شان و همكاران

1 
4/55          30        6/14  
5/55         6/34       9/9  

350 
243 

 كنترل
 كارسينوماي شش

 فانگ و همكاران

39/1  
6/14      4 /55        0/30  
2/61       3/27        9/10  

350 
183 

 كنترل
 كارسينوماي گا ستريك

ماتسوموري و 
 همكاران

 

77/0  
25            56             19  
30             45            25  

86 
110 

 كنترل
 سرطان سينه

جيلاردي و 
 همكاران

17/2  
23           48            29  
59          61           30  

100 
150 

 كنترل
 سرطان كولوركتال

 كوه كن و همكاران

  
از طرفي محاسبات نشان دادند كه افراد واجد ژنوتيپ 

G2/G2  برابر  5/2نسبت به افراد ديگر در معرض حدود
-07/5( به متاستاز قرار دارند ابتلاءبيشتر  خطر

45/1=95%CI 7/2و =OR.(  از اين رو مي توان ادعا نمود
ژن كلاژناز در پروموتور  G2/G2 پلي مورفيسم

گسترش مي تواند يك فاكتور تسهيل كننده در  فيبروبلاستي
نقش پلي مورفيسم  .محسوب گرددمتاستاز سرطان پستان و 

G2/G2  را در گسترش  ژن كلاژناز فيبروبلاستيپروموتور
متاستاز و برگشت بيماري مي توان به دلايل ذيل نسبت 

  .داد

MMP-1 يسلولهاتوسط از فيبروبلاستي يا آنزيم كلاژن 
توموري و فيبروبلاستي بيان مي گردد و با تجزيه و  بنيادي

تخريب غشاي پايه و ماتريكس خارج سلولي نه تنها 
ي سلولهاسدهاي فيزيكي پيش روي گسترش و تهاجم 
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ش فاكتورهايي نظير يسرطاني را بر مي دارد بلكه با رها
bFGF  وIGF  يي مانندرگزاو فاكتورهايVEGF  شرايط

 دسازمناسبي را براي رشد و تغذيه توموري فراهم مي 
  .)33 و 32 ،16، 15، 14(

را فعال  PAR-1قادر است گيرنده اين آنزيم از طرفي  
يكي از اعضاي خانواده گيرنده هاي فعال ،  PAR-1. سازد

از گيرنده هاي جفت شونده  ،)PARs(پروتئازها  اشونده ب
قلمرو در اثر شكست در ه كمي باشد پروتئينها  Gبا

مطالعات اخير . دگرد فعال مي يخارج سلول ساختاري
نقش مهمي در تهاجم ومتاستاز   PAR-1 كه نشان داده اند

. لون و شش ايفا مي كندوسرطان پستان، كسرطانهايي نظير 
قادر است   آنزيم كلاژناز فيبروبلاستيدر شرايط توموري، 

. آن را فعال سازدو  بشكندرا  PAR-1 كارآييبه طور 
PAR-1  فعال شده سپس باG و  مي شودجفت  پروتئينها
را كه منجر به تهاجم و متاستاز توموري مي  يسلول مسير

  .)4( راه اندازي مي كندگردد، 

توسط  ي پروتئازيآنزيمهاافزون بر موارد ذكر شده، ترشح 
Csc  ها به منظور حركت و تهاجم آنها از تومور اوليه به

، 2(ديگر و لذا پخش آنها در بدن ضروري است ارگانهاي
  ).  21و  20، 19

در گسترش و  آنزيم كلاژناز فيبروبلاستيبنابراين نقش 
و لذا حضور  مي باشدگسترده تهاجم سرطان پستان بسيار 

مي ژن كلاژناز فيبروبلاستي در پروموتور  G2پلي مورفيسم 
ط توموري تواند پتانسيل توليد پروتئيناز مذكور را در شراي

 افزايش بيان بالقوه مذكور در كنار افزايش بيان. افزايش دهد
را در رشد و تهاجم  اين آنزيمشده، مي تواند نقش القاء 

لذا، پيشنهاد مي شود افراد .  توموري بسيار پر رنگ سازد
، با توجه به  G2/G2مبتلا به سرطان پستان واجد ژنوتيپ 
مرگ ناشي از انتشار  اينكه در معرض خطر بيشتر متاستاز و

سرطاني در بدن مي باشند، تحت درمان و  بنيادي يسلولها
مراقبتهاي پيگير و دقيق قرار گرفته و در كنار شيمي درماني 

ثر ديگري نيز در معالجه آنها ؤاز استراتژيهاي درماني م
  .استفاده شود

نويسندگان مقاله بر خود لازم مي دانند : و قدرداني تشكر
حصيلات تكميلي و پژوهشي دانشگاه اصفهان از مديريت ت

و  ،خاطر حمايتهاي مالي و سهولت در اجراي اين تحقيقه ب
همچنين از بيمارستانهاي امام خميني تهران و  سيدالشهداء 
اصفهان به خاطر در اختيار قرار دادن نمونه خون بيماران و 

 .نمايندصميمانه تشكر و قدرداني اطلاعات پزشكي 
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The role of SNP in fibroblast collagenase gene with increasing of 
metastasis risk and viability reduction in breast cancer patients 

Motovali-Bashi M., Kouhkan F. and Hojati Z. 

Genetic division, Biology dept., Faculty of Science, University of Isfahan, Isfahan, I.R. of Iran 

Abstract 

Today, role of cancer stem cells as a basic and original factor in cancer metastasis is 
discussed. Cancer stem cells secret different materials such as protease enzymes. 
Interstitial collagenase or fibroblast collagenase is a member from large family of 
protease enzymes destroying basic membrane and extracellular matrix. Therefore, it is 
not only facilitates progression of cancer cells but also having key role in cancer cell 
viability through releasing of growth and angiogenesis factors. Insertion of a guanine 
nucleotide at the position of -1607 introduces a binding site for ETS transcriptional 
factor in the promoter of the gene. Binding ETS to the 2G polymorphism allele would 
be increased expression of fibroblast collagenase gene which it could be progressed 
releasing of cancer stem cells, and therefore, it could be facilitated metastasis. Goal of 
this study is valuation of association between the 2G/1G polymorphism with 
progression and metastasis of breast cancer, and also patient viability. Blood samples of 
200 cases and 100 controls were collected from two capital cities, Tehran and Isfahan; 
equally. Samples were genotyped using PCR-RFLP method. Statistical analyses show 
that 2G/2G genotype frequency is much more in cases rather than controls (29.5% 
compare with 23%). Patients were divided into two groups of with metastatic activity 
(M+) and without metastatic activity (M-). The 2G/2G genotype was more frequent in 
M+ group compared with control group (OR = 2.03, CI95% = 1.05–3.94). In next step, 
patients without metastasis were followed up for 32 months. Three years total viability 
analyses in patients who carrying the 2G/2G genotype in comparing with other patients 
showed no significantly difference. However rate of cancer special viability and 
viability without disease in the two groups were statistically significant. In conclusion, 
to our knowledge, the present epidemiological study for the first time indicates that the 
2G/2G genotype polymorphism could be a facilitated factor for progression and 
metastasis of breast cancer and causing of viability reduction in patients. 

Keywords: Cancer stem cells, Collagenase fibroblast, Viability rate, Metastasis, Breast 
cancer 
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