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 مقاله پژوهشي

در  -C/T 1562مورفيسم  براي تشخيص ژنوتيپ پلي ARMS PCRبر  طراحي روشي جديد مبتني
 MMP-9پروموتور ژن 
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 چكيده
ها نقـش داشـته باشـد و بـه همـين علـت       ها از بافت پايه و بدخيمي آن لولدايي ستواند در ج علت هضم كلاژن مي هايي است كه به ترين ژن يكي از مهم (MMP-9) 4-كلاژناز نوع :مقدمه

باعث افزايش بيـان ايـن ژن در سـطح     ،پروموتوري اين ژن -1562در ناحيه  T/Cنكلئوتيدي  مرفيسم تك وجود پلي. عنوان يك تومور ماركر براي چنيدن سرطان مهم معرفي شده است به
مورفيسم، هـدف تحقيـق حاضـر طراحـي روشـي بـراي تعيـين         به اهميت اين پلي  توجه با .گردد مي Tكننده رونويسي در افراد واجد آلل  هاي مهار ئينرونويسي ازطريق كاهش اتصال پروت

  .است PCR-RFLPبدون استفاده از  ،مورفيسم ژنوتيپ افراد در اين پلي
طراحي چهار جفت پرايمر اختصاصـي آلـل بـراي دو طـرف      جهت PRIMER1افزار  طقه موردنظر دريافت و نرمتوالي دو طرف من EPDبا استفاده از سايت اطلاعات ژني  :ها مواد و روش

) Sequencing(از تعيـين تـوالي    PCRبراي تأييد نتايج . سازي شد ها بهينهبراي آن PCR ARMSدو جفت پرايمر بهتر انتخاب و  ،هاي مختلف PCRبا انجام . منطقه موردنظر استفاده شد
  .ه شداستفاد
  .بود T آللنشانگر وجود  ،نوكلئوتيد 253و محصول داراي طول  C آللنشانگر وجود  ،نوكلئوتيد 205داراي طول  PCRمحصول  ،شده با استفاده از پرايمرهاي طراحي :نتايج
  .مشخص كرد ARMSاختصاصي  PCRپ افراد را با يك توان ژنوتي و با سرعت و دقت بالا مي RFLPنزيمي آ با استفاده از اين تكنيك بدون نياز به هضم :گيري نتيجه

  

 .PCR ARMSمورفيسم،  ، پليMMP-9 :هاي كليدي واژه
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Abstract: 
 

Introduction: Type IV collagens is one of the most important genes which due to its function in collagen digestion can be affective in 
separation of the cells from the basal lamina and the metastasis of them so this gene is known as a tumor marker of several cancers. 
Existence of a single nucleotide polymorphism -1562 C/T at this gene’s promoter case leads to over expression of this gene in 
transcription level by decreasing inhibitor protein bonding on T alleles. The aim of the present study was to investigate a new method for 
the person’s genotype on this polymorphism without the use of PCR_RFLP. 
Methods: Using EPD genome database, the sequences of the intended region were received and by using PRIMER1 software 4 primers 
were designed for the area. With multiple PCR reaction, two pairs of the best primers were selected and the ARMS PCR was optimized 
for them. The PCR genotyping results were approved by direct Sequencing. 
Results: With the use of the newly designed primers, the ARMS PCR product with 205 nucleotide size showed C allele and the PCR 
products with 253 nucleotide sizes showed the T allele. 
Conclusions: With the use of this technique, we can determine the person’s genotype with an ARMS PCR without the use of RFLP and 
with a higher speed and accuracy. 
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  مقدمه
هايي هستند كه در  آنزيم، متالو پروتئينازها ماتريكس خانواده بزرگ

تريكس خارج سلولي ها و ما پايه سلول يتجزيه اتصالات بين غشا
براساس تشابهات ساختاري و  آنهابندي  تقسيم ).1(كنند  ايفاي نقش مي

ها در  اين آنزيم). 2(گيرد  صورت مي هريكنوع سوبستراي تخصصي 
شوند و در فرايندهايي مانند  هاي نرمال بيان مي حالت عادي در سلول

كنند  ركت ميو رگزائي يا آنژيوژنز ش ها ترميم زخم ها، تغيير فرم بافت
هاي سلولي  ها در رده مشاهده افزايش بيان انواع مختلف اين آنزيم). 3(

هاي  گوياي تأثير آنزيم ،شدن سرطاني در مراحل مختلف روند سرطاني
دهد  باشد و مطالعات نشان مي زايي مي تومر گوناگونمذكور در مراحل 

بيشتري  آنزيم ،خيم هاي خوش سلول هاي بدخيم در مقايسه با كه سلول
ترين  يكي از مهم IVيا كلاژناز نوع  Bژلاتيناز ). 4(كنند  ترشح مي

اتصالات بين سلولي  كه بر) MMP-9(باشد  خانواده مي  اين ياعضا
 گذارد ها اثر مي ها، الاستين و پروتئوگلايسين شامل انواع مختلف كلاژن

الت بودن فعاليت كلاژنازي در ح دليل دارا اين پروتئين به). 5و  4(
گردد و به همين   پايه مي يگسيختگي غشا هم باعث از ،افزايش بيان

ميزان بيان اين ). 6( كند دليل نقشي اساسي در متاستاز سرطان ايفا مي
سلولي و  آنزيم و درنتيجه مقدار مشاركت آن در هضم اتصالات بين

هاي تنظيمي در پروموتور  تواند تحت تأثير توالي پيشروي سرطان مي
سطح رونويسي در دو منطقه با جذب  تنظيم بيان اين ژن در. دژن باش

 UP( در منطقه بالادست .گيرد عوامل مختلف الگوبرداري صورت مي

Stream (هاي  طريق سايت ازEtS ,NFKB SP1 دست ينيو در منطقه پا 
)Down Stream ( ازطريق سايتAP-1 گيرد  انجام مي)وجود ). 8و  7

در ناحيه  C→Tجايي باز  هيدي از نوع جابنكلئوت رفيسم تكوم يك پلي
 دهند نشان ميمطالعات . تواند يك عامل تنظيمي مهم باشد مي -1562

كننده  هاي مهار عنوان سايتي براي اتصال پروتئين كه اين ناحيه به
در جايگاه  C→Tجايي  هكه جاب طوري به ،كند رونويسي عمل مي

 T آللواجد  DNAا با ه كنش اين پروتئين مانع برهم ،رفيسموم پلي
شود  مي Tهاي واجد  آللنتيجه باعث افزايش بيان ژن در  در. گردد مي

 9(گردد  آنهاهاي سرطاني و بدخيمي  به متاستاز سلول تواند منجر كه مي
  ). 10 و

وجود ارتباط بين   ما در مطالعات قبلي خود برروي اين ژن طي دو مطالعه به
در پروموتور و همچنين ارتباط وجود  Tآلل  حالت افزايش بيان اين ژن و وجود

). 12و  11(گزارش كرديم  ،با پيشرفت سرطان پستان در جمعيت ايران Tآلل 
هزينه بر  مورفيسم و نياز وجود يك تكنيك دقيق و كم به اهميت اين پلي  باتوجه
براي تعيين  (ARMS, Amplification Refractory Mutation System)پايه 

د در اين مطالعه به ايجاد يك تكنيك جديد براي بررسي ايمن ژنوتيپ افرا
  .مورفيسم پرداخته شد پلي

  ها مواد و روش
DNA بافرهاي كافپي (روش نمكي ميلر  ژنومي از خون محيطي سياهرگي و به

A  وB ( استخراج شد)مورفيسم  براي تعيين ژنوتيپ پلي). 13C/T  -1562 روش  به
ARMS عات پروموتوري يوكاريوتي ابتدا ازطريق سايت اطلاEPD  توالي منطقه دو

براي طراحي پرايمرهاي . افت شددري - 2000تا  - 1000نظر از  طرف پروموتور مورد
موجود در سايت  PRIMER1افزار  از نسخه اصلي نرم ARMSاختصاصي 
استفاده  http://cedar.genetics.soton.ac.uk/public_html/primer1 بيوانفورماتيك

درجه و  77اي انجام شد كه دماي بهينه براي تكثير  افزار به گونه تنظيمات نرم. شد
شده دو سري  نهايت براي حالت داده در. گرفته شد نظر در% 50برابر  GCدرصد 
  ).1ل جدو(دريافت شد ) پرايمر 4هر سري متشكل از (پرايمر 

 ARMS PCRاست كه در واكنش  اي گونه طراحي اين پرايمرها به
 205محصول داراي طول ( C آللباعث تكثير  IRبا پرايمر  OFپرايمر 

محصول (شود  مي T آللباعث تكثير  ORبا  IFو پرايمر ) نوكلئوتيدي
خود  3´پرايمرهاي داخلي در منطقه ). نوكلئوتيدي 253داراي طول 

 C/Tهستند كه براي بررسي ) Mismatch(وتيد ناجور داراي يك نوكلئ
 آللقابليت تكثير (است  Tخود داراي نوكلئوتيد  3´در  IFپرايمر داخلي 

خود داراي  3´در انتهاي  IRو پرايمر داخلي ) Tداراي نوكلئوتيد 
 ).1شكل ) (Cداراي نوكلئوتيد آللقابليت تكثير (است  Gنوكلئوتيد 

 5/1از  MgCl2هاي مختلف  غلظت PCRسازي شرايط  براي بهينه
مولار آزمايش شد و همچنين دماي اتصال  ميلي 4مولار تا  ميلي

هاي مختلف آزمايش شد و  روي نمونه، 79تا  77پرايمرها نيز از 
هاي مختلف پرايمرهاي داخلي و خارجي براي  همچنين غلظت

يك زمان از  كه امكان استفاده هم PCRآوردن يك حالت بهينه  دست به
 ،باشد ن وجود داشتهآجفت پرايمر خارجي و يك جفت پرايمر داخلي در 

 - از جفت پرايمر خارجي 10به  1آزمايش شد كه بهترين حالت غلظت 
 ,PCR (50 mM KClصورت بافر  شده به بهينه PCRنهايتاً . داخلي بود

10 mM Tris–HCl, pH 8)  2وmM , ,MgCl2 5% 

dimethylsulfoxide 250 μM, ر از هdNTP ،200  نانوگرم ازDNA 
ميكروليتر و  25در حجم  Taq polymeraseنزيم آواحد از  1الگو و 
از  PCRبراي مشاهده محصولات . درجه تنظيم شد 78دماي 

براي تأييد نتايج ). 2 شكل(اگارز استفاده شد  %5/1الكتروفورز ژل 
ديد گرصورت تصادفي انتخاب  نمونه به PCR ،10ژنوتايپينگ حاصل از 

 PCRبا تعيين توالي مستقيم تعيين و با نتايج حاصل از  آنهاو ژنوتيپ 
  ). 3شكل ( شدمقايسه 
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 ل و طول محصول

(T allele): 414 C
(C allele): 467 T
(5' - 3'): 263 AT
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بر آن هضم  رگزايي و علاوه MMP-9آنزيم  ماز عملكردهاي مه). 12(
از اين ). 14(باشد  ها و الاستين مي اتصالات خارج سلولي شامل كلاژن
 .ي بسياري در ارتباط استها نالحاظ افزايش بيان اين ژن با سرط

ي زيادي ها ناكنون با سرط در پروموتور اين ژن تا T آللارتباط وجود 
ي ها ناليمفوما، سرطان سينه، سرط سرطان معده، ملانوما و :جمله از

 -15( است سرطان كليه مشخص شده و بافت مغز، سرطان پروستات
وجود يك  ،ها ناو انواع سرط T آللبه ارتباط اساسي وجود   باتوجه .)20

كردن ژنوتيپ افراد براي منطقه  تكنيك سريع و دقيق براي مشخص
العه به بررسي ابداع رو در اين مط اين شود، از نظر احساس مي ژني مورد

در  .براي تعيين ژنوتيپ افراد پرداختيم ARMSبر  روشي جديد مبتني
كننده  نزيم محدودآمورفيسم توسط هضم  تمامي مطالعات قبلي اين پلي

RFLP هاي  آنزيم باSphI  ياBbuI كه اين ) 20 -15(شد  بررسي مي
هنگام  نزيمآبودن و امكان خطاي  گير جمله وقت روش با مشكلاتي از

اختصاصي مواجه بود و همچنين مقدار زيادي از  هاي غير جايگاه برش
در اين مطالعه روشي ما . شد صرف خريد آنزيم محدودگر مي ها هزينه
هاي محدودگر براي تعيين  اي و بدون استفاده از آنزيم مرحله تك

ابداع كرديم  MMP-9پروموتور ژن  1562-مورفيسم  ژنوتيپ افراد در پلي
شده در  ئهاواقع روش ار در. كند مي  طرف را بر RFLPشكلات روش كه م

چهار پرايمري است كه با تغيير مواد و  ARMSاين مقاله يك نوع 
سازي شده است كه هر چهار  طوري بهينه PCRواكنش  PCRدماي 

موجود  آللبه نوع   كنند و باتوجه مي  شركت PCRپرايمر در يك واكنش 
يك جفت از پرايمرها واكنش تكثير را انجام  ،باشد Tيا  Cكه  DNAدر 
 ،كه طول محصول هر جفت پرايمر متفاوت است دهند و ازآنجايي مي
توان نوع ژنوتيپ فرد را تشخيص  راحتي از روي طول محصول مي به
 ،اوكاياماو يي چون مطالعه در مطالعات ديگري  ARMSروش . داد
ولي در  ،معرفي شد ها ممورفيس عنوان روشي مناسب براي تعيين پلي به

جداگانه لازم بود و امكان  PCRبراي هر جفت پرايمر يك  انآنگزارش 
). 17و  16( وجود نداشت PCRاستفاده از چهار پرايمر در يك واكنش 

اي است كه در آن روشي غير از  هاي ما اين اولين مطالعه طبق دانسته
RFLP مورفيسم پروموتور ژن  براي تشخيص پليMMP-9 شود  ائه ميار

عنوان جايگزيني بسيار مناسب  تواند به اين روش مي ،و طبق نتايج ما
در  -1562مورفيسم  هاي ژنوتيپ پلي در تشخيص RFLPبراي 

  .شوداستفاده  MMP-9پروموتور ژن 
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