
 1387پاييز و زمستان ، 4 و 3، شماره 3دوره ، دانش و تندرستي
  ي و خدمات بهداشتي درماني شاهروددانشگاه علوم پزشك

  E-mail: m.sadeghi@biol.ui.ac.ir ،:  نمابر،09132309718 :تلفن.  بخش ژنتيك- گروه زيست شناسي- دانشكده علوم- دانشگاه اصفهان-اصفهان: ولونويسنده مس*

 ي پژوهشيمقاله

   براي ارزيابي بهبودي بيماران مبتلا به سرطان پستانMMP-9گيري ميزان بيان ژن ندازها
  (.M.D)  2سيمين همتيدكتر ، (.M.Sc) 1*دقيمرتضي صا

  .استاديار گروه راديولوژي و انكولوژي - دانشكده پزشكي-زشكي اصفهان دانشگاه علوم پ- 2.  بخش ژنتيك-  دانشكده علوم- ، دانشگاه اصفهان- 1
  4/10/87 :، تاريخ پذيرش9/9/87: تاريخ دريافت

  چكيده
با توجه به رابطه مقـدار فعـال ايـن          .  آنزيمي با فعاليت پروتئازي است كه تاكنون عملكرد آن در ايجاد چندين سرطان گزارش شده است                (MMP-9) 9-ماتريكس متالو پروتئينازها   :مقدمه

  .ي اين آنزيم در بهبود يا پيشرفت و متاستاز بيماري سرطان پستان پرداختيميها در اين مطالعه ما به بررسي ميزان پلاسماآنزيم و سرطاني شدن سلول
 بيمار داراي سرطان پستان در دو مرحله تشخيص بيماري و بعد از درمان از طريق 98 در پلاسماي نمونه خون گرفته شده از MMP-9در اين مطالعه ميزان بيان  :هامواد و روش

  .  بررسي شد(Gelatin quantitative zymography)زيموگرافي كمي ژلاتين 
 فعال بعد از درمان كاهش محسوسي نسبت به زمان تشخيص بيماري نشان داد و در MMP-9ي ي نفر غلظت پلاسما76 پاسخ مثبت نشان دادند در  بيماري كه به درمان80از كل  :نتايج

 نفر سرطان 6( را نشان دادند از بيماران كه عود مجدد بيماري  نفر18چنين در  هم.ي قبل و بعد از درمان مشاهده نشدي پلاسماMMP-9   نفر از اين بيماران هيچ تغيير در ميزان4
 .اين ميزان نسبت به قبل از درمان افزايش يافته بود)  نفر متاستاز به ديگر نواحي12پستان اوليه و 

هاي ما ميزان  است و طبق يافتهي اين آنزيم و بهبود يا بدخيمي سرطان پستان در گروه مورد مطالعهيدهنده وجود ارتباط بسيار مثبت بين سطح پلاسماهاي ما نشان يافته:گيرينتيجه
MMP-9مورد استفاده قرار گيرد،عنوان عاملي سودمند براي بررسي وضعيت پاسخ بيماران سرطان پستان به درمانتواند بهي ميي فعال پلاسما .  

  

  .پيشرفت تومور، سرطان پستان ،MMP-9بيان : هاي كليديواژه
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Abstract: 
 

Introduction: MMP-9 (matrix metalloproteinase-9) is an enzyme with protease activity the performance of which in creating several 
cancers has been reported up to now. With respect to the relationship between the active form of this enzyme and occurrence of cancer, in 
the present study, we decided to assay the plasma level of this enzyme in recuperating or aggravating and metastasis of the breast cancer.   
Methods: In this study, MMP-9 activity was measured by gelatin quantitative zymography in the euglobulin plasma of 98 patients in two 
steps of diagnosis and after treatment of cancer. 
Results: From the 80 patients with positive response to treatment, in 76 persons, the MMP-9 significantly decreased after treatment 
compared to the time of diagnosis. Whereas in 4 patients, the MMP-9 plasma level did not show any change before and after the 
treatment. Also in 18 patients with recurrence, (6 persons with early breast cancer and 12 persons with metastasis to other tissues) this 
enzyme level increased, compared with the time of diagnosis. 
Conclusion: Our results show a positive correlation between plasma MMP-9 activity and the treatment or metastasis to the other tissues. 
According to our findings, plasma MMP-9 level can be used as a useful factor for investigating the reaction status of breast cancer 
patients to the treatment.  
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  مقدمه
اي است كه اغلب بـا بـه هـم خـوردن و از              سرطان بيماري بسيار پيچيده   

تنظيم خارج شدن تنظيمات هموسـتاتيك داخـل سـلولي و بـين سـلولي               
شود در مراحل بعدي و پيشرفته شدن سرطان و متاسـتاز دادن            شروع مي 

آن علاوه بر به هم خـورن ايـن مـسيرهاي مولكـولي، هـضم تركيبـات                 
كـنش سـلول مهـاجم بـا بافـت هـدف بـراي              و بر هم  ماتريكس سلولي   

پيـشرفت سـرطان    ). 1(جايگزيني آن و متاستاز به بافت جديد لازم است          
هـاي  انـدازد و اسـتراتژي    طور بسيار شديدي بقاء بيمار را به خطـر مـي          به

هـاي سـرطاني    براي تهـاجم سـلول    . كنددرماني را با شكست مواجه مي     
 ـ نفـوذ كننـد و    (Basement membrane) هاپيتليال بايد به داخل بافت پاي

در .  را از بـين ببرنـد   (Extracellular matrix)سد ماتريكس خارج سلولي
هاي پروتئاز داراي نقش بسيار مهمي هستند كه با هضم        اين مرحله آنزيم  

-ماتريكس خارج سلولي و تركيبات آن باعث تسهيل متاستاز دادن سلول          
تاكنون به خـوبي روشـن      ). 1(شوند  هاي ديگر مي  هاي سرطاني به بافت   

هـاي سـالم ميـزان      هاي توموري نـسبت بـه سـلول       شده است كه سلول   
ها كنند و ارتباط مثبت بين ميزان تهاجم سلول       تري توليد مي  پروتئاز بيش 

هـاي تومـور آزمايـشگاهي و هـم در          ها هـم در مـدل     و سطح پروتئاز آن   
نقش كلي پروتئازها و بـه       ).3 و   2(تومورهاي باليني انساني ثابت شده است       

اـ      لـول        (MMPs)خصوص ماتريكس متالوپروتئينازه اـجم س تـاز و ته اـي   در متاس ه
ها با تسهيل كردن شكستن توموري كاملاً اثبات شده و مشخص شده كه اين آنزيم

اـرج    Connective tissue)(اتصالات بافت پيوندي  اـتريكس خ اـت م  و هضم تركيب
اـ     ).6 و 5، 4، 3(نـد  كنسلولي به اين فرآيند كمك مـي  اـلو پروتئينازه اـتريكس مت م

اـت                اي از آنزيم  خانواده اـي پروتئوليـك هـستند كـه در هـضم بـسياري از تركيب ه
اـظ در         ماتريكس خارج سلولي و بافت غشاء پايه ايفاي نقش مي          كننـد و از ايـن لح

اـتولوژيكي داراي اهميـت هـستند          يـن ايـن گـروه       . فرآيندهاي فيزيولوژيكي و پ از ب
MMP-9  (Matrix metalloproteinase-9) تنها عضو اين خانواده است كه به خاطر

-عنـوان مهـم   تائي فيبرونكتين قادر به اتصال و هضم كلاژن به3دارا بودن ساختار    
اـني ايـن ژن مـي                   توانـد در   ترين تركيب غشاء پايه است و از اين نظـر تغييـرات بي

 و  8،  7( ي عملكردهاي مهمي باشـد      ها دارا ها و تغيير رفتار آن    سرطاني شدن سلول  
9(.   

 در انواعي از تومورهاي بدخيم ماننـد        MMP-9ي  يافزايش غلظت پلاسما  
هاي سـر و گـردن،      سرطان پستان، سرطان كولون، سرطان ريه، سرطان      

، 11،  10(و سرطان معده مـشاهده شـده اسـت          ها  كارسينوماي هپاتوسل 
زارش كـرديم كـه وجـود       در تحقيقات قبلي ما گ    ). 16 و   15،  14،  13،  12

 كه با بيان اين ژن در ارتباط است باعث افـزايش شـروع سـرطان                Tالل  
با توجه بـه اهميـت موضـوع، در ايـن مطالعـه بـه       . )17(شود پستان مي

عنوان عاملي براي اطلاع از وضـعيت        به MMP-9بررسي ميزان بيان ژن     
ين راسـتا  ا در .ايمپاسخ بيماران مبتلا به سرطان پستان به درمان پرداخته    

ميزان اين آنزيم را در بيمـاران سـرطاني قبـل و بعـد از درمـان مقايـسه                   
  .ايمنموده

  هامواد و روش
 بيمار زن با تـشخيص وجـود سـرطان پـستان مـورد              98اين مطالعه   در  

ليتـر خـون     ميلـي  3مطالعه قرار گرفتندكه از هر فرد مورد مطالعه، مقـدار           
ليتر بعد از درمـان      ميلي S1 (  ،3(ري  وريدي در مرحله اوليه تشخيص بيما     

گرفته شـد   ) S3(ليتر در طول دوره بعدي درمان        ميلي 3و  ) S2(يا جراحي   
. هاي فاقد مواد ضد انعقاد نگهـداري شـد   و براي استخراج پلاسما در لوله     

براي استخراج پلاسما تيوپ حاوي نمونه خون نيم سـاعت بعـد از لختـه               
دقيقه سانتريفيوژ شد و لخته خون دور     12 براي   g 160شدن خون با دور     

 درجه  -80ريخته شد و پلاسماي تهيه شده از هر فرد تا زمان مطالعه در              
- ميلي 1/0 ، (Euglobulin)براي تهيه يوگلوبين    . گراد نگهداري شد  سانتي

ليتر آب دو بار تقطير مخلوط شد و بـا اسـتفاده از    ميلي9/0ليتر پلاسما با  
سپس اين مخلـوط    و   رسانده شد    5/5 آن به    pHاستيك اسيد يك درصد     

 g 1200 دقيقه بـا دور      10براي يك دقيقه در صفر درجه نگهداري شد و          
ليتر محلـول بـافر فـسفات       يوگلوبين حاصل در يك ميلي    . سانتريفيوژ شد 
  .  حل شدpH 4/7سالين داراي 

 ماه تحت بررسي بودند در اين مـدت وضـعيت   24در اين مطالعه بيماران   
چنين در زمان شـروع ايـن مطالعـه هـيچ          ها بررسي شد و هم     آن توموري

زيمـوگرافي ژلاتـين    . كدام از افراد درمان خاصي را شروع نكـرده بودنـد          
ي فعـال بـه روش زيـر صـورت          اي پلاسـم  MMP-9جهت مشاهده ميزان    

  : گرفت
-به(Sigma)  درصد ژلاتين 1طور همزمان با  درصد به10ژل اكريلاميد 

 ميكروليتـر در هـر   25مر شد و از پلاسماي هر نمونه       يعنوان سوبسترا پل  
 ولت تا زمان رسيدن رنـگ       150چاهك ژل لود شد و الكتروفورز با ولتاژ         

لودينگ بافر به ته ژل صورت گرفت بعد از اتمـام الكتروفـورز ژل بـراي                
 Triton X-100 in %2.5)مدت يك ساعت در بافر رناچوراسيون شـامل  

50 mM Tris–HCl (pH 7.5)) در دماي آزمايشگاه انكوبه گرديد و سپس 
 انكوبه  pH=5/7 درجه در بافر زير با       37 ساعت در دماي     16ژل به مدت    

  .گرديد

بيمـاران  (اند  طور تصادفي انتخاب شده    بيمار كه به   6 ژيموگرام ژلاتين پلاسماي     -1شكل
  ). S2 از مرحله 6 و 5، 1 و بيماران S1 از مرحله 4و 2،3
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ميـزان فعاليـت S1(ز درمـاني قبل و بعـد ايفعال پلاسما  MMP-9 مقايسه-1نمودار
MMP-9         درخون گرفته شده قبل از درمان و S2           ميزان فعاليـت آنـزيم در خـون همـان

  ).افراد در زمان بعد از درمان

(0.15 M NaCl, 10 mM CaCl2, 0.02% NaN3 in 50 mM Tris–HCl) 
 و  %30آميزي و با متـانول       درصد رنگ  05/0و نهايتاً ژل با كوماسي بولو       

 فعال به ترتيب در     MMP-9ناحيه حاصل   . شستشو شد % 10استيك اسيد   
) 28 و   18( كيلو دالتن با استفاده از ماركر قابل شناسائي اسـت            87منطقه  

  ). 1شكل (
 بـا اسـكن بانـدهاي حاصـل         MMP-9ي استاندارد   يميزان فعاليت پلاسما  

 Scanافـزار   و آناليز توسط نرم(Epson GT-9500 scanner)توسط اسكنر

Pack 3.0 (Biometra)عيين شد ت. 
صـورت تـصادفي     بيمار كـه بـه     6 زيموگرام ژلاتين پلاسماي     1در شكل   

ميـزان شـارپ بـودن هـر بانـد          . انتخاب شده اند نمايش داده شده اسـت       
  . فعال موجود در پلاسماي آن فرد استMMP-9نشانگر ميزان 

  نتايج 
ي فعـال ايـن بيمـاران قبـل و بعـد از درمـان و                ي پلاسما MMP-9ميزان  

 نفـر تحـت     78 بيمـار مـورد مطالعـه        98از بين   . زه گيري شد  جراحي اندا 
 نفـر جراحـي بعـد از        16 نفر جراحـي مـستقيم و        62(جراحي قرار گرفتند    

ي خـون گرفتـه شـده ايـن         ي پلاسما MMP-9ميزان بيان   ) شيمي درماني 
 خون گرفتـه  MMP-9با ميزان ) S2(بيماران در زمان بعد از عمل جراحي    

از طريـق زيمـوگرافي مقايـسه شـد         ) S1(شده در قبل از عمـل جراحـي         
  زمـان  نفر از اين افـراد در خـون  74 فعال در MMP-9ميزان  ).1 نمودار(

S2   زمان  درصد نسبت به ميزان خون     50 حدود  S1       كاهش يافتـه بـود و 
بـل و بعـد از درمـان         هيچ تفاوتي در ميـزان ق      ،در چهار بيمار رو به بهبود     

  .مشاهده نشد
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و ميزان ) S3( ما هر شش ماه از بيماران خونگيري كرديم          S2  زمان بعد از 
MMP-9         انـدازه   ،ي بودنـد  ي ـ فعال را در اين بيماران كه تحت درمان دارو 
 بيمـاري كـه عـود       18طور بسيار جالبي ميزان ايـن آنـزيم در          به. گرفتيم

ش يافته  ها مشاهده شد، نسبت به بعد از درمان افزاي        مجدد بيماري در آن   
 نفر داراي متاستاز به ديگر نواحي و شش نفـر           12بود كه از اين بيماران،      

متاستاز اين بيماران توسط تست     (عود مجدد سرطان پستان اوليه داشتند       
هـا و اولتراسـونوگرافي كبـد توسـط پزشـك            ، اسـكن اسـتخوان     Xاشعه  

 ).مشخص شد
د از درمـان     فرد بيمـار كـه بع ـ      12، در   MMP-9ي  يميزان فعاليت پلاسما  

 ارايه  2ها مشخص شد در نمودار      پيشروي مجدد سرطان و متاستاز در آن      
گر ميزان فعاليت اين آنزيم در خـون گرفتـه            نشان  S1نمودار  . شده است 

گـر ايـن     نـشان  S2شده از اين افراد در هنگام تشخيص اوليه بيمـاري و            
ن فعاليـت   ميزا. ميزان در خون گرفته شده همان افراد بعد از درمان است          

  حـدود  S1  نسبت به مرحله      S2آنزيم در پلاسماي اين بيماران در مرحله        
 افـزايش  (AU/ml plasma 1.5)ليتر پلاسـما  واحد آنزيم در هر ميلي 5/1

  .يافته بود
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 بحث
تر آمار مرگ   سرطان پستان بدترين بدخيمي زنان است كه هر ساله بيش         

جـز بعـضي كـشورها      (دهد   زنان را به خود اختصاص مي      ناشي از سرطان  
تومورهـاي ايـن بيمـاري در       ). 20) (كه سرطان ريه اولـين عامـل اسـت        

دهنـد و   بسياري از موارد بعد از شروع مرحله اول درمان تغيير رفتـار مـي             
توان ادعا كرد كه ديگر خطر اين بيماري بيمـار     حتي با جراحي كامل نمي    

ين لحاظ يك پيگيري طولاني مدت بعد از بيمـاري          كند از ا  را تهديد نمي  
تواند براي بررسي نتيجه درمان و مهار بهتر اين بيماري بـسيار مفيـد              مي

 امروزه پيـدا كـردن ماركرهـايي        ،خاطر همين موضوع  به). 22 و   21(باشد  
كه براي رديابي و پيگيري وضعيت درمان مفيد باشند بـراي دانـشمندان             

طور كه ما در مطالعـه قبلـي خـود          همان. ستعنوان يك هدف مطرح ا    به
 فعـال در بيمـاران سـرطان پـستان          MMP-9گزارش كرده بوديم ميـزان      

در اين مطالعه ميزان بيان ايـن  ). 17(نسبت به افراد شاهد افزايش داشت      

 بيمار با پيشروي مجدد سرطان و متاستاز        12 در   MMP-9 فعاليت پلاسمايي    -2نمودار
  قبل و بعد از شروع درمان
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ن را قبل و بعد از جراحي و خارج كردن تومور سرطاني پستان در يـك                ژ
ما .  سال بررسي كرديم   2در طول    نفري بيماران سرطان پستان      98گروه  

-ي اين افـراد مـي     ي پلاسما MMP-9در اين مطالعه دريافتيم كه از ميزان        
عنوان شاخصي ارزشمند بـراي پيگيـري وضـعيت بهبـودي ايـن             توان به 

 فعـال   MMP-9تـوان از ميـزان      عبارت ديگر مـي    به .بيماران استفاده كرد  
 از ظهـور علايـم   ن وضـعيت بيمـاري را قبـل   اموجود در خون اين بيمـار    

  .گيري آن اقدام كردبيني كرد و نسبت به درمان يا پيشباليني پيش
ي بيمـاران سـرطان   ي پلاسـما  MMP-9 ميزان   اين مطالعه هاي  طبق يافته 
 روز بعد از درمان بيماراني كه پاسخ مثبت بـه درمـان        60-120پستان در   

. دهـد يدهند كاهش معناداري نسبت به قبل از انجام درمان نشان م ـ          مي
 بيمـاري كـه دچـار       18چنين ما مشاهده كرديم كه اين ميزان در كل          هم

 نفر ايجاد مجدد سرطان پستان      6(اند  عود مجدد بيماري بعد از عمل شده      
) S1(نـسبت بـه قبـل از عمـل          )  نفر متاستاز به ديگـر نـواحي       12اوليه و   

يـري  دهد و در چهار نفر از بيماران درمان شده هيچ تغي          افزايش نشان مي  
 دهنـده تطـابق   هـا نـشان   در ميزان اين آنزيم مشاهده نشد كه اين يافتـه         

ي اين آنزيم با واكنش افراد مختلف بـه         بسيار زياد ميزان فعاليت پلاسماي    
  .درمان سرطان پستان است

ي بـراي   يبا وجود تعداد مقالات زيادي كه در مورد پيـدا كـردن ماركرهـا             
هـا و   رسد كه هنوز بحـث    ر مي رديابي وضعيت تومورها منتشر شده به نظ      

ها هنوز به يـك     هاي دانشمندان بر سر اين موضوع ادامه دارد و آن         جدال
اند و بايد به تركيبي از چنـد        ي نرسيده ياتفاق واحد در مورد چنين ماركرها     

  ).22(ماركر توجه شود تا حساسيت و ويژگي اين موضوع را افزايش دهد 
اي بـر   وي اثر درمـان دارويـي دوره      اي بر ر  زوكر و همكارانش در مطالعه    

ي ي پلاسـما  MMP-9روي بيماران سرطان پستان و اثر آن بر روي ميزان           
 پرداختند، توانستند ارتبـاط     ELISAاين بيماران از طريق تكنيك حساس       

 و پيشرفت اين بيماري يا كاهش اين آنـزيم          MMP-9مثبتي بين افزايش    
 و  فاريـاس ). 23(كننـد   هـاي خـود گـزارش       و مهار بيمـاري را در نمونـه       

تواند اي نشان دادند كه ميزان فرم فعال اين آنزيم مي   همكاران در مطالعه  
اي بـر   روكا با مطالعه  ). 18. (با ايجاد سرطان پستان و ريه در ارتباط باشد        
 فعـال در پلاسـماي      MMP-9روي جمعيت ايتاليا نـشان داد كـه ميـزان           
به طور قابل توجهي افـزايش  بيماران سرطان پستان نسبت به افراد سالم     

اي ديگر با نتيجه مشابه ميـزان  مانيلو و همكاران در مطالعه   ). 24(يابد  مي
MMP-9        بنـدي بيمـاران سـرطان       را يكي از بهترين ماركرها براي گـروه

  ).25(پستان معرفي كردند 
طوركلي عوامل اصلي براي بررسي وضـعيت بيمـاري سـرطان پـستان       به

هاي متاستازي، بيان   مور، درگيري غدد لنفاوي، بيماري    عبارتند از اندازه تو   
 بـه  erbB-2هاي استروژن و پروژسترون در بافت تومـور و ميـزان            گيرنده

در ايـن مطالعـه مـا       ). 28 و   27،  26(همراه عوامل تكثير و تمايز سـلولي        
عنوان تواند به  فعال پلاسماي بيماران نيز مي     MMP-9دريافتيم كه ميزان    

ها به درمـان    بيني و بررسي وضعيت بيماران و پاسخ آن       يشعاملي براي پ  
هــا تــا كنــون در هــاي آنهــا و مهاركننــدهMMPبيــان . صــورت گيــرد

-كارهاي كم ). 28(گيري شده است    هاي بدن اندازه  تومورهاي انواع بافت  
-ي بـه  ي فعـال پلاسـما    MMP-9تري به بررسي وضعيت آنزيمي و ميزان        

  ). 30 و 29(اند ها پرداختهيماريعنوان عاملي دخيل در بهبود ب
هاي هاي آن با يافته  اين مطالعه براي اولين بار در ايران انجام شد و يافته          

محققين پيشين دركشورهاي ديگر در يك راستا قرار دارد و با توجـه بـه               
 فعال در بيمـاراني كـه بعـد از درمـان            MMP-9افزايش محسوس ميزان    

اند و كاهش اين آنـزيم در افـرادي         شدهدچار پيشرفت بيماري يا متاستاز      
انـد، مـا    كه به درمان دارويي و جراحي بعد از تشخيص پاسخ مثبـت داده            

عنوان  در پلاسماي بيماران سرطان پستان را به  MMP-9ميزان فرم فعال    
عاملي ارزشمند براي بررسي وضعيت بهبودي ايـن بيمـاران بعـد از دوره              

رمـان دارويـي دوره بعـد از جراحـي          ها بـه د   بيني پاسخ آن  درمان و پيش  
  . كنيممعرفي مي

  تشكر و قدرداني
در اين قسمت از بخش انكولوژي دانشكده پزشكي دانـشگاه اصـفهان و             
بخش تحصيلات تكميلي دانـشكده علـوم دانـشگاه اصـفهان بـه خـاطر              
فراهم كردن تجهيزات، از بيمارستان اميد اصفهان به خاطر فراهم كردن           

 انـسيتو انكولـوژي دانـشگاه    دز پروفسور مـاريس اسـتا    چنين ا نمونه و هم  
Buenos Aires هـا   اجـراي تكنيـك  درهايـشان   آرژانتين براي راهنمـايي

  .شودصميمانه تشكر مي
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