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   به عنوان مارکر مولکولیSurvivin-2αبررسی بیان واریانت پیرایشی 
  تومورهاي تیروئیديدر 
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  ، نجف آباد، ايرانانشگاه آزاد اسلامي، واحد نجف آبادد ژنتيک، گروهمربی،  -۱
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  چكيده
هاي توموري و  دليل ناهمگوني بالاي ندول به . باشد ريز ميترين بدخيمي غدد درون  سرطان تيروئيد شايع:زمينه و هدف

 يك اي معرفياي بر هاي گسترده شناسي و فقدان ماركرهاي مولكولي مناسب، تلاشسيب آهاي غيرتوموري تيروئيد از نظر ويژگي
هاي   پروتئيني  خانواده جديدي ازعضوSurvivin .  تشخيص اين ضايعات توموري در حال انجام استجهتماركر مولكولي 

 به عنوان يك ماركر مولكولي جديد مورد هاي اخير بر روي سرطانباشد كه در بررسيمي ريزي شده سلولي  مرگ برنامهةمهاركنند
هاي بالغ  هاي سرطاني در مقايسه با سلول  پيرايشي آن را در سلول  و واريانتSurvivinات، بيان متمايز مطالع. توجه قرار گرفته است

  مارکره عنوان ب Survivin هايترين انواع واريانت، از جديدSurvivin-2α پيرايشي  واريانتتحقيق بيان در اين . دهند نرمال نشان مي
  .سي قرار گرفته استمولکولي در تومورهاي تيروئيد مورد برر

 و بيان آوري  جمع تومورة حاشية نمون۱۴ غيرتوموري و ة نمون۱۴ ،ي تومورة نمون۴۹  بافتي تيروئيد شاملة نمون۷۷ : روش بررسي
  . بررسي شدHemi-Nested RT-PCR توسط روش   واريانتاين

توموري و  گروه غيرنسبت به  تومورة حاشي در گروه،Survivin-2α پيرايشي   واريانتبيانميزان ها نشان داد كه بررسي :ها يافته
  .شودمشاهده ميتوموري يابد و كمترين ميزان بيان در گروه افزايش ميتوموري 

هاي توموري  در سلول2αهرچند بيان واريانت  ،نمايد را تاييد ميهااين سلولدر 2α  بيانبار براي اولين اين نتايج :گيري نتيجه
 بنابراين ظاهراً در پيشروي تومور و طبيعت ، نيست چشمگيرور كاهش نشان داده است، اما اين اختلافنسبت به حاشيه توم

 در گروههاي مختلف 2αتوان چنين بيان نمود كه اختلاف در ميزان بيان واريانت كل مي در. كندها دخالت نميغيرطبيعي سلول
  .ي توموري از انواع غيرتوموري محسوب شودهاتواند ملاك مناسبي جهت تمايز بيماريمورد بررسي نمي

  RT-PCR  Hemi-Nested پيرايشي،  واريانت ،Survivin-2α،  سرطان تيروئيد:ها  واژهکليد
  ۵/۸/۸۸ :رش مقالهي      پذ۱/۶/۸۸ :یي      اصلاح نها۱۶/۳/۸۸ :وصول مقاله

  
  مقدمه

ريز ترين بدخيمي غدد درونشايعسرطان تيروئيد 
ها بيماري  علت مرگ اينگونهتريناست و اصلي

  احتمال ابتلا به اين سرطان در . )۲,۱(گردد  محسوب مي

  
بيشترين ميزان شيوع آن در . زنان سه برابر مردان است

 باشد سال مي۶۵ تا ۵۵ سال و مردان ۵۵ تا ۴۵زنان بين 
هاي سرطان تيروئيد ترين راه تشخيص ندولساده). ۳(
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 ۲۰باشد كه از هر  مياستفاده از روش بيوپسي سوزني 
 و دهدندول سرطاني را نشان ميتست تنها يك مورد 

بندي نتايج باقيمانده تحت عنوان بيماري مشكوك طبقه
هاي تصويري مانند اسكن تيروئيد و تست. شوندمي

هاي سونوگرافي نيز در بيشتر موارد قادر به تفكيك ندول
ورهاي ناهمگوني بالاي توم). ۵,۴( باشندتيروئيدي نمي

به باليني  -شناسيسيبهاي آاظ ويژگيتيروئيدي از لح
همراه كمبود ماركرهاي مولكولي اختصاصي، تشخيص 

هاي توموري از انواع غيرتوموري تيروئيد را با ندول
هاي اخير بنابراين در سال. مشكل مواجه ساخته است

اي به منظور معرفي يك ماركر هاي گستردهتلاش
ماهيت تومورهاي تيروئيدي را مولكولي كه بتواند 

كرده و به عنوان يك عامل كمكي تشخيصي و بيني  پيش
 ها به كار برده شود درآگهي در كنار ساير روشپيش

كه مرگ با توجه به اين. )۷,۶( حال انجام است
هاي دفاعي ريزي شده سلولي يكي از مكانيسم برنامه
 باشد بنابراينها در برابر سرطاني شدن مي سلول

ثر ؤمو عنوان ماركر مولكولي مهم   بهمهاركنندگان آن
. انددر بروز و پيشروي سرطان مورد توجه قرار گرفته

Survivinهاي  عضو جديدي از خانواده پروتئين
 باشد كه بهريزي شده سلولي مي  مرگ برنامهةمهاركنند

 و پيشبرد چرخه مرگ سلوليدليل نقش دوگانه آن در 
از محققان را به خود جلب نموده جه بسياري سلولي تو

هاي جنيني بيان اين ژن به ميزان زيادي در بافت .است
هاي بالغ طبيعي كه بيان آن در بافتشود، در حاليمي

 همچنين بيان اين .)۸( باشدناچيز بوده و قابل رديابي نمي
ژن براي تومور بسيار اختصاصي بوده و به عنوان 

هاي توموري شونده در سلول  مين ترانسكريپتوم بيانرچها

واقع بر روي  ، Survivinژن. )۱۰,۹( معرفي شده است
يند پردازش آدر اثر فر ،۲۵q۱۷شماره كروموزوم 

hnRNAكند كه تا به حال   چندين واريانت توليد مي
 در مطالعات مختلف 2αو Ex3، 2b،  3b∆هاي واريانت

بيان متمايز  ).۱۱(شناسايي و گزارش شده است 
Survivinهاي پيرايشي آن در سلول هاي و واريانت

سرطاني در مقايسه با انواع طبيعي باعث شده است تا به 
). ۱۳,۱۲(عنوان ماركر تشخيصي در سرطان مطرح شوند 

-Survivinدر تحقيق حاضر بيان واريانت پيرايشي جديد 

2α سرطانبروز و پيشروي  در ثرؤعامل بالقوه م به عنوان 
  .ابي قرارگرفته است مورد ارزيئيدوتير
  

   بررسي روش
هاي مورد نظر از بيماران تحت   نمونه:گيري نمونه

 تبريز، زير) ره(عمل جراحي در بيمارستان امام خميني
نظر پزشك فوق تخصص جراحي توراكس و با رضايت 

آوري شدند و پس از قرار دادن در  كامل آنها جمع
مايع  بلافاصله به نيتروژن RNaseهاي عاري از تيوب

 نمونه بافت تيروئيدي ۷۷در مجموع . منتقل گرديدند
بندي تحت نظارت متخصص پاتولوژي در سه گروه طبقه

 نمونه ۱۴ نمونه توموري، ۴۹ها شامل اين گروه. شدند
هاي نهنمو. باشند  تومور ميةمونه حاشي ن۱۴غيرتوموري و 

ليل وجود وري شامل آن بيماراني است كه به دغيرتوم
ر تحت عمل رتوموري تيروئيد از جمله گواتضايعات غي

 تومور نيز از ة انواع حاشي،گرفته بودند جراحي قرار
آوري بافتهاي كنار غدد توموري گروه اول جمع

هاي پاتولوژيكي بيماران مشخصات و ويژگي. گرديدند
  . درج شده است۱مورد مطالعه در جدول 
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  .ي توموري جمع آوري شده استهامشخصات بيماراني که از آنها نمونه :۱جدول

  هاي پاتولوژيکي يافته   جنسيت/سن  نمونه
RT-PCR 
Survivin-

2α  

تومور 
 بدخيم

۱  ۵۹/M 
- اندک، تهـاجـم پري هاي نئوپلاستيک دوکي شکل با سيتوپلاسمسلول

  +  +  نورال

۲  ۵۵/ F  -  -  +  
۳  ۲۴/ F  اي هم هاي نئوپلاستيک با ظاهر زمينه روشن، شيارهاي هستهسلول

  پوشان در فرم پاپيلا، درگيري غدد لنفاوي
-  +  

۴  ۲۸/ F  -  -  +  
۵  ۲۰/ F  -  -  +  
۶  ۳۴/ F  -  -  +  
۷  ۲۷/ F  مينه روشن و واجد شيار، بعضي واجد ز ةهای نئوپلاستيک با هستسلول

هاي چربي فيبردار، تهاجم به ساختارهاي پاپيلاري، تهاجم به بافت
  عروق

-  
+  

۸  ۶۵/ F  -  -  +  
۹  ۵۱/ F  -  +  +  

۱۰  ۴۹/ F  -  +  +  
۱۱  ۶۷/ F  -  +  +  
۱۲  ۳۴/ F  -  +  +  
۱۳  ۱۴/ F  -  -  +  
۱۴  ۱۵/ F  -  +  +  
۱۵  ۳۹/ F  -  +  +  
۱۶  ۵۴/ F  -  +  +  
۱۷  ۴۸/ F  -  -  +  
۱۸  ۳۲/ F  پوشان ای همارهای هستهيک با ظاهر روشن، شيهای نئوپلاستسلول

  برداريهای چربی فتهاجم به بافت
-  +  

۱۹  ۶۴M/  -  +  +  
۲۰  ۵۱/ F  زمينه روشن، بعضي ةهاي نئوپلاستيک با ساختار پاپيلاري، هستسلول 

  واجد شيار همراه با سودوانکلوزيون
+  +  

۲۱  ۶۵/ F  -  +  +  
۲۲  ۴۳/ F  -  +  +  
۲۳  ۴۴/ F  -  +  +  
۲۴  ۲۷/M  -  +  +  
۲۵  ۱۷/ F  -  +  +  
۲۶  ۴۵/ F  -  +  +  
۲۷  ۱۵/ F  -  +  +  
۲۸  ۳۴/M  پوشان در فرم اي همرهاي هستههائي با ظاهر زمينه روشن، شياسلول

  پاپيلا، تهاجم به کپسول و عروق
+  

+  

۲۹  ۶۵/ F  -  +  +  
۳۰  ۴۵/ F  -  +  +  
۳۱  ۴۱/ F  -  +  +  
۳۲  ۲۸/M  -  -  +  
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۳۳  ۵۰/ F  زمينه روشن، بعضي ةهاي نئوپلاستيک با ساختار پاپيلاري، هستسلول 
  واجد شيار همراه با سودو انکلوزيون

-  +  

۳۴  ۶۷/M  هاي گرد منفرد و سيتوپلاسم  حال تکثير با هستههاي درسلول
   متغيرةهايي با اندازائوزينوفيليك، آرايش يافته به صورت فوليکول

+  +  

۳۵  ۴۹/M  -  -  +  
۳۶  ۳۴/ F  -  +  -  
۳۷  ۲۹/M  -  -  -  
۳۸  ۱۵/ F  -  +  -  
۳۹  ۳۸/M  -  -  -  
۴۰  ۴۳/ F  کيلينوفيتوپلاسم فراوان ائوزير واجد سيهای در حال تکثسلول  +  -  
۴۱  ۳۷/ M  -  +  -  
۴۲  ۵۳/M  -  +  -  
۴۳  ۳۷/ F  -  +  -  
۴۴  ۳۷/ F  -  -  -  
۴۵  ۴۵/ F  -  -  -  
۴۶  ۴۲/ F  -  -  -  
۴۷  ۲۸/ F  -  +  -  
۴۸  ۴۸/ F  -  +  -  
۴۹  ۵۳/ F  هاي نئوپلاستيک با الگوي فوليکولار، پلي مورفيسم غير تيپيک سلو ل

  يتوپلاسم ائوزينوفيليکي کم ساي با هسته
+  -  

      
                             M: Male       F: Female  

  
  

هاي  از نمونهRNA استخراج :RNAاستخراج 
 و بر  RNX plusTMبافتي فريز شده با استفاده از محلول

 -سيناژن(اساس دستورالعمل شركت سازنده انجام شد 
 از نظر آلودگي RNAبه دليل حساسيت كار با ). ايران

سازي اين آنزيم كليه لوازم ، جهت غيرفعالRNaseبا 
.  درصد تيمار گرديدDEPC ۱/۰مورد استفاده با محلول 

هاي بافتي توسط هموژنايزر در پس از خرد كردن نمونه
گرم از بافت  ميلي۱۰۰ تا ۵۰نيتروژن مايع، به ازاي هر 

 و كاملاًافه  اضRNX plusمحلولليتر از  ميلي۱نظر  مورد
حلول كلروفرم  توسط مRNAسپس . يكنواخت شد

. جداسازي و با استفاده از ايزوپروپانول رسوب داده شد
 ۱/۰ پس از شستشو توسط اتانول در  RNAرسوب 

سپس كميت و .  نگهداري گرديدEDTAمول  ميلي

دست آمده به ترتيب با دستگاههاي ي به هاRNAكيفيت 
 و الكتروفورز ژل آگارز مورد بررسي فتومتررواسپكت

  .قرارگرفتند
ه عنوان  ب2mβدر اين مطالعه از ژن  :حي پرايمرطرا

كنترل داخلي استفاده شد و براي تكثير آن از پرايمرهايي 
كه توسط بابايي و همكاران طراحي شده بود استفاده 

پس از ، Survivin-2αجهت تكثير ژن . )۱۴ (گرديد
 پرايمر NCBIدستيابي به توالي موردنظر از طريق سايت 

نگارش  (Generunnerافزار از نرممربوطه با استفاده 
طراحي و توسط ) Hastings software كمپاني ۲۰/۳

 توالي و . هلند ساخته شدBioscience BVشركت 
  :باشدمشخصات اين پرايمرها به صورت زير مي

 
Human β2m (NM-00114048): 
(HBF): 5’- CTA CTC TCT CTT TCT GGC CTG-3’  
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(HBR): 5’- GAC AAG TCT GAA TGC TCC AC-
3’  
Survivin 2α (AY927772): 
Human Survivin 2α Forward Primer (HS2αF1): 5'-
TGG CAG CCC TTT CTC AAG-3' 
Human Survivin 2α Reverse Primer (HS2αR): 5'-
AAC CCT CCC ATA CTA AGT GTC-3'  
Human Survivin 2α Forward Primer (HS2αF2): 5'-
ACCACCGCATCTCTACATTC-3'  
 

  :Hemi-Nested RT-PCRواکنش 
معادل  (RNA ميزان مساوي از هر نمونه RT: واکنش -
شركت (توسط آنزيم رونويسي معکوس )  ميكروگرم۵

 Oligo و پرايمر (RevertAid™ M-MLV) )فرمنتاز

dT به ،cDNAتبديل شد .  
براي PCR  واكنش :Hemi-Nested PCR واکنش -

پرايمرهاي  در دو مرحله توسط Survivin-2αژن 
پرايمرهاي مورد . خارجي و داخلي صورت گرفت

كنند  جفت باز را توليد مي۲۶۶اي با طول استفاده قطعه
 به عنوان كنترل داخلي 2mβاز ژن  ).۱ و ۲شكل (

براي اطمينان از عدم آلودگي، يك تيوب . استفاده شد
جاي  كار رفت كه در آن بهنيز به عنوان كنترل منفي به

cDNAپس از .  دوبار تقطير استريل استفاده شد از آب
ي ي قطعهبراي اطمينان از تكثير بهينه  PCRانجام واكنش 

 درصد ۲گارز توسط ژل آ  PCRموردنظر، محصولات 
  .بررسي شد

به منظور تأييد هويت قطعه حاصل از  :تعيين توالي
PCR نوكلئوتيدي ۲۶۶، باند Survivin-2α از ژل 

و پس از تعيين توالي ) ران اي-سيناژن(استخراج شد 
با توالي موجود ) Microgene(توسط شركت ميكروژن 

  .در بانك ژني مقايسه گرديد
  

  
  

  ). ميخم و خوشيبدخ(هاي توموري   در نمونه 2mوSurvivin-2α  ژن PCRطرح الکتروفورز محصولات : ۱شکل 
  مي تومور بدخ:.M.T. ميختومور خوش: .B.T. دهدن سمت چپ مارکر را نشان میيلا

  

  
   2m وSurvivin-2α   ژن PCRالگوي الکتروفورز محصولات : ۲شکل 
  ه توموريحاش: .M. ر توموري غ.N.T:ه توموریيهاي غير توموري و حاش در نمونه

    

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

jk
u.

m
uk

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

8-
21

 ]
 

                               5 / 9

https://sjku.muk.ac.ir/article-1-214-fa.html


 ...بررسی بیان واریانت       30

 1388یز ئپا/ دوره چهاردهم/ مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان

   ها يافته
 ة نمون۴۹نه بافت تيروئيدي شامل  نمو۷۷در مجموع 

 تومور ة حاشية نمون۱۴ غيرتوموري و ة نمون۱۴توموري، 
هاي توموري به ترتيب د مطالعه قرارگرفت كه نمونهمور

 ۴۹از ميان . خيم بودخوش  مورد بدخيم و۱۴ و ۳۵شامل 
بودند  نفر مرد ۱۱ نفر زن و ۳۸مورد بيمار واجد تومور 

. مشاهده شد برابر مردان ۴/۳  تقريباً به ميزاندر زنانكه 
 را Survivin-2α افزايش بيان واريانت پيرايشي هابررسي

 تومور نسبت به موارد غيرتوموري نشان ةر گروه حاشيد
هاي براي نمونه درصد ۷/۸۵دهد كه اين مقدار مي

توموري   درصد در موارد غير۴/۷۱ تومور و ةحاشي
باشد؛ اين درحالي است كه كمترين بيان در گروه  مي

 ۸/۶۲ كه از اين مقدار بود درصد ۲/۶۳توموري به ميزان 
خيم  درصد موارد خوش۲/۶۴و هاي بدخيم درصد نمونه

  ).۱نمودار ( را نشان دادند Survivin-2αبيان 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   . تومورةهاي توموري، غيرتوموري و حاشي در گروهSurvivin-2α درصد بيان واريانت پيرايشي ةمقايس: ۱نمودار 
  .ده شده استتا توموري به وضوح نشان دا تومور ةهاي حاشياز نمونه 2α ميزانافزايش 

  
  بحث 

 زريدرونمی غدد ي بدخترين شايع تيروئيدسرطان 
باً سه برابر مردان ي زنان تقروع آن دريشزان يم). ۱(است 

 آنها بروز زندگیانی يهای مشتر در دههيباشد و بمی
  دهند که در های انجام شده نشان میبررسی). ۲(ابد ي می

  
  

ان ي در م شايع  جزء ده سرطانتيروئيد سرطان ۱۳۸۴سال 
   درصد است ۳زان آن ـيرقی بوده و مـان شـجيان آذرباـزن
 حاضر اساس لت موضوع در حايبا توجه به اهم). ۱۵(

شتر در ي، بتيروئيدقات انجام شده بر روی سرطان يتحق
 لذا ،باشدم ژنتيكي و مولكولي آن میي درک مفاهةنيزم

رفی مع رهای فراوانی به منظور تلاشيهای اخدر سال

  حاشيه توموري  غيرتوموري  توموري

صد
در
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های ت متنوع ندوليک تومور مارکر که بتواند ماهي
ک فاکتور يعنوان نی نموده و به يبشيی را پتيروئيد

های ر روشيآگهی در کنار ساشيو پصی يکمکی تشخ
کار برده شود در حال انجام نی بهيبال -شناسیبيآس

  . است
 Survivinشی يرايهای پانتيامروزه با کشف وار

ری يگآنها و شکلان يی ارتباط مياساتلاش در راستای شن
ه يچند مطالعات اول هر. تومور در حال انجام است

ه ي با تومورهای اولSurvivinان يان بيدهنده ارتباط م نشان
باشد ولی تاکنون اطلاعات جامعی راجع به ارتباط  می

شی آن در تومورهای يرايهای پانتين ژن و واريان ايب
ن منظور در يبد). ۱۷,۱۶(ت امده اسيدست نی بهتيروئيد

ای هين است تا اطلاعات اولي حاضر تلاش بر اةمطالع
-Survivin د يشی جديرايانت پيان واريراجع به ارتباط ب

2α ديدست آی بهتيروئيدهای در ندول.  
مطالعات انجام شده بر روی تومورهای مختلف از 

ه، مری و روده نشان ينه، معده، ريهای سجمله سرطان
ان يهای سرطانی بشتر سلولي در بSurvivinکه است داده 

 آن قابل انيعی بيهای طبحالی که در سلول ابد، دريمی
ن آن در يئان پايزان بين مين همچ.باشد آشکارسازی نمی

موس، پانکراس، معده، يعی مانند تيهای بالغ طببافت
های خون مشاهده تيو لنفوس  +CD3ادیيهای بنسلول

  .)۱۸,۹(شده است 
ک ي استفاده از تکن بام شده انجاقاتيتحق

 و ۲۰۰۶می توسط دو و همکاران در سال يستوشيمنوهيا
 در Survivin نشان داد که ۲۰۰۳تو و همکاران در سال يا

 و آشکارسازی يي قابل شناساتيروئيدبافت نرمال 
-RTک يو با استفاده از تکنيترحالی که  باشد، در نمی

PCR فت را در باان اندک آنيزان بيو وسترن بلات م
 همچنين مطالعات انجام.  نمودنديي شناساتيروئيدنرمال 

ران و همكاران نشان گشده بر روي سرطان سينه توسط و
 Survivin ،هاي حاشيه تومور اين بافتداد كه در نمونه

 به ميزان بسيار 3b و  Ex3،2b∆هاي پيرايشي و واريانت
   ).۱۶-۲۰(يابند ناچيزي بيان مي

های  و همکاران در بررسیCaldas ،۲۰۰۵سال در 
ه، رحم و ينه، ريهای سلولی سخود بر روی رده

 آنها .ی نمودندي را شناسا2αانت يمدولابلاستوما وار
سه با ي در مقا2αو Survivin زمان ان همي بةضمن مطالع

 2αانت ي اذعان نمودند که وار،انيهای فاقد بسلول
ش ي با افزا راSurvivinی کيآپوپتت آنتیياحتمالاً خاص

  ). ۱۱(دهد کاهش میها، آپوپتوز در سلول
نتايج ما نيز براي اولين بار بيان واريانت پيرايشي 

Survivin-2αهاي توموري تيروئيد را تاييد  در سلول
 یهاهمچنين بيان اين واريانت در سلول. نمايدمي

شود كه بيان  تومور نيز مشاهده ميةغيرتوموري و حاشي
ها هاي حاشيه تومور بيشتر از ساير گروهدر نمونه

هاي توموري  در سلول2αيان واريانت بچند  هر. باشد مي
 اما اين اختلاف چشمگير ،كاهش نشان داده است

در پيشروي تومور و ماهيت   بنابراين ظاهراً.باشد نمي
رسد نظر مي چنين به. كندها دخالت نميغيرطبيعي سلول
خيم به  در تبديل انواع توموري خوشكه اين واريانت

  .نمايداي ايفاء نميبدخيم نيز نقش ويژه
  
  گيري نتيجه

در مجموع با توجه به نتايج به دست آمده چنين 
 2αتوان بيان نمود كه اختلاف در ميزان بيان واريانت مي

تواند ملاك در گروههاي مختلف مورد بررسي، نمي
ري تيروئيد از انواع تومو مناسبي جهت تمايز موارد غير

با توجه به جديد بودن موضوع و مطالعات . باشدسرطاني 
 نسبت به ساير Survivin-2αاندكي كه بر روي 
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، ارتباط  انجام شده استSurvivinهاي پيرايشي واريانت
ن به عنوان واريانت با تومورزايي و ارزيابي آبيان اين 

يق بيان ها و بررسي دقيك تومور ماركر در ديگر سرطان
Survivin-2αدر راستاي به ،هاهمراه ساير واريانت به 

  .شود پيشنهاد ميتر و بهتر دست آوردن اطلاعات جامع
  

  تشکر و قدردانی
مراتب تشکر و قدردانی خود را از مقاله سندگان ينو

ز و يژوهشی و تحصيلات تکميلی دانشگاه تبرمعاونت پ
مارستان يژی بون از کارکنان اتاق عمل و بخش پاتوليهمچن

  .دارند ز ابراز میينی تبريامام خم
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