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چکیده
می باشد که نقش مهمی در تنظیم (IAP)هاي مهارکننده آپوپتوز ینجدیدي از خانواده پروتئعضو Survivin:زمینه و هدف
هاي هاي توموري بر خلاف سلولاین ژن در سلولزکند. بیان متمایایفا میشده سلولریزي مرگ برنامهت از ممانعچرخه سلولی و 

-غدد درونترین بدخیمیسرطان تیروئید شایعکریپتوم عمده در تومورها معرفی کرده است.آن را به عنوان چهارمین ترانسنرمال،
شناسی و فقدان مارکرهاي هاي آسیبر ویژگیاز نظتیروئید موري واي توموري و غیرتهناهمگونی بالاي ندولدلیل بهباشد.ریز می

اي براي معرفی یک مارکر مولکولی جهت تشخیص این ضایعات توموري در حال هاي گستردهتلاشامروزه مولکولی مناسب، 
هاي بالغ هاي سرطانی در مقایسه با سلوللپیرایشی آن را در سلوهايو واریانتSurvivinها، بیان متمایز بررسی.انجام است

به عنوان مارکرهاي Survivin-3αو Survivin-3bهاي پیرایشی نوین در این مطالعه بیان واریانت. دهندنرمال نشان می
تشخیصی در تومورهاي تیروئیدي مورد بررسی قرار گرفته است.

ي نمونه14توموري، ينمونه49ي بافتی تیروئید شامل مونهن77و طی آناستتوصیفیاین مطالعه از نوع :روش بررسی:
Hemi-Nested RT-PCRهاي موردنظر توسط روش آوري و بیان واریانتي تومور جمعي حاشیهنمونه14غیرتوموري و 

.مورد بررسی قرار گرفت
گروه توموري نسبت بهدر گروهSurvivin-3αو Survivin-3bپیرایشی ها نشان داد که میزان بیان واریانتبررسینتایج:
شود.مشاهده میي تومور گروه حاشیهیابد و کمترین میزان بیان در افزایش میتوموريغیروي تومورحاشیه

بـا  نمایـد. تاییـد مـی  هـاي تیروئیـدي  سلولدر راSurvivin-3αو Survivin-3bبار بیان این نتایج براي اولیننتیجه گیري:
را مذکورهاي نتایج حاصل، عملکرد واریانتمجموعدر،هاي توموريدر سلول3αو 3Bهاي واریانتقابل توجه ن توجه به بیا

هـاي  در پیشرفت سرطان تیروئید نشان داده و شایستگی آنها را به عنوان مارکر مولکولی بالقوه در تشـخیص و طبقـه بنـدي نـدول    
.سازدتوموري و غیرتوموري تیروئید مطرح می

RT-PCRHemi-Nestedپیرایشی، واریانت، Survivin-3b ،Survivin-3αسرطان تیروئید، کلیدي:اژه هايو

9/6/91پذیرش:22/3/91اصلاحیه نهایی:25/5/90وصول مقاله :
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مقدمه
ــد جــز  ــک درصــد ســرطان ءســرطان تیروئی ــدخیم ی هــاي ب

90ترین بدخیمی سیستم اندوکرینی بوده و اما شایع،باشدمی
بیشترین میزان ). 1دهد (ها را به خود اختصاص میدرصد آن

سـال  65تـا  55سال و مردان 55تا 45شیوع آن در زنان بین 
احتمال ابتلا به ایـن سـرطان در زنـان سـه     و گرددشاهده میم

-سادهاستفاده از روش بیوپسی سوزنی.)2برابر مردان است (
باشـد کـه از   میهاي سرطان تیروئید ترین راه تشخیص ندول

دهـد  تنها یک مورد ندول سرطانی را نشان میآزمون20هر 
بنـدي  و نتایج باقیمانده تحت عنوان بیمـاري مشـکوك طبقـه   

اسـکن  سـونوگرافی و هـاي تصـویري ماننـد   شوند. تسـت می
هــاي تیروئیــد نیــز در بیشــتر مــوارد قــادر بــه تفکیــک نــدول 

تومورهــاي ). نـاهمگونی بـالاي   3و4باشــند (تیروئیـدي نمـی  
بـالینی بـه   -شناسـی هـاي آسـیب  تیروئیدي از لحاظ ویژگـی 

همــراه کمبــود مارکرهــاي مولکــولی اختصاصــی، تشــخیص 
از انواع غیرتوموري تیروئید بـا مشـکل   راهاي توموريندول

هـاي  هـاي اخیـر تـلاش   مواجه ساخته است. بنـابراین در سـال  
انـد  اي به منظور معرفی یک مارکر مولکولی کـه بتو گسترده

و بـه عنـوان   نمـوده بینـی ماهیت تومورهاي تیروئیدي را پیش
آگهـی در کنـار سـایر    یک عامل کمکـی تشخیصـی و پـیش   

ــرده شــود درحــال انجــام اســت (  روش ــه کــار ب ــا ب ). 5و6ه
Survivin  ــروتئین ــانواده پـ ــدي از خـ ــو جدیـ ــاي عضـ هـ

باشـد کـه بـه    ریزي شده سلولی مـی ي مرگ برنامهمهارکننده
مرگ سلولی و پیشبرد چرخه تنظیم ه آن در دلیل نقش دوگان

سلولی توجه بسیاري از محققان را به خود جلب نموده است؛ 
د، در گردهاي جنینی بیان میادي در بافتاین ژن به میزان زی

هاي بالغ طبیعی ناچیز بـوده و قابـل   که بیان آن در بافتحالی
بسیار همچنین بیان این ژن براي تومور ؛)7باشد (ردیابی نمی

شونده اختصاصی بوده و به عنوان چهارمین ترانسکریپتوم بیان
ــلول ــت (   در سـ ــده اسـ ــی شـ ــوري معرفـ ــاي تومـ ). 8و9هـ

، در 25q17واقع بر روي کروموزوم شماره ،Survivinژن

تولیـد هـاي مختلفـی  واریانـت hnRNAاثر فرایند پردازش 
و Ex3 ،2b،2α ،3b∆هـاي  کند که تا به حال واریانـت می
3α  ؛ بـا  در مطالعات مختلف شناسایی و گزارش شده اسـت

ریـزي شـده سـلولی یکـی از     کـه مـرگ برنامـه   توجه بـه ایـن  
باشـد ها در برابر سرطانی شدن میهاي دفاعی سلولمکانیسم

عنـوان مـارکر مولکـولی مهـم     رو مهارکننـدگان آن بـه  از این
انـد  موثر در بروز و پیشروي سرطان مورد توجـه قـرار گرفتـه   

هـا ي پیرایشـی آن   و واریانـت Survivin). بیان متمایز 10(
هاي سرطانی در مقایسه با انواع طبیعـی باعـث شـده    در سلول

ن مارکر تشخیصی در سـرطان مطـرح گردنـد   است تا به عنوا
ــاکنون مطالعـ ـ).11و12( ــی ت ــاط  ات مختلف ــه ارتب در زمین

با توموهـاي مختلـف انجـام    3αو 3bیرایشی هاي پواریانت
ــده ــد   13-17(شـ ــز هماننـ ــت نیـ ــن دو واریانـ ــراي ایـ ) و بـ

Survivin و∆Ex3  نقش ضدآپوپتوزي پیشنهاد گردیـده
پیرایشی نوینهاي در تحقیق حاضر بیان واریانت). 18است (

Survivin-3bوSurvivin-3α    به عنـوان عامـل بـالقوه
ــابی      ــورد ارزی ــد م ــرطان تیرئی ــروي س ــروز و پیش ــوثر در ب م

قرارگرفته است.

بررسیروش
هـاي مـورد   نمونهوام شد جانتوصیفی این مطالعه به صورت 

ــام     ــتان ام ــی در بیمارس ــل جراح ــت عم ــاران تح ــر از بیم نظ
خمینی(ره) تبریـز، زیرنظـر پزشـک فـوق تخصـص جراحـی       

آوري شدند و پس از ها جمعتوراکس و با رضایت کامل آن
بلافاصــله بــه ،RNaseهــاي عــاري از قــرار دادن در تیــوب

نمونـه بافـت   77مـایع منتقـل گردیدنـد. در مجمـوع     نیتروژن
تیروئیدي تحت نظـارت متخصـص پـاتولوژي در سـه گـروه      

14نمونـه تومـوري،   49ها شـامل  بندي شدند. این گروهطبقه
باشــند. ي تومــور مــینمونــه حاشــیه14نمونـه غیرتومــوري و  

اسـت کـه   نمونـه هـایی  دسته از غیرتوموري شامل آنموارد
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یل وجود ضایعات غیرتوموري تیروئید از جملـه  به دلبیماران
ي گواتر تحت عمل جراحی قرارگرفته بودنـد؛ انـواع حاشـیه   

-هاي کنار غدد تومـوري گـروه اول جمـع   تومور نیز از بافت
. آوري گردیدند

هـاي بـافتی   از نمونـه RNAاسـتخراج  :RNAاستخراج 
و بـر اسـاس   RNX plusTMفریز شده با استفاده از محلول

ایـران). بـه   -ورالعمل شرکت سازنده انجام شد (سـیناژن دست
، RNaseاز نظـر آلـودگی بـا    RNAدلیل حساسیت کار با 

سازي این آنزیم کلیه لـوازم مـورد اسـتفاده بـا     جهت غیرفعال
ــد. پــس از خــرد  DEPC1/0محلــول  درصــد تیمــار گردی

هاي بافتی توسط هموژنایزر در نیتروژن مایع، بـه  کردن نمونه
لیتـر از  میلی1گرم از بافت موردنظر میلی100تا 50ازاي هر
اضافه و کاملا یکنواخـت شـد. سـپس    RNX plusمحلول 
RNA      توسط محلـول کلروفـرم جداسـازي و بـا اسـتفاده از

پــس از RNAایزوپروپــانول رســوب داده شــد. رســوب    
نگهـداري  EDTAمـول  میلـی 1/0شستشو توسط اتانول در 

دسـت آمـده بـه    ي بـه RNAگردید. سپس کمیت و کیفیت
هاي اسپکتروفتومتر و الکتروفورز ژل آگارز ترتیب با دستگاه

.)1(شکل مورد بررسی قرارگرفتند

بیانگر کیفیت rRNAژل و حضور باندهاي واضح هاي پایینی. فقدان اسمیر در قسمتهاي استخراجی بر روي ژل آگارزRNA: کیفیت1شکل
.باشدمیهاعدم تجزیه آنهاي استخراجی و RNAبالاي 

بـه عنـوان   2mβدر ایـن مطالعـه از ژن   طراحی پرایمـر:  
کنترل داخلی استفاده شد و براي تکثیر آن از پرایمرهایی که 
توسط بابایی و همکاران طراحـی شـده بـود اسـتفاده گردیـد     

Survivin-3αو Survivin-3bتکثیر ژن منظوربه). 19(

NCBIوردنظر از طریق سایت پس از دستیابی به توالی منیز 

ــرم     ــتفاده از ن ــا اس ــه ب ــر مربوط ــزار پرایم Generunnerاف

) طراحـی و  Hastings softwareکمپـانی  20/3(نگارش 

هلند ساخته شـد. تـوالی   Bioscience BVتوسط شرکت 
باشد:و مشخصات این پرایمرها به صورت زیر می

Human β2m (NM-00114048):
(HBF): 5’- CTA CTC TCT CTT TCT
GGC CTG-3’
(HBR): 5’- GAC AAG TCT GAA TGC
TCC AC-3’

Survivin-3b (HS3BF1):
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Human Survivin-3b Forward Primer
(HS3BF1): 5'-TGG CAG CCC TTT CTC
AAG-3'
Human Survivin-3b Reverse Primer
(HS3BR): 5'-ACA GAC CCT GGC AAA
CAT C-3'
Human Survivin-3b Forward Primer
Nested (HS3BF2): 5'-
ACCACCGCATCTCTACATTC-3'

:Hemi-Nested RT-PCRواکنش 
RNAبــه میــزان مســاوياز هــر نمونــهRT:واکــنش -

ــزیم رونویســی معکــوس  ،میکروگــرم)5(معــادل  توســط آن
و پرایمـر  (RevertAid™ M-MLV)(شرکت فرمنتاز) 

Oligo dT بهcDNA.تبدیل شد
PCRواکــنش : Hemi-Nested PCRواکــنش -

دو مرحلـه  درSurvivin-3αو Survivin-3bبـراي ژن  
رجی و داخلی صورت گرفـت. پرایمـر  توسط پرایمرهاي خا

بـه  را جفـت بـاز   283و400اي بـا طـول   مورد استفاده قطعـه 

-تولید مـی Survivin-3αو Survivin-3bترتیب براي 
به عنوان کنترل داخلـی اسـتفاده   2mβاز ژن ؛ درضمن د کن

ان شد. براي اطمینان از عدم آلودگی، یک تیوب نیز بـه عنـو  
از آب cDNAجـاي  کار رفت که در آن بـه کنترل منفی به

. پـس از انجـام واکـنش    گردیـد دوبار تقطیر استریل اسـتفاده  
PCR ــه ــر بهین ــان از تکثی ــراي اطمین ــهب ــوردنظر، ي قطع ي م

مـورد بررسـی   درصد 2توسط ژل آگارز PCRمحصولات 
.)2(شکل قرارگرفتند

، PCRعه حاصل از به منظور تأیید هویت قطتعیین توالی: 
ــد  ــدي 400بانـــ ــد Survivin-3bنوکلئوتیـــ 283و بانـــ

-از ژل استخراج شد (سـیناژن Survivin-3αنوکلئوتیدي 
ــروژن     ــرکت میک ــط ش ــوالی توس ــین ت ــس از تعی ــران) و پ ای

)Microgene  ــی مقایســه ــوالی موجــود در بانــک ژن ــا ت ) ب
.گردید

Survivin-3αژنPCRمحصولات طرح الکتروفورز -2شکل  ,Survivin-3Bو2mخیم). لاین سمت چپ هاي توموري (بدخیم و خوشدر نمونه
.: تومور بدخیم.M.Tخیم. : تومور خوش.BTدهد. مارکر را نشان می

ها یافته
ــدي شــامل  77در مجمــوع  ــت تیروئی ــه باف ــه49نمون ي نمون

ي ي حاشــیههنمونــ14ي غیرتومــوري و نمونــه14تومــوري، 
وري به ـهاي تومونهـور مورد مطالعه قرارگرفت که نمـتوم

خیم بود. از میـان  مورد بدخیم وخوش14و 35ترتیب شامل 
نفـر مـرد بودنـد    11نفر زن و 38مورد بیمار واجد تومور 49

برابـر مـردان مشـاهده شـد.    4/3که در زنان تقریبـاً بـه میـزان    
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-Survivinپیرایشـی  هـاي ها افزایش بیان واریانـت بررسی

3bنشـان  ي نسبت به موارد حاشیه تومـور توموررا در گروه
يهـاي تومـور  درصد براي نمونه9/48دهد که این مقدار می
بیـان  میزانباشد؛ توموري میحاشیه درصد در موارد 2/14و 

بیـان ایـن   درضـمن ؛درصـد بـود  5/28توموري غیردر گروه 
یم به ترتیب ـخیم و بدخخوشهاي تووري در نمونهواریانت

و 1نمودارهاي (درصد مشاهده گردید7/35درصد و2/54
همچنـین مشــاهدات مــا افـزایش بیــان واریانــت پیرایشــی   ).2

Survivin-3α را در گروه توموري نسبت به موارد حاشیه
ها حاکی از بیان این واریانت در دهد. بررسیتومور نشان می

-درصـد از نمونـه  7/35تومـوري،  هايدرصد از نمونه1/59
هاي حاشـیه تومـور   درصد از نمونه4/21هاي غیرتوموري و 

8/42هاي بـدخیم و  درصد از نمونه7/65درضمنباشند؛می
خیم از نظر بیان این واریانت مثبت هاي خوشدرصد از نمونه

).2و 1(نمودارهاي بودند

بیان این دو میزان کاهش.ي تومورهاي توموري، غیرتوموري و حاشیهدر گروهSurvivin-3αو Survivin-3bپیرایشی هايتي درصد بیان واریانیسه: مقا1نمودار 
به وضوح نشان داده شده است.ي تومورتا حاشیههاي تومورينمونهواریانت در 

خیم، بدخیم، غیرتوموري و حاشیه تومور.هاي توموري خوشگروهدر Survivin-3αو Survivin-3bهاي پیرایشی مقایسه درصد بیان واریانت: 2نمودار 
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بحث 
هـاي بـدخیم و  یـک درصـد سـرطان   ءجـز سرطان تیروئیـد 

). میــزان 1و 20ریــز اســت (نتــرین بــدخیمی غــدد دروشــایع
باشـد و بیشـتر در   شیوع آن در زنان تقریباً سه برابر مردان می

هـاي  ). بررسـی 20د (کن ـهاي میانی زندگی آنها بروز میدهه
دهند کـه سـرطان تیروئیـد    نشان می1384در سال انجام شده

در میان زنان آذربایجان شـرقی بـوده و   جزء ده سرطان شایع
ــزان آن  ــذا21درصــد اســت (3می ــا )؛ ل ــت  ب ــه اهمی توجــه ب

هـاي فراوانـی بـه منظـور     هـاي اخیـر تـلاش   ؛ در سالموضوع
هـاي  ند ماهیت متنوع نـدول معرفی یک تومور مارکر که بتوا

بینی نموده و به عنوان یک فاکتور کمکـی  ي را پیشتیروئید
-هـاي آسـیب  آگهـی در کنـار سـایر روش   تشخیصی و پیش

کار برده شود در حال انجام است. بالینی به-شناسی
تلاش در Survivinهاي پیرایشی امروزه با کشف واریانت

گیـري تومـور در   شـکل راستاي شناسایی ارتباط میان آنهـا و  
دهنـده ارتبـاط   حال انجام است. هرچند مطالعات اولیـه نشـان  

باشد ولی تاکنون با تومورهاي اولیه میSurvivinمیان بیان 
هـاي  اطلاعات جامعی راجع به ارتباط بیان این ژن و واریانت

دسـت نیامـده اسـت    ي بـه یرایشی آن در تومورهاي تیروئیدپ
ي حاضـر تـلاش بـر ایـن     مطالعـه ). بدین منظـور در 22و23(

هـاي اي راجع به ارتباط بیان واریانـت است تا اطلاعات اولیه
ــد  ــی جدیـ در Survivin-3αو Survivin-3bپیرایشـ

دست آید.ي بههاي تیروئیدندول
انجـام شـده بـر روي تومورهـاي مختلـف از      هايبررسی

ده هاي سینه، معده، ریـه، مـري و روده نشـان دا   جمله سرطان
-هاي سرطانی بیـان مـی  در بیشتر سلولSurvivinاست که 

ــود ــلول ، درش ــه در س ــالی ک ــل  ح ــان آن قاب ــی بی ــاي طبیع ه
باشـد؛ همچنـین میـزان بیـان پـایین آن در      آشکارسـازي نمـی  

-هاي بالغ طبیعی مانند تیموس، پانکراس، معـده، سـلول  بافت
هاي خون مشاهده شده است و لنفوسیت+CD3هاي بنیادي

انجـــام شـــده بـــا اســـتفاده از تکنیـــک  مطالعـــات)8و23(
دو و2003ایتو و همکاران در سـال  ایمنوهیستوشیمی توسط

در بافت Survivinنشان داد که 2006و همکاران در سال 
-با اینباشد، نرمال تیروئید قابل شناسایی و آشکارسازي نمی

و وسترن بلات RT-PCRتریو با استفاده از تکنیک وجود
زان بیــان انــدك آنــرا در بافــت نرمــال تیروئیــد شناســایی  میــ

ــود ــال .)18و22-24(نم ــاران 2005Caldasدر س و همک
هاي سـلولی  هاي خود بر روي ردهدر بررسیرا 2αواریانت 

).10ســینه، ریــه، رحــم و مدولابلاســتوما شناســایی نمودنــد (
،همچنین مطالعات انجام شده بـر روي سـرطان سـینه توسـط    

هاي حاشـیه تومـور   مکاران نشان داد که در نمونهوگران و ه
Ex3،2b∆هاي پیرایشی و واریانتSurvivinاین بافت، 

و Badran).25یابنـد ( به میزان بسیار ناچیزي بیان می3bو 
ــال  ــاران در س ــر روي رده 2004همک ــه ب ــمن مطالع ــاي ض ه

هاي آدنوکارسـینوماي معـده، روده و لوسـمی    سلولی سرطان
). در سـال  13را شناسایی نمودند (3b، واریانت میلوژن حاد

2005Vegran 3و همکاران بیانb مبـتلا  بیمار 121را در
به سرطان سینه بررسی کردند؛ نتایج آنها ضـمن تاییـد نقـش    

آپـوپتیکی ایـن واریانـت حـاکی از بیـان آن در مراحـل       آنتی
-باشد، همچنین بیان ضـعیف آن را در بافـت  بالاي تومور می

هـاي انجـام شـده    حاشیه تومور شناسایی کردند. بررسیهاي 
و P53هـاي توسط همین محققان بر روي ارتباط میان جهش

در سرطان سینه نشـان  Survivinهاي پیرایشی بیان واریانت
P53در مواردي که 3bوSurvivinي ارتباط مثبت دهنده

Spanنیز 2006). در سال 25باشد (آنها جهش یافته بود می

Survivinونهاي گوناگاران ضمن بررسی واریانتهمکو

ــد کــه   ــا ســایر 3bدر ســرطان ســینه نشــان دادن در مقایســه ب
-هاي توموري بیـان مـی  ها به میزان کمتري در نمونهواریانت

Vietriتوسط 2005در سال 3αواریانت جدید ).26یابد (

نقـش و  د کهـوژن حاد گزارش شـو همکاران در لوسمی میل
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-ت واریانت مذکور در ایجاد تومور نامشخص مـی خصوصی
هاي توموري باشد. با این وجود میزان بیان بالاي آن در نمونه

بافت تیروئید احتمالاً بیانگر ارتبـاط آن در رابطـه بـا ماهیـت     
).14باشد (تومورهاي تیروئیدي می

پیرایشی هاينتایج ما نیز براي اولین بار بیان واریانت
Survivin-3b وSurvivin-3αهاي توموري را در سلول

ها نماید. همچنین بیان آنها در سلولتیروئید تایید می
شوند که بیان ي تومور نیز مشاهده میغیرتوموري و حاشیه

بیشتر از سایر ،ه موارد بدخیمبه ویژهاي توموريدر نمونه
باشد. در ضمن، مقایسه میان میزان بیان این دو ها میگروه

در Survivin-3αدهد که درصد بیاننشان میواریانت 
بیان بالاي .باشدمیSurvivin-3bموارد توموري بیشتر از 

هاي توموري در نمونه3αو 3Bهاي پیرایشی واریانت
تواند بیانگر دخالت و نقش آنها در نسبت به حاشیه تومور می

هاي توموري و ایجاد مقاومت به آپوپتوز گیري سلولشکل
باشد. در ضمن به دلیل Survivinه خود واریانتبه همرا

هاي بدخیم توموري، ها در نمونهافزایش بیان این واریانت
خیم توموري به بدخیم توانند در تبدیل موارد خوشمی

رسد که این عملکرد با تقویت دخیل باشند چنین به نظر می
و Survivin/Survivin-3Bهترودایمر 

Survivin/Survivin-3αافتد.فاق میات

نتیجه گیري
در مجمـوع نتــایج بـه دســت آمـده بــا توجـه بــه بیـان بیشــتر      

Survivin-3αو Survivin-3bپیرایشـی  هـاي واریانـت 

ي تومور و هاي حاشیهدر تومورهاي تیروئیدي نسبت به نمونه
در پیشـرفت سـرطان تیروئیـد    غیرتوموري، عملکـرد آنهـا را   

شایستگی این دو واریانت دهد؛ همچنین این مطالعهنشان می
را به عنوان مارکر مولکولی بالقوه در تشخیص و طبقه بنـدي  

.سازدهاي توموري و غیرتوموري تیروئید مطرح میندول

قدردانیوتشکر
ازراخودقدردانیوتشکرمراتبمقالهنویسندگان

تبریزدانشگاهتکمیلیتحصیلاتوپژوهشیمعاونت
پاتولوژيبخشوعملاتاقکارکنانازوهمچنین
.دارندمیابرازتبریزخمینیامامبیمارستان
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