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ABSTRACT

Background & objectives: According to the new theory of cancer stem cells, interruption in
the self-renewal pathway of tissue stem cells can cause cancerous tumors. Current work has
evaluated the role of self-renewal Oct-4 gene in thyroid tumors.
Methods: In this case-control study, the expression of Oct-4 gene has comparatively assessed
between cancerous specimens, marginal tissues of tumors and non-tumoral nodules of thyroid
using RT-PCR technique.
Results: Statistical analysis of data by one-way ANOVA showed that Oct-4 gene is
significantly expressed in thyroid papillary carcinomas in comparison with tumor margin and
non-tumoral nodules (p<0.05).
Conclusion: In conclusion, the dominant expression of Oct-4 gene in thyroid tumoral cells
not only demonstrates the cancer stem cell theory but also shows its role in thyroid cancer
appearance that can be used in differentiating thyroid papillary carcinomas from non-tumoral
nodules as well as demarcation of tumors.
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به عنوان یک مارکر مولکولی تشخیصی Oct-4مطالعه بیان ژن بن یاخته اي 
ي پاپیلاري کارسینوماي تیروئید شمالغرب ایرانهادر نمونه
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مقدمه
در 1سـرطانی هـاي یاختـه بنجدیدنظریهاساسبر

هـاي از سـلول کـوچکی جمعیـت ومـوري تتودهیک
گرفتـه نظـر درتومـورزایی قابلیـت بـا سـرطانی 

بنیـادي يهـا سـلول بـه بـالایی شباهتکهشوندمی
دراخـتلال دلیلبههاسلولدارند. اینبافتیوجنینی

درموجـود بنیادييهاسلول2خودبازسازيفرآیند
ایجـاد تواننـد مـی وداشتهبالاییتکثیرقدرتبافت،

فاکتورهـاي ازیکـی Oct-4. پروتئین]1[کنندتومور
ها هومیئودومینپروتئینیخانوادهبهمتعلقرونویسی

پرتوانیخاصیتداشتندرکلیدينقشکهباشدمی

1 Cancer Stem Cells
2 Regeneration

. ]2[کنـد مـی ایفـا خودبازسـازي فرآینـد وهـا سلول
بـه محـدود ژنایـن بیـان کـه اسـت ایـن براعتقاد
مرحلـه ازگـذر بـا وبودهجنینی3پرتوانيهاسلول

. در]2،3[یابـد میکاهششدتبهآنبیانپرتوانی،
بنیـادي يهـا سـلول درآنپـایین بیـان ،1992سـال 

يهـا یافتهگردید.گزارشبالغيهابافتدرموجود
بـن درآنفعالیـت ازحـاکی نـوعی بـه نیـز اخیـر 
.]4[باشدمیبالغيهابافتدرموجوديهایاخته

ژنبیـان کـه دهنـد مـی هی نشانمطالعات آزمایشگا
Oct-4وجنسـی جنینـی، يهـا یاختـه بـن بهمحدود

درمقابــل، باشــد. در مــیجنینــی کارســینوماهاي
بسیارآنمقداریاونشدهبیانیافتهتمایزيهابافت

3 Pluripotent

چکیده
بر اساس نظریه جدید بن یاخته هاي سرطانی، اختلال در فرآیند خودبازسازي بن یاخته هـاي موجـود در   زمینه و هدف:

را در تومورهـاي  Oct-4تواند منجر به بروز غدد سرطانی گـردد. تحقیـق حاضـر فعالیـت ژن خودبازسـازي      بافت ها می
تیروئید مورد بررسی قرار داده است. 

به صورت مقایسه اي در نمونه هاي سرطانی، بافت حاشـیه اي  Oct-4شاهدي، بیان ژن -العه مورددر این مط:روش کار
ارزیابی گردید.RT-PCRتومورها و ندول هاي غیرتوموري تیروئید با استفاده از تکنیک 

در Oct-4، حـاکی از بیـان معنـی دار ژن   One-way ANOVAنتایج بدست آمده از آنالیز داده هـا بـا آزمـون    :یافته ها
).>05/0pباشد (هاي پاپیلاري کارسینوماي تیروئید نسبت به حاشیه تومور و غده هاي غیرتوموري تیروئید میبافت

در سلول هاي توموري تیروئید ضمن تایید نظریه بن یاخته هـاي سـرطانی، بیـان گـر     Oct-4بیان غالب ژن :نتیجه گیري
واند به عنوان مارکر تشخیصی براي تمییز کارسینوماي پاپیلاري تیروئید از نقش آن در بروز سرطان تیروئید است که می ت

انواع ندول هاي غیرتوموري و همچنین مرزبندي غده ها به کار گرفته شود.
Oct-4 ،RT-PCRسرطان تیروئید، بن یاخته سرطانی، مارکر مولکولی، ژن کلیدي:واژه هاي
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يهـا سـلول بـه مربـوط هـم آنکـه باشدمیناچیز
دلیلبهOct-4ژن.باشدمیبافتدرموجودبنیادي

سـرطانی تومورهـاي درخـود بـالاي یاربس ـبیـان 
محسـوب مولکـولی مـارکر یـک جنسـی، يهـا بافـت 

.]5،6[شودمی
ي بـن  هـا ي اخیر حکایـت از بـیش فعالیـت ژن   هایافته
NANOGو Klf-4 ،Oct-4 ،Sox-2اي از جملـه  یاخته

ــینوماي    ــه کارس ــد از جمل ــوري تیروئی ــدد توم در غ
ر بروز و دهنده نقش آنها ددارد که نشان1آناپلاستی

مارکرهاي .]7،8[ي تیروئید استهاپیشروي سرطان
CD133 ،CD44 ،EpCAMاي از جمله دیگر بن یاخته

نیز در تومورهاي تیروئیـد و غـدد فـوق کلیـوي بـه      
.]9،12[اندعنوان عوامل پیش آگهی مطرح شده

شـباهت ي اخیـر در خصـوص   هـا یافتـه بـه توجـه بـا 
ایفـاي  وبنیـادي انواعباسرطانیيهاسلولمولکولی

ــش ژن  ــود  Oct-4نق ــین نب ــورزائی و همچن در توم
اطلاعــات مولکــولی از پروفیــل بیــانی ایــن ژن در     

ازهـدف ي توموري منطقه شمالغرب ایران،هانمونه
تومورهايدرOct-4ژنفعالیتبررسیتحقیق حاضر

بیمــاران منطقــه  تیروئیــدکارســینومايپــاپیلاري
بهي حاشیههابافتباآنمقایسهوشمالغرب کشور

تومـوري غیريهـا نـدول وتومورهـا سـالم ظـاهر 
ایننقشبیانگرتواندمیکهاستگواترمثلتیروئید

ي هاتیروئید در نمونهبافتتومورزائیفراینددرژن
.باشدسرطانی منطقه شمالغرب کشور

روش کار
گیرينمونه

امـام بیمارسـتان عملاتاقازنظرمورديهانمونه
پزشـک مسـتقیم نظـارت تحـت وتبریـز ینـی خم

25شـامل هامتخصص جمع آوري گردید. این نمونه
و تومورحاشیهبافتمورد16توموري،مورد بافت

تیروئیـد مثـل  ي غیرتومـوري هـا مورد از نـدول 16
گواتر بودند که با اخذ فرم رضایت کامـل بیمـاران و   

1 Anaplastic Thyroid Carcinoma

نمونــه 25بــا اطــلاع قبلــی آنــان بدســت آمدنــد. از 
ــینوما،   تو ــاپیلاري کارس ــوري پ ــر 14م ــورد از نظ م

.بودند2در حالت پیشرفتهپاتولوژیک
اتولیزنیزوآلودگیهرگونهازجلوگیريمنظوربه

ازعارياستریل5/1تیوپیکدرنمونههرها،سلول
وشـده گذاشـته DNAseوRNAseيهـا آنـزیم 

شـد و بـه   دادهقـرار مـایع نیتـروژن دربلافاصـله 
تـا زمـان اسـتفاده    هانمونه.گاه منتقل گردیدآزمایش

نگهــداري -C80°، در فریــزر RNAبــراي اســتخراج 
شدند.

RT-PCRانجام واکنش 

شـرکت RNX PlusTMاسـتخراج کیتازاستفادهبا
اساسبروشدهفریزيهابافتازکلRNAسیناژن،
سـنجش ازپـس .گردیـد استخراجمربوطهپروتکل

واسـپکتروفتومتري بارتیبتبهRNAکیفیوکمی
تحتµl1به مقدار RNAنمونههراز،%1آگارزژل

گونـه  گرفـت تـا از هر  قـرار DNase Iآنـزیم تـاثیر 
يهـا نمونـه جلوگیري شود.DNAآلودگی احتمالی 

حجـم درcDNAسنتزجهتبلافاصلهآمدهبدست
Reverseآنــزیمازاســتفادهبــاوµl20نهــایی 

transcriptase)Fermentas Co., Lithuania(مورد
سـازنده شـرکت کلپروتگرفتند. طبققراراستفاده
ي تعیـین شـده توسـط    هـا و بر اسـاس غلظـت  آنزیم 

توسـط نمونههرازRNAمساوي مقدارنانودراپ،
د.گردیتبدیلcDNAبهOligo dTپرایمر

طراحی پرایمر
بهβ2mوOct-4يهاژنبراينظرموردپرایمرهاي

دسـت بـه يهـا تـوالی رويداخلی، برکنترلعنوان
افـزار نـرم ازاسـتفاده بـا وGene bankازآمـده 

Gene Runner کمپـانی توسـط وشـده طراحـی
MWGپرایمرهـا . توالی]13[گردیدندسنتزآلمان

:باشدمییرزقراربه

2 Advanced
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Human β2m:
Forward (HBF): 5’- CTA CTC TCT CTT
TCT GGC CTG-3’ (94-114)
Reverse (HBR): 5’- GAC AAG TCT GAA
TGC TCC AC-3’ (284-265)
Human Oct-4:
Forward: 5’-GAG AAT TTG TTC CTG
CAG TGC-3’ (792-812)
Reverse: 5’- GTT CCC AAT TCC TTC CTT
AGT G -3’ (1261-1240)

ویکسانشرایطتحتژندوهربرايPCRواکنش
،cDNAµl20ز ااسـتفاده بـا µl25نهـایی حجـم در
µl125/0Taq polymerase ،mgcl2µl75/0،µl5/0
پرایمرهـاي جفـت ازµl5/0و mM10dNTPاز

گردیـد:  انجـام زیـر شـرایط تحـت وشـده رقیـق 
C94°دمايدقیقه در 5مدتبهاولیه1دناتوراسیون

درســیکل35انجــام شــد و ســپس، واکــنش بــراي
ه ترتیب بC72°وC94،°C5/57°ییدمايهادرجه
بهسههرتکثیروپرایمرهااتصالدناتوراسیون،براي
دقیقـه 10انجـام گردیـد. در نهایـت،   ثانیه30مدت

در نظر گرفته شد. C72°دمايدرنهائیبراي تکثیر
191، حدودβ2mبراي مورد انتظارتکثیرشوندهباند

باشد.مینوکلئوتیدOct-4،470برايو
آنزیمـی هضـم حلـه مرازاطمینـان منظـور بـه 

DNAدرموجودRNAنمونه،هرازشده،استخراج
بـه  کـه در آن گردیـد اسـتفاده No-RTمـورد یک

اسـتفاده آنزیمیهضمبدونRNAازطور مستقیم
و% 5/1آگارز ژلازاستفادهباPCRشد. محصولات

.شدندآشکارسازيبرومایداتیدیومآمیزيرنگبا

RT-PCRتایید هویت باندهاي حاصل از

ــد   ــه منظــور تاییــد صــحت قطعــات تکثیرشــده، بان ب
از ژل توســـط کیـــت اختصاصـــی Oct-4اختصاصـــی

)Fermentas, Lithuania    اسـتخراج شـده و توسـط (
کره تعیین توالی گردید.Microgeneشرکت 

1 Denaturation

آنالیز نتایج 
ــس  ــایج عک ــالیز نت ــاآن ــتفاده از  ه ــا اس ــارز ب ي ژل آگ

نظور تعیین مثبـت  انجام شد. به مUVI tecافزار نرم
ي مـورد  هـا در نمونـه Oct-4یا منفی بودن بیان ژن 

بررسـی، میـانگین و انحـراف از میـانگین شـدت بیـان       
ــاخص    ــین و از شــ ــروه تعیــ ــر گــ ــبی در هــ نســ

انحراف معیار به عنوان آستانه بیان اسـتفاده  ±میانگین
تر از این حد به ي بالاتر و پایینهاگردید و تمام نمونه

نفی در نظـر گرفتـه شـدند. نسـبت     ترتیب مثبت یا م
شاهدي، توسط -در این مطالعه مورديهابیان نمونه

ارزیابی گردید.One-way ANOVAآزمون 

هایافته
ــر  ــق حاض ــل  55در تحقی ــاق عم ــانی از ات ــه انس نمون

25آوري گردید که بیمارستان امام خمینی تبریز جمع
مورد 16مورد حاشیه توموري و 16مورد توموري، 

تومــوري تیروئیــد بودنـــد.   ي غیرهـــانــدول هــم 
RNAـاز کیفهانمونهازشدهاستخراج  یـت  مت و کی

الگوي باندینگ آنها روي ژل خوبی برخوردار بودند و 
نشان داد که تمامی آنها فاقد شکستگی بـوده و  آگارز

همچنـین، آنـالیز   .باشندمیPCRمناسب براي انجام 
RNA ــد آ ــه فاق ــان داد ک ــودراپ نش ــا پیک ــودگی ب ل

پروتئینی بوده و غلظت آنها براي مطالعـات بیـان ژن   
مناسب است.

براي cDNAسنتزازقبلکاملRNAآنزیمیهضم
که داراي چندین سودوژن است ضـروري Oct-4ژن 
اکـنش هضـم   دهـد کـه و  مـی نشان1باشد. شکل می

گونـه آلـودگی احتمـالی    آنزیمی، بـه طـور کامـل هر   
DNA رد نظـر  را حذف کرده است و ژن مـوOct-4

به صورت اختصاصی و تک باند بـا پرایمرهـاي مـورد    
نظر تکثیر یافته است.

RT-PCRنتایج بدست آمـده از آنـالیز بیـان ژن بـا     

يهـا نمونـه درOct-4ژنبیـان کـه دادنـد نشـان 
وتومـور حاشـیه بـه نسـبت بررسیموردتوموري

چشـمگیري طـرز بهتیروئیدغیرتومورييهاندول
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يهـا نمونـه ازدرصـد 5/87است. درهیافتافزایش
ایـن کـه حـالی دربیـان داشـت  Oct-4توموري ژن

حاشـیه ازشـده آوريجمـع يهـا نمونهبرايمقدار
ــدود  ــور ح ــد25توم ــرايودرص ــدولب ــان يه

بـراي هـر   >05/0pبـود ( درصـد 7/14غیرتوموري
بـه β2mژنبـه مربـوط نوکلئوتیدي491. بانددو)

مشـاهده هـا نمونـه تمـامی درداخلـی کنترلعنوان
).3و 2ي ها(شکلگردید

نشده اند cDNAکه تبدیل به DNase Iتیمار شده با No RT. نبود باند در نمونه هاي PCRتایید ماهیت باندهاي مشاهده شده در مرحله .1شکل 
مارکر را نشان می دهد.Mمی باشد. ستون مربوط به DNAحاکی از تجزیه کامل 

در سه گروه توموري، حاشیه تومور و ندول هاي غیرتوموري تیروئید. علامت ستاره معنی دار بودن بیان در نمونه Oct-4الگوي آماري بیان ژن .2شکل
هاي توموري نسبت به سایر گروه ها را نشان می دهد.

-B2m: Beta 2مارکر را نشان می دهد. Mدر نمونه هاي توموري. ستون Oct-4. بیان ژن 3شکل  microglobin
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Oct-4نوکلئوتیـدي ژن  470نتیجه تعیین توالی قطعه 

نشـان  Gene bankو مقایسه آن با توالی موجـود در  
آن ژنmRNAداد که قطعه تکثیر شده مربـوط بـه  

.باشدمی

بحث
تیروئیـد  سـرطان شـیوع میـزان اخیـر يهـا سـال در

چشـمگیري ي شـایع افـزایش  هاسایر سرطانهمانند
آلایدهمولکولیمارکرهاينبوداست. امروزهیافته
پـاپیلاري سـرطان تفکیـک وزودرستشخیصجهت

تیروئیـدي يهاندولغیرتومورياز انواعکارسینوما
ایـن درراهکارهـائی جسـتجوي بـه رامحققانتوجه
دیگـر، سـوي . از]14،15[استکردهمعطوفزمینه

عـده تنهـا کـه اسـت آنازحـاکی اخیـر مطالعـات 
سرطانیيهاغدهدرموجوديهاسلولازدوديمع

دارارادرمانبهمقاومتنیزوتومورتشکیلتوانایی
.]1[هستند

هـاي سـلول سـرطان، ايیاختـه بنأمنشنظریهطبق
دراخـتلال دلیـل بـه هابافتدرموجودايیاختهبن

عدموخوديبهخودتکثیرباتوانندمیتمایزفرآیند
. بنـابراین ]1،3[کننـد تومورييهادهغتولیدتمایز،

ازپیشـگیري یـا ودرمـان برايآیندهيهااستراتژي
عوامـل گیـري هـدف اسـاس بـر بایـد سرطانعود

طراحـی هـا سلولاینخودبازسازيمسیردردرگیر
.]15[شوند
فرآینددردرگیريهاژني اخیر نشان از بیانهایافته

رهاي سرطانی تومودرOct-4جملهازخودبازسازي
ي هـا دارد. ژیانگ و همکاران در مطالعـه روي نمونـه  

توانـد بـه   مـی توموري معده نشان دادند که این ژن
عنوان یک مارکر پیش آگهـی در نظـر گرفتـه شـود    

ــه   .]19[ ــا از جمل ــراي ســایر توموره ــایج مشــابه ب نت
و آنـاپلازي  ]21[، گـردن رحـم  ]20[سرطان کولون

یـده اسـت کـه همگـی     نیز گـزارش گرد ]7[تیروئید
ــایز ژن    ــان متم ــان از بی ــهOct-4نش ــادر نمون ي ه

توموري نسبت به انواع غیرتوموري دارد. هرچند که 

ي هـا اي سرطانی در نمونـه انواع مارکرهاي بن یاخته
اطلاعات کمی از ،توموري تیروئید مطالعه شده است

سـت.  ادر پـاپیلاري کارسـینوما   Oct-4پروفیل بیـانی  
ژنده از این تحقیق نشان دادند کـه نتایج بدست آم

Oct-4تومورحاشیهبهنسبتتومورييهابافتدر
داري معنیطرزبهغیرتومورييهاندولهمچنینو

]10[و لـین ]9[شود. این یافته با نتایج ژانـگ میبیان

ي سرطانی را در هاهمخوانی دارد که حضور بن یاخته
ه و نشـان  ي توموري تیروئیـد گـزارش کـرد   هابافت

در تومورهـاي  هادادند که مارکرهاي ژنی این سلول
پاپیلاري و آناپلازي وجود دارند. وانگ و همکاران نیـز  

Oct-4اند که بیـان ژن  در مطالعه خود گزارش کرده

هاي تیروئید به مراتب بیشتر از انواع در کارسینوماي
.]7[خیم استخوش

يهاسلولدرOct-4بیانازناشیتواندمینتیجهاین
راOct4ژندلایلـی بهکهباشدسرطانیغیرطبیعی

ناشیاستممکنیاواستدادهقرارتاثیرتحتنیز
طریقـی بـه کـه باشـند سرطانیيهاسلولوجوداز

. ]1،7[انـد آوردهبدسـت راخودبازسـازي خاصـیت 
اي تومورهـاي مـورد   تعیین دقیق ماهیـت بـن یاختـه   

ي بیشـتر و همچنـین   هانهمطالعه نیازمند بررسی نمو
اي از نظر مارکرهاي سطحی بن یاختههاتفکیک نمونه

هـاي بـن   تواند بـه نـوعی نقـش ژن   میاست. نتایج ما
اي را در سرطان پاپیلاري کارسینوما در بیمـاران  یاخته

شمالغرب ایران وانمود کند. از سوي دیگر، بیان بسیار 
ي هاندولي حاشیه تومور و هاپایین این ژن در نمونه

ــوري   غیر ــت توم ــه باف ــبت ب ــد نس ــوري تیروئی توم
را به عنوان یک شناسه مولکـولی  Oct-4تواند ژن می

براي پاپیلاري کارسـینوما مطـرح سـازد کـه در کنـار      
ي روتین پاتولوژیکی قابل استفاده باشد.هاسایر روش

گواترغیرتومورييهانمونهدرژناینبیاندرصد
ازعاريگواترغدهبافتبارتیعبهاست.پائینبسیار
. ایـن  استخودبازسازيوتکثیرخاصیتباییهاسلول

یافته بـا گـزارش آقـاي وانـگ و همکـاران همخـوانی       
.]8[دارد
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گیرينتیجه
ژنتوجـه قابـل بیانمطالعه حاضرنتایجمجموع،در

Oct-4ي پـاپیلاري  هـا نمونهدربه طور اختصاصیرا
شـمالغرب منطقـه بیمارانتیروئیدغدهکاسینوماي

کـه کندمیگزارشغیرتوموريانواعبهنسبتایران
بـا ییهـا سـلول وجـود نظریـه بـر تـاثیري تواندمی

يهـا غـده درخودبازسـازي یـا وبنیـادي خاصـیت 
یـک بعنوانتواندمیژناینباشد. همچنینتوموري

تومـوري بافـت تشـخیص برايبالقوهمارکرتومور
مرزبنـدي نیـز وغیرتومـوري ياهندولازتیروئید

 ـکهشودبردهکاربهآنحاشیهازتومور نـوعی ه ب
سـرطان پیشـروي وبـروز درژنایـن نقشگویاي

مطالعـه وبررسینیازمندمهماینبهرسیدناست.
کـه  باشـد مـی بیشتريهانمونهدرژناینبیانکمی

در آزمایشــگاه ایــن گــروه تحقیقــاتی در حــال انجــام
باشد.می

تشکر و قدردانی
خـانم سـرکار صمیمانههمکاريازنویسندگانگروه
عمـل اتـاق پرسنلپاتولوژي،متخصصحلیمیدکتر

کمالارجمندبیمارانوتبریزخمینیامامبیمارستان
جاین مقاله مستخرج از نتای.داردراقدردانیوتشکر

طرح تحقیقاتی مصوب در دانشگاه تبریـز بـه شـماره   
باشد.می27/337ص
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