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  چكيده
 +T FOXP3گر هاي تنظيم براي عملكرد سلول CTLA-4 بياني ايمني ضدتورمورال هستند و  ندهكن ترين منع قوي Tregهاي  سلول :زمينه

ژن  ي ايمني، در عرضه آنتي عنوان يك عامل منع كننده نيز به 10اينترلوكين  باشد. كنند، ضروري مي اين ملكول را بيان ميكه طبيعي مادام 
بررسي مقايسه  هدف ازاين كند. ميي تومورال را با مانع يا محدوديت توأم اختصاص  Tهاي صورت مؤثر عمل كرده و فعاليت سلول به

ميان بيماران با تهاجم موضعي سرطان حنجره و بيماران بدون تهاجم  10و اينترلوكين  CTLA-4و  FOXP3هاي  بيان و كميت بيان ژن
  است. موضعي و نيز ميان بيماران با درگيري غدد لنفاوي

 8بيمار با سرطان حنجره كه  59هاي بافتي  در نمونه 10و اينترلوكين  FOXP3، CTLA-4هاي  كميت بيان ژن بيان و :ها مواد و روش
  گيري شد. اندازهReal-Time PCR روش  نمونه از غدد لنفاوي آنها به 31اي داشتند و  نفر از آنها متاستاز منطقه

ميان بيماران با تهاجم موضعي سرطان حنجره و  10و اينترلوكين  FOXP3، CTLA-4 هاي با مقايسه بيان و كميت بيان ژن: ها يافته
ري غدد لنفاوي تفاوت چشمگيري بيماران بدون تهاجم موضعي و نيز ميان بيماران با درگيري غدد لنفاوي در مقايسه با بيماران فاقد درگي

مراحل گوناگون تومور و درجه تمايز تومور يافت ها و  ). همچنين همبستگي چشمگير آماري ميان بيان اين ژن<05/0Pهده نگرديد (مشا
  .)<05/0P(نشد 
در ريز محيط تومورهاي حنجره با ميزان تهاجم موضعي و با  10و اينترلوكين  FOXP3، CTLA-4 هاي سطح بيان ژن: گيري نتيجه

 درگيري غدد لنفاوي در اين بيماران ارتباط چشمگيري ندارد.

 10 اينترلوكين، FOXP3، CTLA-4 سرطان حنجره،: واژگان كليدي

ISMJ 2013; 16(3): 167-80 
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  مقدمه
 HNSCC(1سر و گردن ( سلول سنگفرشيكارسينوم 

هشتمين سرطان شايع در سراسر دنياست و حدوداً 
ها را به خود اختصاص  شش درصد از تمام سرطان

  ).1دهد ( مي
بوده و در ايران نيز  HNSCCترين مكان  حنجره شايع

ور بدخيم ترين توم هاي دنيا، شايع مانند ديگر مكان
  ). 2است ( سلول سنگفرشيحنجره كارسينوم 

سالگي  60ترين سن بروز اين تومور در ايران  شايع
) بوده و تومور 1به  5/9است و نسبت مردان به زنان (

تر  از گلوتيك در ايران شايع 2ي فوق گلوتيك ناحيه
  .)3( باشد مي

هاي ايمني ميزبان در  مطالعات اخير، به نقش پاسخ
رسد  اند و چنين به نظر مي پرداخته HNSCCپيشرفت 

ممكن است نقشي در كنترل رشد  Tهاي  كه لنفوسيت
ژن وابسته به  تومور داشته باشند. چندين آنتي

HNSCC 3صورت طبيعي فرآوري شده و ارائه كه به 
رسد كه اين  نظر مي گردد شناسايي شده و به مي
و  4CD+ي  ويژه Tهاي  ها توسط لنفوسيت ژن آنتي

+8CD اغلب در 4شوند ( شناخته مي .(
هاي ضدتوموري  فعاليت  HNSCCبيماران

، اختلال دارند و نقش 8CD+ي  رده Tهاي  لنفوسيت
بسيار پيچيده بوده و  4CD+ي  رده Tهاي  سلول
ي  رده Tهاي  اي از سلول گونه كه زير مجموعه همان

+4CD هاي ايمني  در آغاز و نگهداشت پاسخ
د، گروهي ديگر نيز در كاهش نقش دارن 4ضدسرطاني
  ).5ها مؤثرند ( اين پاسخ
گردد و  ها محسوب مي ، برجستگي سرطان5فرار ايمني

                                                 
1 Head and Neck Squamous Cell Carcinoma 
2
 Supraglottic 

3
 Present 

4
 Anticancer immune responses 

5
 Immune escape 

پذيري غيرفعال در راه  تومورها با ايجاد شرايط تحمل
  . )4( آيند مي بر“ فرار ايمني”

هاي وابسته  پذيري از طريق منع پاسخ نوع فعال تحمل
 Tregي ها تومورال توسط سلول سلولي ضد به 

ي برآمده  هاي منع كننده و سلول 6توموري ارتشاح ياته
هاي  ). فرار ايمني از ويژگي6دهد ( از ميلوئيد، روي مي

HNSCC ي  كننده هاي تنظيم است و سلولT )Treg (
با منع كردن ايمني ضد  HNSCCدر پيشرفت 

  ).5نمايند ( تومورال نقش ايفا مي
ي  ن منع كنندهتري قوي ،Tregهاي  طور كلي، سلول به

عنوان بزرگترين سد در راه  تورمورال بوده و به ايمني ضد
شوند. در اولين مراحل  ايمن درماني، محسوب مي

ي توموري انباشت  در توده Tregهاي  سرطان، سلول
صورت  به  Tregهاي ). در سرطان، سلول7يابند ( مي

ي توموري و  هاي توليده شده انتخابي توسط كموكين
  ). 8يابند ( اي ريز محيط به تومورها ترافيك ميهژماكروفا
 Tهاي  موجب منع فعاليت سلول  Tregهاي سلول

ي سيتوتوكسيك شده و با  ويژه زير مجموعه محيطي، به
هاي  ژن و ارتقاء فعاليت ي آنتي كاهش عرضه

هاي دندريتيك،  ي سيستم ايمني سلول كننده منع
ضد ي ها و ماكروفاژها، موجب كاهش ايمن مونوسيت
  ).9گردند ( مي تومورال
درصد از  10تا  5تقريباً  7طبيعي Tregsهاي  سلول
محيطي را به خود  8CD+ي  رده  Tهاي سلول

دهند. تاكنون، ماركر واحدي براي  اختصاص مي
شناخته نشده است ولي اين طبيعي  Tregsشناسايي 

ها مقادير سطح بالايي از ماركر سطحي  سلول
25CD همراه با FOXP3 ترتيب ضروري  كه به

هستند،  طبيعيTregs  براي ابقاء، تكامل و فعاليت
                                                 
6
 Tumor-infiltrating 

7
 n Tregs 
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  ).10كنند ( بيان مي
در مقايسه با  HNSCCدر بيماران  Tregهاي  سلول

يابند و اين يافته نشانگر آن  گروه شاهد، افزايش مي
تواند مكانيسمي  مي Tregهاي  است كه افزايش سلول

خود را به انجام، باشد كه چگونه تومورها، فرار ايمني 
  ).11و  5رسانند ( مي

در ضايعات  Tregهاي  اي ديگر نيز سلول در مطالعه
دهاني يافت گرديد كه  سلول سنگفرشيكارسينوم 

هاي ايمني در سطح  رسد موجب منع پاسخ نظر مي به
  ).12شوند ( سيستميك و ريز محيط تومور مي

، CTLA-4(8( 4-سيتوتوكسيك Tژن لنفوسيت  آنتي
   9وان يك ملكول منع كنندگي همراهعن به

نولوژيك و كنترل منفي وايم 10نقش مهمي در تحمل
عنوان يك القاء  هاي ايمني دارد. نقش آن به پاسخ
هاي  هاي منفي درون سلولي به سلول ي سيگنال كننده

T خوبي شناخته شده است؛ اما دلايل  به 11اثر كننده
براي  CTLA-4دهند  وجود دارند كه نشان مي فراواني

طبيعي مادام  FOXP3+ Tگر  هاي تنظيم عملكرد سلول
باشد.  كنند، ضروري مي اين ملكول را بيان ميكه 

 Treg+FOXP3هاي  در سلول CTLA-4كمبود 
ها  كنندگي اين سلول موجب اختلال در عملكرد منع

نقش  برشود. چندين مكانيسم وجود دارد كه  مي
CTLA-4 هاي  كنندگي وابسته به سلول در منعTreg 
 +FOXP3هاي  براي مثال، سلول كنند. دلالت مي

Treg از طريق CTLA-4  80موجب كاهش بيانCD 
ژني  هاي دندريتي پس از تحريك آنتي سلول 86CDو 
هايي كه برهم كنش  ). آنتي بادي13شوند ( مي

CTLA-4 1/7 با ليگاندهاي آن يعنيB  2/7وB  را
هاي  پاسخد موجب افزايش نتوان كنند، مي بلاك مي

                                                 
8 Cytotoxic T Lymphocyte antigen-4 
9
 Co-inhibitory 

10
 Tolerance 

11
 Effector 

هاي  بادي رو آنتي د و از ايننضد تومورال شوايمني 
  مونوكلونال ضد 

CTLA-4هاي درماني سرطان را تغيير  ، رهيافت
  ).14اند ( داده

ي ايمني،  عنوان يك عامل منع كننده به 10اينترلوكين 
صورت مؤثر عمل كرده و فعاليت  در عرضه آنتي ژن به

ا مانع يا اختصاصي تومورال را ب  Tهاي سلول
هاي  كند. اين اينترلوكين از سلول محدوديت توأم مي

ريزي  هاي توموري تحت مرگ برنامه تومورال، سلول
هاي محيطي آزاد  ي سلولي و توسط لكوسيت شده
  ). 15شود ( مي

صورت  و سرطان به 10هر چند ارتباط ميان اينترلوكين 
گسترده تحت مطالعه قرار گرفته است، نقش توليد اين 

هاي  ينترلوكين در ريز محيط تومور كه توسط سلولا
ها و ماكروفاژهاي اينفيلتره شده  بدخيم، لنفوسيت
  ).16يابد، هنوز مورد بحث است ( توموري ادامه مي

  تواند موجب رشد تومور در شرايط مي 10اينترلوكين 
in vitro ها و منع اپوپتوز  با تحريك تكثير سلول

  ).18و  17سلولي شود (
اي  مطالعه نشان داده شد كه زير مجموعه در يك

 +FOXP3 گر تنظيم Tهاي  خاص از سلول
high+25CD+4CD  و  10با ترشح اينترلوكين

12TGF-B1 كنندگي در ريز محيط توموري در  اثر منع
  دهند.  از خود نشان مي HNSCCبيماران 

دهد كه عملكردهاي  هاي اين مطالعه نشان مي يافته
هاي  كه در لنفوسيت Tregي ها ي سلول كننده منع

ي توموري وجود دارند ممكن است با  اينفيلتره شده
). 19پيشرفته توأم گردد ( HNSCCبقاء كم بيماران 

 10و اينترلوكين  TGF-B1همچنين سطح بالايي از 
دهاني  سلول سنگفرشيكارسينوم بافتي در  ضايعات 

                                                 
12 Transforming Growth Factor-B1 
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هاي بافتي افراد گروه كنترل،  در مقايسه با نمونه
  ). 12هده شد (مشا

هاي  در يك فراگرد، درك مكانيسم بالا رفتن سلول
Treg ها و گردش خون كه توأم  در ريز محيط سرطان

تواند در  با پيش آگهي بد و كاهش بقاء است مي
ها  هاي سلولي و ملكولي اين سلول شناخت مكانيسم

ها  در اثرگذاري ايمن درماني در رويارويي با سرطان
  )20نمايد ( نقش مهمي را ايفا

بررسي مقايسه بيان و كميت  كنونيي  هدف مطالعه
 10و اينترلوكين  CTLA-4و  FOXP3هاي  بيان ژن

ميان بيماران با تهاجم موضعي سرطان حنجره و 
بيماران بدون تهاجم موضعي و نيز ميان بيماران با 

 بدوندرگيري غدد لنفاوي در مقايسه با بيماران 
ين بررسي همبستگي درگيري غدد لنفاوي و همچن

ها و مراحل گوناگون و درجه تمايز  ميان بيان اين ژن
  تومور در سرطان حنجره است.

  
  ها مواد و روش

  

  بيماران
نفر از  8بيمار با سرطان حنجره كه  59در اين مطالعه 

آنها متاستاز و بقيه سرطان حنجره بدون متاستاز داشتند 
ه ب 1390لغايت فروردين  1389و از فروردين 

بيمارستان خليلي شيراز مراجعه كرده بودند، انتخاب 
كدام از بيماران متاستاز دوردست  گرديدند. هيچ

نداشتند. بيماران تحت شيمي درماني و راديوتراپي 
قرار گرفته از مطالعه حذف گرديدند. بيوپسي تومور و 
غدد لنفاوي وابسته به آن توسط متخصص مربوطه 

ژي و مركز تحقيقات هاي پاتولو گرفته و به بخش
  سرطان فرستاده شد. 

هاي پيش از عمل شامل لارنگوسكوپي  بررسي
ي سينه، سونوگرافي از ناحيه  فيبرواپتيك، عكس ساده

ي گردن بود.  اسكن از ناحيه CTگردن و شكم و 
بندي  اساس سيستم مرحله بر 13بندي تومور مرحله
TNM انجام  14المللي بر عليه سرطان اتحاد بين
كامل و يا  برداشت. درمان در جايي شامل پذيرفت
ي تومور اوليه، انجام  اساس اندازه بر ،از حنجره قسمتي

  پذيرفت.
  

 RNAجداسازي 

RNA هاي بافتي توسط كامل از نمونه  
RNA invisorb II )Invitek آلمان) بر اساس ،

طور  دستورالعمل سازنده در كيت استخراج گرديد. به
وژنيت بافتي توسط گرم از هم ميلي 50خلاصه، 

سي انتقال داده  سي 5/1ي سانتريفيوز  اسكالپل به لوله
ميكروليتر از محلول ليز به هر  500شد. سپس، ميزان 

گراد  ي سانتي درجه 50تيوب اضافه گرديده و در دماي 
ميكروليتر از  30دقيقه گذاشته شد. آنگاه  10براي 

adsorbin اي به هر تيوب اضافه شده و بر روي يخ بر
 RPMها در  پنج دقيقه انكوبه گرديد. تمام نمونه

گذاري، مايع  سانتريفيوژ و پس از رسوب 12000
supernatant  سي انتقال  سي 5/1به تيوب سانتريفيوژ

  ميكروليتر تريزول 500داده شد. ميزان 
Trizol )Invitogen ميكروليتر  100، انگلستان) و

رديد. پس از ترتيب اضافه گ كلروفورم به هر تيوب، به
ها با سرعت بالا  چند بار بالا و پايين نمودن، نمونه

در فاز  RNAدقيقه سانتريفيوژ شدند و  20براي 
دهي شد.  درصد رسوب 100بالايي با ايزوپروپانول 

درصد شستشو و در آب  75با اتانول  RNAرسوب 
  جدا شسته شدند. DEPCتيمار شده با 

اج شده استخر RNAهاي  كيفيت و كميت نمونه
و  260هاي  توسط اسپكتروفوتومتري در طول موج

                                                 
13

 Tumor staging 
14 UICC, 2002 
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نانومتر مورد تأييد قرار گرفتند. براي پرهيز از  280
   DNAase Iبا  RNAآلودگي، 

)Invitogen Giko انگلستان)، پيش از سنتز ،cDNA 
  مورد تيمار قرار گرفت.

 
  ترا نوشت معكوس

cDNA  ميكروگرم از  5باRNA  كامل با استفاده از
 15كمك معكوس cDNAسنتز نخست رشته كيت 

)Fermentase ،ليتواني) براساس دستورالعمل كيت ،
و  RNAميكروگرم از  5طور خلاصه،  سنتز گرديد. به

و يك ميكروليتر پرايمر  dTيك ميكروليتر اوليگو 
ميكروليتر به  12هگزامر تصادفي، با حجم كلي 

سي اپندروف اضافه گرديد و براي  هاي نيم سي تيوب
گراد براي پنج دقيقه  ي سانتي درجه 70نج دقيقه در پ

، كره) انكوبه شد. سپس Techneدر دراي بلاك (
ميكروليتر بافر  4ها بر روي يخ انتقال داده شد و  تيوب

) و يك dNTP )mM10ميكروليتر  2واكنش، 
به هر تيوب اضافه  RNAaseي  كننده ميكروليتر منع
ي  درجه 37ها براي پنج دقيقه در  شد و تيوب

گراد  ي سانتي درجه 25گراد و براي پنج دقيقه در  سانتي
انكوبه شدند. سپس، يك ميكروليتر از آنزيم 

ها اضافه شد و  ترانسكريپتاز (پنج واحد) به تمام تيوب
دقيقه در  90گراد براي  ي سانتي درجه 42ها در  نمونه

  ترمال سيكلر (اپندرف، آلمان) انكوبه شدند.
ي  درجه 70يم ترانسكريپتازمعكوس در در نهايت، آنز

 75در  cDNAدقيقه غيرفعال شده و  10گراد براي  سانتي
  هاي بعدي نگهداري شد. گراد تا آزمايش ي سانتي درجه

 
Real-time -PCR ) يكمqRT-PCR(  

و  CTLA4 ،FOXP3بيان و كميت ترانوشت ژني 
(دتكتور  Bio-Radبا استفاده از سيستم  10اينترلوكين 

                                                 
15 RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit 

Realtime PCR Chrome4(و  ، بيوراد، آمريكا
   Syber Green PCRميكس ماستر 

)Applied Biosystems آمريكا) براي ،qRT-PCR 
عنوان شاخص سطح بيان ژن هدف،  انجام گرديد. به
استفاده شد.  18s rRNAكنندگي  بيان ژن پاك

، 18s rRNAپرايمرهاي ويژه براي تعيين بيان 
CTLA4 ،FOXP3  با استفاده از  10ن اينترلوكيو

طراحي گرديد.  Primer- Blast 16افزار آنلاين نرم
نگاشته شده است. هر  1توالي هر پرايمر در جدول 

ميكروليتر انجام  20، در حجم نهايي PCRواكنش 
، cDNAميكروگرم محصول  5/0گرديد كه شامل 

 IXنانومول از هر پرايمر، و مخلوط واكنش  150
، بافر Fast Start DNA ،dNTPsشامل پليمراز 

، SYBR green I )Applied Biosystemsواكنشي و
 آمريكا) بود. 

 
  

  توالي پرايمرهاي مورد استفاده در مطالعه )1جدول 

 مقادير اوليه

جلو توالي روبه  توالي معكوس 

FOXP3 CATGATCAGCCTCACACCAC CCACTTGCAGACACCATTTG 

CTLA4 CTCAGCTGAACCTGGCTACC CTTCAGTCACCTGGCTGTCA 

  
ها در گام دينچراسيون  ترمال سيكلينگ براي تمام ژن

دقيقه تنظيم گرديد  10گراد براي  ي سانتي درجه 95در 
ي  درجه 95سيكل (دينچراسيون در  40كه با 
ي  درجه 56ثانيه، تافتن در  15گراد براي  سانتي
ي  درجه 60ثانيه و امتداد در  30گراد براي  سانتي
دقيقه مادامي كه فلورسنت آشكار  60گراد براي  سانتي

با  qRT-PCRشد، انجام گرديد). محصولات تكثيري 
  تحليل منحني ذوب، مورد بررسي قرار گرفتند.

                                                 
16 (http:www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) 
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  تحليل آماري
 IL-10 و ترانوشت ژني CTLA4 ،FOXP3مقادير 

بين بيماران متاستازي و غيرمتاستازي با آزمون 
 SPSSافزار  توسط نرم Mann-Whitneyغيرپارامتري 

)SPSS Inc،Chicago، Il،USA( 5/11 يشويرا 
ها با  (شيكاگو، آمريكا) انجام گرديد. بيان نسبي ژن

(سانتياگو، آمريكا،  Prism 4افزاري  ي نرم برنامه
ي  صورت نمودار كشيده شد. در همه ) به2003
صورت  به 05/0كمتر از  Pهاي آماري ارزش  تحليل

  معنادار محسوب گرديد.
 

  ها يافته
نمونه از غدد  31ي بافتي و  نمونه 59ن مطالعه در اي

لنفاوي تحت بررسي قرار گرفتند. ميانگين سني 
درصد)  62/96ار (بيم 57سال بود و  1160بيماران 
نفر  57درصد) زن بودند. تعداد  38/3بيمار ( 2مرد و 

 سلول سنگفرشيدرصد) از بيماران كارسينوم  62/96(
 نيز كارسينوم درصد) 69/1داشتند و يك بيمار (

و بيمار ديگر نيز  17سلول كوچكنورواندوكرين 
نفر  8داشت. از ميان بيماران،  18كارسينوم وروكوز

نفر نيز  8درصد) درگيري غدد لنفاوي و  56/13(
ي تيروئيد در  داشتند. درگيري غده 19درگيري موضعي

درصد) از بيماران يافت شد. درگيري  77/6نفر ( 4
درصد) ديده شد.  01/61ر (بيما 36در  20پيش حنجره

كدام  ي پاراتيروئيد در هيچ متاستاز دور و درگيري غده
از بيماران يافت نگرديد. تنها در يك فرد درگيري مري 

 69/1درصد) و در نفر ديگر درگيري ناي ( 69/1(
  درصد) ديده شد. 

ي تمايز تومور براساس گزارش پاتولوژي به اين  درجه

                                                 
17

 Oat Cell carcinoma 
18

 Verrucous 
19

 Local invasion 
20

 Prelaryngeal 

درصد متوسط و  37/42 درصد خوب، 59/35شرح بود: 
درصد ضعيف. درگيري مخاط بر اساس گزارش  64/18

 98/38در پاتولوژي نيز به اين شرح بود: بدون تغييرات 
 38/3در  22درصد، تهاجم اندك 69/1در  21درصد، در جا

درصد،  94/16درصد، متوسط در  72/23درصد، كم در 
درصد، تغييرات  69/1درصد، متاپلازي در  69/1شديد 

  درصد.  77/6در  Missedدرصد و  08/5پلاستيك در ديس
 

 10اينترلوكين و  FOXP3 ،CTLA-4هاي  بيان ژن
  در بافت حنجره و غدد لنفاوي

RNA  بيمار  51نمونه با موفقيت استخراج شد كه  59از
نفر نيز دچار تهاجم موضعي  8و  23بدون تهاجم موضعي

اي نتايج بيمار دار 7بيمار با تهاجم موضعي،  8بودند. از 
  بودند. PCRقابل قبول 

  

 +FOXP3 )الف

، ميان بيماران با تهاجم +FOXP3از لحاظ بيان ژن 
موضعي سرطان حنجره و بيماران بدون تهاجم 
موضعي، تفاوت معني دار آماري يافت نگرديد 

)05/0>P همچنين همبستگي چشمگير 1)(نمودار .(
و مراحل گوناگون   FOXP3آماري ميان بيان ژن

 ).2)(نمودار P<05/0ديده نشد ( 24تومور

 
  

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  در بافت سرطان حنجره با و بدون تهاجم موضعي FOXP3) بيان ژن 1نمودار 

 

                                                 
21

 in situ 
22

 Micro invasion 
23

 Local invasion 
24

 Stage 
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  در بافت سرطان حنجره در مراحل گوناگون تومور FOXP3) بيان ژن 2نمودار 

  

پيش دار آماري ميان بيماران با درگيري  تفاوت معني
در  FOXP3حاظ بيان ژن و ديگر بيماران از ل حنجره

  ).P<05/0بافت سرطان حنجره يافت نشد (
 ورهاي گوناگون تمايز توم همچنين ميان ميزان

  FOXP3دار آماري از لحاظ بيان ژن تفاوت معني25
). از لحاظ غدد لنفاوي نيز، P<05/0يافت نگرديد (

در   FOXP3تفاوت چشمگير آماري در بيان ژن
در مقايسه با بيماران  بيماران با درگيري غدد لنفاوي

  ).P<05/0فاقد درگيري غدد لنفاوي مشاهده نگرديد (
در غدد لنفاوي حاكي  FOXP3همچنين آناليز بيان ژن 

دار ميان ميزان تمايز تومور  از آن بود كه ارتباطي معني
  ).P<05/0و بيان اين ژن وجود نداشت (

در غدد لنفاوي با مراحل  FOXP3افزون بر اين، بيان ژن 
دار آماري از خود نشان  ، تفاوت معني 26وناگون تومورگ

 ).3)(نمودار P<05/0نداد (
 

 
  درغدد لنفاوي در بيماران با مراحل گوناگونFOXP3 ) بيان ژن3نمودار 

                                                 
25

 Tumor differentiation 
26

 Tumor stages 

  سرطان حنجره 

  10اينترلوكين  )ب
، ميان بيماران با تهاجم IL-10از لحاظ بيان ژن 

موضعي سرطان حنجره و بيماران بدون تهاجم 
دار آماري يافت نگرديد  وضعي، تفاوت معنيم
)05/0>P همچنين همبستگي چشمگير 4)(نمودار .(

و مراحل گوناگون تومور  IL-10آماري ميان بيان ژن 
)stage) ديده نشد (05/0>P نمودار)(5.( 

 
  در بافت سرطان حنجره با و بدون تهاجم موضعي 10) بيان ژن اينترلوكين 4نمودار

  
  

 
 

  در بافت سرطان حنجره در مراحل گوناگون تومور 10ان ژن اينترلوكين ) بي5نمودار

  
پيش دار آماري ميان بيماران با درگيري  تفاوت معني

  و ديگر بيماران از لحاظ بيان ژن  حنجره
10 -IL 05/0( در بافت سرطان حنجره يافت نشد>P .(  

  هاي گوناگون تمايز تومور  همچنين ميان ميزان
 10اينترلوكين اري از لحاظ بيان ژن دار آم تفاوت معني

لحاظ غدد لنفاوي نيز،  ). ازP<05/0يافت نگرديد (
در  10اينترلوكين تفاوت چشمگير آماري در بيان ژن 

بيماران با درگيري غدد لنفاوي در مقايسه با بيماران 
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  ).P<05/0فاقد درگيري غدد لنفاوي مشاهده نگرديد (
در غدد لنفاوي  10 اينترلوكينهمچنين آناليز بيان ژن 

دار ميان ميزان تمايز  حاكي از آن بود كه ارتباطي معني
  ).P<05/0تومور و بيان اين ژن وجود نداشت (

در غدد لنفاوي  10اينترلوكين افزون بر اين، بيان ژن 
دار آماري از  با مراحل گوناگون تومور، تفاوت معني

  ).6)(نمودار P<05/0خود نشان نداد (

 
درغدد لنفاوي در بيماران با مراحل گوناگون  10ان ژن اينترلوكين ) بي6نمودار

  سرطان حنجره

  
 CTLA-4 )ج

، ميان بيماران با تهاجم CTLA-4از لحاظ بيان ژن 
موضعي سرطان حنجره و بيماران بدون تهاجم 

دار آماري يافت نگرديد  موضعي، تفاوت معني
)05/0>P همچنين همبستگي چشمگير 7)(نمودار .(

و مراحل گوناگون  CTLA-4ميان بيان ژن  آماري
 ).8)(نمودار P<05/0تومور ديده نشد (

  

 
  در بافت سرطان حنجره با و بدون تهاجم موضعي CTLA-4) بيان ژن 7نمودار

  

 
  در بافت سرطان حنجره در مراحل گوناگون تومور CTLA-4) بيان ژن 8نمودار 

  

 دار آماري ميان بيماران با درگيري تفاوت معني
prelaryngeal  و ديگر بيماران از لحاظ بيان ژن

CTLA-4  در بافت سرطان حنجره يافت نشد
)05/0>P.(  

  هاي گوناگون تمايز تومور همچنين ميان ميزان
دار آماري از لحاظ بيان ژن  تفاوت معني پيش حنجره

CTLA-4 ) 05/0يافت نگرديد>P.(  
از لحاظ غدد لنفاوي نيز، تفاوت چشمگير آماري در 

در بيماران با درگيري غدد لنفاوي  CTLA-4يان ژن ب
در مقايسه با بيماران فاقد درگيري غدد لنفاوي مشاهده 

  ).P<05/0نگرديد (
در غدد لنفاوي  CTLA-4همچنين آناليز بيان ژن 

دار ميان ميزان تمايز  حاكي از آن بود كه ارتباطي معني
  ).P<05/0تومور و بيان اين ژن وجود نداشت (

در غدد لنفاوي با  CTLA-4بر اين، بيان ژن افزون 
دار آماري از خود  مراحل گوناگون تومور، تفاوت معني

  ).9)(نمودار P<05/0نشان نداد (

 
  در غدد لنفاوي در بيماران با مراحل گوناگون  CTLA-4) بيان ژن 9نمودار

  سرطان حنجره
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  بحث
نقش اساسي در  FOXP3 گونه كه اشاره شد همان

 تحت عنوان Tregهاي  د سلولرشد و عملكر
T+FOX3+25CD+4cell CD  دارد. بيانFOXP3 

مانند تيموس، طحال و  هاي لنفوئيدي منحصر به بافت
شود و نشان داده شده است كه  غدد لنفاوي نمي

FOXP3 هاي توموري پانكراس، سرطان  در سلول
سينه، ملانوم، سرطان ريه و سرطان كلون نيز بيان 

عامل چند  FOXP3رسد كه  ظر مين ). به20شود ( مي
 شناسي زيستچهره، با عملكردهاي متضادي در 

سرطان باشد. در كارسينوم پانكراس و ملانوم، 
FOXP3 ي تومور از طريق  نقش افزايش دهندهTreg 

). در 22و  21تومور دارد ( 27و اثر بر روي تحمل
عملكرد  FOXP3سرطان سينه و پروستات 

). در سرطان سينه 24و  23( كنندگي تومور را دارد منع
كنندگي بيان  نقش تنظيم FOXP3 و پروستات، 

و ديگر  28ي تومور كننده هاي منع ها و ژن انكوژن
  ).25كند ( هاي وابسته به سرطان را نيز بازي مي ژن

و پروتئين آن  FOXP3مربوط به  mRNAاز آنجا كه
شود  هاي سرطاني مشاهده مي سلول هاي ردهدر تمام 

را در  FOXP3 توان بيان ژن )، از اين رو نمي20(
دست  ي ما به هاي تومورهاي حنجره كه در مطالعه بافت

توموري با  ارتشاحعنوان شاخص  آمده است به
  محسوب نمود. Tregهاي  سلول

هاي  در هر صورت اين ملكول در ساخت كمپلكس
اري چندين ژن هدف كه برد اي در تنظيم نسخه هسته

مهم هستند، نقش  Tregكنندگي  در عملكرد منع
  ).13كند ( همتايي را بازي مي بي

به شكل شايع در درون تومور اوليه،  Tregهاي  سلول
هاي لنفوئيدي كه در مسير تخليه تومور قرار  ندول

                                                 
27

 Tolerance 
28

 Tumor suppressor genes 

دارند و در گردش خون محيطي بيماران سرطاني 
با  Tregاي ه شوند و افزايش سلول مشاهده مي

آگهي بد در بسياري از تومورها مانند سرطان  پيش
تخمدان، سينه، لنفوم و سرطان پاپيلري تيروئيد توأم 

 FOXP3). همبستگي مثبت ميان بيان 26بوده است (
و پارامترهاي پيشرفت كارسينوم سينه به سوي فنوتيپ 

 30، اندازه و پر عروقي29تهاجمي تومور مانند تهاجم
  ).27ت (مشاهده شده اس

طور كه اشاره گرديد، در مطالعه ما تفاوتي ميان  همان
ميان بيماران با سرطان حنجره  FOXP3سطح بيان ژن 

با و بدون تهاجم موضعي مشاهده نشد. اين در حالي 
اي كه انجام شده است  است كه در جديدترين مطالعه

، تعداد 31ي انتهايي تومورهاي دهاني حلقي با مرحله
را در مقايسه با  FOXP3هاي + وسيتبيشتري از لنف

اند  از خود نشان داده 32ي آغازين هاي با مرحله بدخيمي
)28 .(  

ي ما سرطان حنجره با و بدون  همچنين در مطالعه
درگيري غدد لنفاوي، تفاوتي از لحاظ سطح بيان ژن 

FOXP3  از خود نشان نداد. اين در حالي است كه
نه تنها  FOXP3ي  بيان كننده Tregهاي  درصد سلول

حنجره  سلول سنگفرشيدر بيماران با كارسينوم 
صورت چشمگيري بالاتر از افراد طبيعي بود بلكه  به

بيماران با متاستاز به غدد لنفاوي نيز درصد بالاتري از 
  ).29را از خود نشان دادند ( Tregهاي  سلول

) و همكاران نيز سطوح Boucekي بوسك ( در مطالعه
ريان خون محيطي با احتمال بالاتر در ج Tregبالاي 

سر و گردن طي  سلول سنگفرشيعود تومور كارسينوم 
). اين در 30بوده است ( همراهماهه،  24ي  يك دوره

 Tregهاي  حالي است كه در دو مطالعه، سطوح سلول

                                                 
29

 Invasion 
30

 Vascularity 
31

 Late stage 
32

 Early stage 
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آگهي بقاء در  با پارامترهاي باليني و فاكتورهاي پيش
  ). 32و  31اي يافت نشد ( همبستگي HNSCCبيماران 
ي  رسد كه بر اساس اين دو مطالعه نظر مي رو به از اين

، بررسي نقش كنونيهاي مطالعه  اخير و نيز يافته
در درون سلول  FOXP3ي بيان ژن  آگهي دهنده پيش

در درون تومور  ارتشاح يافته Tregهاي  و سلول
)، نياز به مطالعات بيشتري دارد. هر چند 33حنجره (

 Tregهاي  ا فراواني و فنوتيپ سلولي م كه در مطالعه
هاي تك سلولي خون محيطي  در تومور و سلول

 هاي نشده است ولي از آنجا كه سلول 33گيري اندازه

FOXP3 اي با  در درون تومورهاي دهاني حنجره
كه بيان  Tregهاي در گردش خون  درصد سلول

اند همبستگي مثبتي را نشان  بوده FOXP3ي  كننده
هاي  بيني كرد كه سلول توان پيش ، مي)28اند ( داده

Treg  نيز در اين بيماران افزايش از خود نشان
  دهند. مي

هاي  ، درصد سلولحاضري  در حقيقت در مطالعه
Treg صورت چشمگيري در بيماران با كارسينوم  به

حنجره در مقايسه با گروه شاهد  سلول سنگفرشي
تگي بالاتر بود و تحليل همبستگي نيز نشانگر همبس

با افزايش بالاتر اندازه   Tregهاي اين افزايش در سلول
  34تومور و درگيري غدد لنفاوي

  ). 34بود (
ي اخير، ميزان بيان درون سلولي  در همين مطالعه

CTLA-4 هاي گوناگون لنفوسيتي در بيماران  در رده
حنجره در مقايسه با  سلول سنگفرشيبا كارسينوم 

  ).34گروه كنترل بالاتر بود (
ي ما، عدم وجود  ي مطالعه هاي عمده از محدوديت

گروه كنترل است ولي در هر صورت بيان ژن 
CTLA-4 دهد  در ريز محيط تومور حنجره نشان مي

                                                 
33 Peripheral Bood Monnuclear Cells (PBMC) 
34

 L.N stage 

هاي  كه اين ملكول كه نقش تنظيم كنندگي منفي پاسخ
تواند در تحمل ايمني القاء شده  ايمني را دارد مي
  ). 35تومورال مهم باشد (

شد كه ميزان سطح بيان اين  بيني مي يشرو، پ از اين
ژن در ريز محيط تومورهاي حنجره با ميزان  آنتي

تهاجم موضعي و يا درگيري غدد لنفاوي در اين 
ي ما اين فرضيه  بيماران، ارتباط داشته باشد، اما مطالعه

  را تأييد ننمود.
اين در حالي است كه بيماران با سرطان سينه، سطح 

و متاستازهاي غدد لنفاوي زير  CTLA-4بالاتري از 
بغلي آشكار با مراحل بالاتر باليني گسترش تومور را 

  ).36دارا بودند (
موجب  CTLA-4هاي ضد  بادي از آنجا كه آنتي

د، نشو ) ميضد تومورالهاي ايمني (مانند  افزايش پاسخ
در ايمني  CTLA  4-تر بر نقش گسترده اتمطالع

بسيار اميدوار  تواند ضدتوموري سرطان حنجره مي
ي اخير كه از  كننده باشد. در حقيقت دو مطالعه

ipilimumab بادي ضد  عنوان آنتي بهCTLA-4 
استفاده شده است، بهبودي شگرفي را در بقاء بيماران 

  ).14با ملانوم پيشرفته نشان داده اند (
كه بيان ) Karanikas(ي كارانيكاس  مطالعه در

FOXP3 هاي سرطاني  لدر بيست و پنج لاين سلو
-TGFو 10بررسي شد، مشاهده گرديد كه اينترلوكين 

B1 هاي توموري بيان  نيز تقريباً در تمام سلول
 FOXP3ن شوند و سطوح اين بيان نيز با بيا مي

گونه كه  ). همان20همبستگي مثبتي از خود نشان داد (
از ريز محيط تومور در  35شدگي اشاره شد پديده منع

هاي  اي از سلول نيز با مجموعه HNSCCبيماران با 
Treg  و  10كه توليد اينترلوكينTGF-B1 كنند،  مي

ها نشانگر آن هستند كه  ). اين يافته19آيد ( وجود مي به

                                                 
35

 Suppression 
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نقش  FOXP3در هماهنگي با بيان  10اينترلوكين 
هاي  وجود آوردن توانايي سلول چشمگيري در به

  ).20( كند توموري براي فرار از سيستم ايمني بازي مي
حنجره،  سلول سنگفرشيبيماران با كارسينوم 

صورت چشمگيري داراي سطح سرمي بالاتري از  به
اين در مقايسه با گروه كنترل بوده و  10اينترلوكين 

بندي  با فعاليت بيماري و مرحله ميزان اينترلوكيني
  ). 37تومور همبستگي از خود نشان داد (

نه  10نترلوكين اي ديگر نيز سطح سرمي اي در مطالعه
در مقايسه با گروه شاهد  HNSCCتنها در بيماران با 

بالاتر بوده است بلكه اين سطوح نيز با بقاء بدتر، بعد 
  ).31ماهه، توأم بوده است ( 36از يك پيگيري 

كنندگي  عنوان يك سيتوكين تنظيم به 10اينترلوكين 
) در انواع گوناگون Immunomodulatoryايمني (

يابد. وجود اين اينترلوكين در  يش ميسرطان افزا
متاستازهاي پيشرفته و همبستگي مثبت ميان سطوح آن 
و پيشرفت بيماري، دلالت بر اهميت اين اينترلوكين در 

  ).38ريز محيط تومورال دارد (
ي كنوني، ما نتوانستيم تفاوتي  با اين وجود، در مطالعه

هاي  ژگيبا وي 10را از لحاظ ميزان بيان ژن اينترلوكين 

باليني و پاتولوژيك سرطان حنجره از لحاظ متاستاز، 
  اندازي مكاني پيدا كنيم.  درگيري غدد لنفاوي و دست

تعداد بسيار كم بيماران با درگيري غدد لنفاوي و 
تواند در نتايج تأثيرگذار باشد  متاستاز در اين مطالعه مي

شود كه براي بررسي اثر  و از اين رو پيشنهاد مي
و  FOXP3، 10كنندگي ايمني اينترلوكين  تنظيم

CTLA-4 ي تحمل و  در فرار ايمني و پديده
رويارويي با ايمني ضدسلولي در سرطان حنجره، 

تري از بيماران با  تر با تعداد فراوان اي بزرگ مطالعه
گيري بيان اين  هاي متنوع، همراه با اندازه درگيري

در  CTLA-4و  FOXP3ماركرها در تومور و بيان 
گيري  در تومور و اندازه ارتشاح يافتههاي  لنفوسيت

انجام گردد. در هر  Tregهاي  فراواني و فنوتيپ سلول
و ملكولي  شناسي زيستصورت بررسي 

انباشت شده در ريز محيط تومور كه   Tregهاي سلول
تواند  )، مي39شوند ( مي ضدتومورالموجب منع ايمني 

ايد زيرا حذف و دورنماي درمان سرطان را ترسيم نم
ممكن  +T  FOXP3هاي سلول )Depletion( تخليه

است بتواند ايمني سلولي را در بعضي از بيماران 
  ).41و  40سرطاني افزايش دهد (
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Abstract 

Background: Treg cells are the most potent suppressants of antitumural activity of immune system and 
expression of CTLA-4 is essential for activation of FOXP3+ T-cells. IL-10 is an immunosuppressor which is 
one of the major obstacles of specific tumoral T-cells. Objective of this study was comparison of expression 
of FOXP3, CTLA-4 &IL10 genes among patients with and without laryngeal cancer local metastasis and 
patients with lymph node ivolvement. 
Material and Methods: 59 patients with laryngeal cancer which 8 of them had lacal metastasis were 
enrolled in this study. Also 31 samples of lymph node tissues were taken. The percentage and expression of 
FOXP3, CTLA-4 &IL10 genes were investigated by Real-Time PCR. 
Results: The results indicated that there were not any significant difference between laryngeal cancer 
patients with or without local metastasis and also between patients with or without lymph node involvement 
in percentage of FOXP3, CTLA-4 and IL-10 genes expression (P>0/05). As well as there were no statistical 
association with the genes expression and different stages and pathological differentiation of tumors 
(P>0/05). 
Conclusion: There is no significant association between percentage of expression of FOXP3, CTLA-4 and 
IL-10 genes in our patients with laryngeal tumor considering local invasion extension and lymph node 
involvements. 
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