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  چكيده 
تحقيقاتي كه تاكنون . پوست فراوان ترين بدخيمي در بين سفيدپوستان در سراسر جهان استغيرملانومائي سرطان  :سابقه و هدف

تاكنون . يروس انساني راهنمايي كرده استبراي يافتن يك عامل ويروسي در اين نوع سرطان انجام شده محققين را بسوي پاپيلوماو
  تايپ پاپيلوماويروس انساني شناخته شده و ارتباط تايپ هاي معيني از اين ويروس با سرطان گردن رحم به اثبات رسيده 100بيش از 

رسي فراواني هدف از اين مطالعه بر. است ولي تاكنون ارتباطي قطعي بين تايپ خاصي از ويروس و سرطان پوست يافت نشده است
پوست و نيز ضايعات پوستي غيرسرطاني در شمال ايران غيرملانومايي ژتوتايپ هاي مختلف پاپيلوماويروس انساني در ضايعات سرطان 

  .بوده است
 نمونه بلوك بافت 139پوست و غيرملانومائي  نمونه بلوك بافت پارافينه سرطان 136در اين تحقيق مورد شاهدي  : مواد و روشها

  FAP59/64با استفاده از جفت پرايمر . فينه پوست غيرسرطاني از آزمايشگاههاي پاتولوژي منطقه شمالي ايران جمع آوري گرديدپارا
PCR  انجام گرديد و نمونه هاي مثبت با استفاده از تعيين توالي نوكلئوتيدي  (Direct Sequencing) و مقايسه با تواليهاي  

  . ربع كاي تجزيه و تحليل شدندميافته ها با استفاده از آزمون . پ شدند  تعيين تايGeneBankموجود در 
ژنوتايپ هاي ..     شناسايي شدHPV-DNAاز نمونه هاي غيرسرطاني   %   4/9از نمونه هاي سرطاني و  %   5/26در    :يافته ها

ارتباط آماري معني داري بين تايپ هاي مخاطي .  56 و 48 ، 36 ، 23 ، 21 ، 20 ، 19 ، 18 ، 16 ، 5 ، 4:  يافت شده عبارت بودند از 
  .  }P ،  )9/245 – 4/3 ( 4/29 = OR > 001/0{ پوست به دست آمدغيرملانومائي   و سرطان 18 و 16

تايپ هاي مخاطي پاپيلوماويروس انساني كه در ايجاد سرطان گردن رحم تايپ پرخطر در نظر گرفته مي شوند ممكن  : نتيجه گيري
  . پوست نيز نقش داشته باشندغيرملانومايي ايجاد سرطان است در 

  .پاپيلوماويروس انساني ، سرطان پوست، سرطان غيرملانومائي:  واژگان كليدي
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   2___________________________________________________________________________پاپيلوما ويروس و سرطان پوست 

  
  مقدمه
 = Non Melanoma Skin Cancer)پوسـت  غيرملانومـايي  سرطان 

NMSC)              فراوان ترين بدخيمي در بـين سفيدپوسـتان در سراسـر جهـان 
  3  تـا   2بر طبق آمار سازمان جهاني بهداشـت ،  هرسـاله بـين           ). 1(است  

راسـر جهـان روي داده و يـك    ميليون مورد از اين نوع سرطان پوسـت درس       
طبـق گـزارش ايـستگاه      ). 2(سوم كل سرطان ها  را شامل مي شود اسـت            

 تـا   1377تحقيقاتي دانشكده بهداشت دانشگاه تهران در بابل، در سـالهاي             
پوست در منطقه شمالي ايران مقام سوم را در غير ملانومائي  سرطان 1383

اد مـوارد سـرطان  رو بـه         بين سرطان ها داشته و در طي اين سال ها تعـد           
  بـيش    NMSC تعداد موارد    1383افزايش بوده است،  بطوريكه در سال          

  در سال   - مورد 181 ، 1377در سال ( بوده است   1377  برابر سال     5/2از  
  در اين منطقه بيشتر در سنين بـالاتر از            NMSC) .  مورد 508  ،      1383

ان بـه آن دچـار مـي شـوند     بيش از زن%   30 ديده شده و مردان حدود   40
)3. (  

 Basal Cell Carcinomaپوسـت بـه دو نـوع     غيرملانومـايي  سرطان 
(BCC) و Squamous Cell Carcinoma (SCC)   تقـسيم بنـدي  
 مي تواند BCC.  استSCC برابر  4 تا 3 تقريباً  BCCفراواني . مي شود

ز مـي  بطور موضعي به بافت زيرين پوست حمله كند ولي به نـدرت متاسـتا            
  اگر درمان نشود مي تواند متاسـتاز داده و باعـث             SCCدهد در حالي كه       

 سال گذشته اهميت نـور مـاوراي بـنفش در           20طي  ).  4(مرگ بيمار شود    
همچنـين امـروزه    ). 1(ايجاد اين سرطان ها به خوبي به اثبات رسيده است           

ي فرض بر اين است كه تايپ هاي بخصوصي از  پاپيلومـاويروس انـساني م ـ              
غيـر  توانند به تنهايي و يا به همراه نـور مـاوراي بـنفش در ايجـاد سـرطان               

  ).5(پوست نقش داشته باشند ملانومايي 
ــيش از   ــاكنون ب ــساني   100ت ــاي ان ــاويروس ه ــف از پاپيلوم ــپ مختل  تاي

(Human Papillomavirus=HPV)  شناسايي شده اند و ارتباط آنهـا 
حيه تناسلي ، به اثبات رسيده      با بدخيمي هاي متعددي، از جمله سرطان نا       

بسته به بافت مورد تهاجم و توانايي سرطان زايي پاپيلوماويروس هـا،             . است
آنها را به گروههاي جلدي، جلدي يافت شده در بيماري اپيدرموديـسپلازيا            

  كه يك  بيماري نادر ارثي است، مخـاطي  (EV Type)وروسي فورميس 
در سـرطان گـردن     ).  6( كنند   كم خطر و مخاطي پرخطر تقسيم بندي مي       

رحم و ساير ضايعات تناسلي نقش پاپيلومـاويروس هـا بـه اثبـات رسـيده و        
، 16فراوان ترين پاپيلوماويروس هاي يافت شده تايپ هاي مخاطي پرخطـر          

    ).7( بوده اند 33 و 31، 18
بيشتر مطالعاتي كه نقـش پاپيلومـاويروس هـا را در ايجـاد بـدخيمي هـاي                 

  و يا افرادي كه دچار       EVده اند برروي بيماران مبتلا به         جلدي بررسي كر  
و  بررسـي بـراي يـافتن ارتبـاط          ) 8(نارسايي ايمني بوده اند انجام شده اند        

پاپيلوماويروس ها و سـرطان پوسـت در افـرادي كـه سيـستم ايمنـي آنهـا                  
  . طبيعي است به ندرت انجام شده است

ايي پاپيلوماويروس هاي انـساني      مطالعه درباره سرطان ز    6در ايران تاكنون    
 مطالعـه بـرروي     4  ثبت شده است كه       www.iranmedex.irدر سايت     

  . تحقيق در مورد سرطان مري بوده است2سرطان سرويكس و 
اين مطالعه با هدف تعيين فراواني تايپ هـاي پاپيلومـا ويـروس انـساني در                

فتي سرطان پوست غيرملانومايي و پوست سالم انجـام گرفتـه           نمونه هاي با  
  . است

  
  

  روش كار
 نمونـه   146پوست و   غيرملانومايي   نمونه بلوك بافت پارافينه سرطان       142

بلوك پارافينه پوست غيرسرطاني از آزمايشگاههاي پاتولوژي منطقه شمالي         
پـس از  . دايران كه حاضر به همكاري با اين تحقيق بودند، جمع آوري گردي        

 نمونـه سـرطاني و      136 مشخص شد كه از ايـن تعـداد ،             DNAاستخراج  
نمونـه  .   مناسب هـستند    HPV-PCR نمونه غيرسرطاني براي انجام      139

هاي غيرسرطاني مربوط به افرادي بودند كـه ضـايعه پوسـتي آنهـا توسـط                
پاتولوژيست غيرسرطاني تـشخيص داده شـده و فـرد مبـتلا بـه هـيچ نـوع                  

از نمونه هاي سرطاني    %   2/53.  هيچ جاي ديگر بدن نيز نبود     بدخيمي در   
همچنين ، بنا بـه  . از نمونه هاي غير سرطاني مربوط به مردان بود    % 9/55و  

ــه هــاي ســرطان پوســت   %  8/72نظريــه پاتولوژيــست     و  BCCاز نمون
2/27   %SCCبودند   .  

 با مراقبت بـسيار  با استفاده از اسكالپل و دستكش جداگانه براي هر نمونه و    
 تـا   5(براي جلوگيري از انتقال آلودگي بين نمونه ها، برشهاي بسيار نـازك             

پــارافين توســط . از بلوكهــاي بــافتي پارافينــه تهيــه گرديــد)   ميكــرون10
Xylene حــذف شــد و پــس از هــضم  بافــت توســط بــافر هــضم حــاوي  
ن   شركت ژن فن آورا     DNA  توسط كيت استخراج      K   ، DNAپروتئيناز  

  در   PCRمطابق با دستوركار كيت اسـتخراج گرديـده و تـا زمـان انجـام                  
براي اطمينان از عدم انتقال آلودگي بـين        .   درجه نگهداري شد    -20فريزر    

نمونه ها،  در هر سري استخراج از لنفوسيت  انساني بعنوان كنتـرل منفـي                
  . استفاده گرديد

با اسـتفاده از پرايمرهـاي       PCR ،  ابتدا DNAبراي ارزيابي استخراج   
.  برروي تمـامي نمونـه هـا  انجـام گرديـد     (PC03/PC04)ژن بتاگلوبين   

نمونه هـايي  ).  9(  جفت بازي است 110  يك قطعه    PCRمحصول اين 
كه منفي بودند دوباره استخراج شـده و در صـورت تكـرار نتيجـه منفـي از                  

  و برطبق    FAP59/64با استفاده از جفت پرايمر        . مطالعه حذف گرديدند  
بـرروي نمونـه   )  10( و همكاران   Forslundدستوركار ذكر شده توسط  
  انجــام HPV-DNA  بــراي شناســايي  PCRهــاي بتــاگلوبين مثبــت،  

 5’ جفت بازي از  430-480  يك قطعه FAP59/64جفت پرايمر . گرفت
لودگي براي شناسايي آ.   پاپيلوماويروس انساني را تكثير مي نمايند     L1ژن    

  نمونه يك كنترل منفـي قـرار داده شـد            5 ، بين هر     PCRاحتمالي حين   
  در ژل    PCRمحـصول   ).  اسـتخراج شـده    DNAاضافه كردن آب بجـاي      (

  . الكتروفورز شده و با اتيديم برومايد رنگ آميزي گرديد%   2آگاروز  
  بـازي داشـتند بـراي تعيـين تـوالي            430-480نمونه هايي كه باند مثبت      

تيدي به يك شركت خارجي فرستاده شدند و توالي هاي تعيين شده            نوكلئو
   بـا  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast   با اسـتفاده از سـايت  

بـر طبـق قـوانين      .   مقايسه گرديدنـد    GeneBankتوالي هاي موجود در       
هرجا كـه شـباهت بـين تـوالي         )  11(آخرين رده بندي پاپيلوما ويروس ها       

بـود ،  تايـپ ويـروس شناسـايي          % 90ي رفرانس بيش از     بدست آمده و توال   
  . شده مشابه تايپ رفرانس در نظر گرفته شد

   و SPSS   11.5تجزيه و تحليل آماري يافته ها با استفاده از نرم افـزار   
  .  آزمون مربع كاي انجام شد
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  3____________________________________________________________________________محمودي و همكاران شهره شاه 

  
  يافته ها
  مناسب DNA  با پرايمرهاي ژن بتاگلوبين ،  حضور  PCR با انجام  

  نمونه غيرسرطاني 139  نمونه سرطاني و  136  در HPV-PCRبراي 
 136از . لوبين منفي از مطالعه حذف شدندتاييد گرديد و  نمونه هاي بتاگ

 13%) 4/9( نمونه غيرسرطاني 139 نمونه و از 36%) 5/26(نمونه سرطاني 
تايپ هاي .  مثبت ارزيابي شدندHPV-DNAنمونه  از نظر 

پاپيلوماويروس هاي يافت شده و فراواني آنها  در نمونه هاي سرطاني و 
   . نشان داده شده است1غيرسرطاني در جدول 

  
  در نمونه هاي پوست سرطاني و HPV   توزيع فراواني تايپ هاي -1جدول 

    مثبت در شمال ايرانHPVغيرسرطاني 
وضعيت نمونه    غير سرطاني     سرطاني

  ◄پوست 
 ▼ HPVتايپهاي 

  )درصد(  تعداد  )درصد(  تعداد

4    2  )4/5(  3  )1/23(  
5  0  )0/0(  4  )8/30(  

16  7  )9/18(  0  )0/0(  
18  16  )2/43(  1  )7/7(  
19  2  )4/5(  1  )7/7(  
20  0  )0/0(  1  )7/7(  
21  1  )7/2(  0  )0/0(  

23  4  )8/10(  3  )1/23(  
36  3  )1/8(  0  )0/0(  
48  1  )7/2(  0  )0/0(  
56  1  )7/2(  0  )0/0(  

  )100(  13  )100(  37  جمع

  
  با سرطان پوست  ارتباط 18 و 16تنها تايپ هاي مخاطي پرخطــر  

 = P ،  )9/245 – 4/3 (  ،14/29 > 001/0{     داشتندآماري معني داري
OR{    .  

  
  بحث 

مطالعات انجام شده نقش پاپيلوماويروس هاي مخاطي پرخطر را در سرطان 
  18 و 16تايپ هاي ). 12(دستگاه تناسلي به خوبي نشان داده اند

ضايعات سرطان گردن رحم در سراسر %  95پاپيلوماويروس انساني در 
مكانيسمي كه اين تايپ هاي پرخطر را قادر مي ). 13(ت شده اند جهان ياف

سازد تا سلولهاي اپيتليال انساني را ناميرا كنند هنوز بطور دقيق شناخته 
  تايپ هاي پرخطر در به E7 و E6نشده است ولي نقش انكوپروتئينهاي 

هم زدن نظم چرخه سلولي و ناميرا كردن سلول يك مدل  احتمالي است 
تايپ هاي پرخطر ). 13(لعات بسياري در مورد آن انجام گرفته است كه مطا

. قادرند كه مستقيماً تغييراتي را بسوي ايجاد بدخيمي در سلول القا نمايند
در حالي كه تايپ هاي مخاطي كم خطر و تايپ هاي جلدي احتمالاً به يك 

).  14(عامل خارجي براي ايجاد موتاسيون و ناميرا  كردن سلول نيازمندند 
مطالعات زيادي حضور طيف وسيعي از تايپ هاي مختلف پاپيلوماويروس 
انساني را در ضايعات سرطان پوست نشان داده اند و اگرچه پاپيلوماويروس 

  انساني بعنوان يكي از ريسك فاكتورهاي مهم در ايجاد سرطان پوست در 
  

  
  

 با سرطان نظر گرفته مي شود، ولي هنوز ارتباط معين و قطعي هيچ تايپي
  ).15-18(پوست غيرملانومائي به اثبات نرسيده است 

ايستگاه تحقيقاتي دانشكده بهداشت دانشگاه تهران در بابل بعنوان يك 
طبق آمار اين . مركز ثبت سرطان در منطقه شمالي كشور فعاليت مي كند

پوست جزو سرطان هاي شايع منطقه شمالي غيرملانومائي مركز، سرطان 
ر  طي ساليان اخير موارد گزارش شده آن افزايش قابل است و حتي د

  5/2  ميزان آن حدود 1383  تا 1377ملاحظه اي داشته بطوريكه از سال 
  ). 3(برابر شده است 

از ضايعات %  5/26  در  HPV ، حضور  PCRدر اين بررسي با استفاده از 
. يداز نمونه هاي غيرسرطاني رديابي گرد %    4/9سرطان پوست و   

در يك . تحقيقات مشابه در كشورهاي مختلف نتايج متفاوت داشته است
%   59ضايعات سرطاني و  %   83بررسي كه در استراليا انجام شده، در 

در مطالعه ديگري در ).  19( يافت شده استHPVضايعات غيرسرطاني،  
  ). 20(  يافت شده است HPVموارد سرطاني  %  62همين كشور در 

لفي از جمله نوع نمونه و نحوه نمونه گيري، وضعيت سيستم عوامل مخت
-ايمني افراد مورد مطالعه و پرايمرهاي مورد استفاده در ميزان شناسايي  

DNA HPVدر بلوك بافتي .   در نمونه ها و حساسيت مطالعه موثرند
پارافينه ، نمونه  پوست تازه ، سواب تماسي و يا  نمونه موي سر و ابرو كه 

 به ميزانهاي  HPV  جستجو  مي شود  HPV-DNAه آن  در ريش
از نمونه پوست تازه نسبت به نمونه ). 21، 22(متفاوت يافت مي گردد 

  بيشتري استخراج مي شود كه درحساسيت DNAبلوك بافتي پارافينه ،  
هم چنين سواب پوستي، ميزان زيادي از ويروس را ).  23(تست موثر است 

ت فلور نرمال وجود دارد بر مي دارد و نتيجه كه روي سطح پوست بصور
به .  مثبت تست به علت فراواني ويروس هاي موجود در سطح پوست است

طوري كه در پژوهشي كه برروي نمونه هاي پوست سالم گردآوري شده از 
  درصد  42-70  در HPVمناطق مختلف جهان انجام گرفته ، حضور

  ). 24(نمونه ها رديابي  شده است 
حاليكه اگر پوست برش داده شده و از عمق آن نمونه برداري گردد در 

وضعيت سيستم ايمني ). 19، 25(جواب مثبت كمتري حاصل مي شود 
در افرادي كه دچار . افراد مورد مطالعه نيز در نتيجه مطالعه تاثير دارد

نارسايي ايمني هستند،  ويروس پاپيلوما به ميزان بيشتري يافت مي شود 
پرايمرهاي مختلف مورد استفاده نيز حساسيت هاي مختلفي ). 26، 12، 8(

دارند كه در ميزان موارد مثبت و منفي و نيز در تايپ هاي شناسايي شده 
   استفاده شد FAPدر مطالعه حاضر از پرايمر ) . 14 ، 27، 28(موثر است 

  را  تكثير مي L1  ژن  5" جفت بازي از انتهاي  430-480كه ناحيه اي 
در تحقيقي كه در استراليا انجام شده و از اين پرايمر استفاده شده . دكن

 يافت HPVضايعات غيرسرطاني %  58ضايعات سرطاني و  %  36است در 
در مطالعه ديگري كه در سوئد انجام شده ،  با استفاده از ). 19(شده است 

  ). 29(  يافت شده است  HPVضايعات سرطاني  %  30 در FAP پرايمر
  بوده است 18 بررسي حاضر، ژنوتايپ غالب تايپ مخاطي پرخطر در

و  يك نمونه )  از موارد مثبت%   2/43(  نمونه سرطاني 16بطوريكه در 
نتيجه بدست .  يافت گرديد18تايپ )  از موارد مثبت%  7/7(غيرسرطاني  
  و همكاران از نظر يافت شدن تايپ مخاطي پرخطر   Bilirisآمده توسط 

ورت تايپ غالب در نمونه هاي پوست با پژوهش حاضر همخواني   بص18
  ).   30(دارد 
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 نيز در ضايعات سرطاني در 16 مخاطي پرخطر همچنين فراواني تايپ

 مورد 7مقايسه با ضايعات غيرسرطاني بالاتر بوده بطوريكه تمامي 
HPV16در بسياري .   يافت شده مربوط به نمونه هاي سرطاني بوده است

از مطالعات نشان داده شده است كه پاپيلوماويروس هاي پوستي همه جا 
، ) 31(لور پوست به شمار مي روند در پوست حضور دارند و در حقيقت ف

بنابراين ممكن است اينطور نتيجه گيري شود كه پاپيلوماويروس هاي 
از طرف ديگر چون حضور پاپيلوماويروس . پوستي نقشي در بدخيمي ندارند

،  )32(هاي مخاطي پرخطر در پوست نرمال به ندرت گزارش شده است 
ي پرخطر مخاطي ممكن اين فرضيه مطرح مي شود كه شناسايي تايپ ها

در مطالعه حاضر تأييدي براي اين . است به ايجاد بدخيمي مربوط باشد
  و 16 و 18فرضيه مشاهده شد بطوريكه بين يافت شدن ژنوتايپهاي 

سرطان پوست غيرملانومايي ارتباط آماري معني دار آماري ديده شد و 
 18 و 16 نسبت احتمال درگيري مبتلايان به سرطان پوست با تايپ هاي

  .    برابر  بيش از افراد سالم برآورد گرديد 29 /14/29
 ، تايپ هاي ديگري كه در 18 و 16در تحقيق حاضر،  بجز تايپ هاي 

  EV Typeنمونه هاي سرطاني و غير سرطاني يافت شدند بيشتر از نوع 
  در نظر "در همه جا حاضر"بودند كه در سراسر جهان بصورت تايپ هاي  

و فراواني آنها در ضايعات سرطاني افرادي كه ) 24( شوند گرفته مي
با وجود ) . 21، 16، 12، 8(نارسايي ايمني دارند بيشتر گزارش شده است 

اين، تاكنون ارتباط آماري معني داري بين اين تايپ ها و سرطان پوست 
غيرملانومائي  مشاهده نشده است و در مطالعه حاضر نيز اين ارتباط يافت 

  .  نگرديد
 Directدر اين پژوهش براي تعيين تايپ پاپيلوماويروس از روش  

Sequencingاز اين رو شناسايي بيش از يك تايپ در .   استفاده گرديد
   HPVدر بسياري از مطالعات كه تايپ هاي متعددي از . نمونه ميسر نبود

  
 در نمونه هاي بيماران سرطاني شناسايي شده اند، بيماران دچار نارسايي
ايمني بوده اند و در نمونه هاي افراد نرمال به ندرت بيش از يك تايپ 

HPVاز آنجا كه نمونه هاي مورد استفاده ) . 33، 34(  شناسايي شده است
در اين تحقيق مربوط به بيماراني بودند كه از نظر سيستم ايمني مشكلي 

يروس در نداشتند،  بعيد به نظر مي رسد كه تايپ هاي متعددي از پاپيلوماو
باوجود اين، بعنوان پيشنهاد براي تحقيقات . ضايعات آنها وجود داشته باشد

  اين نمونه ها و يا نمونه هاي مشابه را به PCRبعدي مي توان محصول 
روش كلون كردن كنترل نمود تا اگر تايپ هاي متعددي در نمونه وجود 

  .دارند، به تفكيك تشخيص داده شوند
  

  تشكر و قدرداني
ندگان مقاله از پاتولوژيست هاي محترم منطقه شمالي ايران جناب نويس

آقاي دكتر شفائي، جناب آقاي دكتر پورداداش، جناب آقاي دكتر سليمي و 
جناب آقاي دكتر نقش وار براي در اختيار گذاردن نمونه هاي آرشيو 
آزمايشگاه ، از پرسنل ايستگاه تحقيقاتي دانشكده بهداشت در بابل براي 

ي در نمونه گيري  و از پرسنل بخش ويروس شناسي دانشكده همكار
بهداشت دانشگاه تهران سركار خانم كبري فرخي و سركار خانم اكرم 

  .ساريجلو براي كمك در تهيه برشهاي بافتي تشكر و قدرداني مي نمايند
بررسي ارتباط بين پاپيلوماويروس "اين مقاله بخشي از طرح تحقيقاتي  

  بوده  "وست وتعيين ژنوتيپهاي مربوطه در شمال ايران انساني و سرطان پ
و با حمايت مالي قطب علمي انستيتو تحقيقات بهداشتي، دانشگاه علوم 

  .پزشكي تهران انجام گرفته است
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