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  چکیده
هاي حفره دهان را تشکیل  بدخیمی درصد 94کارسینوم سلول سنگفرشی حدود  :مقدمه

 P63و  شده است تغییرات بدخیمی محسوب ی از نشانگرهايیک P53پروتئین  .دهد می
پاپیلوماي انسانی نیز ویروس . بازي کند تلیال بر پیشرفت دیسپلازي اپی نقش مهمی تواند می

بررسی  پژوهش،دف از این ه. سرطان در حفره دهان ارتباط دارد پیشرفت با مراحل اولیه
در ضایعات  پاپیلوماي انسانیویروس  ا با حضوره ارتباط آن و P53 ،P63ي ها نشانگربروز 

  . بودحفره دهان  دیسپلاستیک
ها  نمونه. آوري شد جمعپارافینی بلوك  نمونه 40تحلیلی  - در این مطالعه توصیفی :ها مواد و روش

و ) شدید و ملایم، متوسط( ضایعه دیسپلاستیک پاتولوژيگزارش هیستونمونه با  30 شامل
با تکنیک  نوهیستوشیمیاییومایآمیزي  روش رنگ. بودندوکوسل م با تشخیص نمونه 10

   PCR (Polymerase chain reaction) روش و P63 و P53 هاي نشانگرزیابی براي ارانویژن 
هاي  آزمون و SPSSافزار  نرم. کار برده شده بپاپیلوماي انسانی  براي تعیین حضور ویروس

Wallis-Kruskal ،Dunn ،Whitney-Mann  وSpearman استفاده  آماري هاي جهت ارزیابی
  .)α=  05/0( دگردی
هاي  به طور غالب در لایه P63 و P53اي  آمیزي هسته رنگبروز  پژوهش،در این  :ها یافته
تنها بین  P53 نشانگرها توسط  پذیري سلول درصد رنگ. بودتلیوم مشهود  پارابازال اپی/بازال

). p value > 05/0( دار بودند یختلاف معناراي اد خفیف گروه دیسپلازي گروه موکوسل با
هاي  گروه همه بین گروه موکوسل با P63 نشانگر ها توسط پذیري سلول همچنین درصد رنگ

 حضور) p value > 05/0( دار بودند یداراي اختلاف معن شدید و متوسط خفیف، دیسپلازي
ها  داري بین آن یتلاف معنهیچ اخ ها یافت شد و تمام گروهدر  پاپیلوماي انسانیویروس 

  .)p value < 05/0( وجود نداشت
با حضور ویروس پاپیلوماي انسانی  P63 ،P53با توجه به نتایج مطالعه بین بروز  :گیري  نتیجه

اگرچه بین شدت و درصد بروز . در ضایعات دیسپلاستیک حفره دهان ارتباطی وجود ندارد
P63 و P53 مشاهده شد دار در هر دو لایه ارتباط معنی.   

، ویروس پاپیلوماي انسانی، واکنش P53ها،  ژن کارسینوم، سلول سنگفرشی، :ها کلید واژه
  .اي پلیمراز زنجیره
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  مقدمه
 ها و در حیطه سرطان جامعهمهم در یکی از مشکلات 

فک و  دهان، شناسی آسیبدر پزشکی و به طور اخص  دندان
سلول  سرطان آن و به دنبال یبروز ضایعات پیش سرطان ،صورت

در حفره  )SCCیا  Squamus cell carsimoma(ی سنگفرش
  . دهان است

اي  از لحاظ تعریف به بافت تغییر یافته یضایعه پیش سرطان
خیم بوده و  مورفولوژیکی خوشظ شود که از لحا اطلاق می

  . ]1[احتمال تغییر بدخیمی آن بیش از حد طبیعی است
ود که کارسینوم سلول ش گونه بیان می به طور کلی این

اي و تجمع  چند مرحله فراینددهان ناشی از یک  یسنگفرش
هاي ژنتیکی در فازهاي ناشی از تکثیر سلولی و تمایز  جهش

تواند از نظر مورفولوژیکی به عنوان  می فرایندباشد، و این  می
   .]2[ضایعات پیش سرطانی تلقی شود

 و باشد نه میدیسپلازي از نظر لغوي به معناي رشد بیمارگو
اي از تغییرات شامل عدم یک شکل بودن  تلیوم با مجموعه در اپی
ها مشخص  ها و نیز از بین رفتن نظم ساختاري آن سلول

به دیسپلازي  ،به منظور توصیف درجه یا شدت. ]3[شود می
 )Severe( و شدید )Moderate( ، متوسط)Mild(خفیف  درجات

هاي  اي از دیسپلازي بخش قابل ملاحظه. ]1[شود ق میطلاا
کنند  گزارش شده در حفره دهان به سمت بدخیمی پیشروي می

ژنتیکی رخ  که در طی آن تغییرات تجمعی ژنتیکی و اپی
  . ]2[دهد می

و خانواده آن  P53گر تومور از جمله  هاي سرکوب به نقش ژن
بر روي  P53ژن  .در ایجاد تومور توجه بسیاري شده است

هاي  ترین هدف تغییر ژنی در تومور عشای 17P13.1م وکروموز
غیر قابل  DNAصدمه ، P53 ژن با جهش در. انسانی است

مانند و سلول به سمت  ها در سلول ثابت می ترمیم مانده جهش
شود سوق داده  طرفه که منجر به بدخیمی می یک راه یک

در ضایعات پیش سرطانی  P53بروز بیش از حد  .]3[شود می
  .]4[و کارسینوم درجا دیده شده است داراي دیسپلازي شدید

P63 ترین عضو خانواده چند ژنی که  جدیدP53  جز آن است
تواند در پیشرفت  می P63پیشنهاد شده است که . ]3[باشد می

هاي بنیادین در  وللتلیوم از طریق تغییر عملکرد س دیسپلازي اپی
که این موضوع منجر به افزایش . لایه بازال سهم داشته باشد

هاي بازال و بالاتر از آن  داد تکثیر سلولی و انتشار آن در لایهتع
 .]4[شود می

 HSVمانند ویروس هرپس سیمپلکس هاي انکوژنیک  ویروس
)Herpes simplex virus(  وHuman papilloma virus 
)HPV ( نیز ممکن است نقش مهمی پاپیلوماي انسانی ویروس

عوامل ویروسی که قادر  ها ایفا کنند و در انواع مختفی از سرطان
باشند به داخل ماده ژنتیکی میزبان نفوذ کنند امکان دارد سلول 

ناپذیر کنند و به این ترتیب تغییر بدخیمی را تسهیل  میزبان را فنا
رسد  به نظر می پاپیلوماي انسانیامروزه تنها ویروس  .گردانند

   هاي زیر گروه. نقشی در بروز سرطان داشته باشد
بیش از همه با ایجاد دیسپلازي و کارسینوم  16و  18، 31، 33

  .]1[سلول سنگفرشی ارتباط دارند
اگر ضایعات پیش سرطانی در مراحل اولیه تشخیص داده 

و افزایش  وجود داردها  تغییرات سرطانی در آن احتمال نشوند،
  . ]1[نزدیکی با درجه دیسپلازي موجود دارد هشیوع تغییرات رابط

  .گاه متناقض است مختلف و گهنتایج مطالعات، 
Oliveira نداي در برزیل نشان داد در مطالعه ]5[و همکاران 

با سن و جنس در بیماران و  پاپیلوماي انسانیویروس که حضور 
ه نداشت داري همچنین محل آناتومیک ضایعه هیچ ارتباط معنی

و  پاپیلوماي انسانیویروس داري بین حضور  ارتباط معنیاست و 
و حضور  P53 رسد بروز به نظر می .وجود نداشت نیز P53 بروز

هاي سرطان  سلول DNA در پاپیلوماي انسانیویروس 
نتایج . ]5[سنگفرشی حفره دهان وقایعی غیر مرتبط باهم باشند

نشان داد که تفاوت آماري قابل  ]6[و همکاران Abbasتحقیق 
با در ضایعات هایپرپلاستیک در مقایسه  P53بروز  نملاحظه بی

مخاط نرمال، نرمال در مقایسه با دیسپلازي خفیف و دیسپلازي 
همچنین نتایج نشان داد بروز  .شدید با سرطان مهاجم یافت نشد

P53 درجه  با بالارفتن)Grade (امایابد  سرطان افزایش می 
و  Takeda. دار نبوده است ها نیز معنی تفاوت بین این گروه

جه رسیدند که ارزیابی تغییرات در تحقیقی به این نتی ]4[همکاران
هاي  و بنیادین در لایه تکثیر شوندههاي  ساختمانی سلول

تواند اطلاعات مفیدي را براي ارزیابی  تلیالی دیسپلاستیک می اپی
هاي  تلیوم دهان در مقایسه با تکنیک دیسپلازي اپی بندي درجه

 . فولوژیکی معمول فراهم کندرهیستومو
تواند بر  می P63کند که  اد میتحقیق پیشنه همچنین این
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تلیال در خلال تغییرات عملکرد سلول  پیشرفت دیسپلازي اپی
بازال  تغییرات آن در لایه بازال و پارابنیادین در لایه بازال و توزیع 

. ]4[تلیوم دهان تأثیر داشته باشد هاي اپی در دیسپلازي
Kozomara باط که ارت نداي نشان داد در مطالعه ]7[و همکاران

هیستولوژیک  درجهو  P53هاي  موتاسیون شیوعمهم آماري بین 
بالاتر  درجهبه عبارت دیگر تومورهاي با  ،تومورها وجود دارد

همچنین در . دادند بالاتري را نیز نشان می P53موتاسیون 
پاپیلوماي ویروس افراد با عفونت  ،بیماران آگهی یشبررسی پ

  .پروگنوز را نشان دادندبدترین  P53همراه موتاسیون  انسانی
، P53(لذا با توجه به اهمیت شناسایی نقش این فاکتورها 

P63  در ضایعات پیش سرطانی ) پاپیلوماي انسانیو ویروس
جا که بر اساس منابع موجود تحقیقات کافی  حفره دهان و از آن

 پاپیلوماي انسانیو ویروس  P63و  P53در زمینه رابطه بین بروز 
سرطانی حفره دهان صورت نگرفته است، لذا در ضایعات پیش 

انجام این تحقیق بر پایه شناسایی و بروز هر کدام از عوامل و 
تا شاید گامی در جهت  قرار داده شدها با یکدیگر  آن هرابط

گیري کننده از سرطان حفره  پیش شناسایی به موقع و تمهیدات
  .دهان برداشته شود

  
  ها روشمواد و 

که  پارافینیبلوك  نمونه 40تحلیلی -صیفیدر این مطالعه تو
دیسپلازي  ضایعات داراي از نمونه 30(داراي بافت کافی بودند 
عدد به  10در هر گروه تعداد مساوي ملایم، متوسط، شدید 

نمونه در نظر  10 موکوسل که آن هم شاهدهمراه یک گروه 
هاي موجود در بخش پاتولوژي  پروندهاز بین  )گرفته شده بود

و  شهید بهشتی پزشکی فک و صورت دانشکده دندان، ندها
ها جهت تأیید تشخیص  بازبینی اسلایدهاي میکروسکوپی آن

یا  بود هایشان ناقص هایی که پرونده نمونه. شدندانتخاب 
ها در  ها گذاشته نشده یا بافت کافی آن تشخیص قطعی براي آن

فینی هاي پارا از بلوك .شدنداز مطالعه خارج   ،نبوددسترس 
قرار  Silanizedزده شد و بر روي اسلایدهاي  µm 4هاي  برش

 قرارها به مدت یک شب در دماي محیط اسلاید. داده شد
 IHCآزمایش  ده ودپارافینه ش سپس ها نمونه .گرفتند

)Immunohistochemical( انویژن  به شیوه)Envision(  به
  : انجام شد ها نمونه برايشرح زیر 

که در طی آن  )Pretreatment( درمانیپیش  مرحله ابتدا
بخش  1 بخش متانول و 9و متانول به نسبت  H2O2مخلوط 
H2O2  ژن  بازیابی آنتی مرحلهو)Antigen retrieval(  در که
 ,pH=9, code S2367, 10/1mµ( محلول توسط مایکرویو

DAKO, Denmark( EDTA/Tris  ابتدا با حداکثر قدرت تا به
، صورت پذیرفت دقیقه انجام می 15 تبه مدجوش آید و سپس 

   ها یک یا دو قطره مرحله بعد روي بافت .گرفت
Endogenous block  دقیقه زمان داده  10و به مدت شد ریخته

  .هاي سطحی بافت است Agشد این ماده به منظور غیر فعال کردن 
 ,Code N1581( اولیه هاي بادي آنتی ریختن بعد مرحله

ready to use, DAKO, Denmark( P53 یا  
)Code N1604, ready to use, DAKO, Denmark( P63 

با  )Visualized method(روش چشمی جا نوبت  در این. بود
پلیمر لیبل شده  )Peroxidase labeled polymer(استفاده از 

حقیقت  پلیمر لیبل شده با پراکسیداز در. باشد با پراکسیداز می
ن مولکول آن توسط یک رشته بادي ثانویه است که چندی آنتی

بادي  آنتی امکان تماس بیشترکه  اند پلیمري به هم متصل شده
ها  بافتروي  بادي ثانویه آنتی این. گردد ثانویه با اولیه فراهم می

. شدداشته  ها نگه دقیقه در تماس با آن 30ریخته شده و به مدت 
لیتر  دستور کار شرکت یک میلی( DAB/Substrate سپس

ها  روي نمونه) DAB سوبسترا با یک قطره کروموژن محلول
ها  بادي گیري آنتی این ماده در حقیقت اتصالات شکل. ریخته شد

 در پایان اسلایدها در. دهد ژن به ما نشان می را به آنتی
   .شدندو توسط لامل پوشانده  ههماتوکسیلین قرار گرفت

 ها از میکروسکوپ نوري براي بررسی میکروسکوپی نمونه
)Olympus, model CX21FS1, Tokyo, Japan ( استفاده

 شدنداي شد مثبت تلقی  ها قهوه هایی که هسته آن سلول .شد
   ).1-3شکل (

 میکروسکوپیمیدان ده  پذیري، در براي محاسبه درصد رنگ
تلیوم، لایه بازال و پارابازال و قسمت  ، در دو لایه اپیتصادفی

هاي  ي رنگ گرفته بر تعداد سلولها تلیوم، تعداد سلول فوقانی اپی
میانگین شمارش به   ،شدضرب  100شمرده شده تقسیم و در 

سلول  هزار تعداد و 40نمایی  بزرگبا  پذیري عنوان درصد رنگ
که این کار را  ، فرديبودن) Blind(کور  براي ].8[محاسبه شد

   .انجام داد از درجه دیسپلازي میکروسکوپی نمونه، مطلع نبود
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با  ملایمدر یک ضایعه داراي دیسپلازي  P63پذیري  رنگ .1شکل 

  × 40 نمایی بزرگ
  

  
متوسط در یک ضایعه داراي دیسپلازي  P53پذیري  رنگ .2شکل 

  × 100 نمایی با بزرگ
  

  
با شدید در یک ضایعه داراي دیسپلازي  P63پذیري  رنگ .3شکل 

  × 200نمایی  بزرگ
  

براي ) PCR )Polymerase chain reactionروش در 
 ابتدا ها در نمونه پاپیلوماي انسانیویروس تشخیص ژنوم 

ژن گلوبین  از قطعاتی با سپسصورت گرفت و  DNAاستخراج 
برده  شده استخراج DNA کیفیت به پی انسانی) Globin β(بتا 
 عملیات شده، استخراج DNA کیفیت تأیید از پس. شد

 صورت PCR روش به پاپیلوماي انسانیویروس  ژنوم جستجوي
  . پذیرفت
  

  :بودند زیر شرح به استفاده مورد عمومی آغازگرهاي ترتیب

GP5+ (forward) d(TTTGTTACTGTGGTAGATACT
AC) 

GP6+ (reverse) d(AAAAATAAACTGTAAATCAT
ATTC) 

  
 46در  +GP5+/6هاي  با استفاده از آغازگر PCRفرایند 

 :شدچرخه شامل سه برنامه به ترتیب زیر انجام 
 1 40 دقیقه، 5 مدت به گراد سانتی درجه 94: شامل چرخه 

 به گراد سانتی درجه 72 دقیقه، 5/1 مدت به گراد سانتی درجه
  .دقیقه 5/1 مدت

 38 40 دقیقه، 1 مدت به گراد سانتی درجه 94: شامل چرخه 
 به گراد سانتی درجه 72 دقیقه، 5/1 مدت به گراد سانتی درجه
  .دقیقه 5/1 مدت

 1 40 دقیقه، 1 مدت به گراد سانتی درجه 94 :شامل چرخه 
 به گراد سانتی درجه 72 دقیقه، 5/1 مدت به گراد سانتی درجه
 .دقیقه 7 مدت

 دستگاه با و پذیرفته صورت PCR فراورده الکتروفورز
   گرفت قرار بررسی مورد بنفش ماوراء اشعه نورافشان

  ).4 شکل(
 SPSSافزار آماري  دست آمده توسط نرمه هاي ب داده

براي مقایسه دو  .آنالیز شد Kruskul-Wallisتوسط آزمون 
آزمون و همچنین از  Dunnبه دوي پارامترها از آزمون 

Mann-Whitney ستفاده شد و براي ارزیابی ارتباط غیر ا
  . گردیداستفاده  Spearmanها از آزمون  پارامتریک نمونه
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  +GP5+/6 آغازگرهاي  هاي ارزیابی شده با استفاده از در نمونه )HPV )Human papilloma virusتقویت ژنی ویروس . 4 شکل
  

  ها افتهی
ها  و ارتباط آن P53،  P63رهاي نشانگدر مطالعه حاضر که بر روي 

 در ضایعات پیش سرطانی حفره دهان، پاپیلوماي انسانیویروس با 
ملایم، متوسط، ه ها از نظر درجه دیسپلازي در سه گرو که نمونه

نمونه قرار  10تقسیم شده بودند و در هر گروه تعداد مساوي شدید 
نمونه در نظر  10موکوسل که آن هم شاهدداشتند همراه یک گروه 

  .صورت گرفت و نتایج زیر حاصل شد گرفته شده بود 
 (IS Intensity scoreها بر طبق  پذیري نمونه شدت رنگ

(DAKO 1عدد  ،پذیري اي عدم رنگتعیین شد و عدد صفر بر 
براي شدت  2عدد  ،)Weak(پذیري ضعیف  براي رنگ

براي رنگ  3و عدد ) Intermediate(پذیري متوسط  رنگ
پذیري در  شدت رنگ. مد نظر قرار گرفت) Strong(شدگی قوي 

  . شد را شامل می 3هاي مورد مطالعه از صفر تا  همه گروه
 Spearmanآزمون  آنالیز ارتباطات غیر پارامتریک توسط

باهم  P63و  P53ر نشانگدو پذیري  شدت رنگ و انجام شد
درصد  .را نشان دادنددار  یمعنهمبستگی یا ارتباطی 

ها در دو سطح  هاي رنگ گرفته نیز در تمامی گروه سلول
لایه بالاي لایه بازال  2پارابازال به (پارابازال /لایه بازال
تلیوم که سایر سطوح  پیو لایه فوقانی ا ]4[)گردد اطلاق می

سلول  1000با محاسبه  ،شد بالاتر از پارابازال را شامل می
تصادفی محاسبه  میدان میکروسکوپی 10رنگ گرفته در 

که براي تعیین متوسط  Kruskul-Wallis آزمون .شد
در مجموع  نشان دادی انجام شد سلول گیدرصد رنگ گرفت

پارابازال در تمام /هاي رنگ گرفته در لایه بازال درصد سلول
 هاي رنگ گرفته در لایه فوقانی بود ها بالاتر از سلول نمونه

  .)1جدول (
کار ه که براي مقایسه دو به دوي پارامترها ب Dunn آنالیز

  .گرفته شد نتایج زیر را نشان داد
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گروه  4در  P63و  P53 يهانشانگري ریپذ ن رنگیانگیع میتوز. 1 جدول
  یه فوقانیو لا پارابازال/در بازال یسه مورد برریبر حسب هر لا

  میانگین    يریپذ رنگ
 انحراف معیار 

  
  
  
  
P53 ه یلا

 پارابازال/ بازال
  

 موکوسل
30/1  
49/2  

 دیسپلازي ملایم
70/44  
98/26 

 دیسپلازي متوسط
50/14  
45/23 

 دیسپلازي شدید
20/24  
66/31 

 مجموع
17/21  
01/28 

  
  
  
  

P53 یه فوقانیلا  

 موکوسل
10/0  
31/0 

 دیسپلازي ملایم
20/15  
86/24 

 دیسپلازي متوسط
90/1  
28/3 

 دیسپلازي شدید
50/11  
38/20 

  مجموع
  

17/7  
80/16 

  
  
  
  
P63 ه یلا

  پارابازال/بازال

 موکوسل
90/46  
42/41 

 دیسپلازي ملایم
70/83  
40/29 

 دیسپلازي متوسط
60/75  
76/38 

 دیسپلازي شدید
20/77  
91/28 

 مجموع
85/70  
61/36 

  
  
  
  

P63 یه فوقانیلا  

 موکوسل
90/23  
75/28 

 دیسپلازي ملایم
90/78  
005/28 

 دیسپلازي متوسط
80/71  
54/37 

 دیسپلازي شدید
30/66  
52/29 

 مجموع
22/60  
01/37 

  
در لایه  P53ر نشانگها توسط  پذیري سلول درصد رنگ

 در گروه موکوسل با يدار یاختلاف معنپارابازال /بازال
 و موکوسل با دیسپلازي )p value > 01/0( ملایمدیسپلازي 

ها با هم  و در سایر گروه دیده شد) p value=  01/0( شدید
در لایه فوقانی نیز درصد رنگ . دار نداشتند یاختلاف معن

داراي  ملایمها در گروه موکوسل با دیسپلازي  گرفتگی سلول
هم  ها با ایر گروهو س) p value=  035/0( دار بود یاختلاف معن
  .دار نداشتند یاختلاف معن

 P63ر نشانگها توسط  پذیري سلول مقایسه درصد رنگ
پارابازال و لایه فوقانی /نشان داد که در هر دو لایه بازال

گروه دیسپلازي  هاي رنگ شده گروه موکوسل با هر سه سلول
، ملایمموکوسل با دیسپلازي . (دار بود یداراي اختلاف معن

)011/0  =p value( پارابازال و/در لایه بازال   
)001/0  =p value( ر لایه فوقانی، موکوسل با دیسپلازي د

  پارابازال و /در لایه بازال p value=  023/0 متوسط
)007/0  =p value( موکوسل با دیسپلازي  ،در لایه فوقانی

  پارابازال و /در لایه بازال  p value=  035/0 شدید
)007/0  =(p value این سه گروه در اما  ؛)در لایه فوقانی

اختلاف با هم هاي رنگ گرفته  دیسپلازي درصد سلول
  .داري را نشان نداد یمعن

در  پاپیلوماي انسانیویروس در خصوص ارزیابی حضور 
دیسپلازي در ، )درصد 1/51(مورد  4در گروه موکوسل  ،ها هنمون

 مورد 6 ملایمي دیسپلازدر گروه ، )درصد 3/33( مورد 3 شدید
   مورد 2 متوسط دیسپلازيو در گروه ) درصد 7/85(
را در ضایعات  پاپیلوماي انسانیحضور ویروس ) درصد 2/22(

هاي مختلف در  ها بین گروه هرچند آنالیز نمونه .نشان دادند
اختلاف آماري  پاپیلوماي انسانیدرصد حضور ویروس 

 ).p value=  060/0( نشان ندادداري  یمعن
ملایم دیسپلازي دنبال این موضوع دو گروه موکوسل و  به

نیز باهم در یک  شدیدو  متوسط دیسپلازيهم و دو گروه با
و این دو گروه انتخاب شده باهم مقایسه  ندگروه قرار گرفت

هاي  ها تفاوت شان داد که بین آنن جا آنالیز که در این شدند
  .)p value=  017/0( دار وجود دارد یآماري معن

با  پاپیلوماي انسانیویروس  مقایسه میان بروزدر همچنین 
   که توسط آزمون P63 و P53 رنشانگدرصد بروز دو 

Mann-Whitney U داري  صورت گرفت ارتباط آماري معنی
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 وجود در مقایسه با p value( P53=  216/0(نشان داده نشد 
در  p value( P63 = 108/0(پاپیلوماي انسانی، ویروس 
  .پاپیلوماي انسانیویروس  وجودبا مقایسه 

  
  بحث 

ه رترین تومور حف به عنوان شایع SCCامروزه مطالعه بر روي 
اساس تحقیقات  مختلف خطر هاي و ارتباط آن با فاکتور ]1[دهان

 هايرنشانگارزیابی بروز این مطالعه  در ،باشد بسیاري در دنیا می
P63 ،P53  آمیزي  رنگبا روشIHC  ویژن انو توسط تکنیک

)Envision ( نیز  پاپیلوماي انسانیارزیابی حضور ویروس و
صورت گرفت و حضور ویروس به صورت  PCRتوسط روش 

 )Envision(انویژن تکنیک مزایاي . مثبت یا منفی تعیین گردید
 هاي قبلی این است که این سیستم نسبت به سایر سیستم

آنزیم پلیمري حاوي یک واحد دکستران است که چندین مولکول 
است ثانویه بادي  همچنین داراي آنتی. توانند به آن بچسبند می

تواند شناسایی  شده به بافت می متصلبادي  بنابراین هر آنتی
در دو لایه  P53 ،P63در این مطالعه الگوي بروز ]. 9[شود
تلیوم در ضایعات پیش سرطانی  پارابازال و لایه فوقانی اپی/بازال

در مقایسه ملایم، متوسط و شدید زي در سه گروه داراي دیسپلا
تلیوم نرمال  هم و مقایسه با یک گروه موکوسل که داراي اپی با

  .بررسی گردید شاهدباشد تحت عنوان گروه  می
به میزان ضعیف در سه نمونه از گروه  P53در این مطالعه 

ر در لایه نشانگیعنی بروز این  ،موکوسل بروز کرده است شاهد
 واکنشیتواند یک پاسخ فیزیولوژیک و  ل میبازال مخاط نرما

   ].6[هاي ژنوتوکسیک باشد ها به استرس سلول
هاي  ها در گروه پذیري سلول در خصوص مقایسه درصد رنگ

با نتایج حاضر نتایج مطالعه  P53ر نشانگدیسپلاستیک با 
مطالعات درصد تعدادي از  در. مطالعات قبلی متناقض است

یابند یعنی از  دت ضایعات افزایش میهاي رنگ گرفته با ش سلول
هاي  درصد سلول شدید به سمت دیسپلازي ملایمدیسپلازي 

   ].4، 6، 8، 10[رنگ گرفته بالاتر بوده است
هاي رنگ گرفته  نتایج این مطالعه نشان داد که درصد سلول

از همه بیشتر، ضایعات  ملایمدیسپلازي  داراي در ضایعات
ما  شدید و ضایعات دیسپلازي از همه کمتر متوسط دیسپلازي

  .بین این دو است

دست آمده ه ها و نتایج متناقض ب در بررسی دلایل این تفاوت
  .توان عوامل زیر را مطرح کرد می حاضر از مطالعه
P53 درصد 50 ملایم، درهاي دیسپلازي  در تمامی نمونه 

هاي  نمونه درصد 80در  و متوسط هاي گروه دیسپلازي نمونه
بنابراین شاید بتوان گفت کم  .بروز کرد شدید لازيگروه دیسپ

اي باشد که  تواند عامل مخدوش کننده ها می بودن تعداد نمونه
یافت تعداد موارد  در هر گروه افزایش میها  شاید اگر تعداد نمونه

  .بودتر  ها به هم نزدیک منفی گروه
در افراد  P53نشان داد که  ]11[و همکاران Castleمطالعه 

نمونه بررسی  17مورد از  6سال فقط در  40مطالعه بالاي  مورد
 100 سال در 40که در افراد زیر  در حالی ؛است شده مثبت بوده

 افراد تحت مطالعه. ها این پروتئین بروز کرده است آن درصد 
همه بالاي  ملایمگروه دیسپلازي  از یک مورد از غیر حاضر نیز

تواند  ها می تعدادي از نمونه دلایل منفی شدن و اند سال داشته 40
سنین  زود هنگام این پروتئین در جهشمطابق بحث این مقاله 

  ].11[باشد کمتر
اي قوي در انواع  یک پروتئین هسته P53در مجموع هرچند 
اما شاید در ] 3[کلیه و ریه بوده است ،کارسینوماهاي پستان

SCC در  خطر دهان نتوان از این مارکر به عنوان یک فاکتور
  .بروز دیسپلازي کمک گرفت

 در مطالعه حاضربادي مورد استفاده  که آنتی P63در مورد 
آن بود به عنوان یک انکوپروتئین عمل  Np63ایزوفرم 

مطالعات  ،در حقیقت در بررسی و مرور مقالات. ]8، 12[کند می
IHC  انجام گرفته توسطP63  ر را با نشانگبیشتر بروز این

اند و تحقیق بر روي  هان بررسی نمودهحفره د SCCضایعات 
  .ر با ضایعات دیسپلاستیک بسیار کم بوده استنشانگبروز این 

براي بررسی  ]13[و همکاران Choiاي که  در اولین مطالعه
تمام  ،در ضایعات پیش سرطانی انجام داده بودند P63بروز 
. ها بروز این پروتئین را نشان دادند هاي مورد مطالعه آن نمونه

بندي شدت دیسپلازي ضایعات  هرچند هیچ تلاشی براي درجه
بین گروه  حاضر پژوهشدر  .در این تحقیق صورت نگرفته بود

هاي رنگ گرفته  موکوسل با سه گروه دیسپلازي درصد سلول
ها  این اختلاف ما بین گروه امادار بود  یداراي اختلاف معن

 با مطالعه رحاضتوان گفت مطالعه  در واقع می. دار نبود یمعن
Bortoluzzi پذیري ضایعات  که درصد رنگ ]14[و همکاران
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دار با ضایعات گروه هایپرکراتوز  دیسپلاستیک داراي تفاوت معنی
بدون تغییرات دیسپلاستیک بود مطابقت دارد که در این مطالعه 

در . اند یکدیگر نداشته دار با ینیز سه درجه دیسپلازي اختلاف معن
 رفتن شدت دیسپلازي درصد بالا مطالعات بااز تعدادي مقابل در 

   ].4، 8، 12[هاي رنگ گرفته نیز بالا رفت سلول
نیز  حاضردر مطالعه  ]4[و همکاران Takedaهمانند مطالعه 

پارابازال بالاتر از لایه /هاي رنگ گرفته در لایه بازال درصد سلول
اي ه ید این مطلب است که سلولؤاین الگوي بروز م. فوقانی بود

فقدان تقسیم  ودر لایه بازال حضور دارند ) Stem cell(بنیادین 
هاي  سلول غیر مساوي ممکن است منجر به افزایش تعداد سلول

هاي  رفتن سلول بنیادین در لایه پارابازال و به همین ترتیب بالا
P63 تلیوم  تر در اپی هاي پارابازال و فوقانی مثبت در لایه

و مطالعات  حاضرله در مطالعه أسدیسپلاستیک شود که این م
  .]4، 10، 15[دیگر دیده شده است

هاي  دار بین گروه در واقع با توجه به نبود اختلاف معنی
هاي  در سلول P63رسد بروز  توان گفت به نظر می دیسپلازي می

هاي بنیادین بیشتر در رابطه  کراتینوسیت با تمایز سلولی سلول
عوامل بسیاري در استفاده از  ر اینب علاوه. زاییباشد تا با تومور

تواند موجب مخدوش شدن نتایج شود از جمله  می IHCتکنیک 
باشد و  روش لابراتوري بسیار حساس و دقیقی می IHCاین که 
ترین پیشامد در طی مراحل کار چندین ساعته این  کوچک

در واقع اگر  ؛الشعاع قرار دهد تواند نتیجه را تحت تکنیک می
خیر صورت گرفته أها با ت نمونه) Fixation( ار کردنفرایند پاید

یا اگر و  دهند ها ساختار بافتی خود را از دست می پروتئین ،باشد
 ،باشند پایدار کننده ها طولانی مدت در معرض محلول نمونه
بازیافت به خوبی ژن  بازیابی آنتیفرایند ها در طی  ژن آنتی

فت مورد مطالعه براي با .گیرند نگردیده و در دسترس قرار نمی
 ساعت در فرمالین مانده باشد 24نباید بیش از  IHCتکنیک 

هاي مورد مطالعه  هرچند در مواقعی از جمله بسیاري از نمونه
  .اند گونه بوده این حاضر

دست آمده از مطالعات گذشته و همچنین ه با توجه به نتایج ب
را نشان  P53ر نشانگاین مطالعه که آمارهاي متناقض در مورد 

تواند  به تنهایی نمی IHCداد شاید بتوان گفت که تکنیک  می
موتاسیون این پروتئین را مشخص کند و در واقع ارتباط بین 

آوري  درجات هیستوپاتولوژیک و تغییر مولکولار باید توسط جمع

 روشاطلاعات درباره تغییرات ژنی به طور مثال با استفاده از 
PCR طالعه از جمله در م مشخص شودPrado 16[و همکاران[ 

 )(qPCR Quantitative real time PCR که با استفاده از
هاي اولیه ضایعات پیش  در فاز P53که  ه شدنشان داد ،انجام شد

تواند به عنوان یک  شود و می بدخیمی حفره دهان ظاهر می
  .فاکتور تشخیصی در ضایعات لکوپلاکیایی دهان عمل کند

در ضایعات  پاپیلوماي انسانیویروس در خصوص میزان بروز 
 .هاي متفاوت و حتی متناقض در مقالات وجود دارد آمار ،مختلف

هاي ناحیه  این ویروس به عنوان یک کارسینوژن مهم در سرطان
در مورد حفره دهان میزان  ؛ اما]17[سرویکس شناخته شده است

از تعدادي  ره دباشد ک متفاوت می درصد 100تا  0 بروز ویروس از
  .]18- 20[به آن اشاره شده است مطالعات

 برداري، ها به عواملی از جمله به محل نمونه این تفاوت
مطالعه در  .]21[ها بستگی دارد نمونه اندازههاي تشخیص و  روش
در ضایعات دیسپلاستیک  پاپیلوماي انسانیحضور ویروس  حاضر

م تلیو و همچنین در یک گروه داراي اپی ملایم، متوسط، شدید
مورد بررسی قرار گرفت  PCRتوسط تکنیک ) موکوسل(نرمال 

. ]22[باشد موجود می هاي روشترین  که این تکنیک از حساس
ه ک شده استاستفاده آغازگر به عنوان  +Gp5در این مطالعه از 

  .]5[میولوژیک داردحساسیت بالایی در مطالعات اپید
بر  نیپاپیلوماي انسامطابق یک تحقیق میزان بروز ویروس 
و بافت نرمال  SCCضایعات دیسپلاستیک از ضایعات سرطانی 

 توسطکه  متاآنالیز که مطابق یک در حالی، ]22[بیشتر است
Miller  وJohnstone]23 [ پاپیلوماي انجام شده است ویروس
برابر در  7/4برابر در ضایعات پیش بدخیم و  3تا  2 انسانی

 .ضایعات بدخیم از مخاط نرمال بیشتر است
داري بین درصد بروز  در خصوص این که اختلاف معنی

دیده نشد  حاضرمطالعه هاي  در نمونه پاپیلوماي انسانیویروس 
هاي پارافینی که در  ک امکان مربوط است به استفاده از بلوكی

یخ زده  هاي برش ویروس در ،]White]19و  Miller مطالعه
)Frozen( ي بلوك پارافینی ها در نمونه و ها نمونه درصد 6/51 در
تواند عامل بروز پایین  له میأاین مس. بوده است درصد 7/21

دلایل اصلی  .نیز باشد حاضرمطالعه در  پاپیلوماي انسانیویروس 
تواند در  له قطعه قطعه شدن اسید نوکلئیک است که میأاین مس
   .]24[پارافینه کردن و دپارافینه کردن اتفاق بیفتد ،پایداريخلال 



  و همکاران دکتر فاطمه مشهدي عباس  پاپیلوماي انسانی  با ویروس ها ارتباط آن وP63 و  P53 دو نشانگر بروز

 1391بهار ، 1 ، شماره8پزشکی اصفهان، دوره  مجله دانشکده دندان  64

در ضایعات  پاپیلوماي انسانیحضور ویروس  در خصوص
و گردن  سطح مخاط نواحی سر حاضر،مطالعه موکوسل در 

هاي  از جمله متابولیت خارجیهاي  ممکن است در معرض موتاژن
بر علاوه  ،]22[مشتق شده از منابع مختلف از جمله سیگار باشد

در تحقیقات  در مخاط نرمال پاپیلوماي انسانیویروس  حضوراین 
  ].1، 25[نیز مشاهده شده است دیگر

 ]26[و همکاران Acay نیز مانند مطالعه حاضرمطالعه در 
و درجات  پاپیلوماي انسانیویروس  نشان داده شد که بین عفونت

له أاین مس .داري وجود ندارد ها ارتباط معنی دیسپلازي گروه
در  پاپیلوماي انسانیتواند نشانگر این باشد که ویروس  می

اگرچه که  .بدخیمی در ضایعات حفره دهان نقش ندارد پیشرفت
ه تواند ب شرکت آن به خصوص در مراحل اولیه بروز تغییرات می

باشد  داشته اهمیت ملایمدیسپلازي  داراي خصوص در ضایعات
 پاپیلوماي انسانیکه عفونت ویروس  باشد به این اي و اشاره

مت بدخیمی در تغییر به س فرایندتواند یک حادثه اولیه در  می
رسد ویروس  بنابراین به نظر می .تلیوم دهان باشد هاي اپی سلول

تواند به عنوان کارسینوژنز در حفره دهان  که می پاپیلوماي انسانی
  . مطرح شود

 11هاي دیسپلازي از  در بین گروه حاضرمطالعه همچنین در 
 3مورد آن زن و تنها  8 پاپیلوماي انسانی،مورد مثبت ویروس 

له از این موضوع که زنان به عفونت أاین مس .رد مرد بودندمو
تر از مردان هستند حمایت  مستعد پاپیلوماي انسانیویروس 

  .]27[دکن می
پاپیلوماي ویروس  و P53 در خصوص ارتباط بین بروز

در ضایعات دیسپلاستیک هیچ تحقیقی تاکنون صورت  انسانی
دهان این حفره  SCCاما در مورد ضایعات  ؛نگرفته است

در  .در این زمینه آمارها متفاوت است .موضوع مطالعه شده است
مشرف و تحقیقاتی نامه  پایانبعضی از مطالعات از جمله 

ارتباط  ]29[همکاران و Castellano مطالعهو ] 28[مهرداد
 P53و بروز  16 پاپیلوماي انسانیدار بین ویروس  معنیآماري 

بین بروز  اتاز تحقیقادي تعدکه در مقابل  یده شد در حالید
P53  در ضایعات  پاپیلوماي انسانیو ویروسSCC  حفرهدر 

مطالعه که این با  ]5، 30[وجود ندارد دار ارتباط معنیدهان 
مطالعات اپیدمیولوژیک نیز از فرضیه . همخوانی دارد حاضر

 و ایجاد تخریب P53با  پاپیلوماي انسانیاتصال ویروس 

)Degradation ( کنند این پروتئین حمایت نمیسریع در، 
ممکن است از طریق مسیر  پاپیلوماي انسانیبنابراین ویروس 
بنابراین براي حل این  .]5[عمل کند P53غیر وابسته به 

  .باشد ها می ها نیاز به تحقیق با تعداد بیشتري از نمونه تناقض
پاپیلوماي و ویروس  P63در خصوص ارتباط بین بروز 

 عات دیسپلاستیک هیچ تحقیقی صورت نگرفتهنیز در ضای انسانی
این ] 28[مشرف و مهردادتحقیقی نامه  پایانتنها در  و است

مورد ارزیابی قرار گرفته  دهان حفره SCCله در ضایعات أمس
داري بین بروز  هیچ ارتباط معنی حاضرمطالعه است که مانند 

P63 دیده نشده است پاپیلوماي انسانیویروس  و.  
ها  به سوابق افراد از جهت مقایسه عادات آنش در این پژوه

بعد از  نداشته و همچنین یا سابقه فامیلی دسترسی از جمله سیگار
مورد از  8در زمان ارزیابی توسط ژن بتاگلوبین  DNAاستخراج 

له منجر أگروه مورد بررسی منفی شدندکه این مس 4ها در  نمونه
  . ها از محاسبات آماري شد به حذف آن
در دانشکده و بعد مسافت و سایر  PCRجود امکانات عدم و

 در فاصله تهیه مارکرهااز جمله مشکلات موجود در جامعه 
از دیگر .هاي تحقیق بود از محدودیت بینی زمانی غیر قابل پیش

گویی به  در پاسخ یا تفکر خطاي چشم به توان میها  محدودیت
یعنی در  .اشاره کرد ائوزین -هماتوکسیلینآمیزي  طریق رنگ

داراي  ملایمحقیقت ضایعات عنوان شده داراي دیسپلازي 
تعیین سطح  بدین معنی که ند،ا درجات بالاتر دیسپلازي بوده

)Level ( پیشروي تغییرات آتیپیک در ضایعاتی مانند وروکوس
براي تلیوم یا  هایپرپلازیا یا هایپرکراتوزها به دلیل آکانتوز اپی

مشکل  در آنتلیوم  روفیه بودن اپیپلان به دلیل آت لیکن ،لامث
تواند موجب خطاي تعیین درجه  و این امر می است بوده

  .دیسپلازي را فراهم آورد
  

  گیري نتیجه
 با P63، P53 بروز دست آمده بینه اطلاعات ب توجه بهبا 

در ضایعات دیسپلاستیک حفره پاپیلوماي انسانی حضور ویروس 
 اگرچه بین شدت و بروز .شتداري وجود ندا یرتباط معنا دهان
P63 ،P53 دیده شد )همبستگی( در هر دو لایه ارتباط 

در  P63 و P53رهاي نشانگهمچنین نتایج حاکی از بروز بالاتر 
  .بود خفیفانواع با دیسپلازي 
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Evaluation of P53 and P63 expression and their correlation with HPV 
virus in oral dysplastic lesions 
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Abstract 
 
Introduction: Squamous cell carcinoma comprises approximately 94% of all the oral cavity 
malignancies. P53 is considered an indicator of malignant transformations and P63 can play an 
important role in epithelial dysplastic changes. In addition, HPV is associated with early stages of 
cancer development in the oral cavity. The aim of this study was to evaluate P53 and P63 expression 
and their correlation with the presence of HPV in oral dysplastic lesions. 
Materials and Methods: In this descriptive-analytical study forty paraffin blocks were collected, 
which included thirty samples with histopathologic reports of dysplastic lesions (mild, moderate, 
severe) and ten with a diagnosis of mucocele. Immunohistochemical staining with Envision method 
was performed for P53 and P63 markers and polymerase chain reaction (PCR) technique was used 
for detection of HPV virus. Statistical analysis was carried out with SPSS software and Kruskul-
Wallis, Mann-Whitney U and Spearman tests (α = 0.05). 
Results: In this study the nuclear P53 and P63 staining was predominant in the basal/parabasal 
layers of the epithelium. There was a significant difference in P53 staining only between mucocele 
and mild dysplasia (p value < 0.05). A significant difference in P63 staining was observed between 
mucocele and all the dysplastic lesions (mild, moderate, and severe) (p value < 0.05). Human 
papilloma virus was detected in all the groups, with no significant differences between them  
(p value > 0.05). 
Conclusion: Based on the results of the present study there was no statistically significant correlation 
between P53 and P63 expression and presence of HPV virus in oral dysplastic lesions; however, 
there was a significant correlation between P53 and P63 intensity and expression in the two layers. 
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