
 
  دانشگاه آزاد اسلامی پزشکیعلوم جله م

  126تا  120صفحات ، 92 تابستان، 2، شماره 23 ورهد

   

با سرطان پستان در (HPV) طالعه ارتباط بین پاپیلوما ویروس انسانیم
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  چکیده 
اتیولوژي  به عنواناند و  خیم و سرطانی پستان شناسایی شدههاي خوشدر بافت هایی نظیر پاپیلوماویروس انسانیویروس :سابقه و هدف

هدف از این مطالعه . انگیزي در مورد القاء ویروسی سرطان پستان وجود دارد اما اطلاعات بحث بر ،اند سرطان پستان در نظر گرفته شده
 .سرطان پستان بود مبتلا بهویروس انسانی در بیماران ایرانی  بررسی حضور پاپیلوما

بافت پستان از  53بیمار زن با سرطان پستان و  64هاي پارافینی از هایی از بلوكبخششاهدي،  -در این مطالعه مورد: یسش برررو
هاي براي تکثیر سکانس Real-Time PCR. بررسی شدند HPV DNAر حضواز نظر عنوان شاهد، ه بیماران با بیماري فیبروسیستیک ب

   .شد استفاده HPVاز ویروس  +GP5+/GP6حفظ شده 
هاي سرطان پستان  نمونه بافت خوش خیم پستان یافت شد ولی در هیچکدام از نمونه 53تا از  3در  HPV DNAهاي  توالی :هایافته

 . شناسایی نشد
 .در سرطان پستان باشد HPVتواند تایید کننده نقش  نتایج ما نمی :گیرينتیجه

  .Real-Time PCR، سرطان پستان، پاپیلوماویروس انسانی :واژگان کلیدي
  

  1مقدمه
. باشـد  ها در دنیـا مـی  ترین سرطانسرطان پستان یکی از شایع

ل بهداشتی در کل دنیـا بـوده و عامـل اصـلی     ضاین سرطان مع
فاکتورهاي متعددي . آید حساب میمرگ و میر در بین زنان به 

نظیر سن، طول مدت دوره تولید مثل، نازایی، چاقی و غیره در 
این سـرطان از لحـاظ بـالینی     .)1(اند  این ارتباط شناخته شده

خاطر طیـف وسـیعی   ه یک بیماري هتروژنوس بوده که عمدتاً ب
 ـ     دسـت آوردن  ه از تغییرات ژنتیکـی نظیـر از دسـت دادن یـا ب

                                                
  زهرا طهماسبی فرد، دکتر واحد رودهنتهران، دانشگاه آزاد اسلامی، : نویسنده مسئولآدرس 

)email: Ztahmasebi@riau.ac.ir  (  
  2/3/1391 : تاریخ دریافت مقاله
  13/12/1391 :تاریخ پذیرش مقاله

ها روي ، بازآرایی ژنومی و موتاسیون)هاا کروموزومی(کروموزوم 
هاي سرطانی، اطلاعـات  از بررسی مجموعهء ژنوم بافت. دهد می
تـوان از آنهـا بـراي     شـود کـه مـی    نهایت زیادي حاصـل مـی   بی

شناسایی فاکتورهـاي تشخیصـی و پیشـگیري موفقیـت آمیـز      
هـایی در اسـتفاده از   استفاده نمـود بـا ایـن وجـود محـدودیت     

 .)2(هاي مولکولی موثر مورد نظر نیز وجود دارد ماندر
اي اسـت و عفونـت بـا     سرطان پستان یک بیماري چند مرحلـه 

DNA توانـد در یـک یـا چنـد مرحلـه از فراینـد        ها میویروس
هاي انسـانی  پاپیلوماویروس .)4و3(زایی آن دخیل باشد بیماري

. کننـد  بـازي مـی  احتمالاً در پیشرفت سـرطان پسـتان نقشـی    
توانـد   در ایجاد آدنوکارسینوماي پستان می HPVاي که  فرضیه

دخیل باشد از آزمایشاتی حاصـل شـد کـه در آن رده سـلولی     
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 18و  16نـوع   HPVپستان انسان، پس از انتقـال ژنـوم کامـل    
 HPVبا این وجـود هـیچ مـدرکی دال بـر اینکـه      . نامیرا گردید

 د، وجـود نـدارد  تواند بافت پستان انسان را در بدن آلوده کن می
)5(.  

هـاي بـدون   گروه کـوچکی از ویـروس   (PVs)ها پاپیلوماویروس
ــا   ــش ب ــته DNAپوش ــانواده    دو رش ــزء خ ــه ج ــتند ک اي هس

تلیال سنگفرشـی را   ها اپیاین ویروس. باشند پاپیلوماویریده می
بر طبق اطلاعات موجـود  ). 6(کنند  در نواحی مختلف آلوده می

شـناخته شـده    (HPV)روس انسانی نوع پاپیلوما وی 200تقریباً 
  ). 7(است 
HPV  تلیـال   اپـی  ایجاد طیفی از ضـایعات هـایپرپلازي  ها سبب

ایـن  . شـوند  بندي می شده و در دو گروه مخاطی و جلدي دسته
ها بسته به قدرت ضایعه در ایجاد بدخیمی پیشرونده، بـه  گروه

هـاي  HPV. شـوند  خطر و پرخطر تقسیم بندي مـی دو گروه کم
زگیلهاي تناسـلی را   HPV-11و  HPV-6خطر نظیر کممخاطی 

خطـر نظیـر    هاي مخاطی پـر  HPVکه  در حالی نند،کمیایجاد 
HPV-16   وHPV-18   تلیـالی   سبب ایجاد ضـایعات درون اپـی

توانند تا مرحله سرطان سلول سنگفرشی  سنگفرشی شده و می
هـاي دهـانی و    ها بـا بـدخیمی   HPV. مهاجم نیز پیشروي کنند

از % 99در حقیقـت بـیش از   . دستگاه تناسلی مـرتبط هسـتند  
 دهنـد  هاي پرخطـر روي مـی  HPVموارد سرطان رحم، توسط 

)8(. 
 HPVمطالعات بالینی اطلاعات بحث برانگیزي در مورد حضـور  

هـا عمـدتاً    ییمطالعات اروپا. در سرطان پستان ارائه کرده است
ــواع  ــر روي ان ــز شــده 18و HPV  16ب ــه  در حــالی ،متمرک ک

دست آمـده از زنـان ژاپنـی و چینـی، شـواهدي از      ه اطلاعات ب
را  HPV-33نظیـر   HPVارتباط سرطان پسـتان بـا انـواع نـادر     

     .)9( دهد نشان می
هدف از این مطالعه بررسی حضور پاپیلوما ویـروس انسـانی در   

  .بیماران ایرانی مبتلا به سرطان پستان بود
  

  روشها مواد و
نمونـه بلـوك    54نمونه بلـوك پارافینـه سـرطان پسـتان و      66

ــر ســرطانی پســتان   ــت غی ــه باف از ) فیبروسیســتیک ( پارافین
آوري  آبـان جمـع   13هـاي امـام خمینـی، بـوعلی و     بیمارستان

هاي غیرسـرطانی مربـوط بـه افـرادي بودنـد کـه        نمونه. گردید
ن افـراد  هاي محترم تشخیص داده شده و ایتوسط پاتولوژیست

. به هیچ نوع بدخیمی در هیچ جاي دیگـر بـدن مبـتلا نبودنـد    
 1389تـا   1384هـاي  هاي انتخاب شده مربوط بـه سـال  بلوك

سـال   48شمسی بودند و افراد جراحـی شـده میـانگین سـنی     
طیـف سـنی   . را داشـتند ) سال 56سال و حداکثر  33حداقل (

نی قـرار  افراد نرمال انتخاب شده نیز در طیف سنی موارد سرطا
 . داشت

 10هـاي بسـیار نـازك    بـرش  ،با استفاده از دستگاه میکروتـوم 
هاي پارافینی تهیه شـد و در  عدد از بلوك 4میکرونی به تعداد 

ــوپ ــاي میکروتیـ ــی 5/1هـ ــد    میلـ ــدورف فاقـ ــري اپنـ لیتـ
DNase/RNase بـار   براي هر نمونه از دستکش یک. ریخته شد

  . مصرف، تیغ و اپلیکاتور نو استفاده گردید
بـا   DNAو اتـانول مطلـق ،    Xyleneبعد از دپارافینه کردن بـا  
 ,Roche-Diagnostics Indianapolisاستفاده از کیت استخراج 

IN       مطابق با دستور کار ارائـه شـده توسـط شـرکت اسـتخراج
اي ه ـروش استخراج به این ترتیب بود کـه ابتـدا بافـت   . گردید

ــه در  ــت    100دپارافین ــده باف ــز کنن ــافر لی ــر ب  16، میکرولیت
 55در  Kمیکرولیتــر پروتئینــاز   40و % SDS 10میکرولیتــر 
بعـد از  . گراد انکوبه شدند تا بافت کاملاً لیـز شـود   درجه سانتی

میکرولیتــر  325و  Binding Bufferمیکرولیتــر  325افــزودن 
پس سـه بـار   س ـ. اتانول مطلق مخلوط بر روي ستون برده شـد 

شستشو براي برداشتن مواد اضافی به کمک بافر شستشو انجام 
 Elutedمیکرولیتر بـافر   50چسبیده به ستون با  DNA. گرفت

درجـه   -20در فریـزر   PCRشستشو داده شد و تا زمان انجـام  
  . گراد نگهداري شد سانتی

و بـا اسـتفاده از    Real-Time PCRدر مطالعه حاضـر بـا روش   
ها مورد  تمامی نمونه SYBR Green Iی سبز بنام رنگ فلورسنت

سـت در شـیار   ا این رنگ فلورسـنتی قـادر  . بررسی قرار گرفتند
اي قـرار گرفتـه و نـور فلورسـنتی را      ي دو رشتهDNAکوچک 

میزان نور تولید شده نسـبت مسـتقیم بـا میـزان     . ساطع نماید
ــول  ــول . دارد PCRمحص ــار   SYBR Green Iمولک ــر مه اث

هـاي  جـاي پـروب  ه توان ب نداشته و از آن می PCRکنندگی بر 
  .اختصاصی فلورسنت استفاده نمود

هـاي   ، ابتدا تمـامی نمونـه  DNAبراي ارزیابی درستی استخراج 
ــانی   ــراي ژن انسـ  HMBS (HMBS, Homo sapiensبـ

hydroxymethylbilane synthase; GenBank accession no. 
M95623.1) عنوان کنترل داخلی با پرایمرهـاي اختصاصـی   ه ب

اي پلیمـراز آن بـا    مخلوط واکنش زنجیره). 10( شدند PCRآن 
میکرومـول از هـر یـک از     2/0میکرولیتـري، حـاوي    20حجم 

 Reverse( HMBS( و معکوس )Forward( پرایمرهاي مستقیم
ــک  1( ــر ی ــر از ه ــول  1/0، )میکرولیت ــو  DNAمیکروم  5(الگ

 SYBR-Green PCR Masterمیکرولیتــر  10و ) میکرولیتـر 

Mix (Takara Bio, Ostu, Shiga, Japan)    و بقیـه آب مقطـر
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گرمـایی دسـتگاه نیـز بـه ایـن صـورت       -برنامه زمانی. تهیه شد

 95الگـو در   DNAهاي دناتوره شدن اولیه مولکول. تنظیم شد
تکـراري  چرخـه   40دقیقه سـپس   1ه مدت گراد ب درجه سانتی

گـراد   درجـه سـانتی   60ثانیـه و   10راد براي گ درجه سانتی 95
ثانیـه انجـام    34گـراد بـراي    درجه سـانتی  72ثانیه و  30براي 
هـاي تکثیـر، منحنـی دمـاي ذوب بـه       در انتهاي چرخه. گرفت

  . منظور بررسی اختصاصی بودن قطعه تکثیر یافته رسم شد
از یک مخلوط واکنش به  HPV L1براي تکثیر توالی ژن هدف 

ــامل می 20حجــم  ــر ش ــک از   5/0کرولیت ــر ی ــول از ه میکروم
میکرولیتـر از   GP5+/GP6+ )1پرایمرهاي مستقیم و معکـوس  

و ) میکرولیتـر  5(الگـو   DNAمیکرومـول   1/0، )11( )هر یک 
و بقیـه آب   SYBR-Green PCR Master Mixمیکرولیتـر   10

گرمایی بـراي تکثیـر بصـورت    -برنامه زمانی. مقطر استفاده شد
دقیقه و سپس  5/0گراد براي درجه سانتی 94دناتوره اولیه در 

 10گـراد بـراي    درجـه سـانتی   95بـا   Touchdownچرخه  45
درجـه   72ثانیـه و   20گراد بـراي   درجه سانتی 60تا  50ثانیه، 
صورت ه مرحله اتصال ب. گرفت ثانیه انجام 34گراد براي  سانتی

Touch down  گـراد بـراي هـر     درجه سـانتی  50تا 60از دماي
سپس در . گراد کاهش تنظیم شده بود درجه سانتی 5/0سیکل 

درجه سانتی گراد ثابـت نگـه    72دقیقه در  5چرخه نهایی دما 
 ـ اخت رشـته داشته شدند تا س . طـور کامـل انجـام شـود    ه هـا ب

 60از دمـاي   PCRاشتن محصـولات  منحنی ذوب با گرم نگه د
درجـه   1گراد بـه نسـبت   درجه سانتی 95گراد تا درجه سانتی

  .گراد در هر ثانیه رسم شدسانتی
   

  +GP5+/GP6و  HMBSتوالی پرایمرهاي  -1جدول 
Primer Sequence  5′-3′ Size (bp) 

GP5+/GP6+ TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC 
GAAAAATAAACTGTAAATCATA
TTC 

140 

HMBS GCCTGCAGTTTGAAATCAGTG 
CGGGACGGGCTTTAGCTA 

110 

  
-rotor-gene 300 realبـا  Real-Time PCRهـاي  همه واکنش

time machine  (Corbett Research, Mortlake, Australia) 
کنترل مثبت استفاده شده براي تمـامی مراحـل،   . انجام گرفت

استخراج شـده از بافـت سـرطان رحـم آلـوده بـه        DNAنمونه 
HPV-16  ویـروس، تعیـین تـوالی    بود که براي اطمینان از نوع

براي اطمینـان از آلـوده نبـودن مخلـوط واکـنش      . نیز شده بود
الگو  DNAاي بعنوان کنترل منفی بدون داشتن  تکثیري، نمونه
  .نیز استفاده شد

هاي کنترلی و مورد هدف ها براي هر دوي ژنپرایمرها و پروب
. خریــداري شــده بــود Bioneer (Alameda, CA)از کمپــانی 

   . باشد می 1توالی آنها مطابق با جدول 
  

  هایافته
نمونـه بلـوك    54نمونه بلوك پارافینه سرطان پسـتان و   66از 

، پـس از  )فیبروسیسـتیک ( غیر سرطانی پسـتان   پارافینه بافت
ــتخراج  ــام  DNAاس ــراي ژن  RCRو انج ــه HMBSب ، دو نمون
نمونه غیر سرطانی مناسب نبودند و کنار گذاشـته   1سرطانی و 

ها در شـکل  در تعدادي از نمونه HMBSنتایج تکثیر ژن . شدند
  .نشان داده شده است 1
  

 
استخراج شده از تعدادي  DNAاز  HMBSنتایج تکثیر ژن  -1شکل 

  بیمار به همراه کنترل منفی
  

، از شـش  L1 HPVبراي تعیین دماي بهینه اتصال پرایمرهـاي  
هاي سرطان رحم آلوده بـه  استخراج شده از بافت DNAنمونه 

HPV-16 براي اطمینان از نوع ویروس ژنـوم آنهـا   . استفاده شد
دماي بهینه براي شش نمونه  2در شکل . تعیین توالی شده بود

HPV  ،60 درجه سانتی گراد تعیین شد .  
  

  
در شـش   L1 HPVدماي بهینه اتصال پرایمرهاي رزیابی ا -2شکل 

  . HPV-16نمونه کنترل مثبت 
  

ــه ــراي ژن   نمون ــت ب ــاي مثب ــا   HMBSه ــدند و ب ــاب ش انتخ
،در چهار مرحله همـراه بـا    L1 HPVپرایمرهاي اختصاصی ژن 

کنترل 
 منفی
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منحنـی   3در شـکل  . نمونه کنترل مثبت و منفی تکثیر شـدند 
دهـد   غیر سرطانی را نشان مـی  تکثیر چندین نمونه سرطانی و

که تنها یکی از موارد نمونه مثبت بیمـاران بـه همـراه کنتـرل     
   .شود منفی و مثبت مشاهده می

  

  
 Realهاي بیمـاران در آزمـایش    هاي تکثیر نمونه منحنی -3شکل 

time PCR .شود تنها کنترل مثبت و یکی  طور که مشاهده می همان
ها، میزان فلورسنت ساطع شـده از آنهـا بـا افـزایش مقـادیر       از نمونه

  .دهد افزایش نشان می PCRهاي واکنش  محصولات طی چرخه
  

  بحث
باشـند   هاي پستان کارسینوماها مـی اکثریت وسیعی از سرطان

شـیر غـدد   هـاي پوشـاننده مجـاري تولیـد کننـده      که از سلول
اي از چندین مرحله،  پیچیدهمجموعه . گیرند منشاء می پستانی

در تغییـر شـکل    اي از جمله ژنتیک، محیط و فاکتورهاي تغذیه
تواننـد   کـه همـراه بـا هـم مـی      ها نقش دارندبدخیم این سلول

مسیرهاي اصلی تنظیم کننده رشد منظم سلولها را تغییـر داده  
تـرل خـارج نماینـد و منجـر بـه      و در نتیجه تکثیر آنها را از کن

درك واقعی ایـن مسـیرهاي سـلولی نقـش     . سرطانزایی گردند
 ). 1(در زیست شناسی سرطان دارد مهمی 

بیشتر وقایع مولکولی دخیل در ایجاد سرطان پستان ناشناخته 
در مطالعات اولیه شباهت مرتبط بین سرطان . باقی مانده است

درون اپـی تلیـالی    پستان و ضـایعات ایجـاد شـده نئوپلازیـاي    
 )CIN III :cervical intraepithelial  neoplasia  III( رحمـی 

 ـ HPVایـن مطالعـات علاقـه بـراي جسـتجوي      . گزارش شد ه ب
عنوان یکی از عوامل در پیدایش سـرطان پسـتان را برانگیخـت    

)12.(  
و همکـارانش ارتبـاط    Di lonardo، 1992اولـین بـار در سـال    

HPV  آنهـا  . و سرطان پستان را مطرح کردندHPV-16 DNA 
ــتان بــه روش     17از %  4/29را در  ــرطان پس ــه س  PCRنمون

و همکــارانش در  YU، 1999در ســال  .)13(مشــاهده کردنــد 
و سـرطان   HPV-33بیمار، ارتبـاط بـین    72اي بر روي  مطالعه

بـه چـاپ   ) چـین و ژاپـن  ( هـاي آسـیایی   پستان را در جمعیت
از بیماران با % 1/34را در  HPV-33 DNAآنها حضور . رساندند

و  )Invasive ductal carcinoma( کارسینوماي مهاجم مجـاري 
وجود ویروس در . خیم شناسایی کردند از ضایعات خوش% 5در 

خیم فرضـیه اینکـه در پـاتوژنز سـرطان پسـتان       ضایعات خوش
ا وجود آورد ولی هیچ سروتایپ دیگري را پیده دخیل است را ب

 ).14(نکردند 
Hennig  و همکارانشHPV-16  بیمـار بـا    41مورد از  19را در

را  III CINکــه ســابقه ضــایعات %) 46(کارســینوماي پســتان 
 HPV-16آنها در بررسـی دیگـر،   ). 15(داشتند، گزارش کردند 

DNA  بیمار با  38مورد از  32را درIII CIN )84 (%  شناسـایی
همه بیماران داراي سرطان پستان مطـابق بـا ضـایعات    . کردند

III CIN براي ،HPV-16 امـا هـیچ مـورد مثبتـی     . مثبت بودند
  ). 12(پیدا نکردند  33یا  18، 11هاي HPVبراي 

Damin  با استفاده از دو مجموعـه   2004و همکارانش در سال
 HPV-18  ،101 و  HPV-16ویروسهاي  E6پرایمر براي ناحیه 

بیمـار   25آنهـا در  . بلوك پارافینه را مورد بررسـی قـرار دادنـد   
را شناســایی %) DNA HPV )75/24کارســینوماي پســتان  

مـورد از بافـت خـوش خـیم پسـتان هـیچ        21کردند ولـی در  
مــورد  14مــورد مثبــت ،  25از . ویروســی را مشــاهده نکردنــد

مثبت %) 40( HPV-18مورد براي  10و  HPV-16براي %) 56(
  ). 16(بودند 

نمونه سرطان پستان  50و همکارانش  Kanاي دیگر  در مطالعه
مـورد بررسـی    33و  HPV 16 ،18براي انـواع   PCRرا با روش 

را دو نمونـه سـرطان پسـتان زنـان      HPV-18قرار دادند و ژنوم 
مـورد   24نمونـه،   50از مجمـوع  . استرالیایی مشـاهده نمودنـد  

 ).17(مثبت بودند  HPVبراي %) 48(
Villiers  ،Damine  وKan  و همکارانشان در تومورهاي پستان

HPV     را بعنوان انکوویروس داوطلب قوي بـراي ایجـاد سـرطان
و همکارانش  Widschwendterهمچنین . پستان معرفی کردند

HPV DNA ن بیمارانی با پیشینه هاي سرطان پستارا در بافت
  .)9(تشخیص دادند  سرطان رحم

Yasmeen  و ) 18( 2007و همکـــــارانش در ســـــالAkil  و
پیشـنهاد کردنـد کـه عفونـت     ) 19( 2008همکارانش در سال 

HPV    توانـد تهـاجم سـلولی و متاسـتاز را در      با خطـر بـالا مـی
کــه یکــی از اعضــاء خــانواده   Id-1ســرطان پســتان از طریــق 

باشـد، القـاء    مـارپیچ مـی   -دور –فاکتورهاي رونویسی مـارپیچ  
 .)19و 18( نماید

ــات  ــارانش از  Mendizabal-Ruizدر تحقیق ــار  67و همک بیم
نمونه بافت پسـتان از بیمـاران    40مکزیکی با سرطان پستان و 

 کنترل مثبت

 نمونھ مثبت بیمار

نفی مکنترل   
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مورد بررسی قرار گرفتـه بودنـد    PCRغیر سرطانی که با روش 

مشاهده شـد و   33و  HPV 16 ،18مورد مثبت از انواع  3تنها 
 ).20( نوع آنها هم با تعیین توالی ژنومشان مشخص گردید

هـا عـدم    بر خلاف تحقیقات ذکر شده موارد دیگري از بررسـی 
  .داد هاي سرطانی و شاهد را نشان میبافت رد HPVحضور 

 2010و همکـارانش در سـال    Hachanaدر تحقیقی که توسط 
بر روي بیماران تونسی  in situ Hybridizationو  PCRبا روش 

هـا   نمونه سرطان پستان هیچکدام از نمونه 123از  ،انجام دادند
 خطر و پرخطـر ویـروس پاپیلومـا مثبـت نشـدند     براي انواع کم

)21 .(  
بیمار سوئیسی کـه   81و همکارانش بر روي  Lindel  در مطالعه 

، هـیچ نمونـه مثبتـی از    PCRسرطان پستان داشـتند بـا روش   
DNA HPV   در بررسی دیگر توسـط  ). 22(یافت نشدHedau 

بیمار هنـدي هـیچ نمونـه مثبتـی از      252و همکارانش بر روي 
DNA HPV   بـا روشPCR    در بررسـی   ).23(شناسـایی نشـد
CremouxP  نمونـه سـرطان پسـتان در     50و همکارانش نیز از

شناسـایی   PCRبـه روش   HPV DNAبیماران فرانسوي هـیچ  
 ).24(نشد 

کار رفته براي مطالعـه  ه هاي باین تحقیق ما بر خلاف روشدر 
و بـا اسـتفاده از رنـگ     Real Time PCRاین موضوع، از روش 

هـا را مـورد بررسـی قـرار      نمونـه  I  SYBR Greenفلورسانسی
اسـتفاده   DNAو  RNAاین تکنیک که جهت تشخیص . دادیم

وده و معمولی برخوردار ب PCRاز کارایی بالا نسبت به  ،شود می
و حساسـیت   DNAهاي این روش، اختصاصیت پروب از برتري

  .بالاي آنالیز نتایج است
این روش بر اساس بررسی میزان کمی مـاده فلورسـنتی عمـل    

 PCRکند و سیگنال فلورسانس به نسـبت میـزان محصـول     می
با ثبت میزان تابش در هر سـیکل،  . یابد در واکنش، افزایش می

ا در طی فاز تصاعدي ثبت نمود و بـا  توان واکنش تکثیري ر می
بیشـتر   DNAهـر چـه مقـدار    . اولیه مطابقت داد DNAمقدار 

باشد شدت فلورسنت نیز بیشتر بوده و سریعتر به فاز تصاعدي 
  ).25( رسد می

ــه روش Real Time PCRروش  ــر نســبت ب هــاي دیگــر نظی
Nested PCR احتمـال  بـا  بسـته  فضـاي  در انجام کار علته ب 

 قابل روش، این مزایاي دیگر از. باشد مواجه می کمتري آلودگی

امکان  که است آن نتایج و واکنش لحظه به بودن لحظه مشاهده
 امکـان  بـدین ترتیـب  . کنـد  فراهم مـی  را تکثیر فرآیند بررسی

 و DNAغلظـت   ترین مناسب نظیر تعیین واکنش، سازي بهینه
 .سازد می امکان پذیر را تکثیري سیکل تعداد همچنین و پرایمر

 ،باشـد  مـی  مشاهده قابل PCRروند  که در این روش آنجایی از

 صـورت  در و شده مهیا دلخواه زمان نیز در واکنش قطع امکان

 داد خاتمه واکنش به توان می سکون فاز رفتن به یا و تکثیر عدم

   .)25( نمود پرهیز انرژي و اتلاف وقت از و
معمـولی،   PCRهاي ایـن روش نسـبت بـه    یکی دیگر از برتري

باشد  می PCRعدم نیاز به ژل الکتروفورز براي آنالیز محصولات 
که این امـر احتمـال آلـودگی و ایجـاد نتـایج مثبـت کـاذب را        

 .دهد کاهش می
با توجه به حساسیت بالاي تکنیـک اسـتفاده شـده در تحقیـق     

هـاي   داد که ژنوم این ویـروس در نمونـه   حاضر، نتایج ما نشان 
هاي غیر سـرطانی   سرطانی وجود ندارد اما در سه مورد از نمونه

این نتیجه، فرضیه ارائه شده در خصوص نقش آن . مشاهده شد
احتمالاً . کند ت میدر پاتوژنز سرطان پستان را تا حدودي تقوی

توانـد   هاي سـرطانی، مـی   مشاهده نشدن ژنوم ویروس در نمونه
بـراي   (hit and run)مرتبط با استفاده از مکانیسم ضربه و فرار 

  .القاء سرطان در این ویروس باشد
ــال   ــده در س ــه ش ــزارش ارائ ــق گ ، Campoتوســط  1987طب

بـراي   (hit and run)ها از مکانیسم ضربه و فرار پاپیلوماویروس
  مطالعـه آنهـا بـر روي    . کننـد  القاء سرطان مـري اسـتفاده مـی   

هاي پاپیلومـاي گـاوي در   هاي گاوي نشان داد که ویروسمدل
ــیش روده   ــرطانزایی در پ ــه س ــل اولی ــاو  (foregut)مراح در گ

ولی براي پیشرفت تا حالت بدخیمی، حضور  ،باشند ضروري می
  ). 26(آنها ضرورتی ندارد 

فاکتورهاي خطرناك متعـددي در ارتبـاط بـا پیشـرفت     در مجموع 
سن، سابقه خانوادگی، سابقه سرطان پسـتان   ، نظیرسرطان پستان
مـوارد  % 80- 50اما با ایـن وجـود    ،اند معرفی شده..... در خود فرد و

مطالعات انجام شـده  . اند فاکتورهاي خطرناك هنوز شناسایی نشده
 0را با سـرطان پسـتان از   پاپیلوماویروس انسانی  DNAنیز ارتباط 

دهـد و حتـی تـاکنون مکانیسـم رسـیدن       متغیر نشان می% 86تا 
  ). 3( ویروس به پستان نیز مشخص نشده است

از جملـه فاکتورهـاي    يرسـد عوامـل متعـدد دیگـر     به نظر می
ژنوم جمعیت، اخـتلاف در  اي و محیطی و هتروژنیسیتی  تغذیه

-ساسیت تکنیـک گیري، نوع نمونه انتخاب شده، حروش نمونه
ــگاهی ــاي آزمایش ــده و   ه ــتفاده ش ــی اس ــوع روش تشخیص ، ن

 PCRهاي احتمـالی در زمـان انجـام واکـنش حسـاس       آلودگی
  . تواند از عوامل مهم در ایجاد نتایج متغیر باشد می
  

  تشکر و قدردانی 
این تحقیق با حمایت مالی معاونت محتـرم پژوهشـی دانشـگاه    

هـاي ریاسـت محتـرم آن    آزاد اسلامی واحد رودهن و حمایـت 
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ضـمن از  در . واحد جناب آقاي دکتر حیدري انجام گرفته است
معاونت محترم پژوهشی بیمارستان امام خمینـی کـه در تهیـه    

هــاي آزمایشــگاهی کمـال همکــاري را داشــتند و کلیــه   نمونـه 

کسانی که ما را در انجـام ایـن تحقیـق یـاري دادنـد، تشـکر و       
 .شود قدردانی می
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