
 

ژن آنتی ژن توموری بزرگ ویروس مرکل سل  زایی سرطان با مرتبطبررسی موتاسیون 
 پولیوما در بیماران مبتلا به سرطان پوست

 2، نصیر محجل 1، سویار ساری *2، سید مهدی سادات 1نیلوفر نادری

 ایرانـ  تهران ـ نوین، واحد علوم دارویی دانشگاه آزاد اسلامی ی هایگروه آموزشی علوم سلولی مولکولی، دانشکده علوم و فناور -1
 .ایران ـ گروه تحقیقاتی ویروس شناسی، بخش هپاتیت و ایدز، انستیتو پاستور ایران، تهران -2

 
 چکیده
. باشند میفرشی دو شکل اصلی از سرطان پوست غیر ملانومی کارسینوم سلول بازال و کارسینوم سلول سنگ :و هدف سابقه

حاضر، بررسی وجود ویروس لذا هدف از تحقیق . نماید ید میأئرا تهای توموری سلول مرکل  در بافت MCPyVوجود اخیر،  هایتحقیق
ارتباط ویروس که با خواص انکوژنیک آن در  (LT Ag)های ناحیه ژن بزرگ نموتاسیونقش  چنینهمفت توموری و های با در نمونه

  .بوده است 1951 -59مثبت مراجعه کننده به بیمارستان رازی تهران در طی سال  های باشد، در نمونه می
نمونه  19و  SCCنمونه  BCC ،13نمونه  93نمونه بافتی شامل  99مقطعی حاضر، تعداد  -در مطالعه بررسی : ها مواد و روش

 وهای مثبت  منظور تشخیص نمونهه کمیّ ب Real Time PCRواکنش . انجام شد ها ن آ DNAآوری و استخراج  جمع( سالم) غیر مبتلا
  .شدانجام  یابی توالیدر نهایت و  انجاممنظور شناسایی موتاسیون ه ب PCRسپس واکنش 

 چنینهم. دیده نشدSCC های که در نمونه شناسایی شد درحالی BCCهای  از نمونه% 13تنها در  MCPyVژنوم ویروس : ها یافته
ی یابی نیز موتاسیون نتایج توالی .یده نشدد بیماری مرحله و جنس های سن، رو متغی MCPyVشدن ویروس   داری بین جدا رابطه معنی
  .نشان نداد تغییر قالب قرائت شود را در بین جمعیت مورد مطالعهو یا  LTAgشدن   کوتاه ،کدون پایانایجاد که منجر به 

گوناگون بر نقش  هایمطالعهاگرچه  .های ویروسی است یکی از فاکتورهای دخیل در ایجاد سرطان، عفونت :گیری نتیجه
کید دارد لیکن در مطالعه حاضر هیچ موتاسیون أبا تومورزای ویروس ت LTترمینال آنتی ژن  Nهای ایجاد شده در ناحیه  موتاسیون

با  MCPyVاطلاع ما این اولین تحقیق بر روی شیوع ویروس بر بنا. مشاهد نشده استلب قرائت و یا تغییر قاکدون خاتمه ایجاد کننده 
 .باشد ضروری میتر بیشهای  با تعداد نمونه هایمطالعهسرطان پوست غیر ملانومی در بیماران ایرانی است هرچند که به 

واکنش  .فرشیازال، کارسینوم سلول سنگپولیوما ویروس سلول مرکل، کارسینوم سلول مرکل، کارسینوم سلول ب: کلمات کلیدی
 .ایرانمراز، ای پلی زنجیره

 
 مقدمه

 معضلات بهداشت جهانی ترینشایع از یکی ها سرطان امروزه
مرتبط با عوامل  ها نئوپلاسم از % 8/11 در کل حدود. باشندمی

-19 حدود ویروسی های که عفونت یطور بهباشند،  عفونی می
پولیوما (. 18) باشند می سرطان ایجاد کننده علل از% 13

های بیماری زا  های انسانی دسته مهمی از ویروس ویروس

گونه از آنها شناسایی شده  12شوند و تاکنون  محسوب می
در  (MCPyV) مرکل سلول ویروس پولیوما(. 9،12،11)است 
ویروسی است  پولیوما اولین و( 9) شناسایی شد 2338سال 

مرکل  سلول کارسینوم انسانی سرطان با وضوح به که
(MCC)، باشد،  های پوست می ترین سرطانکه یکی از تهاجمی

ژنومی این ویروس  DNAادغام کلونال (. 19) است ارتباط در
 MCCاز موارد %  83در داخل ژنوم سلول میزبان، حداقل در 

که از دلایل محکم نقش مهم  (9) مشاهده شده است
MCPyV  در گسترش سرطان پوستMCC (.19) باشد می  
MCPyV   یک ویروس بدون پوشش با کپسیدی بیست وجهی

ای با  ژنومی حلقوی دو رشته DNAیک  باشد که شامل می
 ژنوم ویروس شامل مبدأ(. 1)کیلو باز است  1/9ای حدود  اندازه

 چنینهمتنظیمی رونویسی و  شروع همانندسازی، عناصر
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ژن توموری  آنتی .خیری هستندکد کننده اولیه و تأ مناطق
 تومورهای اکثر. ، در ناحیه اولیه قرار دارد(LT Ag)بزرگ 
MCC بزرگ ژن آنتی انکوپروتئین از مداوم طور هب T از 

MCPyV به مربوط توالی در که یطور به، (23) شوند می بیان 
 دیده 2 شماره اگزون ناحیه در هایی جهش LT ژن آنتی
 در ناقص LT ژن آنتی فرم یک بیان به منجر که شود می

 هاییاز انواع بدخیم(. 19) شود می MCC توموری های سلول
 ملانومی غیر و ملانومی پوست های سرطان به توان می پوستی

(NMSC )غیر پوست های سرطان از اصلی شکل دو .کرد اشاره 
 و( BCC) بازال های سلول کارسینوم های نام هب ملانومی

(. 11) باشند می( SCC) فرشیسنگ هایسلول کارسینوم
BCC ( 29)است  جهان در %(83)پوست  سرطان ترین شایع

فرشی های سنگ و زیر سلول اپیدرم قسمت ترین که در عمیق
در  به طور عمده  BCCاز موارد % 83بیش از . شود می ایجاد

(. 11) شود ویژه سر و گردن دیده می هنواحی در معرض نور ب
SCC است  پوستان بین سفید در %(23) شایع سرطان دومین

(. 8)شود  اپیتلیالی ناشی می های کراتینوسیت که از( 1،21)
 با SCC مبتلا به، افراد BCC تمام موارد کمابیش برخلاف

همانند . هستند مواجه متاستاز ایجاد برای تریبیش خطر
MCCبه گسترش  ، عوامل ایجاد خطری که منجرBCC  و 

SCC  شوند شامل سرکوب سیستم ایمنی و تابش اشعه  یم
UV مورد در شده ذکر موارد به توجه با(. 11) می باشد 

 توموری های بافت در MCPyV وجود و پوستی ی هایبدخیم
 های موتاسیون در LTAg مهم نقش چنینهم و مرکل سلول
 های موتاسیون بررسی به شده، با انجام این مطالعه ایجاد

 LTAg ناحیه در MCPyV ویروس انکوژنیک خاصیت با مرتبط
 سرطان در SCC و BCC های بافت از مثبت های نمونه در

 .پرداخته شد پوست در بین مبتلایان ایرانی
 هاروشمواد و 

 ها مونهن
کلیه  آگاهانه رضایت مقطعی، براساس ـ این مطالعه بررسی

بیمار مبتلا به سرطان  13: شرکت کنندگان در تحقیق شامل
مختلف مراحل  که در SCCو  BCCپوست غیر ملانومی از نوع 

فرد غیر مبتلا زیر نظر پزشک متخصص در  19بیماری بودند و 
 1951-59های  در طی سال بیمارستان تخصصی پوست رازی

پوست براساس  تازه نمونه بافت. انجام شد( ایران ـ تهران) 
های  های استاندار و توسط تیم معالج اخذ و بافتپروتکل
نامه کمیته اخلاق به  ئینآ، براساس (کنترل مثبت)  پارافینه

 . انستتیو پاستور ایران انتقال یافت

بافت  هنمون از بلوک پارافینه و DNAاستخراج 
 سرطانی

 گردیدابتدا به منظور دپارافینه کردن بلوک، از زایلین استفاده 
 93-59)گیری با الکل جهت از بین بردن زایلین، از روش آب و

که  رسیدهسپس به بافت مورد نظر . استفاده شد( درصد
، از کیت تازه بافت از آن و نمونه DNAمنظور استخراج  هب

استفاده  (آلمان) DNA ،DNA QIAamp Mini Kitاستخراج 
با  شده استخراج DNA های نمونه غلظتدر نهایت . شد

و  293های  استفاده از روش اسپکتوفتومتری در طول موج
 .شد یدئو تأ نانومتر سنجیده 283

 کمی  Real Time PCR انجام
 Taq manبا استفاده از پرایمرها و پروب اختصاصی به روش  

رسم منحنی استاندارد از نمونه و برای ( 13)انجام گرفت 
 RNase ژن از چنینهم .سریال رقت تهیه شد( 15)استاندارد 

P وکتور در pTZ57/T شد استفاده داخلی کنترل عنوانه ب 
 (.1جدول )

 Real Time واکنش در استفاده مورد پروب و توالی پرایمرها. 1جدول 
PCR ناحیه برای کمی LT Ag  

مشخصات 
PCR 

  مشخصات پرایمر و پروب
ژن 
تعدادسیکل هدف

دمای اتصال 
  

 ('3-'5) توالی
 نام پرایمر 

 و پروب
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 LT کامل ژنوم توالی بررسی برای مورداستفاده پرایمرهایتوالی :  2جدول
 MCPyV ویروس

  ویروس LTAg ناحیه تکثیر
 با PCR واکنش ، ویروس LT کامل ژنوم توالی بررسی منظور به

گرفت  صورت( LT1-LT6) اختصاصی پرایمر جفت شش
، باند PCRپس از انجام الکتروفورز محصولات  .(2جدول)

 QIA quick Gel extraction kitاختصاصی توسط کیت در 
 جفت از روی ژل تخلیص و برای توالی یابی به همراه( آلمان)

ارسال ( کره جنوبی) Bionearپرایمرهای مربوطه به شرکت 
بررسی و   BioEditشده و در نهایت با استفاده از نرم افزار 

 .آنالیز شدند
 آماری آنالیز

 در موجود های متغیر بین آماری بستگیهم بررسی برای
 از بدخیمی مرحله و جنس ،سن جمله از مطالعه مورد جمعیت

 SPSS افزار نرم کمک به( Fisher’s exact test) فیشر آزمون

 .شد استفاده 14

 یافته ها

نمونه بیمار مبتلا  13 بر رویسال  یکمطالعه حاضر در طی 
مراجعه کننده  (SCC و BCC) به سرطان پوست غیر ملانومی

کلیه .انجام شدرازی تهران  پوست به بیمارستان تخصصی
-همو  کمی Real Time PCRها پس از ارزیابی توسط نمونه
در نهایت توالی یابی ( 1شکل )کیفی  PCRتکثیر توسط  چنین
 12)% 13 و مرد BCCاز بیماران مبتلا به ( نفر18) %93 .شدند

 SCCبه  مبتلا بیماران از (نفر 1) %13 هم چنین و زن (نفر
 سنی میانگین کلی طور به. بودند زن( نفر 9)% 93 و مرد

 به مبتلا زنان در سال 51/91 و مردان در 99/99 بیماران
BCC زنان در سال 99/95 و مردان در 91/11 هم چنین و 
مراحل مختلف  در BCC های نمونه .بود SCC به مبتلا

 not و Locally advanced (LA) ،Metastatic (MT)بدخیمی 

evaluable (NE) های نمونه و SCC بالینی بندی طبقه طبق 
FIGO 0 مراحل در، Ia، IIa و IIb که ایهیناح. گرفتند قرار 

 نواحی شامل BCC در شدند جدا آن از هدف های بافت
 های اندام و فوقانی های اندام گوش، لاله بینی، ابرو، صورت،
-هم .بود لب و زبان دهان، نواحی شامل SCC در و تحتانی
 انتخاب کنترل گروه عنوان به سالم افراد از نمونه 19 چنین
 11 زنان در و 11/92 مردان در ها آن سنی میانگین که شدند
 و فوقانی های اندام پیشانی، صورت، از ها نمونه این. بود سال
  .آمدند به دست تحتانی های اندام

 

 های نمونه روی بر PCR آزمایش الکتروفورز ژل از حاصل نتایج .1شکل 
: 1ردیف . LT Agموتاسیون ناحیه  جایگاه شناسایی جهت مثبت،
: 2 ، ردیف(DNA Ladder marker 25kb ,SMOBIO)مارکر

، LT3موتاسیون : 1، ردیفLT2موتاسیون : 9، ردیفLT1موتاسیون 
موتاسیون : 1، ردیفLT5موتاسیون : 9، ردیفLT4موتاسیون : 9ردیف 

LT6فاقد جهش نمونه: 8، ردیف. 
 Real timeدر این مطالعه با توجه به نتایج حاصل از واکنش 

PCR بازال  سلول کارسینوم به مربوط بیمار نمونه 9، تعداد
(BCC) ژنوم ویروس وجود لحاظ از MCPyVدر  .شدند مثبت

. ژنوم این ویروس مشاهده نشد SCCحالی که در تومورهای 
 کارسینوم ژنوم در MCPyV وجود مطالعه این در اساس این بر

 ،آماری هاییبا توجه به بررس .آمد دست به %13 بازال سلول

 
PCR 
 

 
 مشخصات پرایمر

تعداد 
 سیکل

دمای 
 اتصال

 محصول
(bp) 

محل اتصال  ('3-'5) توالی
 در ژنوم

نام 
 پرایمر

 
 
 
 
 
 
04 

 
 
 
 
 
 

75 

 
044 

TTGCTCCTCTG
CTGTTTCTG 

151-171 F-
LT1  

AAGGTGCAGA
TGCAGTAAGC 

731-751 R-
LT1 

 
046 

GCTTTATTCTT
TGGTTTGGATT

TC 

051-073 F-
LT2 

GGTGCCATAC
GTTCTGGAAG 

1331-
1351 

R-
LT2 

 
784 

TGGATCCAGTA
GCAGAGAGG 

1151-
1171 

F-
LT3 

TCCTAATTCAC
AGGCATGCC 

1711-
1731 

R-
LT3 

 
787 

ACAAGCACTC
CACCAAAGC 

1515-
1533 

F-
LT4 

GATGAGCCTC
ATGAGCCTTG 

3101-
3111 

R-
LT4 

705 
 

CTAGACTTTGC
AAAACCATTTC 

3112-
3101 

F-
LT5 

GGCTATTTTGC
CCTTTCACA 

3502-
3500 

R-
LT5 

006 GGGAAGGCCT
TGAATATAAA

CT 

3001-
3001 

F-
LT6 

AGGAAATATG
AAGCAGATGC

C 

3103-
3113 

R-
LT6 
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 مطالعه مورد توموری های نمونه از MCPyV ویروس شدن جدا
 بیماری مرحله و (=99/3P-Value) جنس ،(=9/3P-Value) سن با
(29/3P-Value=) با  چنینهم .نشد مشاهده داری معنی ارتباط

که منجر گونه موتاسیونی هیچ یابی نتایج توالی آنالیز توجه به
 LTAgیجه کوتاه شدن پروتئین تکدون پایان و درنایجاد به 

 Frame)سبب ایجاد موتاسیون تغییر قالب قرائت شود و یا 

shift) ،(.9جدول ) نشد مشاهده شود 
 

 های مورد مطالعه کمی و کیفی بر روی نمونه PCRنتایج بررسی : 9جدول

 بحث
 انواع ترین شایع از ملانومی غیر و ملانومی پوست سرطان
 دهه در و باشند می پوست سفید افراد بین در ها سرطان
 که یطور به. است داشته افزایش آن وقوع میزان گذشته
 بین سالانه( WHO) جهانی بهداشت سازمان گزارش براساس

 192333 و ملانومی غیر پوست سرطان مورد میلیون 9 تا 2
 است شده گزارش جهان در ملانومی پوست سرطان مورد

بنفش یکی از علل  ماوراء اشعه معرض در گرفتنقرار  (.22)
 پولیوما چنینهم .(1،9) باشد در افراد می SCCو  BCCایجاد 

 این عوامل ایجاد از نیز MCPyVویژه ه انسانی ب های ویروس
 ،شد انجام 2319 سال در که ای مطالعه در .باشند بدخیمی می

 که دارد وجود مفهوم این از حمایت منظور هب شواهدی
 از نوع اولین طبیعی طور به انسانی پوستی های فیبروبلاست

 ایجاد سبب MCPyV توسط که هستند میزبان های سلول
 ،حاضر مطالعه از حاصل نتایج اساس بر (.19) شوند می عفونت
 با و گزارش شد% 13به میزان BCC ژنوم در MCPyV وجود
 از MCPyV ویروس شدن  جدا ،آماری هایمطالعه به توجه

 بیماری مرحله و جنس سن، با مطالعه مورد توموری های نمونه
 از متعددی های گزارش. ه استنداد نشان را داری  معنی ارتباط

 در MCPyV حضور که شده منتشر پوست های سرطان
انجام  مطالعه. کند می بررسی را پوستی یا یتومور های زخم

این مشابه با نتایج بکر و همکاران توسط 2335شده در سال 
 داری در مرحله بیماریتفاوت آماری معنی ،در بیماران ،مطالعه

 از موارد %9/12در نیز   MCPyVویروس DNAدیده نشد و 
BCC و هامپراس توسط که ای مطالعه در (.2) یافت شد 

 بزرگ T ژن آنتی در جهش شد، انجام 2319 سال در همکاران
MCPyV ،درتر بیش MCC به نسبت BCC و SCC مشاهده 

بزرگ یا کوچک  Tژن  داری بین آنتی رابطه معنیهیچ و  شد
MCPyV  وSCC نشان از  حاضرکه همانند نتایج  دیده نشد

در  (.5) را دارد SCC در MCPyV مستقیم بعید بودن نقش
 همکاران و مرتز توسط 2319 سال در ای کهمقابل، در مطالعه

 BCCدر  مکرر طور به  MCPyVویروس DNA شد، انجام
-هم. (19)شد شناسایی PCR توسط %SCC (28)و %( 5/13)
ویروسی  های ای بر روی بیماران ژاپنی، توالی نین در مطالعهچ
% 19، و در مطالعه دیگری در SCC(11) از موارد % 19 در را

که علت این تناقض با مطالعه ، (1) از موارد شناسایی شد
ممکن  چنینهم. تواند مربوط به اختلاف نژادی باشد می حاضر
فاکتوری که در یک منطقه و در یک نژاد مشخص عامل  است

مستعد کننده برای ابتلا به بیماری خاص باشد، در نژاد دیگر و 
به عبارتی . در منطقه جغرافیایی متفاوت، تعیین کننده نباشد

تواند در  ارتباط و همراهی ژنتیکی وابسته به جمعیت می
 .جوامع مختلف نتایج متفاوتی را نشان دهد

 گیرینتیجه
شد که از لحاظ آماری های مطالعه حاضر، دیده  براساس یافته
 بیماری مرحله و جنس سن، های داری بین متغیر ارتباط معنی

 موارد از یکی از طرفی. وجود نداردمطالعه  مورد جمعیت در
 بروز MCPyV ویروس تومورزایی نقش کننده اثبات

 شدن کوتاه به منجر که دهنده است پایان های موتاسیون
توالی ژن  که مشخص شد در این مطالعهاما . شود می پروتئین
LTAg های  ویروسMCPyV های  جدا شده از نمونهBCC  در

و  های مرتبط با تومورزایی نبوده این مطالعه دارای موتاسیون
بنابراین نقش  .است نشدهمنجر به کوتاه شدن پروتئین 

ها  از بدخیمی نوع صورت محدود در اینه تومورزایی هرچند ب
 .باشد ین ویروس در این مطالعه منتفی میتوسط ا
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ارشناسی کنامه  تحقیق حاضر نتیجه بخشی از تحقیقات پایان
نویسندگان ضمن تشکر فراوان از مشارکت کلیه . باشد ارشد می

از زحمات کلیه پرسنل  ،سالم در انجام پژوهش بیماران و افراد
 از چنینهم. نمایندبیمارستان رازی تشکر وقدردانی می

تقدیر و تشکر جناب آقای دکتر وهاب پور  ارزشمند همکاری
 .گردد می
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