
 

  

 .، دانشگاه علوم پزشكي كرمانشاه، كرمانشاه، ايران)ع(امام رضا بيمارستان  ،استاديار،گروه پاتولوژي، مركز تحقيقات مولكولار پاتولوژي 1
  .مانشاه، كرمانشاه، ايرانكر، دانشگاه علوم پزشكي )ع(امام رضا بيمارستان  ،مركز تحقيقات مولكولار پاتولوژيكارشناس ارشد ميكروبيولوژي،  2
  .پاتولوژيست، دانشگاه علوم پزشكي كرمانشاه، كرمانشاه، ايران 3

   :bizadi@hotmail.com Email   دكتر بابك ايزدي :ي مسؤول نويسنده

  

  1207 1389 هفته دوم بهمن/ 118شماره /  28سال  –پزشكي اصفهان  مجله دانشكده

   اله پژوهشيمق  مجله دانشكده پزشكي اصفهان

  10/10/89: تاريخ پذيرش          18/8/89: تاريخ دريافت  1389 هفته دوم بهمن ماه/118شماره /سال بيست و هشتم

  

  با ديسپلازي سرويكس در كرمانشاه P16بررسي ميزان همراهي پروتئين 

  

دكتر بابك ايزدي
1

صديقه خزاعي، 
2

دكتر سيد قاسم ميربهاري، 
3

  

  

  

  خلاصه

ي تست پاپ اسمير باعث كاهش مرگ و مير ناشي از اين  كشف زودرس آن به وسيله. باشد سرطان گردن رحم دومين سرطان شايع در زنان مي :مقدمه

كيناز وابسته  ي كه يك مهار كننده P16به تازگي پروتئيني به نام . باشد با اين حال اين تست داراي موارد منفي و مثبت كاذب نيز مي. طان شده استسر

  اين پروتئين در كانسر سرويكس بروز بيش از حد . باشد، شناسايي شده است مي) Cyclin-dependent Kinaseيا  CDKI(به سيكلين 

)Ove-erxpression (كند و مطالعه به ارتباط ماركر  پيدا ميP16 ايم رحم پرداخته ي با ديسپلازي دهانه.  

 Liquid-baseهاي گرفته شده با اسپاچولا، در محلول  نمونه. بيمار با تشخيص ديسپلازي نمونه گيري مجدد به عمل آمد 45در اين مطالعه از  :ها روش

رنگ آميزي  P16لام تهيه و يكي با رنگ پاپ نيكولائو و ديگري به روش ايمنوسيتوشيمي با ماركر  2ها، از هر نمونه  پس از آماده سازي نمونه. ريخته شد

  .مورد آناليز قرار گرفت t-testو با آزمون آماري  15 ي نسخه SPSS ي هاي رنگ آميزي شده با برنامه نتايج بررسي لام. شد

) درصد 40(مورد  ASCUS ،18) درصد 29(مورد  13شده با پاپ نيكولائو نتايج پاتولوژي به صورت  هاي رنگ آميزي پس از بررسي لام: ها يافته

LSIL ،11 درصد 24(مورد (HSIL  مورد  3و)درصد 7 (S.C.C در بررسي ايمنوسيتوشيمي براي ماركر . بودP16  نتايج)3/3، %100 (S.C.C ،

)100% ،11/11 (HSIL ،)67% ،18/12 (LSIL ،)23% ،13/3 (ASCUS افزايش درصد مثبت شدن ماركر . به دست آمدP16 داري با  ارتباط معني

  .)t-testبه روش  P > 0001/0(هاي پاپ اسمير نشان داد  ديسپلازي در نمونه ي افزايش درجه

هاي پاپ اسمير نشان داد؛  نمونه ديسپلازي در ي داري با افزايش درجه ارتباط معني P16در اين مطالعه افزايش درصد مثبت شدن ماركر  :گيري نتيجه

 .براي كشف ديسپلازي سرويكس استفاده شود) همراه( Optionalبه عنوان يك تست  P16شود از تست  به همين دليل پيشنهاد مي

  .P16پاپ اسمير، ديسپلازي سرويكس، پروتئين  :واژگان كليدي

 

  مقدمه

هـاي زنـان    ترين بـدخيمي  كانسر سرويكس يكي از مهم

هـا در   ترين بدخيمي سيسـتم تناسـلي خـانم    ايعو ش) 1(

 ي چنـد دهـه  ). 2(شود  بسياري از كشورها محسوب مي

ترين علت مرگ ناشي از سرطان در زنان، در  پيش، شايع

 ي بسياري از كشورهاي غربي بوده است ولي با اسـتفاده 

ــترده از  ــيتولوژي در ) Pap-smear(گس ــالس ــري غرب  گ

كــاهش در بــروز هــا، بــه طــور موفقيــت آميــزي  خــانم

كارسينوم مهاجم و كاهش شديد در مرگ ناشـي از ايـن   

ــاد شـــده اســـت   ــام ). 3- 4(كانســـر ايجـ ــاً تمـ تقريبـ

هاي مهـاجم سـرويكس يـك مرحلـه از رشـد       كارسينوم

باشـد   تليـوم مـي   هاي غير طبيعي كه محدود به اپي سلول

)Intraepithelial Stage (هـاي   تفـاوت . كننـد  را طي مي

حل مقدماتي كانسر سرويكس قابـل  مرفولوژيك بين مرا

دهد كه از طريـق   و اين امكان را مي) 2- 5(كشف است 

بـين  . سيتولوژي اين مراحل را از همديگر افتـراق دهـيم  

مراحل پيش سرطاني، ديسپلازي و كارسينوم سـرويكس  

زماني مناسبي وجود دارد؛ به طوري كـه حتـي    ي فاصله
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پلازي ديس ـ) High grade(بـالاي   ي در ضايعات درجـه 

زماني تا تبديل شــدن بـه كانســــــر مهـاجم     ي فاصله

ايـن  ). 6- 7(كشـد   چندين ماه تا چندين سال طـول مـي  

و  گـري  غربـال اي بـه اقـدامات    مدت زمان ارزش ويـژه 

  .دهد كشف ضايعات پيش سرطاني مي

، يك كليـد خـاموش و روشـن بـراي     RBپروتئين 

يله بـا فسـفر  . باشد سلولي و تقسيم سلولي مي ي چرخه

، سد اصلي براي جلوگيري از رشـد  RBشدن پروتئين 

رود و باعث پيشرفت تكثيـر   سلولي از بين مي ي چرخه

  ).2-4، 8-9(گردد  سلولي مي

مجموعه عوامل پروتئيني كه باعث فسـفريله شـدن   

RB هــاي ســلولي  شــود، تحــت كنتــرل مهاركننــده مــي

اسـت   INK4/ARFهـا   هستند؛ از جمله اين مهار كننده

كند و بـه   تومور عمل مي ي عنوان سركوب كنندهكه به 

ــي    ــر م ــار تغيي ــا دچ ــايعي در توموره ــور ش ــود ط . ش

INK4/ARF   ــده ــد كننـ ــاني كـ ــروتئين  ي انسـ دو پـ

P16INK4a  وP14ARF سـلولي را   ي است كه چرخه

عمل  Tumor Suppresorكند و به صــورت  مـهار مي

  ). 3-4، 10(نمايـد  مي

ياري ازكانسرهاي در بس) P16INK4a(اين پروتئين 

موتاسـيون غيـر    ي يابد و يا به وسـيله  انساني جهش مي

مطالعات اخير در مـورد بعضـي   ). 3-4(گردد  فعال مي

دهد كه  ها از جمله كانسر سرويكس نشان مي نئوپلاسم

 P16INK4aبا بروز بـيش از حـد    RBغير فعال شدن 

  ).3، 11(باشد  همراه مي

تـا ارتبـاط    به تازگي مطالعاتي صورت گرفته اسـت 

هاي هيستولوژي و سـيتولوژي   اين پروتئين را در نمونه

ضايعات پيش نئوپلاستيك نشان دهند و از اين مـاركر  

اي از ديسـپلازي و تغييـر نئوپلاسـتيك     به عنوان نشانه

شايد اين مـاركر بتوانـد مشـكل مـوارد     . استفاده نمايند

مشكوك ديسپلازي و نئوپلاسـتيك را حـل نمايـد كـه     

  .باشد اين مطالــعه نيز مي هدف اصلي

 
  ها روش

هاي  در اين مطالعه، بيماران مراجعه كننده به آزمايشگاه

ــه   ــه نتيج ــاه ك ــارس و رازي كرمانش ــاتوبيولوژي پ  ي پ

هـا آسـكوس، ديسـپلازي و يـا      آزمايش پاپ اسمير آن

، S.C.C ،HSIL ،LSIL ،ASCUS(كارســـينوم بـــود   

AGUS ز بيمار ، پس از كسب اجازه ا)يا آدنوكارسينوم

هـاي گرفتـه شـده از     نمونـه . دوباره نمونه گيـري شـد  

ريختـه، تـا زمـان     Liquid-baseبيماران را در محلـول  

درجه سانتي گـراد نگهـداري    2-8لام در دماي  ي تهيه

هـاي   پـس از فراينـد آمـاده سـازي روي محلـول     . شـد 

Liquid-baseهاي سلول بيماران را بـر روي لام   ، نمونه

براي رنـگ  ) Poly-L-Lysineبا  شارژ شده(چسب دار 

و يك لام معمولي براي رنگ آميزي پـاپ   ICCآميزي 

  .نيكولائو قرار داديم

ــگ ــزي رنــ در  :)ICC )Immunocytochemistry آميــ

 EpitopeRetrivalSolutionژن از  بازيابي آنتـي  ي مرحله

)DAKO.K5340(   از پيش گرم شده در دستگاه بخـارپز

دقيقه استفاده شـد   20ت درجه به مد 80- 90و در دماي 

ــه ــي و نمون ــا آنت ــه هــا ب ــادي اولي   :DAKO.k5340 ي ب

Mouse Anti-Human P16INK4a Protein    بـه مـدت

آنتي بادي ثانويه با محلـول   ي دقيقه و در مرحله 30- 45

DAKO.K5340: Visualization Reagent  30به مدت 

دقيقــه در دمــاي اتــاق، در شــرايط تــاريكي و رطوبــت 

ــد  ــه شــــ ــول . انكوبــــ ــس از آن از محلــــ   پــــ

 Substrate-Chromogen Solution )DAB (   بـه مـدت

هـــا ريختـــه و از رنـــگ  دقيقـــه بـــر روي نمونـــه 10

نتايج به دست . هماتوكسيلين به عنوان زمينه استفاده شد
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بـا آزمـون    P16بـراي مـاركر    ICCآمده از رنگ آميزي 

   15ي   نســـخه SPSSافـــزار       نـــرمدر  t-testآمـــاري 

)version 15, SPSS Inc., Chicago, IL( آناليز شد.  

  

  ها يافته

سـني   ي دامنه( 42 ± 12سن متوسط افراد مورد مطالعه 

) درصـد  91(نفـر   41از اين تعـداد  . بود) سال 70-16

نتـايج رنـگ   . مطلقـه بودنـد  ) درصد 9(نفر  4متأهل و 

رنـگ شـده بـود توسـط      Pap Stainها كه با  آميزي لام

 29(مورد  13يني قرار گرفت و پاتولوژيست تحت بازب

 LSIL ،11) درصــد 40(مــورد  ASCUS ،18) درصــد

 S.C.C) درصـد  7(مورد  3و  HSIL) درصد 24(مورد 

ــه. نشــان داد ــا  AGUSهــا هــيچ مــوردي از  در نمون ي

  .آدنوكارسينوم گزارش نشد

در بررسي نتايج رنگ آميزي ايمنوسيتوشـيمي مـاركر   

P16INK4a ــه ــلول ديسپلاسـ ـ 10، چنانچ ــگ س تيك رن

اي داشـتند، نمونـه بـراي     پذيري سيتوپلاسـميك و هسـته  

  هاي   شكل). Cut-off(مثبت در نظر گرفته شد  P16ماركر 

  

  .باشند هاي موارد مثبت در اين مطالعه مي نمونه 1- 2
  

  
  P16براي ماركر  ICCبا رنگ آميزي  HSIL ي نمونه. 1شكل 

  

  
  P16ماركر  براي ICCبا رنگ آميزي  SCC ي نمونه. 2شكل 

  

  P16براي ماركر ) ICC(نتايج بررسي رنگ آميزي ايمنوسيتوشيمي . 1جدول 

هاي  تشخيص سيتولوژي بر روي نمونه

Liquid-base توسط گروه تحقيق 

  ICCنتايج 

 مثبت

  ICCنتايج 

 منفي

  مجموع

 )درصد(

ASCUS 
3  

)23(% 

10  

)77(% 

13  

)100(% 

LSIL 
12  

)67(% 

6  

)33(% 

18  

)100(% 

HSIL 
11  

)100(% 

0  

)0(% 

11  

)100(% 

S.C.C 
3  

)100(% 

0  

)0(% 

3  

)100(% 

 )درصد(مجموع 
29  

)64(% 

16  

)36(% 

45  

)100(% 
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 P16مورد از بيماران از نظر ) درصد 64( 29در كل 

مـورد   3هر . مورد منفي بودند) درصد 36( 16مثبت و 

S.C.C  در رنگ آميزيP16   درصـد  100( تشـد بـه (

 ICCمــورد  11هــر  HSILرد مــو 11از . مثبـت بودنــد 

مــــورد  18مثبــت بودنــد، ولــــــي از ) درصــد 100(

LSIL ،12  ــورد  6مثبــت و ) درصــد 67(مــورد  33(م

 23(مورد  3تنها  ASCUSمورد  13منفي و از ) درصد

بـا  . منفـي بـود  ) درصـد  77(مورد  10مثبت و ) درصد

هـاي سـيتولوژي    ديسپلازي در نمونـه  ي افزايش درجه

رود و اين  بالاتر مي P16دن براي ماركر درصد مثبت بو

 P > 0001/0(باشد  دار مي يافته از نظر آماري نيز معني

  ).t-testبه روش 

  

  بحث

هـاي   همان طور كـه در مقدمـه نيـز ذكـر شـد تفـاوت      

ــين پاتولوژيســـت    ــزارش پـــاتولوژي در بـ هـــا  گـ

)Interobserver (   و حتـــي يـــك پاتولوژيســـت در

هــاي  در نمونــه) Intraobserver(هــاي مختلــف  زمــان

سيتولوژي و هيستولوژي سرويكس محققـان را بـر آن   

پيدا كردن . داشته است تا اين مشكل را بر طرف نمايند

هـاي خطرنـاك   HPVانكو پروتئين ناشي از آلودگي به 

ــي  ــاكنون ب ــاركر      ت ــك م ــا ي ــت، ام ــوده اس ــه ب نتيج

مورد توجـه واقـع    P16 INK4aايمنوسيتوشيمي به نام 

ط غير مستقيم بـا آلـودگي بـا انـواع     شده است كه ارتبا

در اين مطالعـه وجـود ايـن    . ها را داردHPVخطرناك 

به ) پاپ اسمير(هاي سيتولوژي  ماركر را بر روي نمونه

ــه    Liquid-baseروش  ــرا كـ ــوديم چـ ــي نمـ بررسـ

Takaakisano  12(و همكاران( ،Wiley-Liss )13 ( و

Gayer  ــاران ــدازه ) 14(و همك ــه ان ــن روش را ب  ي اي

بـا   P16هـاي هيسـتولوژي بـراي مـاركر      سي نمونهبرر

و همكــاران  Takaakisanoانــد و حتــي  ارزش دانســته

تميز بودن زمينه و عدم نياز ) 13( Wiley-Lissو ) 12(

به روش تهاجمي جراحي را از مزاياي اين روش ذكـر  

  .اند نموده

بـادي   ي مـا، آنتـي   بادي مورد استفاده در مطالعه  آنتي

هـاي   بود كه بر طبق مطالعه و بررسي E6H4منوكلونال 

Bibbo  11(و همكاران ( وVolgareva  و همكار)15 (

با بيشـترين   P16يكي از بهترين ماركرها براي سنجش 

مورد نظر و كمترين اتصـال غيـر    Agقدرت اتصالي به 

شـود   همان طور كه مشاهده مـي . اختصاصي بوده است

يتولوژي هاي س ـ ي ديسپلازي در نمونه با افزايش درجه

)23% ،13/3 (ASCUS ،)67% ،18/12 (LSIL ،

)100% ،11/11 (HSIL ،)100% ،3/3 (S.C.C  ــد درصـ

 P16بـراي مـاركر   ) احتمـال مثبـت شـدن   (مثبت بودن 

دار  رود و اين يافته از نظـر آمـاري نيـز معنـي      بالاتر مي

؛ اين نتيجـه را  )t-testبه روش  P > 0001/0(باشد  مي

Bibbo  ــاران ــاران  Takaakisano، )11(و همك و همك

در . انــد بــه دســت آورده) 16(و همكــار  Saqiو ) 12(

و همكـاران بـا ايـن كـه درصـد       Volgareva ي مطالعه

پـايين بـوده امـا افـزايش      P16مثبت بودن براي ماركر 

 ي بــا افــزايش درجــه P16مثبــت بــودن بــراي مــاركر 

  ، :LSIL% 37(ديســپلازي كــاملاً مشــهود بــوده اســت 

67 %HSIL: ،96 %S.C.C: .(ي اخير به نظـر   در مطالعه

هاي پارافيني چند سـال   خود نويسنده، استفاده از بلوك

مثبت  Cut-offها  ن آ ي در مطالعه(بالا  Cut-offپيش و 

هـاي مـورد نظـر بـوده      درصد سـلول  25بودن بيش از 

ايشان ). 15(كند  را علت نتايج مثبت كم ذكر مي) است

را نيـز بـه    E6H4بادي منوكلونال  خود آنتي ي در مقاله

جهت اتصال غير اختصاصي كمتر به عنوان علتي براي 

انـد كـه بـا     پايين بودن درصد مثبت بودن مطرح نمـوده 
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 ــ ــه مطالعـ ــه بـ ــاران  Bibbo اتتوجـ  و) 11(و همكـ

Takaakisano  ــي )12(و همكــاران ــن مســأله منتف ، اي

 .باشد مي

و  Takaakisono ي در بعضي مطالعات مثـل مطالعـه  

همكاران، رنگ پذيري منتشر و قوي براي اين مـاركر را  

بالا و كارسينوم مـورد توجـه    ي هاي درجه در ديسپلازي

و  S.C.Cمورد  3قرار داده است كه اين مسأله در تمامي 

  ).12(ما صادق بود  ي مطالعه HSILاكثريت موارد 

 HSIL )100ي ديگر، مثبت بودن تمـام مـوارد    نكته

بود كـه در    P16از نظر) درصد 100( S.C.Cو ) درصد

و همكــار  Saqi و) 11(و همكــاران  Bibboمطالعــات 

در مطالعـات  . اند نتايج مشابهي را به دست آورده) 16(

ديگر نيز اين درصد بسيار بـالا بـوده اسـت و در يـك     

مقالات موجـود در ايـن رابطـه     ي بررسي كه به مطالعه

دن ايـن  اي درصد مثبـت بـو   پرداخته است، هيچ مطالعه

درصـد   90ماركر را در كارسينوم سـرويكس كمتـر از   

و  Volgoreva ي گزارش نكرده است؛ حتي در مطالعـه 

همكار با اين كه درصد كلي مثبـت بـودن پـايين بـوده     

ــا  ــينوم   3اســت، تنه ــي را در كارس ــايج منف درصــد نت

را  P16ايـن موضـوع ارزش   . كننـد  سرويكس ذكر مـي 

 بيشـتر نمايـان   بـالا  ي هـاي درجـه   دركشف ديسپلازي

  ). 15(كند  مي

 P16كه ماركر  ASCUSاما در ارتباط با مواردي از 

رسـد كـه    ، بـه نظـر مـي   )13/3، 23(%مثبت شده است 

هستند كه احتمال بيشـتري   ASCUSها مواردي از  اين

بـالاتر   ي هاي درجـه  براي پيشرفت به سمت ديسپلازي

 ايــن مســأله در گــزارش اســتاندارد سيســتم. را دارنــد

Bethesda ها را تحت عنـوان   نيز اشاره شده است و آن

ASC-H 17(كند  بيان مي.(  

نيـز   LSILهمين موضـوع در مـورد مـوارد منفـي     

هـا همـان مـوارد از     كنـيم ايـن   ما فكر مي. صادق است

LSIL    ؛ البتـه اثبـات   )4، 7(هاي برگشـت پـذير باشـند

گيــري بيمــاران در  قطعــي ايــن موضــوع نيــاز بــه پــي

  .ر دارداي ديگ مطالعه

  

  تشكر و قدرداني 

نويسندگان اين مقاله از اعضاي هيأت علمي، دسـتياران  

پرسنل آزمايشگاه پاتوبيولوژي  ي گروه پاتولوژي و كليه

و اعضــاي ) ع(امــام رضــا  بيمارســتانرازي، پــارس و 

مركز تحقيقات مولكولار پـاتولوژي تشـكر و قـدرداني    

ــي ــد م ــرح و   . نماين ــي از ط ــل بخش ــه حاص ــن مقال اي

 ي دانشجويي دستياري پاتولوژي بـه شـماره   ي نامه ايانپ

مصوب در شـوراي پژوهشـي دانشـگاه علـوم      84073

  .باشد پزشكي كرمانشاه مي
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A Survey on Association of P16 Protein and Uterine Cervical Dysplasia 

 
Babak Izadi MD1, Sedigheh Khazaei MSc2, Sayed Ghasem Mirbahari MD3 

 
Abstract 

Background: Cervical (uterine) carcinoma is the second most frequent type of women cancer. Suc-
cess in early diagnosis of this disease is due to the use of pap-smear test. However, this test has both 
false-positive and false-negative results. P16 protein is a Cyclin-dependent Kinase inhibitor supposed 
to be overexpressed in cervical dysplasia and cancer. Our study was about correlation between P16 
and cervical dysplasia.  

Methods: In this study 45 patients with dysplastic abnormalities in cervix (including Ascus-H) were 
sampled for papsmear (by Liquid-base method). Two smears were stained, one with papanicolau and 
the other (by IHC) for P16. The results were compared using t-test via SPSS15 software.  

Finding: Pap-stain revealed 13 ASCUS (29%), 18 LSIL (40%), 11 HSIL (24%), and 3 S.C.C (7%). 
Immunostaining of P16 protein was observed in ASCUS (3/13, 23%), LSIL (12/18, 67%), HSIL 
(11/11, 100%), and S.C.C (3/3, 100%). P16 had significant correlation with degree of cervical dyspla-
sia in Liquid-base pap-smear (P < 0.0001). 

Conclusion: We suggest the usage of P16-test as an optional test for cervical dysplasia according to 
our study. 

Keywords: Pap-Smear, Cervical dysplasia, Protein P16. 
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