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ـ استاديار، گروه آسيب شناسي؛ دانشگاه علوم پزشكي اصفهان 4ـ استاد، 3ـ دستيار، گروه پوست؛ 2ـ استاديار، 1

 يكـي   P53ر ژن سركوب كننـدة تومـور        جهش د :��/��  

هــاي انــساني از شــايعترين تغييــرات ژنتيكــي در بــدخيمي

شكل جهـش يافتـة ايـن ژن پايـدار بـوده و توسـط               . است

اخـتلاف  . روشهاي ايمنو هيستوشيمي شناسايي مـي شـود       

ــي ژن در       ــن آنت ــروز اي ــزان ب ــورد مي ــادي در م ــر زي نظ

.ملانوماي  پوستي وجود دارد

B/C : اني  بروز آنتي ژن      بررسي فراوP53    در ملانومـاي 

بــدخيم برحــسب جــنس و ســن بيمــار، نــوع و ضــخامت  

.ملانوما و محل بروز آن در سلول 

 	�0	 6�45( بيمار مبتلا بـه ملانومـا     50بلوكهاي بافتي   : �

پـارافين زدايـي شـده و       )  مورد متاستاتيك  5مورد اوليه و    

ــال   ــادي منوكلونـ ــا آنتـــي بـ ــ7بـ ــزي DOــ  رنـــگ آميـ

هـا بـه   ميزان رنگ پـذيري نمونـه     . ستوشيمي شدند ايمنوهي

كمتـر  (، ضـعيف    )بـدون رنـگ آميـزي     (  منفي   :درجات  

% ) 50بـالاي   ( وشديد% ) 10ـ50(، متوسط )سلولها% 10از  

.درجه بندي شد

��=
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C :  متعلـق  %) 54( مـورد    27 مورد نمونه بـافتي،      50از

متعلـق بـه بيمـاران مـرد        %) 46( مـورد    23به بيماران زن و     

رنـگ  % 36. ها منفـي گـزارش گرديـد      از نمونه % 40. بود

رنـگ  % 10رنگ پذيري متوسـط و      % 14پذيري خفيف،   

محل بروز آنتي ژن بصورت     . پذيري شديد را نشان دادند    

بـين جـنس و گـروه       . منحصر به فرد در هسته سـلول بـود        

سني بيمار، نوع ملانومـا و ضـخامت آن بـا درجـة رنـگ               

).<05/0P( نيامد داري بدستپذيري رابطه معني

�E��
احتمالاً جهش در ژن سركوب كننده تومـور     : ���.

P53افتد در مراحل اوليه در ملانوما اتفاق مي.

5F	�./DDDDD�!  .
DDDDDC :  ــزي ــگ آميـــ ــا، رنـــ ملانومـــ

P53ايمنوهيستوشيمي، آنتي ژن 
145-151: 27؛1383فصلنامه بيماريهاي پوست، بهار 

  ��/��

P53  كننـدة تومـور اسـت    يك ژن شناخته شدة سركوب

% 50كمي بيش از    .  قرار دارد  17PB-1كه روي كروموزوم    

). 1(هــاي ايــن ژن هــستندتومورهــاي انــساني حــاوي جهــش

شديداً فعال باغلظت فيزيولوژيك    يك پروتئين P53پروتئين  

20حـدود   (بـدليل نيمـه عمـر پـايين         ). 2(سلولي پايين اسـت   

افـزايش  . ، يافتن پروتئين در بافت طبيعي سخت اسـت        )دقيقه

ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ 

، )س(دكتـر گيتـا فقيهـي ـ اصـفهان ـ بيمارسـتان الزهـرا         : مؤلف مسئول

895گروه پوست ، صندوق پستي 

دوام پروتئين در موارد جهش يافته منجر به افزايش سـطح و            

در موارد آسـيب    ). 3(گرددميدر نتيجه ظهور بيشتر پروتئين      

DNA يـا مـواد شـيميايي،    توسط اشـعه مـاوراء بـنفش     سلولي

P53     افزايش سـريع  . شود بعنوان سركوبگر فوري احضار مي

و فعاليت آن و سپس رونويسي چندين ژن كه      P53د رسطح   

 هستند، منجـر بـه توقـف چرخـة سـلول و             P53واسطة عمل   

به درستي بعنـوان  P53 لذا . گردد مي(apoptosis)آپوپتوز 

در مــوارد از دســت دادن . محــافظ ژنــوم لقــب گرفتــه اســت

 ترميم نشده بـاقي مانـده      DNAهموزيگوت اين ژن، آسيب     
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). 1(رودو سلول به سمت تغيير شكل بدخيمي پيش مي

شكل جهش يافتة اين ژن در مقاومت سـلولهاي ملانومـا           

راً اخي ـ). 4(كنداي ايفا مي  نسبت به شيمي درماني نقش عمده     

 ساخته شده كه جايگـاه اتـصال بـه      CP-31398تركيبي بنام   

DNA      را در شكل ذاتي P53         پايـدار سـاخته و باعـث مهـار

اين تركيب همچنين   . گرددرشد سلولهاي سرطاني موش مي    

  در   UVBاي آپوپتوزايجاد شـده در اثـر        بطور قابل ملاحظه  

ــت   ــزايش داده اس ــساني را اف ــاي ان ــلولهاي ملانوم ــا ). 5(س ب

هــاي بيولــوژي مولكــولي ،  از ايــن ژن در فت تكنيــكپيـشر 

سرطان سلول مطبق سنگفرشي بـا  هـدف جـايگزيني شـكل             

ذاتي ژن با  شكل جهش يافته استفاده درماني به عمـل آمـده    

.است

 بـه روش ايمنوهيـستوشيمي      P53ارزيابي بروز آنتـي ژن      

. در تومورهاي پوستي هدف بسياري از محققين بـوده اسـت          

). 7،6(با هم دارند  %) 3-97(ها اختلاف فاحشي    نتايج بررسي 

داري بين ظهور آنتي ژن در انواع اوليـه         برخي اختلاف معني  

ژن را در ايجـاد     و متاستاتيك  تومور پيدا كردند و اين آنتـي         

فنوتيپ متاستاتيك تومور دخيل دانستند، در حاليكه ديگران        

برخـي  ). 8-10(به نتايجي مخالف نتيجـه فـوق دسـت يافتنـد          

 مثبت ذكـر كردنـد و   P53يش آگهي بهتري را براي گروه  پ

گروهي نيز با ذكر اينكه ميزان مثبت شدن در تومورهـاي بـا             

  را بـا پـيش       P53ضخامت بالاتر بيشتر اسـت،  مثبـت شـدن           

لذا بـا توجـه بـه وجـود         ). 12،11(آگهي بدتر مربوط دانستند   

موارد ابهام متعـدد در مـورد بـروز ايـن آنتـي ژن در ملانـوم                 

وستي و اهميت آن در آپوپتوز سلولهاي تومـورال و ايجـاد            پ

اي مقاومت به داروهاي شيمي درماني،  لازم دانستيم مطالعـه         

در مورد بروز اين ژن در بيماران ملانوماي جامعة خود بعمل         

اهداف فرعي اين مطالعه شامل بررسي فراواني نسبي        . آوريم

نومـا و  بروز آنتي ژن برحـسب سـن ، جـنس، نـوع بـافتي ملا      

و در پايان تعيـين     )  سيتوپلاسم –هسته  (ژن  جايگاه بروز آنتي  

.و ضخامت ملانوما بودP53ارتباط بين ظهور 

	�0	 6��

ــوع مطالعــه  ــر روي case-seriesن ــوده و ب  بلــوك 50 ب

بافتي بيمـار مبـتلا بـه ملانومـا كـه در آزمايـشگاه پـاتولوژي                

جام گرفته  شد، ان اصفهان نگهداري مي  ) س(بيمارستان الزهرا 

 ميكروني تهيـه شـده و       5از بلوكهاي پارافيني برشهاي     . است

 بـه منظـور     Poly-L-Lysinها بـر روي لام آغـشته بـه          نمونه

پــس از . جلــوگيري از كنــده شــدن بافــت قــرار داده شــدند 

ها در  نمونهdeparaffinization & rehydrationمراحل 

آنتـي   بـه منظـور پايـداركردن        PH=6محلول بافرسيترات بـا     

ايــن مجموعــه در مــايكروويو قــرار . هــا قــرار داده شــدندژن

ــل        ــه دلي ــه ب ــي ژن ك ــولي آنت ــاختمان مولك ــا س ــت ت گرف

فيكساسيون تغيير شكل يافته بود بوسيله حرارت تنظـيم شـده      

هـــا بـــه محلـــولســـپس نمونـــه. بحالـــت طبيعـــي برگـــردد

Phosphate Buffered Saline(PBS) منتقــل شــده و 

ــت پر  ــوك فعالي ــت بل ــدروژن  جه ــا هي ــسيداز درون زا ب اك

سـپس شستـشو بـا آب مقطـر و     . پراكسايد انكوبـه گرديدنـد   

 دقيقه توسـط  10ها به مدت    انجام شده و نمونه    PBSمحلول  

 درجه سانتيگراد بمنظور رنگ پـذيري       37در  % 1/0تريپسين  

PBSها بـا محلـول   بعد از شستشوي نمونه. بهتر انكوبه شدند  

  كه باmonoclonal antibody دقيقه در 10لام ها بمدت 

آنتي بـادي مـورد   .  نسبت            رقيق شده بود قرار گرفتند                

.   دانمـارك بـود     DAKO محصول شـركت     D0-7استفاده  

 كه يك آنتـي بـادي برعليـه     Link Abدر مرحلة بعد قطرة 

آنتي بـادي اوليـه اسـت جهـت افـزايش حـساسيت تكنيـك               

هــاي ردن قطـره مراحـل بعــدي بـا اضـافه ك ـ   . شـد اضـافه مـي  

avidin    و دي ـ آمينوبنزيـــدين بعنــوان كرومـــوژن ادامـــه 

اي با هماتوكـسيلين و    آميزي زمينه يافت ودر نهايت رنگ   مي

. شد انجام ميmountآبگيري و 

در تمام مراحل از شاهد مثبت و شـاهد منفـي بـه منظـور               

آميـزي  ها و  اطمينان از صحت تكنيك رنگ       تفسير دقيق لام  

ها با كمك دو نفـر      ارزيابي نمونه . تفاده گرديد انجام شده اس  
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آسيب شناسـي انجـام شـد و درجـه بنـدي شـدت              متخصص  

): 12(رنگ پذيري بصورت زير به انجام رسيد

سلولها،% 10 رنگ پذيري مثبت در كمتر از :مثبت ضعيف 

سلولها،% 10-50رنگ پذيري مثبت در : مثبت متوسط 

.سلولها% 50 از رنگ پذيري مثبت در بيش: مثبت شديد

 و نوع ملانومـا،     P53جهت بررسي رابطه ظهور آنتي ژن       

از بلوكهاي بيمـاران مقـاطع هماتوكـسيلين و ائـوزين تهيـه و              

.بصورت جداگانه بررسي و مقايسه شد

��=
�
C

ــورد بررســي  50از  ــة م ــورد 27 نمون ــه %) 54( م ــق ب متعل

.مربـوط بـه بيمـاران مـرد بـود        %) 46( مـورد  23بيماران زن و    

30از . منفــي گــزارش گرديــد%) 40( نمونــه 20در مجمــوع 

 عـدد   7،  %) 36( عدد رنـگ پـذيري خفيـف         18نمونة مثبت   

 مورد رنگ پـذيري شـديد       5و  %) 14(رنگ پذيري متوسط    

توزيـع فراوانـي    ). 2 و   1تصاوير شماره   (را نشان دادند  %) 10(

 ژن در دو جنس و در گروه هـاي مختلـف            نسبي ظهور آنتي  

).<05/0P(داري نداشتر آماري اختلاف معنيسني از نظ

هايي كه آنتي ژن را بروز دادند، آنتـي ژن          در تمام نمونه  

ــذيري       ــگ پ ــوردي از رن ــيچ م ــده و ه ــاهر ش ــسته ظ در ه

. سيتوپلاسم گزارش نشد

اي بين بـروز ايـن آنتـي ژن و نـوع آسـيب شناسـي             رابطه

).1جدول شماره (ملانوما مشاهده نشد

 5�
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جمع مثبت شديدمثبت متوسطمثبت ضعيفمنفيدرجه رنگ پذيري
درصدتعداددرصدتعداددرصدتعداددرصدتعداددرصدتعدادنوع ملانوما

NM120240120120510

ALMM1050630420002040

LMM26/2839/420026/26714

SSMM55/3862/4617/717/71326

M240120120120510

NM: Nodular Melanoma
ALMM: Acral Lentiginous Malignant Molanoma

LMM: Lentigo Malignant Melanoma
SSM: Superficial Spreading Malignant Melanoma

M: Metastasis
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ضخيمنازكضخامت ملانوما
درصدتعداددرصدتعداددرجه رنگ پذيري

4401440منفي

440131/37مثبت خفيف

11053/14مثبت متوسط

11036/8مثبت شديد

10 نمونة اوليـه ملانومـا،   45 از  Breslowبر اساس اندكس 

 مورد  35و  )  ميليمتر 1كمتر يا مساوي    (دسته نازك   مورد در   

بين ضخامت  . قرار گرفتند )  ميليمتر 1بالاي  (در دسته ضخيم    

ــي   ــاري معن ــاط آم ــي ژن ارتب ــن آنت ــروز اي داري ملانومــا و ب

).<05/0P)( 2جدول شماره (بدست نيامد

I9�

در اين مطالعه فراوانـي نـسبي واكـنش ايمنـي نـسبت بـه               

نيـز مـوارد مثبـت      %)  36(د كه اكثـراً     بو% P53  ،60آنتي ژن   

مـوارد رنـگ پـذيري متوسـط و         . شـد ضعيف  را  شامل مـي      

هاي آسيب شناسـي را شـامل   از نمونه% 24شديد در مجموع    

 و همكـارانش  McGregorهاي مـا بـا نتـايج       يافته. شدندمي

 نمونة ملانوماي پوسـتي انجـام شـد مطابقـت           24كه بر روي    

ژن واكنش به آنتي  %) 3-97 (علت محدودة وسيع  ). 13(دارد

). 7،6(توان به چند عامـل نـسبت داد       را در مطالعات قبلي مي    

ــات     ــودن در تحقيق ــرض نم ــت ف ــتانه مثب ــه آس ــست آنك نخ

برخـي محققـين   ).  12،2(مختلف با هم متفـاوت بـوده اسـت     

و ) 6(تنها رنگ پذيري هـسته را مـورد ارزيـابي قـرار دادنـد             

، 12(رد مطالعه نمودند    برخي هسته و سيتوپلاسم هر دو را وا       

پـذيري بـه تكنيـك    از طرفي ميـزان و شـدت رنـگ      ). 7،6،2

بسياري ازتحقيقات بعمل آمده   . آميزي نيز بستگي دارد   رنگ

ــه ــر روي نمون ــه بعمــل آمــده و در ايــن مــورد  ب هــاي پارافين

هـا در مـايكروويو قـرار داده        بخصوص در صورتيكه نمونـه    (

وتئاز تمـاس داده شـوند    در مقايسه با مواردي كه با پر      ) شوند

بعلاوه آنتـي باديهـاي     ). 2(ژن بيشتر خواهد بود   سنجش آنتي 

 گونـاگوني وجـود دارنـد كـه شـامل         P53مونوكلونال ضـد    

CM1 ، 1801  ،  P240،D 0-7   ،   D 0-2  ،D 0-1 

برخي از اين آنتي باديهـا نتـايج غيراختـصاصي در           . باشندمي

در اين مطالعه از آنتي     . هاي پارافينه ايجاد خواهند نمود    نمونه

 استفاده شده است زيرا ايـن آنتـي بـادي بـراي     D 0-7بادي 

همچنين ايـن آنتـي بـادي       . بلوكهاي پارافينه اختصاصي است   

 و هـم جهـش يافتـه را         (wild)قادر است هم موارد وحـشي       

. شناسايي نمايد 

در تحقيق بعمل آمده ارتباطي بين بروز آنتـي ژن و سـن             

 نكـرديم كـه ايـن يافتـه مطـابق بـا سـاير               و جنس بيمـار پيـدا     

).11(مطالعات است

ژن نيــز در تحقيــق بعمــل آمــده جايگــاه شناســايي آنتــي 

بصورت منحصر بفرد در هستة سلولهاي ملانومـا بـود كـه بـا         

 و  Weissدر مطالعـه    ). 6(نتايج برخي محققين يكسان اسـت     

ژن بـصورت غالـب در سيتوپلاسـم سـلول          همكارانش، آنتي 

اي بوده   يك آنتي ژن هسته    P53 بود، در حاليكه     بروز كرده 

آنـان  .  سيتوپلاسـمي دقيقـاً مـشخص نيـست        P53و عملكرد   

 و  P53چنين تصور كردند كه تشكيل كمپلكس هـايي بـين           

هاي سلولي ممكن است در انتقال اين پـروتئين         ساير پروتئين 
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بـــه هـــسته اخـــتلال ايجـــاد كـــرده و باعـــث تجمـــع آن در 

).2(سيتوپلاسم گردد

پـذيري  ر چند حجم نمونة ما براي مقايسه درجه رنـگ         ه

در انواع مختلف ملانوما كافي نبود، ارتبـاطي نيـز بـين بـروز              

) اعم از اوليه يا متاستاتيك    (آنتي ژن و انواع مختلف ملانوما       

ــا يافتــه. نيــافتيم  و همكــارانش Stretchهــايايــن موضــوع ب

ژن در  تـي داري بين ظهور آن   آنان اختلاف معني  . تطابق ندارد 

انواع اوليه و متاستاتيك پيدا كردند و اينگونه نتيجـه گرفتنـد       

كه اين ژن احتمالاً در ايجاد فنوتيپ متاستازي تومـور نقـش            

ــا مــي ــدايف ــه). 8(كن ــي يافت ــق  ول ــر تحقي ــدي ب ــا تأيي هــاي م

Barnhill اي  بـا حجـم نمونـة بـالاتر          باشد كه در مطالعه    مي

 بـين انـواع اوليـه و        داري، اخـتلاف آمـاري معنـي      ) عدد 87(

متاستاتيك تومور پيدا نكرد و پيشنهاد نمود كه احتمالاً تغيير          

Zhang). 9(در اين ژن نقش كمي در پيشرفت ملانوما دارد        

و همكارانش نيز كه چندين ماركر را در سلولهاي ملانوماي          

P53اوليه و متاستاتيك مورد تحقيق قرار دادند، نقشي براي          

فـــاز اوليـــه بـــه متاســـتاتيك قائـــل در پيـــشرفت تومـــور از 

 واكنش ايمني بيـشتري را      Lassam و   Stretch). 14(نشدند

در ضايعات ملانوماي متاستاتيك گـزارش كردنـد و هـر دو            

ــي ــروز آنت ــدكس   ب ــر اســاس ان ــور ب ــا ضــخامت توم ژن را ب

Breslow   آنان نتيجه گرفتند كه بـروز ايـن        .   مرتبط دانستند

ري و در رابطــه بــا آنتــي ژن ممكــن اســت يــك يافتــة تــأخي

هـايي كـه از     اين فرضيه با يافتـه    ). 15،8(پيشرفت تومور باشد  

سرطانهاي مـشابه نظيـر كولـون بدسـت آمـده بـود مطابقـت               

هر چند در مورد سرطان كولـون نيـز اخـتلاف           ). 16(داشت  

هايي برخلاف مـورد فـوق گـزارش        نظر وجود داشته و يافته    

نتيجه رسيديم كـه  در اين تحقيق نيز ما بدين  ). 17(شده است 

بين ضخامت تومور يا اوليـه و متاسـتاتيك بـودن آن و بـروز         

ژن ارتباطي وجود نداشته و بروز اين آنتـي ژن احتمـالاً            آنتي

در مــدلهاي . باشــديــك يافتــة اوليــه در پــاتوژنز تومــور مــي

ــراي     ــشي ب ــز نق ــواني ني ــا قائــل   P53حي ــاد ملانوم  در ايج

).18،9(اندشده

ژن رد كه هر چند بروز شـديد آنتـي        در پايان بايد ذكر ك    

P53             در تومور ملانوماي پوستي شـايع نيـست، نقـش آن در 

ايجاد تومور و ايجاد مقاومت دارويي به شيمي درماني انكار          

).18،4(ناپذير است 
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از جناب آقاي دكتر محمدرضا مهاجري و سركار خـانم       

وهش مـا را  فرزانه محمودي كه در انجام مراحل تكنيكي پـژ    
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