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مقدمه 
ـــت کــه از      کارسـینوم نازوفـارنکس تومـور ناشـایعی اس

اپیتلیوم سطحــی نازوفارنکـس و در اغلــب مـوارد از حفره  
 
 
 

 
 
 

روزن مولر منشا میگیرد.(1) بیشترین میزان شــیوع بیمـاری 
مربوط به جمعیـت جنوب شرقی آسیا و جنوب چین میباشد  

 
 
 

چکیده  
    کارسینوم نازوفارنکس به ویژه در بیماران ساکن مناطق آندمیک خاور دور به طور شــایع همـراه بـا ویـروس
ــان اپشتاینبار میباشد. بررسی آنتیژنهای هستهای و DNA ویروس در سلولهای کارسینوم نازوفارنکس نش
ــال را آلـوده کـرده و سـبب ترانسفورماسـیون آن بـه سـوی داده است که این ویروس میتواند سلولهای اپیتلی
ــلول هـای اپیتلیـال اسـت کـه بدخیمی شود. ویروس پاپیلومای انسانی (HPV) ویروسی انکوژنیک با تمایل به س
همراهی آن با تعدادی از تومورهای سر و گردن از جمله کارسینوم نازوفارنکس شناسایی شده است. این مطالعه
ــای انسـانی زیـرگروههـای 6/11 و گذشتهنگر جهت بررسی میزان فراوانی ویروس اپشتاینبار و ویروس پاپیلوم
ــه 20 بیمـار مبتـلا بـه کارسـینوم 16/18 صورت گرفت و طی آن نمونههای بافتی ثابت شده در فرمالین مربوط ب
نازوفارنکس با روش هیبریداسیون درجا مورد بررسی قرار گرفــت. از نظـر زیـرگـروه هیسـتولوژیـک براسـاس
ــوع سیستم طبقهبندی WHO، 16 نمونه(80%) از نوع کارسینوم تمایز نیافته(نوع WHO III) و 4 نمونه(20%) از ن
سنگفرشی غیرشاخی شونده (نوع WHO II) بودند. از نظر مرحله یا Stage بیماری براساس سیستم طبقــهبندی
AJCC(American Joint Committee of Cancer) 10% بیماران در مرحله I، 5% در مرحله II، 25% در مرحله

III و 60% در مرحله IV قرار میگرفتند. تقریباً 55% بیماران در زمان تظاهر بیماری متاستاز به غدد لنفاوی گردن
ــورد(%95) داشتند. با روش هیبریداسیون درجا و استفاده از پروب DNA کنژوگه با فلورسئین، EBER در 19 م
ــتفاده از از 20 نمونه مورد مطالعه شناسایی گردید. با روش هیبریداسیون درجا با تقویت سیگنال با تیرامید و اس
ــایی شـد و سـکانس پروب DNA حاوی بیوتینیل، سکانس HPV DNA زیر گروه 6/11 در 2 نمونه(10%) شناس
HPV DNA سـاب تـایپ 16/18 نـیز تنـها در 2 نمونـه(10%) مشـــاهده گردیــد. همراهــی EBV و HPV در 3

مورد(15%) وجود داشت. این مطالعه همراهی قوی(95%) کارسینوم نازوفارنکس از نوع تمایز نیافته و سنگفرشی
ــان داد در حـالی کـه همراهـی HPV بـا EBV تنـها در 15% مـوارد نمونـههای غیرشاخی شونده را با EBV نش
کارسینوم نازوفارنکس مشاهده گردید. این اختلاف میان نتایج مطالعه حاضر و نتــایج حـاصل از مطالعـات قبلـی

ممکن است ناشی از اختلاف جغرافیایی و تفاوت در عوامل محیطی درگیر باشد.    
           

کلیدواژهها:     1 – کارسینوم نازوفارنکس     2 – ویروس اپشتاینبار   
                        3 – ویروس پاپیلومای انسانی     4 – هیبریداسیون درجا  

ــن مطالعـه این مقاله خلاصهای است از پایان نامه دکتر ندا میرزمانی جهت دریافت درجه دکترای تخصصی آسیبشناسی به راهنمایی دکتر پیروز صالحیان، سال 1383. ای
تحت حمایت مالی مرکز تحقیقات گوش و حلق و بینی صورت گرفته است(شماره ثبت: 205) 
I) استادیار گروه آسیبشناسی، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی ایران.  

II) استاد جراحی گوش و حلق و بینی، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی ایران.   
III) استادیار جراحی گوش و حلق و بینی، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی ایران. 

IV) متخصص آسیبشناسی، سازمان انتقال خون(*مولف مسئول) 
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که بروز سالانه آن 35-10 بیمار در هر 100/000 نفر تخمیـن 
زده میشود. عوامل ژنتیکی، محیطــی و ویروسهـا مـهمترین 
ــتند.(2) همراهـی کارسـینوم  عوامل موثر در ایجاد بیماری هس
ــال 1966 توسـط  نازوفارنکس با EBV برای اولین بار در س

Old و همکاران گزارش شد.(3)  

    وجود EBV-DNA در تمــام مـوارد در درون سـلولهای 
سرطانی NPC این همراهی را تایید میکند. شناسایی کلونـال 
EBV DNA در NPC نشان دهنده آن است کــه بدخیمـی از 

ــال 1 سـلول پیشسـاز آلـوده بـه EBV ایجـاد  گسترش کلون
ــد کـه در زمـان  میشود. این یافتهها به نفع این مطلب میباش
ترانسفورماسیون بـه سـوی بدخیمـی، EBV درون سـلولها 
ــش  وجود داشته و احتمالاً در تغییر و تبدیل آن به بدخیمی نق
ــوان بـه  داشته است.(4) از مولکولهای اختصاصی EBV میت
عنـوان نشـانگرهـایی بـــرای شناســایی مــوارد مشــکوک 
کارسینوم نازوفارنکس و پیگــیری وضعیـت بیمـاران مبتـلا 
استفاده کرد.(5) یکی از این نشانگرها RNA کد شده توســط 
ویـروس یـا EBV Encoded RNA(EBER) میباشــد. 
EBER طـی عفونـت نهفتـه بـا EBV بـه مـیزان فراوانــی در 

ســلولهای آلـــوده بـــروز میکنـــد.(6) اســـتفاده از روش 
هیبریداسیون درجــا بـرای تعییـن EBER حساسـیتی حـدود 
ـــخیص NPC دارد.(7)  98/1% و ویـژگـی حـدود 100% در تش
ویـــروس پـــــاپیلومــــای انســــانی(HPV) از خــــانواده 
ــه سـلولهای  Papovaviridae ویروسی انکوژنیک با تمایل ب

اپیتلیال است که همراه با کارســینوم سـرویکس، کارسـینوم 
سلولهای سنگفرشی ناحیه مقعــد و مـواردی از کارسـینوم 
سلولهای سنگفرشی راههای هوایی فوقانی دیده میشود.(8) 
براساس مطالعات موجود حدود 25-15% از تومورهــای سـر 
ـــود  و گـردن در ارتبـاط بـا عفونـت HPV میباشـند. بـا وج
مشخص نبودن مکانیسم دقیــق کارسـینوژنـز ایـن ویـروس، 
شواهد اپیدمیولوژیک و مولکولی به طور قوی این همراهی را 
ــا بیمـارانی  تایید میکند. سیر بالینی این بیماران ممکن است ب
که HPV ندارند متفاوت باشد. به عبــارت دیگـر ممکـن اسـت 
این بیماران از روشهای درمانی متفاوتی مانند ایمونوتــراپـی 
ــهره گـیرند. بـه همیـن علـت شناسـایی HPV در  با واکسن ب

ــت بـالینی زیـادی برخـوردار  تومورهای سر و گردن از اهمی
میباشــد.WHO (9) کارســینوم نازوفــارنکس را براســـاس 
یافتههای میکروسکوپ نوری به 3 نوع تقسیم کرده است کــه 
ــونده، نـوع  عبارتند از: نوع I کارسینوم سنگفرشی شاخی ش
 III ـــوع II کارســینوم سنگفرشــی غیرشــاخی شــونده، ن
کارسینوم تمایز نیافته. همراهی با ویروس اپشتاینبار معمولاً 
ــده میشـود.(5) هیبریداسـیون درجـا  در نوع WHO III,II دی
روشی برای تعیین ســکانس مشـخصی از اسـید نوکلئیـک در 
ــا مقـاطع بـافتی اسـت کـه توسـط  درون کروموزوم، سلول ی
هیبرید شدن با پروب نوکلئوتید صورت میگیرد و با استفاده 
از خاصیت جفت شدن بازهای مکمل میتوان با کمک قطعـاتی 
ــروب)  که ترکیب شناخته شدهای از نظر اسیدنوکلئیک دارند(پ
یک نمونه نامشخص را از نظر وجود سکانسهای مکمل اسید 
ــروارگانیسـمها  نوکلئیک(10) و نسخههای ویروس یا سایر میک
در مقادیر کم یا rRNA و mRNA را در گسترههای ســلولی 
ــیگنال  و بافتی شناسایی کرد. هیبریداسیون درجا با تقویت س
توسط تیرامید روشی برای افزایش حساسیت ISH با تقویــت 
سـیگنالهای قـابل شناسـایی در مرحلـه ایمونوسیتوشـــیمی 
ــادر اسـت حساسـیت  (amplification Signal) میباشد و ق
ــن  این روش را تا حد 100-2 برابر افزایش دهد.(11) هدف از ای
مطالعـه تعییـن مـیزان فراوانـی ویروسهـای اپشـــتاینبار و 
پاپیلومای انسانی زیر گروههای 6/11 و 16/18 در کارسینوم 

نازوفارنکس به روش هیبریداسیون درجا بوده است.  
 

روش بررسی 
    ایـن مطالعـه بـه صـــورت توصیفــی و گذشــتهنگر روی 
نمونههای مربوط به بیمارانی کــه در سـالهای 81-1370 بـه 
بخـش آسیبشناسـی بیمارســـتان حضــرت رســول(ص) و 
ــی آنهـا  فیروزگر مراجعه کرده بودند و گزارش آسیبشناس
کارسـینوم نازوفـارنکس بـود انجـام شـد. نـوزده مـــورد از 
بیماران به علت وجود ضایعه مشکوک در نازوفارنکس تحــت 
ـــیز  بیـوپسـی نازوفـارنکس قـرار گرفتـه بودنـد و 1 مـورد ن
ــود داشـت. محـدوده سـنی  متاستاز به غده لنفاوی گردن وج
 Stage ــا بیمـاران، جنـس، سـابقه مصـرف سـیگار، مرحلـه ی
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ــهبندی AJCC، وجـود یـا عـدم  بیماری براساس سیستم طبق
وجود متاستاز در زمان تظاهر بیماری طبق اطلاعات موجــود 
در پرونده بیماران تعیین گردید. بلوکهای پارافینی نمونههای 
بیمـاران از بایگـانی گرفتـه شـد و از هـــر یــک از نمونــهها 
 H&E برشهـای رنگآمـیزی شـده هماتوکسـیلین و ائوزیــن
تهیـه گردیـد و توســـط میکروســکوپ نــوری زیــر گــروه 
هیستولوژیک آن براساس سیســتم طبقـهبندی WHO تعییـن 
شـد. روش هیبریداســـیون درجــا بــرای تعییــن EBER را 

میتوان به 5 مرحله تقسیم کرد.  
    مرحله اول تهیه اسلاید یا Section Preparation است که 
طی آن از بلوکها برشهایی بـه ضخـامت 3 میکرومـتر تهیـه 
میشود. در این مرحلــه از نمونـه شـاهد 2 بـرش بـه عنـوان 
ــا بـر سـطح  شاهد مثبت و شاهد منفی تهیه شد. سپس برشه
ـــه  آب شـناور شـده و روی اسـلایدهای شیشـهای آغشـته ب
ــا پـس از پـارافین زدایـی و  Poly-L lysin قرار گرفتند. لامه

ــف آبدهـی شـدند. از  عبور از گزیلول و الکل با درجات مختل
این مرحله تاپایان مرحله هیــبرید تمـام ظرفهـا و محلولهـا 
باید عاری از آنزیم RNAasa باشند به همین دلیل از ظروفی 
ــد  که به مدت 24 ساعت در فور 180 درجه گذاشته شده بودن
ـــا  اســتفاده شــد. در مرحلــه دوم یــا مرحلــه قبــل از احی
(Pretreatment) برای افزایش نفــوذپذیـری پـروب بـه درون 
سلول یا بافت از محلول رقیــق شـده پروتئینـاز K بـه نسـبت 
ــبرید  1/10 با بافر تریس استفاده گردید. در مرحله سوم یا هی
Dako-) حــاوی فلورســئین DNA شـدن پـروب کنـژوگـــه
Dako Fluorescein-(EBER) DNA Probe(Glostrop

Conjugated Denmark به کار برده شد.  

    به نمونه شاهد مثبت 1 قطره از پروب شاهد مثبت کنژوگـه 
ــه  با فلورسئین Positive Control DNA Probe/FITC و ب
نمونه شاهد منفی 1 قطره از پروب شــاهد منفـی کنـژوگـه بـا 
فلورسئین Negative Control DNA Probe/FITC اضافه 
ــرار  گردید سپس لامها به مدت 2 ساعت در دمای 50 درجه ق

داده شدند.  
ــه شستوشـوی بعـد از هیـبرید      در مرحله چهارم یا مرحل
(Post Hybridization Wash)، برای جدا کــردن پروبهـای 

ــدف وصـل  نشاندار که به طور غیراختصاصی به سکانس ه
شده بودند لامها درون محلول شستوشــوی Stringent در 
دمای 60 درجه به مدت 25 دقیقه شستوشو داده شــدند. در 
ــن محـل  مرحله پنجم یا مرحله ایمونوهیستوشیمی، برای تعیی
هیبرید پروب ـ هدف درون مقاطع بافتی از آنتیبادی کنژوگـه 
با آلکالن فسفاتاز بر علیه جــزء فلورسـئین متصـل بـه پـروب 
Alkp Conjugated Rabbit F(ab) Ani fluorescein و به 

ـــوژن BCIP/NBT/Levamisol حــاوی  دنبـال آن از کروم
مــهار کننــده آلکــالن فســفاتاز درونزا اســتفاده گردیـــد. 
ــه بـه کـار بـرده  هماتوکسیلیـن نیز به منظور ایجاد رنگ زمین

شد.  
ــی تـیره یـا سـیاه در      نتایج مثبت به صورت گرانولهای آب
هسته سلولهای تومورال بوده است. در روش هیبریداسیون 
درجـا بـا تقویـت سـیگنال بـا تـیرامید کـه بـــرای شناســایی 
HPV6/11 ،HPV16/18 مورد استفاده قرار میگیرد، مراحل 
انجام کار عبارت بودند از: 1- تهیه اسلاید کــه طبـق دسـتور 
کار ذکــر شــده بـرای EBER-ISH اســلایدها تهیـه شـدند. 
2- مرحله قبل از احیــا کـه در ایـن مرحلـه لامهـا ابتـدا درون 
محلـول سـیترات در PH=8/6 گذاشـته شـــده ســپس درون 
ــر یـک  اتوکلاو 120 درجه به مدت 20 دقیقه قرار گرفتند. به ه
از لامها محلول پروتئیناز K رقیق شده به نســبت 1/5000 بـا 
بافر تریس اضافه شد سپس لامها به مدت 30 دقیقه در دمای 
اتاق انکوبــه شـدند. جـهت از بیـن بـردن فعـالیت پراکسـیداز 
آندوژن از Blocking Reagent(آب اکسیژنه 3% در متانول) 
ــن سـکانس  استفاده شد 3- در مرحله هیبرید شدن برای تعیی
 DNA به هر یک از لامها 1 قطره از پروب HPV6/11DNA

 ،DNA Probe Mix/Biotinylated)ــــل حــاوی بیوتینی
ــکانس HPV16/18 DNA یـک  HPV6/11) و برای تعیین س
 DNA Probe)حــــاوی بیوتینیـــل DNA قطــره پــروب
HPV16/18 ،Mix/Biotinylated) اضافه گردید و به منظور 

دناچوره شدن DNA لامها پس از قرار گرفتن درون فور 95 
ــه هیـبرید شـدن بـه  درجه به مدت 12 دقیقه و در ادامه مرحل
ــور 37 درجـه انکوبـه شـدند 4- مرحلـه  مدت 24 ساعت در ف
 ،Stringent ـــا محلـول شستوشـوی شستوشـوی لامها بـ
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5- مرحله ایمونوهیستوشیمی بــرای شناسـایی محـل اتصـال 
 Primary پروب هدف که خود شامل 4 مرحله، اضافه کردن
 ،Biotinyl Tyramid اضافـه کـردن ،Streptavidin-HRP

ـــــردن از  Streptavidin-HRP Secondary و اســـتفاده ک

(Diaminobenzadine DAB3,3) به عنوان کرموژن بود. از 
هماتوکسیلین نیز به منظــور ایجــاد رنــــگ زمینـه اسـتفاده 

شد.  
    نمونــه شاهــــد منفــــی بـــرای تشـــخیص اتصـــالات 
ـــاده قـــرار گرفـت کـه بـه ایـن  غیراختصاصی مــورد استفـ
منظور نمونه بافــت طبیعــی نازوفارنکــــس بـــه کـار بـرده 
ـــاهد مثبــت از بــــرش نمونــــه کوندیلوهــا  شـد. بـرای ش
ـــد و نتــایج مثبــت بــه صــورت  اکومینـاتوم اسـتفاده گردی
گرانولهـای قـهوهای در هسـته یـا سـیتوپلاسـم ســـلولهای 
تومورال نمایان شــد. نتـایج بـه دسـت آمـده بـا استفــاده از 
ــه و تحلیـل آمـاری قـرار  نـرمافزار آماری SPSS مورد تجزی

گرفت.  
 

نتایج 
ــنی      محدوده سنی بیمـاران 75-21 سـال بود(با متوسط س
48/3) و 16 بیمار مرد و 4 بیمار زن بودنـد(با نسبت 4 به 1). 
حدود 35% از بیماران سابقه مصرف سیگار داشتند. از نظــر 
 %10 ،AJCC بیمـاری براسـاس طبقـهبندی Stage ــا مرحله ی
 ،III 25% در مرحلـــه ،II ــه بیماران در مرحله I، 5% در مرحل

60% در مرحله IV بودند.  
ــاهر بیمـاری متاسـتاز بـه      تقریباً 55% بیماران در زمان تظ
غدد لنفاوی گردن داشتند و از نظـر زیر گروه هیستولوژیــک 
ـــی غیرشـاخی شـونده(نـوع  4 نمونه(20%) از نوع سنگفرشـ
WHO II) و 16 نمونــه از نــوع کارسینوم تمایز نیافته(نـوع 

WHO III) بودند.  

    با روش هیبریداسیون درجــا، EBER در 19 مـورد(%95) 
اـیج  از 20 نمونه مورد مطالعه شناسایی شد(نمودار شماره 1). نت
مثبت به صــورت ایجـاد رنـگ آبـی تـیره یـا سـیاه در هسـته 
سلولهای تومورال بود در حالی که بافت لنفــاوی مجـاور آن 

رنگپذیری نداشت(تصویرهای شماره 1 و 2).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

تصویر شماره 1- تظاهر EBER در کارسینوم نازوفارنکس در بزرگنمایی کم 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

تصویر شماره 2- تظاهر EBER در کارسینوم نازوفارنکس در بزرگنمایی 
زیاد 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

نمودار شماره 1- توزیع فراوانی نسبی نمونههای آسیبشناسی 
کارسینوم نازوفارنکس از نظر همراهی با ویروس اپشتاینبار 
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ــاهر شـدید      از نظر شدت تظاهر EBER، در 35% موارد تظ
(در بیـش از 65% هسـته سـلولهای تومـورال مثبـــت بــود)، 
در30% موارد تظاهر متوسط(65-33%) و 35% تظــاهر خفیـف 
رنگپذیـری(کمتـر از 33% هسـته سـلولهای تومـورال بـرای 
ــت  EBER) مشاهده شد. با روش هیبریداسیون درجا با تقوی

ــای 6/11 و  سیگنال با تیرامید وجود HPV DNA زیرگروهه
16/18 در نمونـههای بلوکهـــای پــارافینی بیمــاران مــورد 
 HPV6/11 بررسی قرار گرفت. براساس نتایج به دست آمـده
تنــها در 2 نمونــه(10%) قــابل شناســایی بــود. ســــکانس 
ـــد و  HPV16/18 نـیز تنـها در 2 نمونـه (10%) شناسـایی ش
همراهی EBV ،HPV در 3 مورد(15%) مشاهده گردید(نمودار 
شماره 2). وجود HPV DNA به صورت رنــگ قـهوهای تـیره 
در هسته یا سیتوپلاسم سلولها در نظر گرفته شد(تصویرهـای 

شماره 3و 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

تصویر شماره 3- تظاهر HPVDNA در کارسینوم نازوفارنکس در بزرگنمایی کم 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

تصویر شماره 4- تظاهر HPVPNA در کارسینوم نازوفارنکس در بزرگنمایی زیاد 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

نمودار شماره 2- توزیع فراوای نسبی نمونههای آسیبشناسی 
 HPV و EBV کارسینوم نازوفارنکس از نظر همراهی با

 
بحث 

ــرای اولیـن بـار در ایـران انجـام شـد،      در این مطالعه که ب
ـــینوم  همراهــی قــوی بیــن ویــروس اپشــتاینبار و کارس
ـــیر  نازوفــارنکس از نــوع تمــایز نیافتــه و سنگفرشــی غ
شاخیشونده تایید گردید. با استفاده از روش هیبریداســیون 
درجا برای شناسایی نسخههای EBER در نمونههای بافتـی، 

عفونت نهفتـه با EBV در 95% بیماران دیده شد.  
    از نظر شدت تظاهر، 35% تظاهر کم، 30% تظاهر متوسط و 
ــوع  35% تظاهر شدید EBER داشتند. از آن جا که NPC از ن
ــههای مـورد  SCC شاخی شونده(نوع WHO I) در بین نمون

مطالعه وجود نداشت، برقرار کردن ارتباط منطقی بین شــدت 
تظاهر EBER در بیــن انـواع زیـر گروههـای هیسـتولوژیـک 
ــلاف معنـیداری بیـن  امکانپذیر نبود. از سوی دیگر هیچ اخت
ــا Stage یـا مرحلـه بیمـاری مشـاهده  شدت تظاهر EBER ب

نشد.  
ــینوم      در اغلب مطالعات انجام شده همراهی EBV با کارس
تمایز نیافته به میزان 100-90% و با درصد کمتری با اشــکال 
تمایز یافته گزارش شده است(8) و مانند سایر تومورهایی کــه 
با ویروس همراهی دارند اولین شواهد همراهی EBV مربوط 

15

85

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

HPV&EBVمثبت HPV&EBVمنفى

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 r

jm
s.

iu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-0

4-
10

 ]
 

                               5 / 8

http://rjms.iums.ac.ir/article-1-437-en.html


فراوانی ویروسهای EBV و HPV در کارسینوم نازوفارنکس                                                                    دکتر پیروز صالحیان و همکاران 

122        مجله دانشگاه علوم پزشکی ایران                                                                                  سال دوازدهم/ شماره 45/ بهار 1384   

به مطالعات سرولوژی میباشــد. اگـر چـه سـرولوژی ممکـن 
است ابزار غربالگری خوبی در مناطق بــا شـیوع بـالا مـانند 
چین باشد، از حساسیت و ویژگی پایینی برخوردار میباشــد. 
ــن اسـت افزایـش تیـتر آنتیبـادی بـر علیـه  به طور مثال ممک
ــیز مشـاهده شـود.(8) هیبریداسـیون  EBV در جمعیت سالم ن

درجـا بـرای شناسـایی تومورهـایی کـه همراهـی بـا عفونــت 
ویروسی دارنـد 1 آزمون طلایی ارزشمند محسوب میشوند. 
 40KB حساسیت این روش در مقاطع بافتی در حد شناسایی
 DNA ـــا از DNA هــدف یــا 20-10 نســخه از MRNA ی

ویروس در هر سلول میباشد.(11)  
ــایی و      EBER-ISH حساستر از روش PCR برای شناس
تعییـن محـل عفونـت نهفتـه بـا EBV در بافتهـا محســـوب 
ــه بـا  میشود. از آن جا که نسخههای EBER در عفونت نهفت
ــدف  EBV بـه مقـدار فـراوان تکثـیر مییـابد، EBER یـک ه

ایدهآل بــرای شناسـایی و لوکـالیزه کـردن عفونـت EBV در 
مقاطع بافتی به روش هیبریداسیون در جا محسوب میشــود. 
با استفــاده از هیبریداسیون درجا و تعییــن EBER میتـوان 
ــوارد مشـکوک NPC بـا حساسـیتی حـدود  برای تشخیص م
ــت.(7) در مطالعـهای کـه  98% و ویژگی حدود 100% بهـره گرف
توسط Chen و همکـاران انجــام شد با روش هیبریداســیون 
درجا ثابت کردنــد کـه EBV DNA تنـهـا درون سـلولهای 
کارسینوم نازوفارنکس وجود دارد و در لنفوسیتهای احاطه 
ــوم طبیعـی نازوفـارنکس  کننده سلولهای تومور یا در اپیتلی
ـــروزه تعییــن درصــد آلــودگــی به  دیــده نمیشـود.(12) ام
ویروس(Load Viral) با این روش برای ارزیابی بالینی بــار 
ــه  تومـور(burden Tumor) در بیمـاران مبتـلا بـه کـار گرفت
ــایل بـه  میشود.(11) ویروس پاپیلومای انسانی مانند EBV تم
ـــروس  آلـودگـی سـلولهای اپیتلیـال دارد. همراهـی ایـن وی
ــواردی از تومورهـای سـر و گـردن از جملـه  انکوژنیک در م
ــیزان شـیوع و  مواردی از NPC شناسایی شده است اما به م
ــبر اشـارهای نشـده  اهمیت همراهی آن با EBV در منابع معت
است. در صورت تایید همراهــی آن و نقـش ایـن ویـروس در 
ایجاد NPC ممکن است بتوان از روشهای درمانی متفــاوتی 
در بیماران مبتــلا اسـتفاده کـرد. مقـالات متعـددی در زمینـه 

ــده کـه اغلـب ایـن  همراهی EBV و HPV با NPC منتشر ش
مطالعات مربوط به مناطق اندمیک جنــوب شـرقی آسـیا و بـه 
روش PCR بوده است. در مطالعهای که توسط Tung Yc از 
چین صورت گرفت همراهی EBV و HPV در نمونـههای 88 
 EBV ارزیـابی شـد و PCR بـه روش NPC بیمار مبتلا بــه
DNA در 83% مــوارد، HPV در 51% و همراهـــی HPV و 

ــد. HPV16/18 در %67  EBV در 42% مـوارد گـزارش گردی

بیمارانی که HPV مثبت بودند شناسایی شد. هشــتاد درصـد 
 EBV DNA مثبت بودنــد از نظـر HPV بیمارانی که از نظر
نیز مثبــت مشـاهده شـدند. در ایـن مطالعـه احتمـال همراهـی 
 NPC به عنوان یک عامل در پــاتوژنـز HPV16/18 و EBV

مطرح گردید.(13) در مطالعه دیگری که توسط Tyan در چیــن 
انجام شد همراهی EBV و HPV در 74 تومور سر و گــردن 
 EBV مورد بررســی قـرار گرفـت. سـکانس PCR به روش
 HPV DNA (30 نمونــه) وNPC در تمام نمونههای DNA

ــت همزمـان هـر دو  در 14 مورد از 30 نمونه مثبت بود. عفون
ویروس در 14 نمونه بافتی مشاهده شد که این یافتــهها بیـان 
کننده ارتبــاط نزدیـک EBV بـا NPC هسـتند. عـلاوه بـر آن 
درصد بالایی از NPC که EBV مثبت مشاهده شدند، حــاوی 
سـکانس HPV نـیز بودنـد.(14) در مطالعـه Harding احتمــال 
ــاد NPC از  وجود اثرات انکوژنیک HPV زیر گروه 6 در ایج
نوع شـاخی شـونده مطـرح شـد.(15) در حـالی کـه در مطالعـه 
ـــها در %19  Gianoudi در یونــان ســکانس HPVDNA تن

موارد NPC به روش PCR شناسایی گردید و در هیــچ یـک 
از موارد همراهی EBV با HPV مشــاهده نشـد. در مطالعـه 
حاضر سکانس HPV DNA زیـر گـروه 6/11 و 16/18 بـه 
ــورد ارزیـابی قـرار  روش ISH با تقویت سیگنال با تیرامید م
 HPV16/18 در 2 نمونــه(10%) و HPV6/11 گرفت. سکانس
ــه(%15)  در 2 نمونه (10%) و همراهی HPV ،EBV در 3 نمون
مشاهده شد. تمام موارد HPV مثبت از نظر EBV نیز مثبــت 
ــه دسـت  بودند. این اختلاف در نتایج مطالعه حاضر و نتایج ب
آمده از مطالعات قبلی که اغلــب در منـاطق بـا شـیوع بـالا بـه 
ــاوت  دست آمده ممکن است ناشی از اختلاف جغرافیایی یا تف
 ISH در عوامل محیطی درگیر باشــد. از آن جـا کـه بـا روش
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بررسی بلوکهــای پـارافینی نمونـههای بیمـاران امکـانپذیـر 
ــتهنگر بیشتـری  میباشد، ممکن است در آینده مطالعات گذش
به منظور بررسی تظاهرات کلینیکــوپـاتولوژیـک NPC بـا یـا 
بـدون EBV و همراهـی بیشتـر آن بـا HPV انجـام شـــود. 
بررسی بیشتر این نشانگرهای ویروسی ممکن است موجب 
ایجاد یک برنامه غربالگری در مناطق بــا شـیوع بـالا، رژیـم 

درمانی جدید و روشهای خاص پیشگیری شود.  
 

تشکر و قدردانی 
    بدین وسیله از اساتید محترم آقای دکتر صادقیپور، خانم 
دکتر هاشمی، آقای دکتر زارع و مرکز تحقیقات گوش و حلــق 
و بینی بیمارستان حضرت رسول اکرم که این پژوهش تحــت 
حمایت مالی آن مرکز انجام شده است و بخش آسیبشناسی 
ـــها… و بیمارســتان هاشــمینژاد تشــکر و  بیمارسـتان بقی

قدردانی میگردد.  
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Detection of EBV and HPV in Nasopharyngeal Carcinoma by In Situ
Hybridization

                                                       I                                     II                                         III
P. Salehian Dardashti, MD        M. Farhadi, MD      E. Amin Tehran, MD

                                                                                         IV      
*N. Mirzamani, MD

Abstract
    Nasopharyngeal carcinoma, particulary tumors endemic to the Far East, commonly harbors
Epstein-Barr virus. The detection of nuclear antigen associated with EBV and viral DNA in NPC cells
have revealed that EBV can infect epithelial cells and is associated with transformation. Human
papilloma virus is an epitheliotrophic oncogenic virus that has been detected in a variety of head and
neck tumors. This retrospective study was undertaken to investigate the prevalence of EBV and HPV
infection subtypes 6/11 and 16/18. in 20 patients with nasopharyngeal carcinoma by in situ
hybridization. 16 case (80%) were classified as undifferentiated carcinoma (WHO type III) and 4
(20%) as non keratinizing SCC (WHO type II). According to AJCC (American Joint Committee of
Cancer) system the clinical stage at presentation was available for 20 patients: 10% presented with
stage I, 5% presented with stage II, 25% presented with stage III and 60% presented with stage IV.
55% of the cases presented with palpable cervical lymph node metastasis. In situ hybridization for
EBER was performed with a fluorescien-conjugated PNA probe. EBER expression was detected in 19
of the 20 evaluated nasopharyngeal carcinoma (95%). Thyramid signal amplification of ISH was
performed for HPV DNA subtype 6/11 and 16/18 with a biotinylated DNA probe. Two of 20 NPC
(10%) contained HPV 6/11 sequences and two of 20 NPC (10%) contained HPV 16/18 sequences and
combined EBV and HPV infection was detected in 3 of the 20 (15%) patients. In this study a high
correlation of almost 95% was observed between EBV and NPC type II & III, in WHO classification.
Combined EBV and HPV infection was detected only in 15% of patients. There seems to be a
geographic difference in positive rates between our results and those obtained from high-risk area.

Key Words:     1) Nasopharyngeal Carcinoma      2) Epstein-Barr Virus

                        3) Human Papilloma Virus       4) In Situ Hybridization
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