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 خلاصه مطالب

% از موارد گزارش شده از 80سرطان رحم دومين سرطان شايع در بين زنان جهان است. 

 High Risk  کشورهای در حال توسعه می باشد. بروز سرطان رحم با عفونت با تايپهای پرخطر

(HR) يا سرطانزای ويروسHPV  سرطاناين % موارد 99,7مرتبط دانسته شده است چرا که در  ،

عفونت با اين تايپها نيز مشاهده ميشود. اين نکته موجب تثبيت روشهای مولکولار برای تشخيص 

به عنوان ابزاری مفيد برای بررسی يا پيش بينی وضعيت بيمار پس از مشاهده  HR HPVعفونت 

پاپ اسمير شده است. عليرغم نکات بالا عدم وجود تستهای تشخيصی حساس، سريع نمونه مشکوک 

را در کشورهای در حال توسعه با مشکل  HPVو مقرون به صرفه ، تشخيص و تعيين تايپ عفونت 

مواجه کرده است. در اين پروژه امکان تشخيص و تعيين تايپ اين ويروس بطور همزمان با روش 

Real-Time PCR ده است. تواليهای بررسی شHPV )746  توالی ) از تمام بانکهای اطلاعاتی

چند  شدند. ساب تايپهای هر تايپ به يک توالی واحد شامل تمامی ترازموجود جمع آوری و هم

برای منطقه  ) Single Nucleotide Polymorphism (SNP)(  ريختی های تک نوکلئوتيدی 

L1 الا پروبهای تبديل شدند. سپس بر اساس توالی های بFRET  شامل چهار انکور (Anchor) و

طراحی شدند. تعداد نوکلئوتيد های نامنطبق با هر پروب برای هر تايپ عددی  (Sensor) سه سنسور

منحنی ذوب قابل دستيابی است. با اين  یرقمی منحصر به فردی را می سازد که توسط بررس 4

, 39, 45, 31, 33, 18, 16شامل تايپهای  HPVتايپ شايع  25ترتيب امکان تشخيص و تعيين تايپ 

فراهم می  81و  72, 70, 61, 54, 44, 43, 42, 40, 11, 6, 26, 73, 68, 58, 52, 56, 59, 35

    شود.
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  تشکر و قدردانی

از تمامی عزيزان و دوستانی که هميشه پشتيبان و مشوقم در تمام دوران تحصيلم بوده اند، صميمانه  

سپاسگزارم . بالاخص از مادر و پدر عزيزم که همواره در کنارم بوده اند. از ورقا و رضوان عزيز 

 از دوست بسيارعزيزم آرمان فهندژ که روش و سلوکش در کسب صميمانه دوستشان دارم.که 

کمالات سرمشقی کامل است . از تمامی استادان بسيار عزيز که بار اصلی هميشه بر دوششان بوده 

هين جناب شا و البته از ميان آنهاها هيچگاه از ذهنم پاک نخواهد شد، است و ياد لحظات بودن با آن

     ست.من بوده اافتخار  همواره مايه تعجب و ، ايمان و زندگینگاری که نگاهش به علم آموزی
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 فهرست علامات اختصاری
HPV: Human Papilloma Virus 

PCR: Polymerase Chain Reaction 

pRB: Retino Blastoma Proein 

E2Fs: Elongation Factors  

DNA: Deoxyribonucleic acid 

ISH: in situ Hybridization 

EBI: European Bioinformatics Institute   

SNP: Single Nucleotide Polymorphism 

LNA: Locked Nucleic Acid 
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  متن پايان نامه

  مقدمه

   Human Papilloma Virus (HPV)پاپيلومای انسانی  ويروس

- 60 ويريون آنها حدودا وسهای کوچک بدون پوششی هستند که قطرويروسها در گروه وير پاپيلوما

 جفت 8000دو رشته ايست که حدودا   DNAابنانومتر است و ژنوم آنها نيز ژنومی حلقوی  55

ساخته  L1 نانومتری اين ويروس عمدتا از پروتئين ويروسی به نام 60کپسيد حدودا  رد.نوکلئوتيد دا

کپسومر  72شامل اين کپسيد  .)5( نيز در آن ديده می شود   L2و البته پروتئين کپسيدی شده است

پاپيلوما ويروسها ژنوم  .است )icosahedral( بيست وجهی قارندارای ت و ستاره ای شکل می باشد

و يا ناحيه  (long control region) احيه اول که به نام ناحيه بلند کنترلن ناحيه می شود: 3شامل 

نوکلئوتيد  1000تا  400ا معروف است، شامل حدود  (upper regulatory region) ئیالاتنظيمی ب

که همگی در  را در بر ميگيرد  silencerو  promoter  ،enhancer های که  سکوانس می شود

 ژنومی همچنين اين ناحيه دارای بيشترين تنوع نقش دارند. DNA   (replication)تنظيم تکثير

(highest degree of variation) دوم ناحيه  ناحيه .در ميان تايپهای مختلف استEarly )ابتدائی( 

ويروس توليد می شوند و شامل نواحی  ژنوم  پروتئينهائی است که قبل از تکثيرل ساخت مسؤوکه 

E1 ،E2 ،E4  ،E5  ،E6  وE7 حيهنا يا سوم احيهن .است Late )مربوط به پروتئينهای  )نهائی

اين ناحيه  .است L2و  L1ويروس ساخته می شوند و شامل نواحی  ژنوم کپسيد است که بعد از تکثير

است و به همين دليل در  (conserved)ر نواحی ژنوم بسيار محافظت  شده گدر مقايسه با دي

اسيد  توالی که بر اساس تشخيص طراحی پرايمرها و پروبهای مورد استفاده در تستهای تشخيصی

(شکل  )9( از اين ناحيه استفاده می شود معمولا ) عمل می کنند، (Nucleic acid-basedنوکلئيک

1(  .  
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  .حلقوی ويروس پاپيلوما ژنوم شماتيک از : ساختار1شکل 
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Eileen M.Burd , Human Papillomavirus and cervical cancer , Clin. Microbiol. 

Rev , Vol. 16 , No. 1 , P. 1-17 
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نوع  200بر مبنای اطلاعاتی که پس از بررسی توالی ژنوم نمونه های مختلف بدست آمده بيش از  

 120ژنوتيپ کاملا مشخص شده اند و  85شناخته شده است که از ميان آنها تقريبا  HPVمتفاوت از 

 .)9( ايزوله نيز شامل انواعی هستند که محتملا در ژنوتيپهای جديدی قرار می گيرند

و تکثير اين ويروس منحصرا درکراتينوسيتها انجام می گيرد. اين سلولها خارجی ترين ناحيه پوست 

، مقعد، دهان و  (genital)يتال نژ سطوح مخاطی از قبيل سطح داخل گونه ها و سطوح داخلی ناحيه

 stratified) بافتهای اين سطوح که اپيتليوم مکعب مطبق  را می پوشانند. راههای هوائی

squamous epithelia)داخلی ترين لايه که .  اند می باشند از لايه های فشرده سلولها ساخته شده

ست. ساخته شده ا(stem cells)  ول ساخت و بازسازی لايه های ديگر است از سلولهای بنيادينمسؤ

دسترسی اين  می باشند. نقطه آغاز عفونت توسط ويروس پاپيلوما  به نظر می رسد که اين سلولها

است که در پوست و يا و يا خراشهائی  از طريق زخمهای کوچکاين رديف از سلولها  ويروس به

ير مراحل چرخه تکثيری سا، پس از ورود ويروس به داخل سلول ناحيه مخاطی ايجاد می شود. 

در سلولهای  همگام با تمايز سلولها و حرکت آنها به سمت لايه های بالاتر طی می شود. ويروس

به صورت کمی  تعدادو ژنوم ويروس نيز به  به مقدار کمی توليد می شوند اوليه داخلی تر پروتئينهای

مثل  تاخيری  توليد پروتئينهای همزمان با تمايز سلولها،  تکثير می شود.  (Episomal)اپيزومال 

L1 وL2  د و تکثير ژنوم ويروس نيز به مقدار فراوان صورت می پذيرد. يرگ نيز انجام می

شده و به هنگام ريزش سلولهای سطحی از سلولها   (assemble) تشکيلويروسها در هسته سلول 

تکثير ويروس  وابستگی مراحل مختلف چرخههمين . )2(شکل  )23, 5( خارج شده  و آزاد می شوند

کشت اين ويروس را به روشهای معمولی غير ممکن  است که  ی کراتينوسيتبا تقسيم و تمايز سلولها

 .)9( می سازد

 

 

 



12 

 

 

 

 

 

 

 

  تمايز کراتينوسيتها. ی آن بهگ: چرخه زندگی ويروس و وابست 2شکل 

-http://www.merckmedicus.com/pp/us/hcp/diseasemodules/hpvd/natural مرجع:

history.jsp  
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. ايجاد عفونت می کنند -  پستاندارانپرندگان تا   -  ويروسها در طيف وسيعی از جانوران پاپيلوما 

سلولهای  HPVباتوجه به اينکه  ن باعث عفونتهای پوستی می شوند ولیآ ه بسياری از انواعچاگر

 inner) داخلی بافتها  جداره و يا  (basal epithelial cells of the skin) پوست  بنيادين اپيتليال 

lining of tissues) می توان آن را به دو گروه انواع جلدی و انواع را مورد هجوم قرار می دهد

مخاطی تقسيم کرد. انواع جلدی شامل انواعی هستند که باعث عفونت پوست دستها و پاها می شوند و 

 . )9( ديده ميشوند   anogenitalانواع مخاطی در پوشش داخلی دهان ، گلو، لوله تنفسی و اپيتليوم

 (cervix)حم نوع آن سبب عفونتهای  ناحيه ژنيتال و ساير نواحی مخاطی مانند گردن ر 30حدودا 

می باشند.  تقريبا  HPVميليون نفر در جهان دچار عفونت  20در حال حاضر حدودا  . )7( می شوند

درصد زنان و مردان در دوره ای از زندگی با اين ويروس آلوده می شوند و عفونت ژنيتال با  50

   .)26, 6, 4(سالگی اتفاق می افتد  50درصد زنان تا قبل از سن  80اين ويروس در 

  اهميت سرطان سرويکس 

% از موارد گزارش شده 80سرطان سرويکس  دومين سرطان شايع در ميان زنان جهان است و  

روز اين سرطان در اين سرطان در کشورهای در حال توسعه می باشد. مطالعات نشان داده اند که ب

نقاط جغرافيائی مختلف متفاوت است. بيشترين آمار مربوط به اين سرطان در آمريکای لاتين ، ناحيه 

فرانسيس تحقيقات  .)26( جنوب صحرای آفريقا، . جنوب و جنوب شرقی آسيا گزارش شده است

سرطانزائی ويروسها را  1911بر روی طيور در سال  (Francis Peyton Rous) پيتون روس

و بروز سرطان سرويکس در  HPVبوسيله  ارتباط ميان عفونت ناحيه ژنيتالثابت کرده بود ولی 

 Harold zur)ميلادی  توسط تحقيقات ويروس شناس آلمانی، هارولد هوسن   80اوايل دهه 

hausen) از 99.7وزه در بررسيها نشان می دهند که امر. )9( ، برای اولين بار نشان داده شد %

    .)9, 4( ديده می شود HPVعفونت سرطانهای سرويکس ، 

تايپهای مختلف پاپيلوما و ظهور سرطان سرويکس ،  HPVميان عفونت با توجه به ارتباط  

، 33، 31، 18، 16 ( نوع از انواع پاپيلوما ويروسها 15حدودا  گروه تقسيم می شوند. 3ويروسها در 
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يا  (oncogenic) سرطانزا به عنوان گروه  )  82، 73، 68، 59، 58، 56، 52، 51، 45، 39، 35

-Low) کم خطرنوع ديگر به عنوان گروه  11نامگذاری شده اند.  (High-risk)پرخطر گروه 

risk) )6 ،11 ،40 ،42 ،43 ،44 ،54 ،61 ،70 ،72 ،81 (  نوع 3و )به عنوان  ) 26، 53، 66

% سرطانهای 70می باشند طبقه بندی شده اند. حدودا  سرطانزائیگروهی که احتمالا دارای خاصيت 

نيتال در اثر عفونت % زخمهای ناحيه ژ90ی باشد و حدود م 18و 16رحم حاصل از عفونت با تايپ 

  . )6( حاصل می شود 11و  6با تايپهای 

  مکانيسم سرطانزايی توسط ويروس پاپيلوما

 رتينوبلاستوما دو پروتئين سلولی به نامهای طريق دخالت در عملکرد از HPV سرطانزائی مکانيسم

pRB و سرکوبگر تومور p53 .در سلولهائی که در حالت  استG◦ يعنی در وضعيت  -  قرار دارند

non-proliferative می باشند - pRB نسخه برداری  سلولی با فاکتورهایcellular 

transcription factors)(E2Fs)دهد و در اين حالت باعث غير فعال شدن ی ) کمپلکسی تشکيل م

آزادند و اين وضعيت سبب می شود  E2Fsآنها می شود. عکس اين حالت وضعيتی است که در آن 

شوند و چرخه سلولی به دنبال آن آغاز گردد.  Sسپس و  G1وارد فاز  ◦Gولها از حالتکه سل

جلوگيری کرده و در نتيجه با   E2Fs از ارتباط آن باpRB  با اتصال بهويروس   E7پروتئين

  آزاد، سلول وارد چرخه سلولی شده و تکثير سلول صورت می پذيرد.  E2Fs افزايش مقدار

می شود، همچنين G1  (G1 arrest)معمول سبب ماندگاری سلول در فاز به طور   P53پروتئين 

 DNA (DNAو فرآيند ترميم  (Apoptosis)مرگ برنامه ريزی شده سلول  نقش مهمی در فرآيند

Repair) يعنی به طور معمول در حالاتی که تکثير   . )9( دارد DNAتباهاتی می شوددچار اش 

p53  چرخه سلولی را متوقف می کند تا اصلاحDNA توالی صورت پذيرد و در نتيجه از تکثير 

باعث کاهش مقدار آن شده و در  P53 با تخريب  E6های موتاسيون يافته جلوگيری می کند. پروتئين 

ه اند ، سلول هائی که توسط عوامل مختلف دچار موتاسيون شد DNAنتيجه به مرور زمان با تجمع 

. بايد اضافه نمود که )13( می شود (malignant transformation) دچار تغييراتی کشنده و بدخيم
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د منجر به تنها آغازگر اتفاقاتی است که می توان p53و  pRBدر عملکرد دو پروتئين HPV دخالت

 HPVسال از عفونت اوليه با  20تا  10سرطانی شدن سلولها شود و ممکن است فرد پس از گذشت 

 . )9( دچار سرطان شود

ه دو پروتئينی می باشند که درظهور سرطان بوسيل E7و E6پروتئينهای همانطور که در بالا ذکر شد 

  خوانده می شوند.  oncoproteinنقشی اساسی دارند و اصطلاحا  پاپيلوما ويروسهای انکوژنيک

ناتوانی سيستم ايمنی در پاک کردن  و با اين نوع ويروسها محققان بر اين باورند که عفونت مزمن

ژنوم ژنوم ويروس به داخل   )(integration پيوستنتمام سلولها از اين ويروس از عوامل مهم 

 E2ناحيه  اتفاقبر اثر اين  ای که در ايجاد تومور اساسی به نظر می آيد. ميزبان است، مر حله

عملکرد مهاری    DNA مسؤول ساخت پروتئينی است که با پيوستن به  می شود. اين ناحيه بتخري

(down-regulation)  روی بيان ژنهای E6  وE7 و ساخته توقف عمل اين ژندر نتيجه  .دارد 

  ).3شکل  ( )9( در سلول افزايش می يابد E7 و E6های مقدار  پروتئين نشدن اين پروتئين ، 

  کشت ويروس پاپيلوما

با توجه به اين مطلب که تنها سلولهای بنيادين اپيتليوم مکعب مطبق محل مناسبی برای شروع عفونت 

پاپيلوما ويروس می باشند و تکميل چرخه تکثير ويروس نيز وابسته به مراحل مختلف تمايز 

 کراتينوسيتها است، کشت اين ويروس با روشهای معمول آزمايشگاهی انجام پذير نيست و  نيازمند

شرايط پيچيده آزمايشگاهی و همچنين تجربه فراوان می باشد .  دو روش کشت اين ويروس استفاده 

  .  )14, 9(می باشد  xenografts in mouse skin و يا روش organotypic raft cultureاز 
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  .HPVاز ژنوم  E2به کروموزوم ميزبان و تخريب ناحيه  HPV: پيوستن ژنوم 3شکل 

 مرجع:

http://www.merckmedicus.com/pp/us/hcp/diseasemodules/hpvd/default.jsp  
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   HPVپيشگيری از عفونت 

واکسنی که ممانعت کننده بروز ) به عنوان اولين (Gardasil گارداسيل 2006جون  28در تاريخ 

حاصل می    HPVسرطان سرويکس و ساير بيماريهائی است  که در زنان توسط انواع خاصی از

) ساخته شده است HPV  )11 ،6 ،16 ،18شود ، ثبت گرديد. اين واکسن برای چهار نوع معروف 

زن (  11000حدود  سال توصيه می گردد. اين واکسن که بر روی 9- 26و برای زنان در بين سنين 

) تست شده است، کاملا بيخطر و بدون اثرات جانبی گزارش شده است. مطالعات  9- 26مابين سنين 

سال بوده است و تا به  16- 26انجام شده بر روی زنانی که اين واکسن را دريافت کرده اند و سن آنها 

که کارآئی اين واکسن به جهت نداشته اند نشان داده است   HPV نوع 4حال هيچگونه عفونتی با اين 

باشند   HPVزگيلهای تناسلی که عامل آنها اين انواع از  پيشگيری از سرطانهای سرويکس و

  . )1( است 100%

  روشهای مختلف تشخيص و تايپينگ ويروس 

آن  لتشخيص عفونت در مراحل  اوليه  و به دنبا در سرطان رحم، HPV با توجه به اهميت و نقش

از آنجا که کشت ويروس  درمان سريع در همان مراحل، می تواند از بروز سرطان پيشگيری نمايد.

از نمونه های آزمايشگاهی امکانپذير نمی باشد و تستهای سرولوژيک نيز به منظور تشخيص  کافی 

از  و )9( استفاده از بررسی سلولی و بافت شناسی بوده است،، اولين روشهای تشخيصی يستند ن

 ) اسيد نوکلئيک برای تشخيص(probeهای از پروب هانآ تستهائی که درنيز ميلادی  80اوايل دهه 

HPV  25( در دسترس همگان قرار گرفت شد، استفاده می(.  

   :ت پاپ اسميرتس

، به اين اسم  (George Papanicolaou)اين تست که به افتخار ترويج دهنده اش جورج پاپانيکولو 

  (cervix)) که تغييرات سلولهای گردن رحم(screening testناميده شده به عنوان تست معاينه ای 

  می باشند. HPVونت در اکثر اين مواقع اين تغييرات به علت عف را گزارش می دهد بکار ميرود.
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که از طريق واژن   cytobrushيا swabروش انجام اين تست به اين طريق است که  به وسيله يک 

وارد گردن رحم می شود، مقداری از سلولهای ناحيه گردن رحم خارج شده و سپس اين نمونه بر 

لازم به ذکر . شود روی اسلايد گذاشته شده و پس ازفيکس شدن به آزمايشگاه پاتولوژی فرستاده می

است که روشهای جديد جمع آوری و پردازش نمونه ها در اين تست ايجاد شده است و هدف آنها کم 

شدن مفدار نتايج منفی غلط حاصل از روشهای قديمی است. در اين روشها نمونه های جمع آوری 

 )9(ه قرار می گيرند شده به جای آنکه مستقيما بر روی اسلايد گذاشته شوند در محلول محافظت کنند

در صورت مشاهده تغييرات سلولی و هرگونه سلولهای غير طبيعی سريعا تستهای بعدی تجويز می  .

. در بعضی مواردی که که سلولهای غير طبيعی ديده می شوند روش ديگری برای معاينه بکار شود

نام دارد و در اين روش نواحی دارای سلولهای غيرطبيعی  (colposcopy) ميرود که کولپوسکوپی

  . )29, 2( می شوند بررسی

  استفاده از پروبهای اسيد نوکلئيک:

راديواکتيو مارکدار  P32که در بيشتر موارد در آنها از پروبهائی که توسط استفاده از تستهای اوليه  

 .موفقيت چندانی را کسب نکردند  و در کلسيار پر زحمت و دشوار بود ب،  شده بودند استفاده ميشد

 سرطانزای اين ويروس ی تشخيص تمام انواع اين تستها توانائ بيشتر به اين علت بود کهاين امر  دليل

را نداشتند و فرمت به کار رفته در آنها از حساسيت کافی برخوردار نبود. علاوه بر اين تستها، از 

) استفاده می شد (In Situ Hybridization ISHتستهائی که در آنها از روش 80همان اواخر دهه 

   رفت.نيز در دسترس عموم قرار گ

 Hybrid capture II (Digene  کيتهای تشخيصی جديد کيتهای

Corp.,Gaithersburg,Maryland) انواع سرطانزا  تعيين تايپه قابليت تشخيص و هستند ک

را دارند. در اين تست از پروبهای خاص ژنوتيپها استفاده می کم خطر و برخی از انواع  (پرخطر)
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و نه از طريق پرتوزائی است  chemiluminescenceشود و روش تشخيصی نيز از طريق  

  . )25( و به همين علت در بيشتر آزمايشگاههای تشخيصی قابل انجام است راديوکتيو 

که در آنها به نوعی هيبريداسيون صورت می گيرد را  HPVبه طور کلی تستهای مختلف مربوط به 

  می توان به سه گروه تقسيم کرد:

-Direct nucleic) تستهائی که در آن استفاده مستقيم از پروب نوکلئيک اسيد صورت می گيرد )1

acid probe) .2 ( سيگنالتستهائی که در آنها تقويت (signal amplification) .وجود دارد  

  ديده می شود.  (target amplification) تکثير اسيد نوکلئيک هدف تستهائی که در آنها  )3

 HPVاشاره نمود که در مطالعات اوليه   southern blotدر تستهای دسته اول می توان به روش 

ن وجود اسيد نوکلئيک مورد نظر و يا که در آ ISH از آن استفاده می شده است. همچنين روش

بر روی خود بافت تعيين می شود. از نکات منفی اين دسته از  (gene expression)ژنبيان ميزان 

، وقتگير بودنشان و همچنين نياز آنها به مقادير بيشتری از ها می توان به حساسيت پائين آنهاتست

DNA .اشاره کرد  

که   RNAاشاره کرد که در آن از پروبهای Hybrid Capture IIدر دسته دوم می توان به تست 

توسط آنتی بادی   RNA-DNA هرکدام مکمل ژنوتيپ خاصی می باشند استفاده می شود. هيبريد

می باشد. در  chemiluminescence مارکدار شده گرفتار شده و روش تشخيصی از راه واکنش

نسبت روشهای دسته اول افزايش می يابد. از  اين روش به علت تقويت سيگنال، حساسيت کار به

اشاره  کم خطر و  پرخطر نقاط ضعف اين روش می توان به همپوشانی داشتن بعضی از تايپهای 

  ا ناممکن می سازد. آنها رکرد که تمايز 

اشاره   PCR  (Polymerase Chain Reaction) در دسته آخر در واقع بايد به انواع تستهای

نيز امکان پذير خواهد  DNA. با استفاده از اين روش، تشخيص مقادير بسيار کمی از  )20, 8( نمود

 AMPLICOR HPV test (Roche Molecularبود. نمونه ای از اين روش کيت
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Systems,Inc.,Branchburg,NJ)  Roche  سرطانزا تايپ  13است که با استفاده از آن می توان 

نيز در واقع کيتی است که  SPF10- INNO-LiPA. کيت تجاری   )19( را جداگانه تشخيص داد

کاغذ  ژنوتيپهای مختلف توسط پروبهای اليگونوکلئوتيد که بر روی  PCRدر آن پس از انجام 

تايپ متفاوت  43شده اند، تشخيص داده می شوند. با استفاده از اين روش می توان  نيتروسلولز ثابت

آزمايشهای مختلف ثابت کرده اند .  ژنوتيپ مختلف را از يکديگر تفکيک کرد 25 را تشخيص داد و

 Roche.)17( که اين تست از حساسيت بالائی برخوردار است و بسيار اختصاصی عمل می کند

Linear array HPV genotyping test (Roche Molecular 

Systems,Inc.,Branchburg,NJ)  تست ديگری است که در آن از پرايمرهایPGMY  استفاده

   .   )11(  را از يکديگر تفکيک کرد HPVژنوتيپ مختلف  37می شود و می توان به وسيله آن 

  و مزيتهای آن Real-Time PCRروش   

به علت هزينه زيادی که در بر می  ويروس پاپيلوماکيتهای تجاری معمول برای تشخيص و تايپينگ 

گيرند عملا قابل استفاده گسترده در کشورهای جهان سوم نميباشند و شايد اين مساله خود دليلی برای 

. علاوه بر اين استفاده از تستهای موجود )16(سرطان سرويکس در اين کشورها باشد  افزايش بروز

قان همچنان به دنبال روشهائی هستند که در آنها بتوان بسيار وقتگير و مشکل است. بنابر اين محق

نجام تيتر ويروس را در زمانی اندک و به صورت همزمان ا تعيينيپينگ و تا حد امکان اتشخيص، ت

را می توان به عنوان مقدمه ای رايج شد   Kary Mullisتوسط 80که از نيمه دهه  PCRروش  داد.

معمولی آن است که   PCRآورد. اما مشکل اساسی در روشهایبرای ظهور چنين تستهائی به حساب 

در  و الکتروفورز و رنگ آميزی انجام گيرد برای پی بردن به نتيجه آن ، بايد   PCRپس از انجام

  . )4(شکل  صورت می پذيرد نتيجه کار در چند مرحله

در اين تکنيک تغييری اساسی در روشهای معمول ايجاد کرد.  Real-Time PCRاما پيدايش روش 

تعيين تايپ با حساسيت بالا به لحاظ تئوری وجود و  ابداع شد امکان تشخيص 90در اوايل دهه  که

معمولی انجام ميگيرد، تشخيص  PCR، که به همان روش   DNAدر اين روش پس از تکثير  .دارد
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و  Taqman به وسيله پروبهایاز جمله ن پذير است، طريق امکا چندژنوتيپهای مورد نظر به 

. پروبهای  Molecular Beaconsو   (hybridization probes)  سيونيزاهيبريدپروبهای 

ه در حال می باشند که توسط پرايمرهای استفاده شد DNAاستفاده شده ، مکمل قسمتی از سکوانس 

افزايش يابد مقدار سيگنالی که از  PCR   ما در سيکلهای ampliconتکثير است. هرچه مقدار 

می   PCR  رنگهای فلوئورسنت ديده می شوند نيز بيشتر خواهد شد و بدين وسيله در حين انجام

 تفکيکمورد نظر را تعيين کرد. همچنين با استفاده از منحنی های دمای  تيتر ويروس توان

(Melting)   .فاده از اموری که با استامکان تعيين تايپ نيز وجود داردPCR  معمولی امکان

  . )24, 21, 15( نمی باشدپذير
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  .PCR: مراحل مختلف تست  4شکل 

 engin/pcr.html-http://academic.brooklyn.cuny.edu/biology/bio4fv/page/geneticمرجع: 
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 از دو پروب به نامهای (hybridization probe) اسيونيزدر روش استفاده از پروبهای هيبريد

استفاده می شود. اين دو پروب در فاصله بسيار نزديکی از   (sensor)سنسور و   (anchor) انکور

و  انکور پروب 3انتهای َ . روی توالی هدف هيبريد می شوند نوکلئوتيد) 5تا  1يعنی از (  يکديگر

شده است. پس از اينکه هر دو پروب با ناحيه  نشانداربا رنگهای فلوئورسنت  سنسور پروب 5انتهای َ 

 (Fluorescence Resonance Energy Transfer) مکمل خودشان هيبريد شدند پديده ای به نام

FRET تابش حاصل از تحريک دهنده روی می دهد. اين پديده بدان معنی است که (donor)  توسط

جذب شده موجب تحريک آن وتابش با طول موج متفاوت از تحريک دهنده  (acceptor) گيرنده

پرتو تابش شده توسط دستگاه خوانده شده و ميزان افزايش اين پرتو برابر است با ميزان  ميشود. 

   . ampliconافزايش 

می شود می توان با اندازه FRET موجب کاهش پديده   ampliconاز آنجا که جدائی پروبها از روی

پروب را تعيين نمود. اين دما به (Melting Temperature)  تفکيک دمای ، گيری تابش فلورسانس

تلف ويروس بستگی دارد که در تايپهای مخamplicon نوبه خود به ميزان انطباق و تفاوت پروب با 

تعداد بازهای غير مکمل و بر اساس آن می توان  تفکيکمتفاوت است. با اين ترتيب با تعيين دمای 

در حال حاضر يکی از روشهای تعيين تايپ ويروس  ).5شکل  ( تايپ ويروس را تعيين نمودنوع 

امکان بکار گيری اين روش  ،با توجه به موارد بالا .)8( همين روش می باشد C (HCV)هپاتيت 

حدوداٌ   HCVويروس . نکته مهم اينکه خواهد داشتبرای تعيين تايپ ويروس پاپيلوما نيز وجود 

می باشد. وجود  100اين رقم حدود  HPVمی باشد اما در مورد  ساب تايپو  تايپ  10دارای 

کان استفاده از بيش از يک می تواند ام HPVتفاوتهای نوکلئوتيدی مناسب در يک ناحيه بين تايپهای 

  پروب را فراهم و نهايتا منجر به تعيين تايپ شود.
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       : ب                                                                   : الف          

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

مابين پروب و ناحيه مکمل  نوکلئوتيدهای غير مکمل تاثير وجود  –. ب  FRETپديده  - الف: 5شکل 

  .تفکيک و تفاوت ميان منحنی های دمای  (melting temperature) تفکيکآن در دمای 

  tmscience.com/sis/lighttyper/lt_frames/frame_hyb.h-applied-http://www.rocheمرجع: 
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  فرضيه

استفاده از روش  را نيز با HPV، می توان ويروس  HCV مشابه روشهای تعيين ژنوتيپ ويروس

Real-Time PCR يزاسيون و استفاده از ناحيه و پروبهای هيبريدL1 تعيين تايپ  و داد تشخيص

 نمود. 

Objectives 

 Entrez ای اطلاعاتیبانکهاز  استخراج تمامی ژنومهای شناخته شده ويروس پاپيلومهای انسانی .1

gene, LosAlamos, EBI   وVirGen.    

  .  GPتمامی ژنومها و پرايمرهای  (alignment) همترازی .2

) به يک کم خطرتبديل سکوانسهای تايپهای مورد نظر( انکوژنيک، محتملا انکوژنيک و  .3

  . SNP به صورتسکوانس نماينده 

  . و طراحی پرايمرهای جديد +GP5و   +GP6بررسی پرايمرهای  .4

  . طراحی آنها سپس و انکورو  سنسوربرای پروبهای  L1از ناحيه  مناسب محلیتعيين  .5

 پرايمرها و تمامی تايپهای موجود از ويروس پاپيلومای انسانی با غير مکمل نوکلئوتيدهای تعيين .6

  . طراحی شده انکورو  سنسورپروبهای 
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  مواد و روش انجام کار : 

  اطلاعات ژنتيکی:منابع 

, 12, 10( گرفته شدندزير  بانک اطلاعاتی از چهار  HPVی انواع مختلف ژنومها و سکوانسها 

28( .  

 Entrez gene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/viruses,   

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide)   355در مجموع 

تبديل  FASTAاستخراج گرديد و فرمت همه سکوانسها به فرمت  بانک اطلاعاتی سکوانس از اين

  شدند.

 Los Alamos (http://www.stdgen.lanl.gov/stdgen/virus) :198  بانک سکوانس از اين

      .استخراج گرديد  اطلاعاتی

EBI (www.ebi.ac.uk/genomes/virus.html) : سکوانس مختلف مربوط به  82مجموعا

   استخراج شد. بانک اطلاعاتی ويروس پاپيلومای انسانی از اين 

VirGen (http://bioinfo.emet.in/virgen/virgen.html) : فرمت سکوانسهای مربوط به اين

  سکوانس از اين مرجع استخراج شد.  111  بود. در مجموع FASTAبه صورت  بانک اطلاعاتی

 نرم افزارهای مورد استفاده

  : L1و ناحبه  سکوانسها همترازی

بودند با   FASTA استفاده شد تا سکوانسهای موجود که به فرمت CLUSTAL X )27(از برنامه 

  يکديگر همتراز شوند.
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 : (پرايمرها و پروبها) ارزيابی اليگونوکلئوتيدها

  ,Oligo analyzer 1.1.2 (Teemu Kuulasmaبرنامه از  

http://www.uku.fi/~kuulasma/OligoSoftware)   استفاده پرايمرها و پروبها برای ارزيابی

، همچنين  پرايمرها و پروبها (melting temperature, Tm)شد و مواردی از قبيل  دمای ذوب 

 شکيل می دهند و تعداد دايمرهای هر يکی که هرکدام تهمچنين تعداد لوپهائآنها و  GC درصد

  مشخص گرديد.

برای مقايسه دقيق   Geneious 2.0.4 (Biomatters Ltd.  www.geneious.com)از برنامه

های هر يک با پرايمرها و پروبهای طراحی  نوکلئوتيدهای غير مکملسکوانسها و شمارش تعداد 

 استفاده شد. شده

   



28 

 

  نتايج:

      HPV سکوانس تايپهای مختلف  همترازیو  جمع آوری 

و   EBI سکوانس از Los Alamos  ،82 سکوانس از Entrez gene ،198 سکوانس از 355

 بدست آمد   HPVسکوانس از انواع مختلف 746گرفته شد و در کل  Virgeneسکوانس از  111

 +GP5 و  +GP6  يعنی GPسکوانسهای بدست آمده همراه با سکوانس پرايمرهای  . )1(پيوست 

 ، ClustalXسپس تمامی سکوانسها توسط برنامه . تبديل شدند FASTAهمه به فرمت  )18(

 L1 نوکلئوتيد از قسمت 150که حدودا شامل   -  GPناحيه ،  همترازی پس از اين شدند.همتراز 

يکبار  وسکوانسهائی که دارای اين ناحيه نبودند حذف شدند  و ز تمام سکوانسها جدا شد ا – است

اين  .شدندهمتراز  بايکديگر بودند، س سکوان 534که در مجموع  ديگر سکوانسهای باقيمانده

 GPتايپهای مختلف در ناحيه  سکوانس زان شباهتبدين منظور صورت گرفت که مي همترازی

آن همچنين به کمک بررسی شود و نواحی مورد قبول برای طراحی پرايمرها و پروبها تعيين گردد. 

 قرا گرفتمورد بررسی  +GP5  و  +GP6ميزان شباهت سکوانس تايپهای مختلف با پرايمرهای 

 .  )2(پيوست 

 SNPسکوانسهای  همترازیو  برای تايپهای مختلف SNP mapتهيه 

برای اينکه يک  .متفاوت وجود داشت بانکهای اطلاعاتی چند سکوانس از HPVبرای هرتايپ از 

پهای مورد نظر که شامل سکوانسهای تايسکوانس نماينده از هريک از تايپها وجود داشته باشد 

، 6، 66، 53، 26، 82، 73، 68، 58، 59، 56، 51، 52، 35، 39، 45، 31، 33، 16، 18 تايپهای

تبديل شدند   SNPيک سکوانس دارای بودند به 81، 72، 70، 61، 54، 44، 43، 42، 40، 11

  . )6شدند (شکل  همتراز کوانسهای نماينده نيز با يکديگر اين س . )3(پيوست
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  .همترازیپس از SNP به صورت سکوانسهای GP در ناحيه  HPVتايپ انتخابی  29: 6شکل 

X = Modif. N = A/C/G/T D = A/G/T H = A/C/T M = A/C  Y = C/T S = G/C 

S = Thio I = inosin V = A/C/G B = C/G/T K = G/T R = A/G W = A/T 
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نوشته می شدند از سکوانسها حذف  SNPدر هنگامی که سکوانسها به صورت  HPV 18 يکی از سکوانسهای

سکوانس ديگر  19با هيچ کدام از   18HPV گرديد. اين حذف به اين دليل صورت گرفت که سکوانس اين ايزوله از

  ). 4(رجوع به پيوست هائی بود که در بقيه ديده نمی شد SNPمطابقت نداشت و دارای 

  پرايمرها وپروبها نواحی انتخابی برای طراحی 

 

  HPV 16 (NCBI Genbak GI#333031).  : نواحی انتخابی برای طراحی پرايمرها و پروبها روی  7شکل 
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 از  6624-  6765و معادل توالی نوکلئوتيدهای  دارد ارقر+GP5  و +GP6 اين ناحيه مابين پرايمرهای : GPناحيه 

HPV 16  (NCBI Genbak GI#333031) و قرمز) زرد(مابين ناحيه  می باشد.      

( مابين ناحيه  می باشد.  16HPV از 6624 -6805: اين ناحيه معادل نوکلئوتيدهای  GP downstreamناحيه 

 و سياه). زرد

( مابين ناحيه آبی و  می باشد   16HPVاز  6582 -6765اين ناحيه معادل نوکلئوتيدهای  : GP upstreamناحيه 

  .قرمز)

 : GPی ناحيه بررس . 1

هر يک   L1 از توالی ناحيه GPتوالی معادل هريک از پرايمرهای  گرفت. اول مورد بررسی قرار ناحيه  ابتدادر 

-6765 نوکلئوتيدهایو  +GP5برای پرايمر   16HPVاز  6624- 6646 توالی نوکلئوتيدهای(معادل  از تايپها

 با سکوانس ی موردنظرتايپها های جدا شده ازسکوانس .صورت جداگانه جدا شدند ) به +GP6برای پرايمر   6741

رار مورد بررسی ق PCRمقايسه شدند. با اين مقايسه امکان استفاده از اين پرايمرها در  هامربوط به اين پرايمر

غير  نوکلئوتيد ره و )3درجه می باشد (  52 -58با توجه به اين امر که دمای تفکيک مناسب برای پرايمرها  گرفت.

 نوکلئوتيد 3حداکثر، برای قابل انجام بودن کار می کاهد تفکيکاز دمای درجه  3.5حدودا  (mismatch)  مکمل

  . )9و  8(شکل  وجود داشته باشد انستتو میبا سکوانس پرايمرها  غير مکمل

تايپ  13تايپ بالا  29به منظور کاهش فراوانی نوکلئوتيدهای غير مکمل و سهولت در طراحی پرايمرها، از بين 

 29نوکلئوتيد در  9با توجه به اينکه ميزان نوکلئوتيدهای غير مکمل بين پرايمرها کاهش نيافت (شايع انتخاب شدند. 

تايپ در  13نوکلئوتيد در  11تايپ و  29نوکلئوتيد در  12و   +GP5تايپ در پرايمر 13نوکلئوتيد در  9تايپ و 

  .) 10(شکل  تايپ اوليه انجام گرفت 29) طراحی پرايمرها بر اساس همان +GP6پرايمر 
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نواحی زرد نشاندهنده  در اين ناحيه.   HPVتايپ 29و سکوانس   +GP5: مقايسه بين پرايمر 8شکل 
  می باشند. نوکلئوتيدهای غير مکمل

  



33 

 

  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
 

نواحی زرد نشاندهنده  در اين ناحيه.   HPVتايپ 29و سکوانس   +GP6: مقايسه بين پرايمر 9  شکل
  می باشند. نوکلئوتيدهای غير مکمل
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نواحی  در اين ناحيه.   HPVتايپ شايع 13و سکوانس   +GP6و  +GP5: مقايسه بين پرايمرهای 10شکل 

  زرد نشاندهنده نوکلئوتيدهای غير مکمل می باشند.
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  طراحی پرايمرهای جديد 

 26،53،58،61،52،68،40،54،82،39،59،51 مابين سکوانس تايپهای غير مکمل نوکلئوتيد 3از آنجا که بيش از 

و  42،82،53،66،68،51،61،44،31مابين سکوانس تايپهای  غير مکمل نوکلئوتيد 3و بيش از  +GP5و پرايمر 

 )3( داده شد پرايمر اصول اوليه طراحیبا توجه به وجود داشت، تغييراتی در سکوانس اين پرايمرها  +GP6پرايمر 

استفاده شد که ميتواند با هر نوکلئوتيد ديگری پيوند برقرار کند و در   (i)در طراحی پرايمرهای جديد از اينوزين . 

 11( شکل  داشتند اينوزينناحيه  2و  3به ترتيب دربودند که در  Degenerateنتيجه پرايمرهای جديد، پرايمرهای 

  .)12و 
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نواحی زرد نشاندهنده  در اين ناحيه.   HPVتايپ 29و سکوانس   +NGP6: مقايسه بين پرايمر 11شکل 
  نوکلئوتيدهای غير مکمل می باشند.
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نواحی زرد نشاندهنده  در اين ناحيه.   HPVتايپ 29و سکوانس   +NGP5: مقايسه بين پرايمر 12 شکل
 نوکلئوتيدهای غير مکمل می باشند.
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 ) سنسور و انکور( طراحی پروبها 

برای ناحيه   6740تا   6708 شامل نوکلئوتيدهای(   Bو   A ،  دو ناحيهL1 از ناحيه  GPتوالی منطقه  با توجه به 

A   برای ناحيه  6676 تا  6647و نوکلئوتيدهایB (  در نظر گرفته شد. پروبهابرای طراحی     

 

  

  انتخاب شدند.  GPکه برای طراحی پروبها در ناحيه  Bو  A: نواحی  13شکل 

 

 Aبررسی ناحيه 

تايپ مورد نظر بر اساس شباهت توالی در ناحيه انکور و سنسور به گروههای  29برای طراحی پروب ، ابتدا 

  مختلفی تفسيم شدند تا برای هر گروه يک پروب اختصاصی طراحی شود. 

  ظر گرفته شدند: هنگام طراحی پروبها نکات زير در ن

A B 
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درجه بالاتر از دمای تفکيک سنسور باشد ( با احتساب ميزان نوکلئوتيدهای  3حداقل  دمای تفکيک انکور

کمتر می بود زيرا که هيبريد شدن در دماهای درجه   45غيرمکمل). دمای تفکيک سکوانسها نمی بايست از حدود 

     پوشانی تايپها نيز می بايست مدنظر قرار می گرفت.عملی تخصصی به حساب نمی آيد. علاوه بر اين هم پائين

با توجه به . سنسورو چه در مورد پروبهای  انکورگروهبنديهای مختلفی انجام گرفت چه در مورد پروبهای 

محاسبه شد که درجه  54، بالاترين دمای تفکيک ممکن حدود نوکلئوتيد  16به ميزان حداکثر  محدوديت طول پروبها

  کمتر از ميزان مورد قبول است. 

 Bبررسی ناحيه 

( که در بالا ذکر شد)   Aمحدوديت طولی توالی مورد استفاده برای طراحی پروبها در اين ناحيه نيز مانند ناحيه

 Locked Nucleic Acidsمشاهده شد. با در نظر گرفتن اين محدوديت، افزايش دمای تفکيک فقط با استفاده از

(LNAs)  امکان پذير می باشد و با توجه به هزينه بالای LNA  .از طراحی آنها صرفنظر شد ،  

(http://www.sigmaaldrich.com/Brands/Sigma_Genosys/DNA_Probes/Product_Lines/LNA

_Probes.html) 

  GP downstreamناحيه بررسی  . 2

مورد بررسی قرار    GP downstreamامکانپذير نبود، ناحيه   GPبا توجه به اين که طراحی پروبها در ناحيه

می باشد. طراحی پروبها در   HPV 16 (GI#333031)از 6624 -6805گرفت. اين ناحيه معادل نوکلئوتيدهای 

 (GI#333031)از  6741 -6766ی شامل نوکلئوتيدها +GP6اين ناحيه امکان استفاده از ناحيه معادل پرايمر

HPV 16   برای طراحی پروب انکور فراهم می کند، اما با توجه به تعداد زياد نوکلئوتيدهای غيرمکمل با  را

از استفاده از اين ناحيه  ) HPV 16  (GI#333031)از   6780 -6805( شامل نوکلئوتيدهای  پرايمر طراحی شده

                                .  )14( شکل  صرفنظر شد
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  . HPVتايپ  29با سکوانس   GP downstream : مقايسه توالی پرايمر جديد در ناحيه 14شکل 
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   GP upstream بررسی  ناحيه . 3

از   6582 -6766که معادل نوکلئوتيدهای     GP upstream، ناحيه  GP downstreamپس از بررسی ناحيه 

HPV 16 (GI#333031)   .در اين طرح به جای استفاده از پرايمر  می باشد مورد بررسی قرار گرفتGP5+  از

   می باشد استفاده شد. HPV 16 (GI#333031) از  6582 -6600معادل نوکلئوتيدهای  که  )MY11  )22پرايمر 

  طراحی پرايمرها:

 3در  MY11از آنجا که پرايمرهای که قبلا طراحی شده بود و در اين ناحيه از آن استفاده شد ولی   +GP6پرايمر

سکوانس مختلف برای پرايمر، تنها يک سکوانس وجود داشته  8می باشند، برای اينکه به جای    SNPناحيه دارای

استفاده  (i) از اينوزينناحيه از اين پرايمر  3و در  باشد و هزينه آن به حداقل برسد، سکوانس آن مجددا بررسی شد

   .  ) 15( شکل  شد
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  .  HPVتايپ 29با سکوانس   MY11 :  مقايسه توالی پرايمر 15شکل 
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  طراحی پروبها:

 

  

 HPV 16 (NCBI Genbak. نهائی برای طراحی  پرايمرها و پروبها روی نواحی تعيين شده: 16 شکل

GI#333031) 

  

برای طراحی پروبها تايپهای مهم به عنوان سرگروه انتخاب می شدند و سکوانس پروب از روی آنها طراحی می شد 

يادداشت   نوکلئوتيدهای غير مکملو سپس اين سکوانس با سکوانس تايپهای مختلف در اين ناحيه بررسی ميشد و 

، 2، 1( جدول ای مختلف . سپس از ميان پروبهنجام گرفت سنسور و انکور اميشد.  اين کار برای تک تک پروبهای 

  . ) 6و  5( جدول  بودند انتخاب شدند تریمناسبپروبهائی که دارای دمای تفکيک ) 4و  3
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  : نام و سکوانس تمام پروبهای انکور .1جدول 

  
 

 

Anchor’s name Sequence 

A11(18) GGCATAATCAATTNTTTGTTACTGTGGTAGATACNAC 

A12 GGCATAATCAATTNTTTGTTACTGTGGTAGANACNAC 

A121 GGCATAATCAATTNTTTGTTACTGTGGTAGANACTAC 

A21(31) GGGGNAATCAGTTATTTGTTACTGTNGTAGATACCAC 

A22(31)         GNAATCAGTTATTTGTTACTGTNGTAGATACCAC 

A23(31)         GNAATCAGTTATTTGTTACNGTNGTAGATACCAC 

A31(16)  GGGGTAACCAANTGTTTGTTACTGTNGTTGATACTAC 

A41(45)   GGCATAATCAGTTGTTTGTTACTGTAGTGGAYACTAC 

A42(39)  GGCATAATCAATTGTTTNTTACTGTNGTGGACACTAC 

A51(52)             AATGAGTTGTTTGTNACAGTGGTGGATACCAC 

A52           CAATGANTTGTTTGTNACAGTTGTGGATACCAC 

A53              AATGANTTGTTTGTNACAGTTGTGGATACCAC 

A61(51,82)   GGAACAATCAGCTTTTTNTTACTTGTGTNGATACTAC 
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نوکلئوتيدهای غير ( اعداد نوشته شده نشاندهنده تعداد  HPV تايپ 29و انکور : مقايسه سکوانس پروبهای 2جدول

 می باشد).   مکمل

 

HPV 

types 
A11 A12 A121 A21 A22 A23 A31 A41 A42 A51 A52 A53 A61 

18 0/2 0/2 0/3 4/8 2/6 2/6 4/7 5/8 3/6 5/8 6/9 5/8 7/10 

68 3/4 3/4 4/5 7/9 4/6 4/5 6/8 6/7 3/4 6/7 5/6 4/5 7/9 

6 3 3 4 4 3 3 3 8 6 5 6 5 9 

31 4 4 5 0 0 0 6 8 8 4 5 5 8 

33 5 5 6 1 1 1 6 9 9 5 6 6 8 

11 4 5 6 4 3 3 4 9 8 5 6 5 11 

56 3 3 3 4 2 2 3 6 5 7 7 6 9 

44 5 5 5 3 1 1 5 7 7 6 6 5 7 

43 7 7 8 5 2 1 8 10 10 2 4 3 12 

35 5 5 6 8 5 5 2 7 6 7 7 6 10 

66 6 6 6 5 3 3 4 6 6 6 5 4 7 

73 3 3 3 8 5 5 7 7 4 8 7 6 8 

39 4 3 3 9 6 6 7 3/4 1 8 7/8 6/7 8/9 

45 3/4 3 3 7/8 4/5 4/5 5/6 0/1 1/2 4/5 5/6 4/5 7/8 

16 3/6 3/6 3/6 4/8 3/6 3/7 1/2 8/10 6/7 7/9 7/9 6/8 7/11 

26 8 8 9 7 6 5 6 11 9 7 5 5 7 

40 9 8 9 5 2 1 10 10 10 5 4 4 11 

42 8 8 8 6 5 5 6 10 9 7 9 8 8 

51 4/10 4/10 4/10 5/11 4/8 4/8 6/11 7/11 7/10 6/10 6/10 6/10 0/4 

52 8 8 9 5 4 3 7 8 8 2 1 1 9 

53 6 6 7 5 3 3 9 7 7 4 3 3 6 

54 7/9 7/9 8/10 5/7 4/6 3/5 7/8 10/12 8/10 4/6 3/4 3/4 9/10 

58 6/7 6/7 7/8 2/3 2 1 6 8/9 9 4/5 5 5 9 

59 5 5 5 9 7 6 8 8/9 5 6 4 4 8 

61 7 7 8 10 7 6 8 9 7 3 2 1 12 

70 5 4 4 9 7 7 6 3 2 6 8 7 9 

72 8 8 8 10 7 6 8 10 10 5 5 4 8 

81 6 6 6 10 8 7 6 8 6 3 4 3 11 

82 9 8 8 12 9 9 9 8 7 11 11 10 2 
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  .سنسور: نام وسکوانس تمام  پروبهای 3جدول         

  

Sequence Sensor’s name 

AGTACCAATATGACATTATGTGCNT S11 

AGTACNAATATGACATTATGTGCNT S12 

AGTACNAATATGACNTTATGTGCNT S1232 

AGCACTAATATGACTTTATGCACNG S21 

AGCACTAATATGACTTTATGNACNG S22 

AGCACTAATATGNCTTTATGNACNG S222 

AGTACAAATATGTCATTATGTGCTG S31 

AGTACNAATATGACNTTATGTGCTG S32 

AGTACNAATATGACNTTATGTGCNG S3212 

AGTACAAACTTNACTNTTTGTGCTT S41 

AGCACNAATTTATCTGTTTGNACTG S411 

AGTACTAATTTTACTATTTGTGCTG S42 

AGTACNAATTTTACTNTTTGTGCTG S43 

AGTACNAATCTTACNTTGTGNACTT S432 

AGTACCAACTTTACCATTAGTACNT S51 

AGTACNAACTTAACNATTAGTACTG S52 
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نوکلئوتيدهای غير ( اعداد نوشته شده نشاندهنده تعداد  HPV تايپ 29و سنسور : مقايسه سکوانس پروبهای 4جدول 

  می باشد).   مکمل

  

  

 

HPV 

types 
S11 S12 S1232 S21 S22 S222 S31 S32 S3212 S41 S411 S42 S43 S432 S51 S52 

6 1 1 1 7 6 6 5 3 2 5 11 9 7 6 7 8 

11 2 1 1 7 6 6 4 3 2 5 10 8 6 6 9 9 

16 3/5 2/4 2/4 5/7 4/6 3/5 0/2 1/3 1/3 6/8 6/8 7/9 5/7 6/8 11/13 8/10 

18 3 3 3 9 8 8 6 4 4 4 7 5 4 5 6 5 

26 9 8 7 10 9 9 12 9 8 6 10 7 7 5 2 4 

31 5 5 4 7 6 5 4 3 3 5/6 4/5 5/6 3/4 6/7 9/10 7/8 

33 5 4 3 2 2 2 7 4 3 8 8 8 7 5 10 9 

35 7 6 5 7 6 5 4 4 4 6 5 7 5 6 11 8 

39 5 5 5 9 8 8 9 7 6 6 10 9 7 5 5 7 

40 6 5 4 5 4 4 6 3 3 6 5 5 4 6 9 6 

42 5 4 3 6 5 5 7 4 3 5 10 7 6 6 9 8 

43 5 4 3 9 8 8 7 5 4 3 9 8 6 6 7 6 

44 4 3 3 7 6 6 3 2 2 4 9 6 5 7 8 5 

45 2 2 2 7 6 6 6 4 3 5 8 6 5 5 8 7 

51 10 9 8 7 7 7 9 7 7 5 4 5 4 6 6 2 

52 5 4 3 3 2 2 5 2 2 5 7 6 5 7 10 7 

53 8/9 7/8 6/7 9/10 9 9 9 7/8 6/7 5/6 11 9/10 7/8 10 10/11 9/10 

54 5/7 4/6 4/5 7/9 6/8 6/8 6/8 4/5 4/5 4/5 8/9 6/7 5/6 4/5 9 6 

56 8 7 6 6 5 5 8 5 5 5 7 5 5 7 5 2 

58 5 4 4 1 1 1 5 3 3 9 6 8 7 5 11 8 

59 7 7 6 9 8 7 8 7 7 6 5 7 5 4 9 10 

61 8 7 6 7 6 6 8 5 5 5 4 3 3 5 5 2 

66 7/8 7/8 6/7 8/9 7/8 7/8 9/10 6/7 5/6 6/7 9/10 7/8 6/7 10/11 6/7 5/6 

68 6/9 6/8 6/7 6/9 6/8 6/8 8/10 6/7 6 6/8 7/8 5/8 4/6 3 7/9 7/8 

70 5 4 4 8 7 8 8 6 5 6 10 6 5 4 8 9 

72 8 7 6 6 5 5 8 5 5 5 4 3 3 5 7 3 

73 9 8 7 7 6 5 8 7 6 8 5 6 5 9 11 10 

81 9 9 8 5 5 5 11 8 7 7 4 5 4 6 6 6 

82 9/10 9 8 7/8 7/8 7 10 7 7 7 5 5/6 5 6 4/5 2 
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  . HPVتايپ 29انتخاب شده با   انکور: مقايسه سکوانس پروبهای  5جدول 

قابل  82و  66، 53، 51. تايپهای   HPVتايپ 29انتخاب شده با  سنسور : مقايسه سکوانس پروبهای  6جدول 

  شناسائی نمی باشند.

                

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HPV 

Types 

 

S3212 S222 S432 

6 2 6 6 

11 2 6 6 

16 1/3 3/5 6/8 

18 4 8 5 

26 8 9 5 

31 3 5 6/7 

33 3 2 5 

35 4 5 6 

39 6 8 5 

40 3 4 6 

42 3 5 6 

43 4 8 6 

44 2 6 7 

45 3 6 5 

51 7 7 6 

52 2 2 7 

53 6/7 9 10 

54 4/5 6/8 4/5 

56 5 5 7 

58 3 1 5 

59 7 7 4 

61 5 6 5 

66 5/6 7/8 10/11 

68 6 6/8 3 

70 5 8 4 

72 5 5 5 

73 6 5 9 

81 7 5 6 

82 7 7 6 

HPV  

Types 

 

A52 A22 A12 A31 

6 6 3 3 3 

11 6 3 5 4 

16 7/9 3/6 3/6 1/2 

18 6/9 2/6 0/2 4/7 

26 5 6 8 6 

31 5 0 4 6 

33 6 1 5 6 

35 7 5 5 2 

39 7/8 6 3 7 

40 4 2 8 10 

42 9 5 8 6 

43 4 2 7 8 

44 6 1 5 5 

45 5/6 4/5 3 5/6 

51 6/10 4/8 4/10 6/11 

52 1 4 8 7 

53 3 3 6 9 

54 3/4 4/6 7/9 7/8 

56 7 2 3 3 

58 5 2 6/7 6 

59 4 7 5 8 

61 2 7 7 8 

66 5 3 6 4 

68 5/6 4/6 3/4 6/8 

70 8 7 4 6 

72 5 7 8 8 

73 7 5 3 7 

81 4 8 6 6 

82 11 9 8 9 

 6جدول  5جدول 
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  .انکورو سنسور: دمای تخمينی تفکيک پروبهای 7جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 : دمای تخمينی تفکيک پرايمرها.8جدول 

 

  

Chosen probes 
Estimated Melting 

Temperature 

A12: 

 

Tm (salt) : 70.0 ºC 

Tm (salt) : 73.4 ºC 

A22: 

 

Tm (salt) : 68.0 ºC 

Tm (salt) : 70.5 ºC 

A31: 

 

Tm (salt) : 72.3 ºC               

Tm (salt) : 74.5 ºC 

A52: 

 

Tm (salt) : 69.0 ºC 

Tm (salt) : 71.4 ºC 

S222: 

 

Tm (salt) : 59.2 ºC 

Tm (salt) : 64.1 ºC 

S432: 

 

Tm (salt) : 57.6 ºC 

Tm (salt) : 62.5 ºC 

S3212: 

 

Tm (salt) : 59.2 ºC            

Tm (salt) : 64.1 ºC 

Estimated melting 

temperature  
Primers  

Tm: 56.4˚C -62.5˚C NMY11 

Tm:53.7˚C -58.4˚C  NGP6+  
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  :به کمک پروبها  روش تعيين تايپ

بلکه بايد اطلاعات مربوط به همه پروبها در کنار   بود،يک جفت پروب ميسر نشناسائی يک تايپ تنها با استفاده از 

تعداد نوکلئوتيد   کهش کار بدين صورت خواهد بود در واقع رو.  هم قرار می گرفت تا تايپ موردنظر شناسائی شود.

 پروب  1و   سنسور پروب 3( حاصل از  رقمی منحصر به فردی 4های نامنطبق با هر پروب برای هر تايپ عدد 

  .)9(جدول  قابل دستيابی است تفکيکرا می سازد که توسط بررسی منحنی   )انکور

  : HPVبررسی همپوشانی احتمالی پروبها با ساير تايپهای  

 HPVانتها کاری که می بايست انجام می گرفت مقايسه سکوانس پروبهای انتخاب شده با سکوانس تمام تايپهای در 

  . )10(جدول  زيرا می بايستی همپوشانی احتمالی تايپها بررسی می شدند بود

، HPV )3 ،7 ،10 ،13 ،28 ،32 ،62 ،67 ،69 ،74تايپ ديگر 16مشخص گرديد که  10 جدول  پس از بررسی

  ). 11) نيز با پرايمرها و پروبهای طراحی شده قابل شناسائی می باشند (جدول  106، 102، 90، 89، 87، 83
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هر تايپ را با سکوانس پروب مورد نظر نشان می  نوکلئوتيدهای غير مکمل : اعداد نشان داده شده که تعداد 9جدول 

می باشد).  5بيش از  نوکلئوتيدهای غير مکمل= تعداد 0رقم منحصر به فرد هر تايپ را پديد می آورد (  4دهد، 

  قابل شناسائی نمی باشند. 82و  66، 53، 51تايپهای 

  

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

S432 S222 S3212 Anchor  HPV  

Types 

 

0 0 2 A12: 3 6 

5 0 0 A12: 3 39 

5 0 4 A12: 0/2 18 

4 0 5 A12: 4 70 

5 0 3 A12: 3 45 

3 0 0 A12: 3/4 68 

0 5 0 A12: 3 73 

0 5 5 A22: 2  56 

0 5 3 A22: 0 31 

5 2 3 A22: 1 33 

5 1 3 A22: 2 58 

0 0 2 A22: 3 11 

0 4 3 A22: 2 40 

0 5 3 A22: 5 42 

0 0 4 A22: 2 43 

0 0 2 A22: 1 44 

0 0 5/6 A22: 3 66 

4 0 0 A52: 4 59 

0 2 2 A52: 1  52 

0 0 0 A52: 3 53 

4/5 0 4/5 A52: 3/4 54 

5 0 5 A52: 2 61 

5 0 0 A52: 5 26 

5 5 5 A52: 5 72 

0 5 0 A52: 4 81 

0 3/5 1/3 A31: 1/2 16 

0 5 4 A31: 2 35 

0 0 0 0 51 

0 0 0 0 82 
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. اعداد نوشته شده در  HPV: مقايسه سکوانس پروبها و پرايمرهای طراحی شده با تمام تايپهای موجود 10جدول 

ها انکور ها و سنسور تايپهای مشخص شده با هريک از پرايمرها،  نوکلئوتيدهای غير مکملستونها نشان دهنده تعداد

 می باشد. اعداد نوشته شده در پرانتزها نشان دهنده تعداد ايزوله هائی از تايپ مورد نظر است که دارای تعداد

غير  نوکلئوتيد   7عددی نوشته نشده است نشان دهنده بيش از  مربوطه است. هر کجا  نوکلئوتيدهای غير مکمل

که سکوانس ژنوم آنها در بانکهای اطلاعاتی مورد نظر  88و  79، 78، 46می باشد . در مورد تايپهای  مکمل

  موجود نبوده است، اطلاعاتی داده نشده است.

  

HPV 
types 

 

NGP6+ MY11    S3212 S222 S432 A31 A52 A12 A22 

1 5(8X) 4(8X) ------ ---------- ------- ------ ----- ------ 6 
2 3(5X) 2(5X) -------- 6 7 ------- ------ ------ ------ 
3 2(3X) 1(3X) 3(4X) 6 4 5 4 6 6 
4 5(6X) 3(6X) -------- ---------- --------- 7 6 5 4 
5 6(3X) 

7(4X) 
1(7X) -------- ------ --------- ----- ------ ------ ------ 

6 1(9X) 0(11X ) 2(10X) 
3(1X) 

5(1X) 
6(12X) 

5(1X) 
6(12X) 

3 5 3 3 

7 1(4X) 0(2X) 3(4X) 5 6 ------ 4 ------ 2 
8 8(3X) 0(3X) --------- ---------- --------- 7 ------ 5 7 
9 8(4X) 2(4X) --------- ---------- --------- ------ ------ 7 6 

10 1(4X) 1(4X) 5 -------- 7 4 ------ 3 6 
11 0(1X) 

1(5X) 
0(5X) 2(7X) 6(7X) 

6/7(1X) 
6 4 6 5 3 

12 6(4X) 0(4X) -------- ---------- -------- ---- 7 ------ ------ 
13 0(3X) 1(3X) 3(3X) 5 7 3 5 6 4 
14 7(4X) 2(4X) -------- ---------- --------- ------ 6 6 4 
15 6(4X) 1(4X) ------- ---------- --------- 7 ------  5 
16 0(34X) 

1(1X) 
0/1(1X) 

1(25X) 1(42X) 
4(1X) 
1/3(1X) 
2/5(1X) 

4(42X) 
3/5(1X) 
4/6(1X) 

5(1X) 
6(42X) 
7/10(1X) 
6/8(1X) 

1 ------ 6 5 

17 7(3X) 2(3X) ------- ------- -------- ------ ----- ----- 6 
18 0(18X) 

0/1(1X) 
0(14X) 4(18) 

4/6(3X) 
7/8(2X) 5(18X) 

5/6(2X) 
6 6 0 2 
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5/7(1X) 
19 6(3X) 1(3X) --------- ---------- ------ ------ ------ ----- 6 
20 7(5X) 1(4X) ---- ------- --------- 7 ----- 6 5 
21 6(4X) 1(4X) ------- --------- -------- ------ 7 5 5 
22 6(4X) 0(4X) -------- ---------- ---------- 7 ------ ------ ------ 
23 9(3X) 1(3X) --------- ----------  ---------- ------ ------  ------ ------ 
24 8(1X) 

9(5X) 
1(6X) ------- ---------- --------- ----- ------  7 7 

25 6(3X) 1((3X) ------- ----------  ----------  ------ ------  6 5 
26 2(4X) 0(5X) ------- ------- 5 6 5 ----- 6 
27 3(6X) 0(6X) 5 7 7 ------ ------  ------ 7 
28 4(4X) 1(4X) 4 -------- 5 4 5 7 7 
29 1(4X) 1(4X) 4 5 6 ----- 7 ----- 6 
30 3(3X) 1(3X) 6 7 ----- 6 6 ----- 4 
31 0(1X) 

1(6X) 
2(1X) 
0/1(1X) 

0(1X) 
1(4X) 

1(2X) 
3(8X) 
1/3(1X) 
2/5(2X) 

5(7X) 
3/5(1X) 
4/6(2X) 

6(8X) 
7/10(2X) 
6/8(1X) 

6 5 4 0 

32 2(4X) 2(4X) 4 4(2X) 
6(5X) 

5 4 6 7 7 

33 1(1X) 
2(7X) 

1(8X) 1(1X) 
3(8X) 

2(8X) 
4(1X) 

5(8X) 
6(1X) 

6 6 5 1 

34 5(4X) 1(4X) -------- ---------- ------- 6 7 4 7 
35 0(4X) 1(4X) 4 5 6 2 7 5 5 
36 7(5X) 1(4X) --------- ------- --------- ----- ------ ------ 7 
37 8(4X) 2(4X) --------- ---------- ---------- 6 ----- ------ ------ 
38 7(5X) 2(5X) -------- ---------- --------- 4(1X) 

5(4X) 
----- ------ ----- 

39 2(9X) 0(7X) 
1(2X) 

6 ------- 5 7 7 3 6 

40 1(3X) 0(3X) 3(3X) 4 6 ------ 4 ------ 2 
41 8(6X) 1(6X) -------- ---------- ------ ----- ------ ------ ----- 
42 2(2X) 2(2X) 3(2X) 5 6 6 ----- ------ 5 
43 2(3X) 0(3X) 3(1X) 

4(3X) 
7 6 ----- 4 7 2 

44 3(4X) 1(4X) 2 6 7 5 6 5 1 
45 0(14X) 0(14X) 3(15X) 6 5 6 6 3 5 
46 ?????? ????? ??????? ??????? ????? ????? ????? ????? ???? 
47 8(4X) 0(4X) ------- ---------- ---------- ----- 6 7 ----- 
48 5(6X) 3(6X) ---------- ---------- ---------- ----- 7 ----- ----- 
49 7(4X) 1(4X) --------- ---------- ---------- ---- ------ ----- ----- 
50 3(6X) 3(6X) --------- -------- -------- ------ 7 ------ 6 
51 0(3X) 

2(7X) 
1(7X) ---------- 7 6 ---- ------ ------- ------ 
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52 0(8X) 
1(1X) 

1(9X) 2(9X) 2 7 7 1 ------ 4 

53 3(9X) 1(4X) 6(4X) 
7(some) 

-------- ------- ------- 3 6 3 

54 1(5X) 1(5X) 4(1X) 
5(4X) 

6 4(4X) 
5(1X) 

------- 3(1X) 
4(4X) 

------ 5 

55 3(4X) 1(4X) 2(3X) 6 7 5 6 5 1 
56 2(9X) 1(2X) 5 5 7 3 7 3 2 
57 1(4X) 

3(3X) 
0(7X) 6 6 7 ------ ------- ------ ----- 

58 2(9X) 1(9X) 3(9X) 1 5 6 5 6(8X) 
7(1X) 

2 

59 1(7X) 3(7X) --------- 7 4 ------ 4 5 7 
60 8(6X) 4(6X) --------- --------- ------- 6 ----- ------ 7 
61 1(5X) 1(5X) 5 6 5 ------- 2 7 7 
62 1(2X) 0(2X) 5 5 5 5 5 5 7 
63 5(6X) 3(6X) ------- --------- -------- ----- ----- ----- 6 
64 6(1X) 0(1X) ----- ---------- -------- 7 ------ 5 ----- 
65 4(4X) 3(4X) ------ --------- -------- ----- ------ 7 ------ 
66 4(10X) 0(4X) 5(3X) 

6(7X) 
---- ------- 4 6 6 3 

67 1(3X) 1(3X) 2(3X) 4 6 4 ------ 4 4 
68 1(7X) 

2(1X) 
0(1X) 
1(6X) 
0/1 

6(4X) 
7(some) 

6(1X) 
7(7X) 

3 7 5(4X) 
6(4X) 

3(4X) 
4(4X) 

4(4X) 
6(4X) 

69 2(3X) 0(3X) 5 -------- 6 4 7 7 6 
70 1(5X) 1(5X) 4 ---------- 4 6 ------ 4 7 
71 1(7X) 3(7X) 4 7 7 ----- 6 ----- ----- 
72 1(3X) 1(3X) 5 5 5 ------ 5 ------ 7 
73 2(2X) 1(3X) 6 5 -------- 7 7 3 5 
74 0(3X) 2(3X) 4 6(2X) 

7(1X) 
6(2X) 
7(1X) 

5 3 5 3(2X) 
4(1X) 

75 5(3X) 0(3X) -------- --------- -------- 6 ------ 5 6 
76 6(3X) 0(2X) --------- --------- ------- 5 7 5 5 
77 1(3X) 1(3X) 6 6 --------- 7 ------ 6 6 
78 ????? ????? ??????? ??????? ????? ????? ????? ????? ???? 
79 ??????? ????? ????? ??????? ??????? ????? ????? ???? ????? 
80 7(3X) 2(3X) ------ ------- ---------- 5 ----- ------ ----- 
81 1(2X) 0(2X) ------ 5 6 6 4 6 ----- 
82 1(3X) 

2(2X) 
1(5X) -------- 7 6 ----- ------ 6 ------ 

83 4(2X) 0(2X) 5 7 6 ----- 4 6 4 
84 2(3X) 0(3X) 6 7 7 7 5 4 5 
85 6(1X) 1(4X) 4 6 3 ----- ----- 4 7 
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1(3X) 
86 0(2X) 2(2X) 4(1X) 

5(1X) 
7 7 6 ----- ----- 6 

87 0(3X) 1(3X) 5 ------- 6 6 5 7 6 
88   ??????? ?????? ?????? ????? ????? ????? ???? 
89 4(1X) 0(1X) -------- ------- 5 7 3 5 4 
90 1(2X) 1(2X) 4 5 ----- 4 ------ 6 5 
91 1(1X) 1(1X) 6 7 6 6 6 ------ 6 
92 8(2X) 2(2X) --------- ------- ------ ------ ------ ------ ------ 
93 7(1X) 1(1X) ------ ------- ---------- ------ 7 ------ ------ 
94 2(3X) 1(3X) --------- ---------- ---------- 5 6 7 7 
95 4(1X) 3(1X) ------- --------- --------- 7 ----- 7 ----- 
96 6(4X) 1(4X) --------- ---------- ---------- ----- ------ ------ ----- 

RTR
X7 

6(4X) 0(2X) --------- ---------- ---------- ---- 6 ------ 7 

102 1(1X) 1(1X) 5 6 --------- ---- 5 ------ 6 
106 0(1X) 2(1X) 4 5 ---------- 7 6 6 2 

  

  

  

  

که با پرايمرها و  HPVتايپ ديگر 16:  11 جدول

پروبهای طراحی شده قابل شناسائی می باشند. اعداد 

هر  نوکلئوتيدهای غير مکمل نشان داده شده که تعداد 

 4تايپ را با سکوانس پروب مورد نظر نشان می دهد، 

= 0(  فرد هر تايپ را پديد می آوردرقم منحصر به 

  می باشد). 5بيش از  نوکلئوتيدهای غير مکملتعداد 

  

    

HPV types 

 

Anchor  S3212 S222 S432 

3 A52:4 3  0 4 

7 A22:2 3  5 0 

10 A12:3 5 0 0 

13 A31:3 3  5 0 

28 A31:4 4 0 5 

32 A31:4 4 4  

0 

5 

62 A31:5 5 5 5 

67 A22:4 2  4 0 

69 A31:4 5 0 0 

74 A52:3 4 0 0 

83 A52:4 5 0 0 

87 A52:5 5 0 0 

89 A52:3 0 0 5 

90 A31:4 

A22:5 

4 5 0 

102 A52:5 5 0 0 

106 A22:2 4 5 0 
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  بحث و نتيجه کلی 

مزيت اين پرايمرها نسبت به  و بوده است GPاين سوال قابل طرح است که چرا فکر اوليه استفاده از پرايمرهای 

را شامل  L1نوکلئوتيدی از قسمت  150پرايمرهائی هستند که ناحيه ای  GPپرايمرهای   ؟پرايمرهای ديگر چيست 

در ميان تايپهای مختلف به   L1نواحی سکوانس اسيد آمينه بيشتر،  HPVنواحی ژنوم  می شوند. در مقايسه با ساير

ر دارند که ناحيه ای قرا 2نيز در  +GP5و  +GP6پرايمرهای  خوبی محافظت شده اند و تغييرات کمتری داشته اند.

وجه به بنابراين استفاده از اين پرايمر نتيجه بخش تر خواهد بود و با تدر ميان تايپهای مختلف شباهت زيادی دارند. 

علاوه بر  مناسب به نظر می سد.Real-time PCR استفاده از آن در روش  بدست آمده  ampliconکوچک بودن

ناحيه  MY09/11ز مورد استفاده قرار می گيرند. پرايمرهای ني SPF1/2  و MY09/11 اين پرايمرها، پرايمرهای

    . )17(شکل  را در بر می گيرند  L1نوکلئوتيدی از 65ناحيه ای   SPF1/2نوکلئوتيدی و پرايمرهای  450ای 

ن تايپ برای تعيي  Taqmanپيشنهاد می شود که امکان استفاده از پروب ، در اين پروژه  GPپس از بررسی ناحيه

مشخص شده   GP که در ناحيهB و   Aناحيه 2مورد بررسی قرار بگيرد.   GPويروس با استفاده از پرايمرهایاين 

  به نظر می رسند.  Taqmanبودند، نواحی مناسبی برای طراحی پروب 

 Real-Timeبطور همزمان با روش  HPVدر اين پروژه پس از بررسی امکان تشخيص و تعيين تايپ ويروس

PCR  ،3  تايپ شايع  25که امکان تشخيص و تعيين تايپ   ند طراحی شد  انکورپروب 4و سنسور پروبHPV 

, 54, 44, 43, 42, 40, 11, 6, 26, 73, 68, 58, 52, 56, 59, 35, 39, 45, 31, 33, 18, 16شامل تايپهای 

ای نامنطبق با هر د. روش شناسائی بدين طريق است که تعداد نوکلئوتيد هنورآرا فراهم می  81و  72, 70, 61

منحنی ذوب قابل دستيابی  یرقمی منحصر به فردی را می سازد که توسط بررس 4پروب برای هر تايپ عددی 

 . خواهد بود
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  . SPF1/2 و  +GP5+/6و MY09/11 : شکلی  شماتيک از نواحی پرايمرهای  17 شکل

 مرجع:

Kleter B., Development and clinical evaluation of a highly sensitive PCR-reverse 

hybridization line probe assay for detection and identification of anogenital huam 

papilloamvirus, Mic. , vol.37, No.8, 1999, p.2508-2517 

     

  

  



58 

 

  

  

  منابع:      

  
1. 2006. HPV and HPV vaccine. CDC,Department of health and human services. 
2.  2006, posting date. Pap smear: Screening test for cervical cancer. [Online.] 
3. Abd-Elsalam, K. A. 2003. Bioinformatic tools and guideline for PCR primer 

design. African Journal of Biotechnology 2:91-95. 
4. Ault, K. A. 2006. Epidemiology and natural history of human papillomavirus 

infections in the female genital tract. Infect Dis Obstet Gynecol 14:40470. 
5. Baker, Z.-M. Z. a. C. C. 2006. papillomavirus genome structure,expression,and post-

transcriptional regulation. Front Bioscience 11:2286-2302. 
6. Baseman, J. G., and L. A. Koutsky. 2005. The epidemiology of human 

papillomavirus infections. J Clin Virol 32 Suppl 1:S16-24. 
7. bernard, H.-U. 2005. The clinical importance of the nomenclature, evolution and 

              taxonomy of human papillomaviruses. clinical virology 325:51-56. 
8. Bernhard Kleter, L.-J. v. D., L. S. Jan ter Schegget, M. B. Kees van Krimpen, 

and a. W. Q. Bram ter Harmsel. 1998. Novel Short-Fragment PCR Assay for 
Highly Sensitive Broad-Spectrum Detection of Anogenital Human 
Papillomaviruses. American Journal of Pathology, Vol. 153:1731-1739. 

9. Burd, E. M. 2003. Human papillomavirus and cervical cancer. Clin Microbiol Rev 
16:1-17. 

10. Catherine Brooksbank*, G. C. a. J. T. 2005. The European Bioinformatics 
Institute’s resources: towards systems biology. Nucleic Acids Research, 33. 

11. Dennis van Hamont, 2 Maaike A. P. C. van Ham,2 Judith M. J. E. Bakkers,1, 

and a. W. J. G. M. Leon F. A. G. Massuger. 2006. Evaluation of the SPF10-
INNO LiPA Human Papillomavirus (HPV) Genotyping Test and the Roche Linear 
Array HPV Genotyping Test. JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, 
44:3122-3129. 

12. Donna Maglott, J. O., Kim D. Pruitt and Tatiana Tatusova. 2005. Entrez Gene: 
gene-centered information at NCBI. Nucleic Acids Research 33. 

13. Edyta C. Pirog, M. 2001. Is cervical adenocarcinoma caused by HPV infection? 
Contemporary OB/GYN® Archive 7:69-80. 

14. HOWLEY, P. M. 2006. warts,cancer and ubiquitylation : lessons from the 
papillomaviruses. transactions of the american clinical and climatological 
association 117:113-127. 

15. Ian M.Mackay, K. E. A. a. A. N. 2002. Real-time PCR in virology. Nucleic Acid 
Research 30:1292-1305. 

16. Jacqueline Sherris, C. H., Christopher Elias,. 2001. Beyond Our Borders 

Cervical cancer in the developing world. West J Med 175:231-233. 
 



59 

 

 
 
 
 
 
 
 
17. Leen-Jan van Doorn, W. Q., Bernhard Kleter,Anco Molijn, Brigitte 

Colau,Marie-Thérèse Martin, Kravang-In, Norah Torrez-Martinez, Cheri L. 

Peyton, Cosette M. Wheeler. 2002. Genotyping of Human Papillomavirus in 
Liquid Cytology Cervical Specimens by the PGMY Line Blot Assay and the SPF10 
Line Probe Assay. JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, Vol. 40: 979–
983. 

18. M. V. JACOBS, A. M. D. R. H., A. J. C. VAN DEN BRULE, P. J. F. 

SNIJDERS,, and A. J. M. M. W. C. J. L. M. MEIJER. 1995. Group-Specific 
Differentiation between High- and Low-Risk Human Papillomavirus Genotypes by 
General Primer-Mediated PCR and Two Cocktails of Oligonucleotide Probes. 
Journal of Clinical Microbiology Vol. 33:901–905. 

19. Maaike A. P. C. van Ham, J. M. J. E. B., Gonneke K. Harbers,, and L. F. A. G. 

M. Wim G. V. Quint, and Willem J. G. Melchers. June 2005. Comparison of 
Two Commercial Assays for Detection of Human Papillomavirus (HPV) in 
Cervical Scrape Specimens: Validation of the Roche AMPLICOR HPV Test as a 
Means To Screen for HPV Genotypes Associated with a Higher Risk of Cervical 
Disorders. JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY Vol. 43:p. 2662–2667. 

20. MARCEL V. JACOBS, P. J. F. S., ADRIAAN J. C. VAN DEN BRULE,, and 

C. J. L. M. M. THEO J. M. HELMERHORST, JAN M. M. WALBOOMERS. 
1997. A General Primer GP5+/GP6+-Mediated PCR-Enzyme Immunoassay 

Method for Rapid Detection of 14 High-Risk and 6 Low-Risk Human 

Papillomavirus Genotypes in Cervical Scrapings. JOURNAL OF CLINICAL 
MICROBIOLOGY, Vol. 35:791–795. 

21. Moberg, M., I. Gustavsson, and U. Gyllensten. 2003. Real-time PCR-based 
system for simultaneous quantification of human papillomavirus types associated 
with high risk of cervical cancer. J Clin Microbiol 41:3221-8. 

22. P. E. GRAVITT, C. L. P., T. Q. ALESSI,C. M. WHEELER,F. COUTLE´E,A. 

HILDESHEIM,, and D. R. S. M. H. SCHIFFMAN, AND R. J. APPLE. 2000. 
Improved Amplification of Genital Human Papillomaviruses. Journal of Clinical 
Microbiology Vol. 38:357–361. 

23. Pyeon, D., P. F. Lambert, and P. Ahlquist. 2005. Production of infectious human 
papillomavirus independently of viral replication and epithelial cell differentiation. 
Proc Natl Acad Sci U S A 102:9311-6. 

24. Repa, M. A. V. a. J. J. 2005. The power of real-time PCR. Adv Physiol Educ 
29:151–159. 

25. Roger A. Hubbard, P. 2003. Human Papillomavirus Testing Methods. Arch 
Pathol Lab Med 127:940-945. 

26. Schellekens, M. C., A. Dijkman, M. F. Aziz, B. Siregar, S. Cornain, S. 

Kolkman-Uljee, L. A. Peters, and G. J. Fleuren. 2004. Prevalence of single and 
multiple HPV types in cervical carcinomas in Jakarta, Indonesia. Gynecol Oncol 
93:49-53. 



60 

 

27. Thompson, J. D., T. J. Gibson, F. Plewniak, F. Jeanmougin, and D. G. Higgins. 
1997. The CLUSTAL_X windows interface: flexible strategies for multiple 
sequence alignment aided by quality analysis tools. Nucleic Acids Res 25:4876-82. 

28. Urmila Kulkarni-Kale, S. B., G. Sunitha Manjari and A. S. Kolaskar. 2004. 
VirGen: a comprehensive viral genome resource. Nucleic Acids Research, 32. 

29. William M. Rich, M. D., posting date. All about pap test. [Online.] 
 



61 

 

  



[1] 

 

  

 

  پيوستها:

  .Genbankاز  HPV 16: سکوانس  1پيوست 

 

 

 

LOCUS       PPH16                 7904 bp    DNA     circular VRL 18-MAR-1994 

DEFINITION  Human papillomavirus type 16 (HPV16), complete genome. 

ACCESSION   K02718 

VERSION     K02718.1  GI:333031 

KEYWORDS    circular; complete genome. 

SOURCE      Human papillomavirus type 16 

  ORGANISM  Human papillomavirus type 16 

            Viruses; dsDNA viruses, no RNA stage; Papillomaviridae; 

            Alphapapillomavirus. 

 

        1 actacaataa ttcatgtata aaactaaggg cgtaaccgaa atcggttgaa ccgaaaccgg 

       61 ttagtataaa agcagacatt ttatgcacca aaagagaact gcaatgtttc aggacccaca 

      121 ggagcgaccc agaaagttac cacagttatg cacagagctg caaacaacta tacatgatat 

      181 aatattagaa tgtgtgtact gcaagcaaca gttactgcga cgtgaggtat atgactttgc 

      241 ttttcgggat ttatgcatag tatatagaga tgggaatcca tatgctgtat gtgataaatg 

      301 tttaaagttt tattctaaaa ttagtgagta tagacattat tgttatagtt tgtatggaac 

      361 aacattagaa cagcaataca acaaaccgtt gtgtgatttg ttaattaggt gtattaactg 

      421 tcaaaagcca ctgtgtcctg aagaaaagca aagacatctg gacaaaaagc aaagattcca 

      481 taatataagg ggtcggtgga ccggtcgatg tatgtcttgt tgcagatcat caagaacacg 

      541 tagagaaacc cagctgtaat catgcatgga gatacaccta cattgcatga atatatgtta 

      601 gatttgcaac cagagacaac tgatctctac tgttatgagc aattaaatga cagctcagag 

      661 gaggaggatg aaatagatgg tccagctgga caagcagaac cggacagagc ccattacaat 

      721 attgtaacct tttgttgcaa gtgtgactct acgcttcggt tgtgcgtaca aagcacacac 

      781 gtagacattc gtactttgga agacctgtta atgggcacac taggaattgt gtgccccatc 

      841 tgttctcaga aaccataatc taccatggct gatcctgcag gtaccaatgg ggaagagggt 

      901 acgggatgta atggatggtt ttatgtagag gctgtagtgg aaaaaaaaac aggggatgct 



[2] 

 

      961 atatcagatg acgagaacga aaatgacagt gatacaggtg aagatttggt agattttata 

     1021 gtaaatgata atgattattt aacacaggca gaaacagaga cagcacatgc gttgtttact 

     1081 gcacaggaag caaaacaaca tagagatgca gtacaggttc taaaacgaaa gtatttggta 

     1141 gtccacttag tgatattagt ggatgtgtag acaataatat tagtcctaga ttaaaagcta 

     1201 tatgtataga aaaacaaagt agagctgcaa aaaggagatt atttgaaagc gaagacagcg 

     1261 ggtatggcaa tactgaagtg gaaactcagc agatgttaca ggtagaaggg cgccatgaga 

     1321 ctgaaacacc atgtagtcag tatagtggtg gaagtggggg tggttgcagt cagtacagta 

     1381 gtggaagtgg gggagagggt gttagtgaaa gacacactat atgccaaaca ccacttacaa 

     1441 atattttaaa tgtactaaaa actagtaatg caaaggcagc aatgttagca aaatttaaag 

     1501 agttatacgg ggtgagtttt tcagaattag taagaccatt taaaagtaat aaatcaacgt 

     1561 gttgcgattg gtgtattgct gcatttggac ttacacccag tatagctgac agtataaaaa 

     1621 cactattaca acaatattgt ttatatttac acattcaaag tttagcatgt tcatggggaa 

     1681 tggttgtgtt actattagta agatataaat gtggaaaaaa tagagaaaca attgaaaaat 

     1741 tgctgtctaa actattatgt gtgtctccaa tgtgtatgat gatagagcct ccaaaattgc 

     1801 gtagtacagc agcagcatta tattggtata aaacaggtat atcaaatatt agtgaagtgt 

     1861 atggagacac gccagaatgg atacaaagac aaacagtatt acaacatagt tttaatgatt 

     1921 gtacatttga attatcacag atggtacaat gggcctacga taatgacata gtagacgata 

     1981 gtgaaattgc atataaatat gcacaattgg cagacactaa tagtaatgca agtgcctttc 

     2041 taaaaagtaa ttcacaggca aaaattgtaa aggattgtgc aacaatgtgt agacattata 

     2101 aacgagcaga aaaaaaacaa atgagtatga gtcaatggat aaaatataga tgtgataggg 

     2161 tagatgatgg aggtgattgg aagcaaattg ttatgttttt aaggtatcaa ggtgtagagt 

     2221 ttatgtcatt tttaactgca ttaaaaagat ttttgcaagg catacctaaa aaaaattgca 

     2281 tattactata tggtgcagct aacacaggta aatcattatt tggtatgagt ttaatgaaat 

     2341 ttctgcaagg gtctgtaata tgttttgtaa attctaaaag ccatttttgg ttacaaccat 

     2401 tagcagatgc caaaataggt atgttagatg atgctacagt gccctgttgg aactacatag 

     2461 atgacaattt aagaaatgca ttggatggaa atttagtttc tatggatgta aagcatagac 

     2521 cattggtaca actaaaatgc cctccattat taattacatc taacattaat gctggtacag 

     2581 attctaggtg gccttattta cataatagat tggtggtgtt tacatttcct aatgagtttc 
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     2641 catttgacga aaacggaaat ccagtgtatg agcttaatga taagaactgg aaatcctttt 

     2701 tctcaaggac gtggtccaga ttaagtttgc acgaggacga ggacaaggaa aacgatggag 

     2761 actctttgcc aacgtttaaa tgtgtgtcag gacaaaatac taacacatta tgaaaatgat 

     2821 agtacagacc tacgtgacca tatagactat tggaaacaca tgcgcctaga atgtgctatt 

     2881 tattacaagg ccagagaaat gggatttaaa catattaacc accaagtggt gccaacactg 

     2941 gctgtatcaa agaataaagc attacaagca attgaactgc aactaacgtt agaaacaata 

     3001 tataactcac aatatagtaa tgaaaagtgg acattacaag acgttagcct tgaagtgtat 

     3061 ttaactgcac caacaggatg tataaaaaaa catggatata cagtggaagt gcagtttgat 

     3121 ggagacatat gcaatacaat gcattataca aactggacac atatatatat ttgtgaagaa 

     3181 gcatcagtaa ctgtggtaga gggtcaagtt gactattatg gtttatatta tgttcatgaa 

     3241 ggaatacgaa catattttgt gcagtttaaa gatgatgcag aaaaatatag taaaaataaa 

     3301 gtatgggaag ttcatgcggg tggtcaggta atattatgtc ctacatctgt gtttagcagc 

     3361 aacgaagtat cctctcctga aattattagg cagcacttgg ccaaccaccc cgccgcgacc 

     3421 cataccaaag ccgtcgcctt gggcaccgaa gaaacacaga cgactatcca gcgaccaaga 

     3481 tcagagccag acaccggaaa cccctgccac accactaagt tgttgcacag agactcagtg 

     3541 gacagtgctc caatcctcac tgcatttaac agctcacaca aaggacggat taactgtaat 

     3601 agtaacacta cacccatagt acatttaaaa ggtgatgcta atactttaaa atgtttaaga 

     3661 tatagattta aaaagcattg tacattgtat actgcagtgt cgtctacatg gcattggaca 

     3721 ggacataatg taaaacataa aagtgcaatt gttacactta catatgatag tgaatggcaa 

     3781 cgtgaccaat ttttgtctca agttaaaata ccaaaaacta ttacagtgtc tactggattt 

     3841 atgtctatat gacaaatctt gatactgcat ccacaacatt actggcgtgc tttttgcttt 

     3901 gctttgtgtg cttttgtgtg tctgcctatt aatacgtccg ctgcttttgt ctgtgtctac 

     3961 atacacatca ttaataatat tggtattact attgtggata acagcagcct ctgcgtttag 

     4021 gtgttttatt gtatatatta tatttgttta tataccatta tttttaatac atacacatgc 

     4081 acgcttttta attacataat gtatatgtac ataatgtaat tgttacatat aattgttgta 

     4141 taccataact tactattttt tcttttttat tttcatatat aatttttttt tttgtttgtt 

     4201 tgtttgtttt ttaataaact gttattactt aacaatgcga cacaaacgtt ctgcaaaacg 

     4261 cacaaaacgt gcatcggcta cccaacttta taaaacatgc aaacaggcag gtacatgtcc 
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     4321 acctgacatt atacctaagg ttgaaggcaa aactattgct gaacaaatat tacaatatgg 

     4381 aagtatgggt gtattttttg gtgggttagg aattggaaca gggtcgggta caggcggacg 

     4441 cactgggtat attccattgg gaacaaggcc tcccacagct acagatacac ttgctcctgt 

     4501 aagaccccct ttaacagtag atcctgtggg cccttctgat ccttctatag tttctttagt 

     4561 ggaagaaact agttttattg atgctggtgc accaacatct gtaccttcca ttcccccaga 

     4621 tgtatcagga tttagtatta ctacttcaac tgataccaca cctgctatat tagatattaa 

     4681 taatactgtt actactgtta ctacacataa taatcccact ttcactgacc catctgtatt 

     4741 gcagcctcca acacctgcag aaactggagg gcattttaca ctttcatcat ccactattag 

     4801 tacacataat tatgaagaaa ttcctatgga tacatttatt gttagcacaa accctaacac 

     4861 agtaactagt agcacaccca taccagggtc tcgcccagtg gcacgcctag gattatatag 

     4921 tcgcacaaca caacaggtta aagttgtaga ccctgctttt gtaaccactc ccactaaact 

     4981 tattacatat gataatcctg catatgaagg tatagatgtg gataatacat tatatttttc 

     5041 tagtaatgat aatagtatta atatagctcc agatcctgac tttttggata tagttgcttt 

     5101 acataggcca gcattaacct ctaggcgtac tggcattagg tacagtagaa ttggtaataa 

     5161 acaaacacta cgtactcgta gtggaaaatc tataggtgct aaggtacatt attattatga 

     5221 tttaagtact attgatcctg cagaagaaat agaattacaa actataacac cttctacata 

     5281 tactaccact tcacatgcag cctcacctac ttctattaat aatggattat atgatattta 

     5341 tgcagatgac tttattacag atacttctac aaccccggta ccatctgtac cctctacatc 

     5401 tttatcaggt tatattcctg caaatacaac aattcctttt ggtggtgcat acaatattcc 

     5461 tttagtatca ggtcctgata tacccattaa tataactgac caagctcctt cattaattcc 

     5521 tatagttcca gggtctccac aatatacaat tattgctgat gcaggtgact tttatttaca 

     5581 tcctagttat tacatgttac gaaaacgacg taaacgttta ccatattttt tttcagatgt 

     5641 ctctttggct gcctagtgag gccactgtct acttgcctcc tgtcccagta tctaaggttg 

     5701 taagcacgga tgaatatgtt gcacgcacaa acatatatta tcatgcagga acatccagac 

     5761 tacttgcagt tggacatccc tattttccta ttaaaaaacc taacaataac aaaatattag 

     5821 ttcctaaagt atcaggatta caatacaggg tatttagaat acatttacct gaccccaata 

     5881 agtttggttt tcctgacacc tcattttata atccagatac acagcggctg gtttgggcct 

     5941 gtgtaggtgt tgaggtaggt cgtggtcagc cattaggtgt gggcattagt ggccatcctt 
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     6001 tattaaataa attggatgac acagaaaatg ctagtgctta tgcagcaaat gcaggtgtgg 

     6061 ataatagaga atgtatatct atggattaca aacaaacaca attgtgttta attggttgca 

     6121 aaccacctat aggggaacac tggggcaaag gatccccatg taccaatgtt gcagtaaatc 

     6181 caggtgattg tccaccatta gagttaataa acacagttat tcaggatggt gatatggttc 

     6241 atactggctt tggtgctatg gactttacta cattacaggc taacaaaagt gaagttccac 

     6301 tggatatttg tacatctatt tgcaaatatc cagattatat taaaatggtg tcagaaccat 

     6361 atggcgacag cttatttttt tatttacgaa gggaacaaat gtttgttaga catttattta 

     6421 atagggctgg tactgttggt gaaaatgtac cagacgattt atacattaaa ggctctgggt 

     6481 ctactgcaaa tttagccagt tcaaattatt ttcctacacc tagtggttct atggttacct 

     6541 ctgatgccca aatattcaat aaaccttatt ggttacaacg agcacagggc cacaataatg 

     6601 gcatttgttg gggtaaccaa ctatttgtta ctgttgttga tactacacgc agtacaaata 

     6661 tgtcattatg tgctgccata tctacttcag aaactacata taaaaatact aactttaagg 

     6721 agtacctacg acatggggag gaatatgatt tacagtttat ttttcaactg tgcaaaataa 

     6781 ccttaactgc agacgttatg acatacatac attctatgaa ttccactatt ttggaggact 

     6841 ggaattttgg tctacaacct cccccaggag gcacactaga agatacttat aggtttgtaa 

     6901 cccaggcaat tgcttgtcaa aaacatacac ctccagcacc taaagaagat gatcccctta 

     6961 aaaaatacac tttttgggaa gtaaatttaa aggaaaagtt ttctgcagac ctagatcagt 

     7021 ttcctttagg acgcaaattt ttactacaag caggattgaa ggccaaacca aaatttacat 

     7081 taggaaaacg aaaagctaca cccaccacct catctacctc tacaactgct aaacgcaaaa 

     7141 aacgtaagct gtaagtattg tatgtatgtt gaattagtgt tgtttgttgt gtatatgttt 

     7201 gtatgtgctt gtatgtgctt gtaaatatta agttgtatgt gtgtttgtat gtatggtata 

     7261 ataaacacgt gtgtatgtgt ttttaaatgc ttgtgtaact attgtgtcat gcaacataaa 

     7321 taaacttatt gtttcaacac ctactaattg tgttgtggtt attcattgta tataaactat 

     7381 atttgctaca tcctgttttt gttttatata tactatattt tgtagcgcca ggcccatttt 

     7441 gtagcttcaa ccgaattcgg ttgcatgctt tttggcacaa aatgtgtttt tttaaatagt 

     7501 tctatgtcag caactatggt ttaaacttgt acgtttcctg cttgccatgc gtgccaaatc 

     7561 cctgttttcc tgacctgcac tgcttgccaa ccattccatt gttttttaca ctgcactatg 

     7621 tgcaactact gaatcactat gtacattgtg tcatataaaa taaatcacta tgcgccaacg 
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     7681 ccttacatac cgctgttagg cacatatttt tggcttgttt taactaacct aattgcatat 

     7741 ttggcataag gtttaaactt ctaaggccaa ctaaatgtca ccctagttca tacatgaact 

     7801 gtgtaaaggt tagtcataca ttgttcattt gtaaaactgc acatgggtgt gtgcaaaccg 

     7861 attttgggtt acacatttac aagcaactta tataataata ctaa 

// 
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  . HPVتايپ SNP 29 : فرمت 3پيوست 

 

 

 

>HPV 18 

KKWTTTGTTACTGTGGTAGATACYACTCSYAGTACCAATTTAACAATATGTGCTTCTACACAGTCTC
CTGTACCTGGGCARTATGATGCTACCAAATYTARGCAGTATAGCAGACATGTTGARGAATATGATT
TRCAGTTTATTTTTCANH 
>HPV 45 

TTGTTTGTTACTGTAGTGGAYACTACCCGCAGTACTAATTTAACATTATGTGCCTCTACASAAAMTC
CTGTGCCARRTACATATGAYCCTACTAAGTTTAAGCAVTATAGTAGACATGTGGAGGAATATGATTT
ACAGTTTATTTTTCAGT  
>HPV 39 

TTATTTCTTACTGTWGTGGACACTACCCGTAGTACCAACTTTACATTATCTACCTCTATAGAGTCTT
CCATACCTTCTACATATGATCCTTCTAAGTTTAAGGAATATAYCAGGCACGTGGAGGAGTATGATTT
ACAATTTATATTTCAAC   
>HPV70 

TTGTTTATTACTGTGGTGGACACTACACGTAGTACTAATTTTACATTGTCTGCCTGCACCGAAACGG
CCATACCTGCTGTATATAGCCCTACAAAGTTTAAGGAATATACTAGGCATGTGGAGGAATATGATT
TACAATTTATATTTCAAT 

>HPV68 

TTATTTCTTACYGTTGTGGATACMACKCGCAGTACYAATTTTACWTTGTCYACTACTACWGAMTCW
RCTGTACCARMTRTKTATGATYCTAATAARTTTAAGGAATATRTTAGGCATGTTGAGGAATATGATT
TGCARTTYATATTTCAGT 
>HPV59 

TTGTTTTTAACAGTTGTAGATACTACYCGCAGCACCAATCTTTCTGTGTGTGCTTCTACTACKBCTTC
TATTCCTAATGTATACACACCTACCAGTTTTAAAGAATATGCCAGACATGTGGAGGAATTTGATTTG
CAGTTTATATTTCAAC 
>HPV61 

TTGTTTGTAACCGTTGTGGATACCACCCGCAGTACTAATTTAACCATTTGTACTGCTACATCCCCCC
CTGTATCTGAATATAAAGCCACAAGCTTTAGGGAATATTTGCGCCATACAGAGGAGTTTGATTTGC
AATTTATTTTTCAGT 
>HPV81 

ATGTTTGTTACAGTGGTGGATACTACCAGAAGCACCAATTTTACTATTTGCACAGCTACATCTGCTG
CTGCAGAATACAAGGCCTCTAACTTTAAGGAATTTCTGCGCCATACAGAGGAATATGATTTGCAGT
TTATTTTCCAAT 
>HPV72 

CTTTTTGTGACAGTTGTAGATACTACTCGCAGTACTAATGTAACTATTTGTACTGCCACAGCGTCCT
CTGTATCAGAATATACAGCTTCTAATTTTCGTGAGTATCTTCGCCACACTGAGGAATTTGATTTGCA
GTTTATATTTCAAC 
>HPV6 

CTGTTTGTTACTGTGGTAGATACCACACGCAGTACCAACATGACATTATGTGCATCCGTAACTACA
TCTTCCACATACACCAATTCTGATTATAAAGAGTACATGCGTCATGTGGAAGAGTATGATTTACAAT
TTATTTTTCAAT 

X = Modif. N= A/C/G/T D= A/G/T H= A/C/T M= A/C  Y= C/T S= G/C 

S = Thio I= inosin V= A/C/G B= C/G/T K= G/T R= A/G W= A/T 
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>HPV11 

TTGTTTGTTACTGTGGTAGATACCACACGCAGTACAAATATGACACTATGTGCATCTGTGTCTAAAT
CTGCTACATACACTAATTCAGATTATAAGGAATACATGCGCCATGTGGAGGAGTTTGATTTACAGT
TTATTTTTCAAT 
>HPV44 

TTATTTGTTACTGTTGTAGATACTACCCGTAGTACAAACATGACAATATGTGCTGCCACTACACAGT
CCCCTCCGTCTACATATACTAGTGAACAATATAAGCAATACATGCGACATGTTGAGGAGTTTGACT
TACAATTTATGTTTCAAT 
>HPV16 

BNWTTTGTTACTGTKGTWGATACTACMCGCAGYACAAATAYGTCATTATGTGCTGCCATATCWACT
TCMGARMCTVCRTATAAAAATACTAACTTTAAVGAGTACCTACGACATGGGGAGGAATATGATTTA
CAGYTTATTTTTCAHN 
>HPV33 

GTATTTGTTACTGTGGTAGATACCACTCGCAGTACTAATATGACTTTATGCACACAAGTMACTAGTG
ACAGTACATATAAAAATGARAATTTTAAAGAATATATAAGACATGTTGAAGAATATGATYTACAGTT
TGTTTTTCAAC 
>HPV58 

TTATTTGTTACCGTRGTTGATACCACTCGTAGCACTAATATGACATTATGCACTGAAGTAACTAARG
AAGRTACATATAAAAATRATAATTTTAAGGAATATGTACGTCATGTTGAAGAATATGACTTACAGTT
TGTTTTTCAGC 
>HPV52 

TTGTTTGTCACAGTTGTGGATACCACTCGTAGCACTAACATGACTTTATGTGCTGARGTKAMAAAG
GAARRCACATATAAAAATGAAAATTTTAAGGAATACCTTCGTCATGGCGAGGAATTYGATTTACAA
TTTATTTTTCAAT 
>HPV35 

TTGTTTGTTACTGTAGTTGATACAACCCGTAGTACAAATATGTCTGTGTGTTCTGCTGTGTCTWCTA
GTGACAGTACATATAAAAATGACAATTTTAAGGAATATTTAAGGCATGGTGAAGAATATGATTTAC
AGTTTATTTTTCAGT 
>HPV31 

TTATTTGTTACTGTGGTAGATACCACACGYAGTACCAATATGTCTGTKTGTGCTGCAATTGCAAACA
GTGATACTACATTTAAAAGTAGTAATTTTAAAGAGTATTTAAGACATGGTGAGGAATTYGATTTACA
ATTTATATTTCAGT 
>HPV42 

CTATTTTTAACTGTGGTTGATACTACCCGTAGTACTAACATGACTTTGTGTGCCACTGCAACATCTG
GTGATACATATACAGCTGCTAATTTTAAGGAATATTTAAGACATGCTGAAGAATATGATGTGCAATT
TATATTTCAAT 
>HPV54 

KTGTTTTTAACAGTTGTAGATACCACCCGYAGTACTAACCTAACWTTRTGTGCTACAGCAWCCWC
GCAGGATASSTTTAATAATKCTRACTTTARGGAGTATATWAGACATGTGGAGGAATATGATTTACA
RTTTATATTTCAGT 
>HPV40 

TTATTTGTTACAGTTGTAGACACCACTCGTAGCACTAATTTAACCTTATGTGCTGCCACACAGTCCC
CCACACCAACCCCATATAATAACAGTAATTTCAAGGAATATTTGCGTCATGGGGAGGAGTTTGATT
TGCAGTTTATTTTTCAGT 

>HPV43  

TTGTTTGTTACAGTGGTAGATACCACTCGTAGTACAAACTTAACGTTATGTGCCTCTACTGACCCTA
CTGTGCCCAGTACATATGACAATGCAAAGTTTAAGGAATACCTGCGGCATGTGGAAGAATATGATC
TGCAGTTTATATTTCAAT 
>HPV73 

TTATTTTTAACTGTTGTAGATACTACTAGAAGCACTAATTTTTCTGTATGTGTAGGTACACAGGCTA
GTAGCTCTACTACAACGTATGCCAACTCTAATTTTAAGGAATATTTAAGACATGCAGAAGAGTTTG
ATTTACAGTTTGTTTTTCAGT 



[16] 

 

 
 
>HPV26 

TTGTTTGTTACCTGTGTTGATACCACCCGCAGTACTAACCTTACCATTAGTACATTATCTGCAGCAT
CTGCATCCACTCCATTTAAACCATCTGATTATAAACAATTTATAAGACATGGCGAAGAATATGAATT
ACAATTTATATTTCAGT 
>HPV51 

CTTTTTRTTACYKKKGTWGATACTACCAGAAGTACAAATTTAACTATTAGCACTGCCACTGCTGCG
GTTTCCCCAACATTTACTCCAAGTAACTTTAAGCAATATATTAGGCATGGGGAAGARTATGAWTTR
CARTTTATTTTTCAAT 
>HPV82 

CTTTTTATTACTTGTGTTGACACTACYARAAGTACYAATTTAACCATTAGCACTGCTGYTACTCCATC
WGTTGCACARACATTYACTCCARCAAACTTTAAGCAGTAYATTAGGCAYGGGGAAGAATATGAATT
RCAATTTATWTTTCAAT 
>HPV53 

TTATTTGTAACTGTTGTGGATACCACCAGGAATACAAACATGACTCTTTCYGCAACCACACAGTCTA
TGTCYACATATAATTCAAAGCAAATTAAACAGTATGTTAGRCATGCAGAGGAATATGAATTACAATT
TGTGTTTCAAC 
>HPV56 

TTATTTGTTACTGTAGTAGATACTACTAGAAGTACTAACATGACTATTAGTACTGCTACAGAACAGT
TAAGTAAATATGATGCACGAAAAATTAATCAGTACCTTAGACATGTGGAGGAATATGAATTACAAT
TTGTTTTTCAAT 
>HPV66 

GTATTTGTTACTGTTGTGGATACTACCAGAAGYACCAACATGACTATTAATGCAGCTAAAAGCACA
TTAACWAAATATGATGCMCGTGAAATCAATCAATACCTTCGCCATGTGGAGGAATATGAACTACA
GTTTGTGTTTCAAC 
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