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Aims Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC) is the most frequent malignancy of oral cavity. Early diagnosis 
of OSCC can provide early treatment and increase the survival rate. Recently, the level of salivary 
biomarkers has been studied for the early diagnosis of different cancers. This study aims to assess the 
Zinc Finger protein 510 (ZNF510) concentration, a novel biomarker for the diagnosis of OSCC in early 
stages, in salvia of patients with OSCC and healthy individuals as 
Methods & Materials In this study conducted in 2019, 21 OSCC patients and 21 healthy individuals 
participated and their unstimulated saliva were collected by the spitting method. The ZNF510 
concentration was determined using the ELISA technique. All statitical analyses were performed in SPSS 
software, version 23. The significance level was set at 0.05 for all tests.
Findings The mean of ZNF510 protein was significantly higher in OSCC patients than in healthy subjects 
(P=0.019), but after considering age as a confounder variable, the difference was not significant (P=0.090). 
Moreover, in patients with OSCC, the mean of ZNF510 in those with grade II lesion was significantly higher 
than in those with lesion grade I (P=0.001). 
Conclusion Age has an effect on the ZNF510 concentration in saliva. Therefore, further studies by 
consideration of age factor and using larger sample sizes are recommended.
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Extended Abstract

Introduction

ne of the most important cancers (the sixth 
prevalent cancer) in the world is oral can-
cer. In 2018, about 300,000 new cases 
of oral cancer and a mortality number of 
150,000 worldwide were reported [1, 2]. 

The prevalence of this cancer varies around the world geo-
graphically up to 20 times in different areas of the world 
[2, 3]. The prevalence of oral cancer is significantly higher 
in Asia compared to developed countries [2, 4]. The oral 
cancer prevalence in Iran and other countries in South 
Asia such as India, Pakistan and Bangladesh is 20-36.3 per 
100,000 people [2]. 

Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC) is the most com-
mon malignancy of oral cavity and accounts for at least 
90% of all oral malignancies [4, 5]. Currently, the OSCC 
is diagnosed based on oral examination and histopatho-
logical findings [1, 6]. Biopsy of suspected malignancies 
is the standard method to determine their nature [6, 7]. In 
addition to the ailment caused by invasive biopsy, it is pos-
sible that precancerous non-homogenous lesions prevent 
determining the site of the biopsy which is significant in 
the histopathological assessment of oral cancer. Grading 
is the histopathological assessment of lesions’ degree of 
similarity to normal squamous epithelium and a method 
for evaluating the amount of creatine production. Lesions 
are graded on a three-point (grade I, II, III) or four-point 
scales. Poorly differentiated lesions have higher grades [8]. 
Although there are significant advances in treatment of oral 
cancer including surgery, radiation therapy, chemotherapy, 
or their combination, but about 50% of patients suffering 
from oral cancer survive for 5 years [9, 10]. There is still no 
effective method to accurately and easily screen oral cancer. 

Diagnosis of novel biomarkers is essential for the detection 
of early malignant oral lesions, especially in those at higher 
risk [11]. Saliva is a good candidate for detecting biomark-
ers of oral cancer. Saliva is produced by three main salivary 
glands including parotid glands, submandibular glands, and 
sublingual glands, and to a lesser extent by the sub-salivary 
glands in the lips, cheeks, tongue, palate, and glandular ducts 
[12]. Using saliva to screen oral cancer is an easier and less 
invasive method compared to blood sampling or biopsy. 
Moreover, it is more easily tolerated by patients [6].

Zinc finger protein 510 is a protein that is encoded by the 
ZNF510 gene in humans. ZNF510 protein is a member 
of a zinc-finger protein family with about 30 amino acids 
and zinc ions. It is involved in the control of cell growth, 

proliferation, differentiation, and programmed death. This 
protein has been observed in the saliva of patients with 
OSCC [9]. To our knowledge, only one study has assessed 
the level of ZNF510 in the saliva of patients with OSCC 
[9, 13]. In this regard, this study aims to compare the level 
of ZNF510, as a novel biomarker for diagnosis of OSCC 
in the early stages, in the saliva of patients with OSCC and 
healthy individuals. 

Materials and Methods

This cross-sectional analytical study was conducted on pa-
tients with OSCC and healthy individuals referred to Omid 
and Imam Reza hospitals affiliated to Mashhad University 
of Medical Sciences in Iran in 2019. In patients with OSCC, 
clinical and pathological examination had confirmed the 
presence of disease and had other inclusion criteria; i.e. age 
>18 years, consent to participate in the study [9]. Exclusion 
criteria were any systemic autoimmune disease, existence 
of oral mucosal lesions other than OSCC, and pregnancy or 
lactation [9]. According to the results of Jou et al. [9] and 
at the confidence level of 95%, a test power of 80%, and a 
type I error level of 50%, the sample size was calculated 9 
for each group. This number was increased to 21 for further 
confidence (21 patients with OSCC and 21 healthy indi-
viduals). Prior to study, the procedure was explained to par-
ticipants, and they signed a written informed consent form 
to enter the study. Then, their demographic characteristics 
and the lesion characteristics in the patient group (including 
lesion type, lesion site, and the histopathology grade of le-
sion) were recorded. Saliva sampling was then performed. 
Unstimulated saliva was used for saliva sampling because 
stimulated saliva has a low concentration of biomarkers and 
makes it difficult to detect [14]. Participants were advised 
to avoid smoking and alcohol use for 24 hours before col-
lecting saliva. On the day of sampling, patients were not 
allowed to smoke, eat, drink or brush for 1-1.5 hour before 
collecting samples. Spitting method was used to collect un-
stimulated saliva [15]. Participants were asked to collect 
saliva in their mouths and then put it into a sterile plastic fal-
con tube. This was done every 60 seconds for 5-15 minutes 
between 9-12 a.m. Approximately 5 mL of saliva was col-
lected by this method. During sampling, participants were 
in a sitting position with slightly forward posture, feeling 
completely comfortable.

The samples kept in the ice flask were transferred to the 
central laboratory of Mashhad University of Medical Sci-
ences and stored in a refrigerator at -20°C for up to 3 days. 
The samples were thawed at room temperature and were 
then centrifuged for 15 minutes (rpm at 3000) immediately 
after defrosting to separate squamous cells, debris and mu-
cus. The supernatant solution was collected and poured into 
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1.5-mL microtubes and stored at -80°C in the refrigerator. 
In the next step, ZNF510 (part per million or PPM) values 
were evaluated using an ELISA Kit (ZellBio GmbH, Ger-
many) and ELISA method. For this purpose, each sample 
was examined twice by an experienced technician who was 
unaware of allocation.

In summary, the expriment steps were as following: 
Preparation of samples and standardization, adding 40 
µl of samples, 10 µl of ZNF510, 50 µl of standard solu-
tion, and 50 µl of Streptavidin-HRP and reacting for 60 
minutes at 37°C, Washing the plate 5 times with 300 µl 
diluted buffer, adding 50 µl of chromogen solution A and 
50 µl of solution B and incubating for 10 minutes at 37°C, 
adding 50 µl of stop solution, reading optical density 
within 10 minutes at a wavelength of 450 nm, performing 
calculations and presenting reports. 

Collected data were analyzed in SPSS software,  vertion 
.23. For this purpose, Mean±SD error of ZNF510 concentra-
tion were reported for saliva samples of healthy individuals 
and patients with OSCC. Kolmogorov-Smirnov, indepen-
dent t-test, chi-square, Pearson correlation test, Kruskal-
Wallis and analysis of covariance were used to analyze the 
data. Significance level was set at 0.05 in all statistical tests.

Results

In this study, 42 individuals participated including 29 
women (69%) and 13 men (31%) with a mean age of 
60.62±10.77 years ranged 42-75 years. There was no sig-
nificant difference between the two groups in terms of gen-
der (P=0.317), but the mean of age in the healthy group was 
significantly lower than in the patient group (P<0.001). 

Table 1 and Figure 1, shows the mean and standard 
deviation of ZNF510 level. As can be seen, the mean of 
ZNF510 (ppm) in the patient group was significantly high-
er than in the healthy group according to the results of in-
dependent t-test (P=0.019); however, after considering age 
as a confounding variable, although the mean of ZNF510 
in the patient group was higher, this difference was not sig-
nificant (P=0.090). Therefore, age affected the amount of 
ZNF510. As it can be seen from Figure 2, in both groups, 
age had a direct but weak and insignificant relationship 
with ZNF510. In the patient group, the mean of ZNF510 
was lower in women than in men, but the difference was 
not significant (P=0.555). In the healthy group, the mean of 
ZNF510 was higher in women than in men, but the differ-
ence was not significant (P=0.606). 

The clinical examination of lesions showed that the low-
est and highest mean of ZNF510 were related to ulcer and 
prominent lesions, respectively. The mean of ZNF510 was 
not significantly different in terms of lesion type (P=0.522). 
Furthermore, in terms of lesion site, the lowest and high-
est mean of ZNF510 were observed on the gums and lips, 
respectively. The mean of ZNF510 was not significantly 
different in terms of of lesion site (P=0.089).

Table 2 presents the mean, standard deviation, minimum, 
maximum, and mean of the ZNF510 level categorized 
by different grades of lesion histopathology in the patient 
group. In patients with histopathological grade I, the low-
est and highest levels of ZNF510 were reported 12.5 and 
83.75 ppm; and in patients with histopathology grade II, 
they were 107.7 and 167.5 ppm, respectively. The mean of 
ZNF510 in patients with lesion grade II was significantly 
higher than in those with lesion grade I (P<0.001). It should 
be noted that 6 patients had an unknown degree of lesion 

Figure 1. Mean±SD of ZNF510 concentration in patient and healthy groups before and after controlling the effect of age factor
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histopathology. Therefore, the information in Table 2 is re-
lated to 15 patients with OSCC.

Discussion 

The current study aimed to measure the salivary ZNF510 
protein concentration in patients with OSCC compared to 
healthy individuals. In patients with OSCC, the mean of 
ZNF510 in those with lesion grade II was significantly 

higher than in those with lesion grade I. Moreover, the con-
centration of ZNF510 protein with the prominent exophytic 
tupe was higher than other clinical features, and based on 
the lesion site, the mean of ZNF510 in patients with lip 
lesions was higher than in others. However, the mean of 
ZNF510 was not significantly different between the two 
groups in terms of lesion type and site.

Table 1. Comparison of ZNF510 concentration between patient and healthy groups  (n=21)

Group
Mean±SD

Before Controlling Age Factor After Controlling Age Factor

Patient 68.39±49.32 66.36±41.84

Healthy 39.77±17.98 41.84±41.80

Test results T=2.50; P=0.019* F=3.02; P=0.090**

*Independent t-test; **Analysis of covariance

Table 2. Comparison of ZNF510 concentration between patients with different lesion grades

Lesion Grade N Mean±SD Min Max Median Independent t-test Result

Grade I 12 48.85±23.70 12.50 83.75 45.63 T=5.59
P<0.001Grade II 3 138.133±30.03 107.50 167.50 140.00

Figure 2. Relationship between age and ZNF510 concentration in each group

Patient Healthy

Age

Patient R2 Linear=0.077
Healthy R2 Linear=3.575E-4
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As mentioned before, oral cancer is the sixth most preva-
lent cancer worldwide, accounting for approximately 4% 
of all cancer cases [16]. Although the oral cavity may be 
examined directly, oral cancer sometimes is not diagnosed 
until the final stages. Biopsy and histopathological assess-
ment are the gold standard methods for definitive diagnosis 
of oral cancer, including OSCC [6]. Studies have shown 
that saliva can be used for early diagnosis of OSCC along 
with biomarkers such as metallopeptidase-9 and Chemerin 
[12]. ZNF proteins are a group of proteins with a wide 
range of molecular functions involved in the regulation of 
several cellular processes, and their function is very differ-
ent. The function of ZNF proteins seems to be related to 
the control of growth, proliferation, differentiation, and pro-
grammed death of cell (apoptosis) [17, 18]. Some studies 
have examined different types of ZNF proteins in head and 
neck cancers and OSCC [19-22]. One study by Jou et al. in 
2011 examined the amount of ZNF510 protein in the saliva 
of patients with OSCC [9]. According to them, ZNF510 
peptide levels were significantly increased in the saliva of 
patients with OSCC [9]. They indicated that ZNF510 level 
was significantly related to the oral cancer stages where it 
was higher in T3+ T4 stages compared to T1+ T2 stages. 
Moreover, they reported that the sensitivity and specificity 
in the early diagnosis and progression stage of the tumor 
was 96%. They concluded that the detection of ZNF510 
peptide level is related to the progression of OSCC,  and it 
is effective and useful for accurate and early diagnosis [9]. 
In our study, the mean of ZNF510 protein concentration in 
the saliva of patients with OSCC was significantly higher 
than in healthy individuals, but this difference was not sig-
nificant between the two groups after controlling the age 
factor as a confounding factor, indicating that age factor af-
fects the salivary ZNF510 concentration. Therefore, saliva 
protein levels are changed by increasing age, and there is an 
age-related effect on the secretion of a particular compound 
in saliva. Although the relationship between ZNF510 con-
centration and age in our study was weak, it can be claimed 
that the ZNF510 protein concentration in saliva increases 
by the increase of age.

Conclusion

The ZNF510 protein concentration is significantly higher 
in patients with OSCC compared to healthy individuals. 
However, after considering age as a confounding variable, 
this difference is not significant. It is recommended to con-
duct more studies by considering the effect of age factor.

It should be noted that the healthy group was selected 
from among the patients‘ healthy companions (first degree 
relatives) in order to homogenize the two groups in terms 
of heritage. One the other hand, the ZNF510 concentra-

tion was significantly higher in patients with lesion grade 
II compared to those with grade I. Therefore, ZNF510 in 
saliva may play a role as a possible biomarker for early di-
agnosis and progression of OSCC. However, more studies 
are needed with higher sample sizes and examinations of 
lesions grades III and IV in order to generalize the findings. 
The results of this study can be regarded as the beginning of 
further studies on the diagnostic methods of OSCC.
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اهداف کارسینوم سلول سنگفرشی دهان شایع ترین بدخیمی در حفره  دهان  است. تشخیص زودهنگام این سرطان دهان به درمان  به موقع 
و افزایش میزان بقای بیماران منجر می شود. اخیراً سطوح نشانگرهای موجود در بزاق به عنوان شاخصی برای تشخیص سرطان  مورد توجه 
است. تحقیق حاضر با هدف تعیین مقادیر پروتئین ZNF510) 510 Zinc Finger Protein( در بزاق افراد مبتلا به کارسینوم سلول 

سنگفرشی دهان و افراد سالم به عنوان یک نشانگر جدید برای تشخیص این سرطان دهان در مراحل اولیه انجام شد. 

مواد و روش ها این مطالعه بر روی 21 بیمار مبتلا به  کارسینوم سلول سنگفرشی دهان و 21 فرد سالم در سال 1398 صورت گرفت.  
نمونه های بزاق غیرتحریکی آن ها با روش Spitting جمع آوری شد. مقادیر ZNF510 با استفاده از روش ELISA اندازه گیری و تمام 

محاسبات با استفاده از نرم افزار SPSS نسخه 23 انجام شد. سطح معنا داری کمتر از 0/05 تعیین شد.

یافته ها در مطالعه حاضر، میانگین غلظت ZNF510 در افراد مبتلا به کارسینوم سلول سنگفرشی دهان به  طور معنا داری بیشتر از 
افراد سالم بود (P=0/019(، اما بعد از در نظر گرفتن سن به عنوان متغیر مخدوشگر، با اینکه میانگین ZNF510 در گروه بیمار 
بیشتر از گروه سالم بود، اما مقدار اختلاف معنا دار نبود (P =0/090(. همچنین در بیماران مبتلا به کارسینوم سلول سنگفرشی 
 I به  طور معنا داری بیشتر از افراد دچار ضایعه با درجه II در افراد دچار ضایعه با درجه هیستوپاتولوژی ZNF510 دهان میانگین

 .)P=0/001) بود

نتیجه گیری در این تحقیق، بعد از در نظر گرفتن سن به عنوان متغیر مخدوشگر، با اینکه میانگین ZNF510 در گروه بیمار از گروه سالم 
بیشتر بود، اما اختلاف معنا داری مشاهده نشد. هرچند در این مطالعه سن با میانگین ZNF510 رابطه مستقیم و ضعیفی داشت، می توان 
بیان کرد تأثیر وابسته به سن بر ترشح ZNF510 در بزاق وجود دارد. ازاین رو مطالعات تکمیلی با در نظر گرفتن متغیر سن و حجم نمونه 

بالاتر توصیه  می شود.
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مقدمه

ششمین  و  سرطان  انواع  مهم ترین  از  یکی  دهان،  سرطان 
سرطان شایع در جهان است. در سال 2018 حدود  1300 مورد 
جدید و  150 هزار مرگ و میر در سراسر جهان گزارش شده است 
ازنظر جغرافیایی در سراسر جهان  این سرطان  ]1، 2]. شیوع 
تفاوت زیادی دارد و در مناطق مختلف جهان تا حدود 20 برابر 

متفاوت است ]2، 3]. 

به  نسبت  آسیا  در  قابل توجهی  به  طور  دهان  سرطان  شیوع 
کشورهای صنعتی بالاتر است ]2، 4]. شیوع این سرطان در ایران 
در کنار کشورهای منطقه جنوب آسیا چون هند، پاکستان و 
بنگلادش با شیوع 20 تا 36/3 در هر 100 هزار نفر قرار دارد ]2]. 

کارسینوم سلول سنگفرشی دهان1، شناخته شده ترین سرطان 
در حفره دهان  است و حداقل 90 درصد از تمام بدخیمی های 

دهان را شامل  می شود ]4، 5].

در حال حاضر تشخیص کارسینوم سلول سنگفرشی دهان 
براساس معاینه دهانی و بررسی های هیستوپاتولوژی است ]1، 
6]. بیوپسی ضایعات مشکوک روش استاندارد برای تعیین ماهیت 
آن هاست ]6، 7]. علاوه بر ناراحتی ناشی از بیوپسی تهاجمی، 
ظهور غیر یکنواخت ضایعات قبل از سرطان ممکن است مانع از 
تعیین محل بیوپسی شود که در بررسی هیستوپاتولوژیک سرطان 

دهانی بسیار مهم است. 

اپی تلیوم  به  ضایعه  شباهت  درجه  هیستوپاتولوژی  بررسی 
سنگفرشی نرمال و میزان تولید کراتین را درجه بندی2 می نامند. 
با مقیاس سه عددی (grade I، II، III( یا چهارعددی  ضایعات 
درجه بندی می شوند. ضایعات با تمایز کمتر، اعداد بالاتر را به 
خود اختصاص می دهند ]8 ]. حتی با پیشرفت های قابل توجه 
در روش های درمان شامل جراحی، پرتودرمانی، شیمی درمانی یا 
ترکیبی از آن ها، بقای 5 ساله برای سرطان دهان در حدود 50 
درصد است ]9، 10]. هنوز روش مؤثری جهت غربالگری دقیق 
و آسان سرطان دهان  وجود ندارد. تشخیص نشانگرهای جدید 
برای شناسایی ضایعات زودرس بدخیم دهانی به ویژه در افراد در 

معرض خطر ضروری است ]11].

در مورد سرطان دهان، بزاق، کاندیدای خوبی برای شناسایی 
نشانگرهاست. بزاق توسط غدد بزاقی اصلی شامل غدد پاروتید، 
غدد تحت فکی، غدد زیرزبانی و به میزان کمتر توسط غدد بزاقی 
فرعی در لب ها، گونه ها، زبان، کام و نیز توسط مجاری غدد  تولید 
 می شود ] 12]. در مقایسه با نمونه خون یا بیوپسی، استفاده از 
بزاق برای غربالگری سرطان دهان روشی آسان تر و با تهاجم کمتر 

 است. همچنین توسط بیماران راحت تر تحمل  می شود ]6].

1. Oral Squamous Cell Carcinoma ( OSC C )
2. Grading

یک   (ZNF510)  510 Zinc Finger Protein پروتئین
کدگذاری    ZNF510 ژن  توسط  انسان  در  که  است  پروتئین 
می شود. پروتئین ZNF اعضای خانواده ای است که حاوی حدود 
سی اسیدآمینه و یون روی  است. عملکرد پروتئین های ZNF در 
کنترل رشد، تکثیر، تمایز و مرگ برنامه ریزی شده سلول دخیل  
کارسینوم سلول  دارای  بیماران  بزاق  در  پروتئین  این  هستند. 

سنگفرشی دهان مشاهده شده است ]9]. 

باتوجه به اینکه مطابق بررسی های ما، تاکنون تنها یک مطالعه 
به بررسی سطح ZNF510 در بزاق افراد دچار کارسینوم سلول 
سنگفرشی دهان پرداخته است ]9، 13]، مطالعه حاضر با هدف 
اندازه گیری میزان ZNF510 در بزاق افراد دارای کارسینوم سلول 
سنگفرشی دهان و افراد سالم به عنوان یک نشانگر جدید برای 
اولیه  مراحل  در  دهان  سنگفرشی  سلول  کارسینوم  تشخیص 

طراحی  می  شود. 

مواد و روش ها

این پژوهش تحلیلی مقطعی روی افراد مبتلا به کارسینوم سلول 
سنگفرشی دهان و افراد سالم مراجعه کننده به بیمارستان امام رضا 
و امید دانشگاه علوم پزشکی مشهد در سال 1398 صورت گرفت. 
این مطالعه بر روی بیمارانی که ابتلای آن ها به کارسینوم سلول 
سنگفرشی دهان از طریق معاینه بالینی و بررسی آسیب شناسی 
تأیید شده بود و سایر معیارهای ورود به مطالعه را داشتند، انجام 
شد. سایر معیارهای ورود به مطالعه3 شامل بیماران بالای 18 
سال، رضایت  جهت شرکت در مطالعه و بیماران صلاحیت دار 
ایمنی ]9] بود. همچنین شرایط خروج افراد از مطالعه4 شامل 
بیماران دچار شرایط سیستمیک مرتبط با اختلال ایمنی، وجود 
ضایعات مخاطی دهانی (به جز کارسینوم سلول سنگفرشی دهان( 

و حاملگی یا شیردهی ]9] در نظر گرفته شد. 

با در نظر گرفتن نتایج جو و همکاران ]9] و احتساب میزان 
نیز  برابر 95  درصد، توان آزمون معادل 80  درصد و  اطمینان 
سطح خطای نوع اول برابر با 5  درصد، حجم نمونه برای هر گروه 
با استفاده از فرمول مقایسه دو میانگین، 9 نفر به دست آمد که 
این تعداد در عمل و برای اطمینان بیشتر به 21 نفر برای گروه 

کنترل و 21 نفر برای گروه بیمار افزایش پیدا کرد.

تعداد 21 بیمار مبتلا به کارسینوم سلول سنگفرشی دهان و 
21 فرد سالم از همراهان بیماران انتخاب و ارزیابی شدند. در ابتدا 
برای افراد توضیحات کامل در خصوص این مطالعه ارائه شد. در 
صورت موافقت برای ورود به مطالعه، فرم رضایت نامه کتبی توسط 

آن ها تکمیل و امضا   شد. 

3. Inclusion Criteria
4. Exclusion Criteria
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پس از تکمیل فرم رضایت نامه و ورود به طرح، مشخصات فردی 
بیمار مشخصات ضایعه ( شامل شکل ضایعه،  آن ها و در گروه 
محل ضایعه و درجه هیستوپاتولوژی ضایعه( ثبت شد. سپس 
نمونه گیری بزاق از آن ها به عمل آمد. برای نمونه گیری بزاق از 
بزاق غیر تحریکی استفاده شد، زیرا بزاق تحریکی غلظت کمی از 

نشانگرهای زیستی دارد و تشخیص را دشوار  می کند ]14]. 

به شرکت کنندگان توصیه شد 24 ساعت قبل از جمع آوری بزاق 
از مصرف دخانیات و الکل اجتناب کنند. در روز نمونه گیری، بیماران 
از 1 تا 1/5 ساعت قبل از جمع آوری بزاق از استعمال دخانیات، 
خوردن، آشامیدن یا مسواک زدن منع شدند. بزاق غیرتحریکی 
شرکت کنندگان با استفاده از روش Spitting جمع آوری شد ]15]. 

برای جمع آوری بزاق غیرتحریکی، از بیماران خواسته شد که بزاق را 
Fal- (در دهان خود جمع و سپس آن را در یک لوله  پلاستیکی استریل 

con( بریزند. این کار معمولًا هر 60 ثانیه و برای مدت 5 تا 51 دقیقه 
صورت گرفت. با این روش، حدوداً 5 میلی لیتر بزاق جمع آوری شد. 
جمع آوری بزاق در موقعیت نشسته، کاملًا راحت و در حالتی که بیمار 
کمی به سمت جلو خم شده باشد، بین ساعات 9 تا 12 صبح انجام شد. 

نمونه ها بعد از جمع آوری در لوله آزمایش، درون فلاسک یخ به 
آزمایشگاه مرکزی دانشکده پزشکی دانشگاه علوم پزشکی مشهد 
منتقل شدند و حداکثر تا 3 روز در یخچال با دمای 20- درجه 
نگهداری شدند. پس از آن، نمونه ها در دمای اتاق دفریز شدند. 
دفریز شدن، جهت جداسازی  از  بعد  بلافاصله  بزاق  نمونه های 
دقیقه  به مدت 15  موکوس،  و  دبری ها  سنگفرشی،  سلول های 
(3000 دور در دمای 25 درجه سانتی گراد( سانتریفیوژ شدند. 
میکروتیوب 1/5  درون  در  و  نمونه ها جمع آوری  رویی  محلول 

ریخته شد و سپس در یخچال 80- درجه نگهداری شدند. 

از  استفاده  با   (PPM)0 ZNF  مقادیر بعدی،  مرحله   در 
روش  و   )ZellBioGmbH، Germany)  ZNF510 ELISA Kit
ELISA ارزیابی و نتایج گزارش شد. برای این کار، هر نمونه 2 
بار توسط یک تکنسین باتجربه که هیچ اطلاعی از گروه بندی 

شرکت کنندگان نداشت، بررسی شد. 

به صورت خلاصه، مراحل آزمایش شامل موارد زیر بوده است:

1 . آماده سازی نمونه ها و استانداردسازی آن ها، 

 ،ZNF510  2. افزودن 40 میکرولیتر از نمونه ها، 10 میکرولیتر از
50 میکرولیتر محلول استاندارد، از Streptavidin-HRP و ایجاد 

واکنش به مدت 60 دقیقه در دمای 37 درجه سانتی گراد، 

3. شست وشوی پلیت 5 بار با 300 میکرولیتر بافر رقیق شده،

4. افزودن 50 میکرولیتر محلول کروموژن A و 50 میکرولیتر 
از محلول B و انکوباسیون به مدت 10 دقیقه در دمای 37 درجه 

سانتی گراد،  

5. افزودن محلول Stop به میزان 50 میکرولیتر،

6. قرائت میزان Optical Density در عرض 10 دقیقه در 
طول موج 450 نانومتری،

 7. انجام محاسبات و گزارش.

روش های آماری

برای تحلیل داده ها از نسخه 23 نرم افزار آماری SPSS استفاده 
شد. برای این کار، میانگین، انحراف معیار و خطای معیار مقادیر 
غلظت Zinc Finger Protein 510 در نمونه های بزاق افراد سالم 
و افراد مبتلا به کارسینوم سلول سنگفرشی دهان اندازه گیری و 

گزارش شد. 

در تحلیل داده ها از آزمون های کولموگروف ـ اسمیرنف5، تی  
مستقل6، کای   اسکوئر7، ضریب همبستگی پیرسون8، کروسکال 
والیس9 و تحلیل کوواریانس10 استفاده شد. سطح معنا داری در 

آزمون های آماری برابر با 5 درصد در نظر گرفته شد. 

یافته ها

در این مطالعه، 42 نفر شامل 29 زن (69 درصد( و 13 مرد 
دامنه  و  سال   60/62±10/77 سنی  میانگین  با  درصد(   31)
 510 Zinc Finger Protein سنی 42 تا 75 سال از نظر میزان
(ZNF510) و ارتباط آن با متغیرهایی همچون سن، جنس، شکل 
ضایعه، محل ضایعه و درجه هیستوپاتولوژی ضایعه در 2 گروه 
بیماران مبتلا به کارسینوم سلول سنگفرشی دهان و سالم بررسی 
شدند. توزیع جنسیت در گروه های مورد مطالعه از نظر آماری، 
تفاوت معنا داری با یکدیگر نداشت (P=0/317(، اما میانگین سن 
در گروه سالم به طور معنا داری کمتر از میانگین سن در گروه 

.)P<0/001) بیمار بود

در جدول شماره 1 و تصویر شماره 1، میانگین و انحراف معیار 
متغیر ZNF510 آورده شده است. همان گونه که مشاهده می شود 
  ZNF510) در حالت عادی براساس آزمون تی مستقل میانگین
سالم  گروه  از  بیشتر  معناداری  به  طور  بیمار  گروه  در   )PPM
بود (P=0/019(، اما بعد از در نظر گرفتن سن به عنوان متغیر 
مخدوشگر، با اینکه میانگین ZNF510 در گروه بیمار از گروه سالم 
بیشتر بود، اما این اختلاف معنا دار نبود (P=0/090(. بنابراین سن 

بر میزان ZNF510 تأثیرگذار است.

5. Kolmogorov-Smirnov
6. Independent t-test
7. Chi Square
8. Pearson correlation coefficient
9. Kruskal-Wallis
10. Analyze of Covariance (ANCOVA)
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در مورد ارتباط متغیرهای سن و ZNF510 ، همان طور که در 
تصویر شماره 2 مشاهده می شود در هر 2 گروه بیمار و سالم، سن 

با ZNF510 رابطه مستقیم، ضعیف و غیر معناداری داشت.

در این مطالعه، در گروه بیمار، میانگین ZNF510 در زنان کمتر 
از مردان بود، اما مقدار این اختلاف معنادار نبود (P=0/552(. در 
گروه سالم، میانگین ZNF510 در زنان بیشتر از مردان بود، اما 

.)P=0/606) همچنان مقدار اختلاف معنادار نبود

برحسب نمای بالینی ضایعات، کمترین و بیشترین میانگین 
ضایعه  و  زخم  دچار  گروه های  به  مربوط  به ترتیب   ZNF510

ضایعه  شکل های  انواع  بین   ZNF510 میانگین  بود.  برجسته 
.)P=0/522) اختلاف معناداری با یکدیگر نداشتند

همچنین بر اساس مکان درگیری ضایعات، کمترین و بیشترین 
میانگین ZNF510 به ترتیب مربوط به محل های لثه و لب بود. 
میانگین ZNF510 بین انواع محل های ضایعه اختلاف معناداری 

.)P=0/089) با یکدیگر نداشتند

در جدول شماره 2، میانگین، انحراف معیار، کمترین، بیشترین 
و میانه متغیر ZNF510 به تفکیک انواع درجه هیستوپاتولوژی 
ضایعه در گروه بیماران ارائه شده است. همان گونه که مشاهده 

)n-21( بین گروه های بیمار و سالم ZNF510 جدول 1. مقایسه

گروه
میانگین± انحراف معیار

تعدیل شدهمشاهده شده

41/84± 49/3266/36±68/39بیمار

41/80±17/9841/84±39/77سالم

 T=2/50نتیجه آزمون تی مستقل و تحلیل کوواریانس
  P=0/019

F=3/02 
 P=0/090

جدول 2. مقایسه ZNF510 بین انواع درجه ضایعه در گروه بیماران

نتیجه آزمون تی مستقلمیانهبیشترینکمترینمیانگین± انحراف معیارتعداددرجه ضایعه

I1248/85 ±  23/7012/5083/7545/63T=5/59
P<0/001 II3138/33± 30/03107/50167/50140/00

 نمودارها
 

 
 در گروه های بیمار و سالم قبل و بعد از تعدیل متغیر سن ZNF510. میانگین و انحراف معیار 1نمودار

 

 
 به تفکیک گروه های بیمار و سالم  ZNF510. ارتباط بین سن با 2نمودار
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 می شود کمترین و بیشترین مقدار ZNF510 در افرادی که ضایعه 
با درجه هیستوپاتولوژی I داشتند، 12/5و 83/75 و در افرادی 
که ضایعه با درجه هیستوپاتولوژی II داشتند، 107/5 و 167/5 
با درجه  افراد دچار ضایعه  گزارش شد. میانگین ZNF510 در 
هیستوپاتولوژیک II به طور معنا داری بیشتر از افراد با ضایعه درجه 
بیماران دچار درجه ضایعه  از  نفر  تعداد 6   .)P<0/001) بود  I
نامشخص بودند. اطلاعات ا رائه شده در این جدول مربوط به 15 

نفر از افراد مبتلا به کارسینوم سلول سنگفرشی دهان است.

بحث

در مطالعه حاضر، میزان غلظت پروتئین ZNF510 در افراد 
مبتلا به کارسینوم سلول سنگفرشی دهان به طور معنا داری بیشتر 
از افراد سالم بوده است. بعد از در نظر گرفتن سن به عنوان متغیر 
مخدوشگر، با اینکه میانگین ZNF510 در گروه بیمار از گروه 
سالم بیشتر بود، اما مقدار اختلاف معنا دار نبود. در بیماران مبتلا 
به کارسینوم سلول سنگفرشی دهان میانگین ZNF510 در افراد 
دچار ضایعه با درجه هیستوپاتولوژی II به طور معنا داری بیشتر از 

افراد دچار ضایعه با درجه هیستوپاتولوژی I بود. 

پروتئین  غلظت  میزان  بالینی،  نمای  برحسب  همچنین 
ZNF510 در نمای برجسته بیشتر از سایر نماها بود و براساس 
محل درگیری میانگین ZNF510 در بیماران دچار ضایعه در لب 
بیشتر از سایر بیماران گزارش شد، اما میانگین ZNF510 برحسب 
نمای بالینی و محل درگیری بین 2 گروه تفاوت معناداری نداشت.

سرطان دهان، ششمین سرطان شایع در سراسر جهان است که 
تقریباً 4 درصد از کل موارد سرطان را تشکیل می دهد ]16]. اگرچه 
حفره دهان ممکن است مستقیم معاینه شود، اما گاهی سرطان 
دهان تا مراحل انتهایی تشخیص داده نمی شود. بیوپسی و بررسی 
 هیستوپاتولوژی تنها روش استاندارد طلایی تشخیص قطعی سرطان 

از  جمله کارسینوم سلول سنگفرشی دهان است ]6]. 

هنوز روش مؤثری برای غربالگری دقیق و آسان سرطان دهان 
وجود ندارد. تشخیص نشانگرهای تومور جدید برای شناسایی 
ضایعات زودرس بدخیم دهانی به ویژه در افراد در معرض خطر 
ضروری است. اخیراً نشان داده شده است که بزاق، واسطه مهمی 
جهت تشخیص و ارزیابی بعضی از بیماری  های سیستمیک به 
بزاق برای  از  شمار  می آید. مطالعات نشان داده اند که می توان 
تشخیص زودرس کارسینوم سلول سنگفرشی دهان با نشانگرهایی 

مانند MMP-9  ، Chemerin استفاده کرد ]12]. 

پروتئین های ZNF ، یکی از گروه های پروتئینی هستند که دارای 
طیف گسترده ای از عملکردهای مولکولی  هستند. این پروتئین ها 
در تنظیم چندین فرایند سلولی نقش دارند و عملکرد آن ها بسیار 
متفاوت است. عملکرد پروتئین های ZNF به نظر می رسد با کنترل 
رشد، تکثیر، تمایز و مرگ برنامه ریزی شده سلول (آپوپتوز( مرتبط 

باشد ]17، 18]. 

تصویر 2. ارتباط بین سن با ZNF510 به تفکیک گروه های بیمار و سالم
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مطالعات دیگر، انواع دیگری از پروتئین های خانواده ZNF را 
در سرطان سر و گردن و سرطان سلول سنگفرشی دهان بررسی 
کرده اند ]19-22]. مطابق بررسی های ما، تاکنون تنها یک مطالعه 
]9] میزان پروتئین ZNF510 را در بزاق افراد دچار کارسینوم 

سلول سنگفرشی دهان بررسی کرده است. 

پروتئین  غلظت  میزان  اندازه گیری  هدف  با  حاضر  تحقیق 
ZNF510 بزاقی در افراد مبتلا به کارسینوم سلول سنگفرشی 

دهان و افراد گروه کنترل سالم انجام شد. 

در تحقیق جو و همکاران، مقادیر پپتیدی ZNF510 به میزان 
سنگفرشی  سلول  کارسینوم  به  مبتلا  افراد  بزاق  در  معنا داری 
دهان افزایش یافته بود ]9]. جو و همکاران نشان دادند که سطح 
ZNF510 به  طور معناداری با مراحل سرطان دهان ارتباط دارد و 
در مراحل T3+T4 بیشتر از مراحل T1+T2 است. همچنین گزارش 
کردند که میزان حساسیت و ویژگی آن در تشخیص مرحله اولیه 
و پیشرفته تومور 96 درصد  است. آن ها نتیجه گرفتند شناسایی 
سلول  کارسینوم  پیشرفت   با  مرتبط   ZNF510 پپتید  سطح 
 سنگفرشی دهان بوده و برای تشخیص دقیق و زودهنگام مؤثر و 

مفید  است ]9].

در این پژوهش نیز میانگین غلظت پروتئین ZNF510 در بزاق 
بیماران مبتلا به کارسینوم سلول سنگفرشی دهان با اختلاف 
معناداری بیشتر از افراد سالم بود. اگرچه بعد از در نظر گرفتن 
متغیر سن، میانگین ZNF510 در گروه آزمایش از گروه کنترل 
بیشتر بود، اما این اختلاف بین 2 گروه معنا دار نبود. ازآنجاکه 
پس از حذف سن به عنوان عامل مخدوشگر این اختلاف معنادار 
بزاق   ZNF510 بر میزان غلظت پروتئین بنابراین سن  نیست، 
مؤثر  است. با افزایش سن ترکیبات بزاق از جمله میزان پروتئین ها 
دستخوش تغییر  می شود و تأثیر وابسته به سن بر ترشح یک 

ترکیب خاص در بزاق وجود دارد. 

هرچند در مطالعه ما ارتباط میزان غلظت پروتئین ZNF510 با  
سن ضعیف و مستقیم  است، اما می توان بیان کرد که با افزایش 

سن، میزان غلظت پروتئین ZNF510 بزاق نیز افزایش  می یابد. 

در این مطالعه جهت یکسان سازی 2 گروه ازنظر وراثت، گروه 
کنترل از همراهان بیمار ( خویشاوندان درجه 1( انتخاب شدند. 
درجه  با  ضایعه  دچار  افراد  در   ZNF510 میانگین  همچنین 
هیستوپاتولوژی II به  طور معنا داری بیشتر از افراد با ضایعه درجه 
I بود، بنابراین  می توان اظهار کرد که  ZNF510 موجود در بزاق 
ممکن است به عنوان یک نشانگر زیستی احتمالی جهت تشخیص 
اولیه و پیشرفت کارسینوم سلول سنگفرشی دهان نقش داشته 
باشد. برای تعمیم یافته ها نیاز به مطالعات و ارزیابی های بیشتر 
با حجم نمونه بالاتر و بررسی درجه های III و IV  است، اما نتایج 
زمینه  در  بیشتر  مطالعات  برای  شروعی  می تواند  این مطالعه 

روش های تشخیصی این بیماران باشد.

نتیجه گیری

به  مبتلا  بیمار  افراد  در   ZNF510 پروتئین  غلظت  میزان 
از  بیشتر  معنا داری  به  طور  دهان  سنگفرشی  سلول  کارسینوم 
افراد سالم بوده است. بعد از در نظر گرفتن سن به عنوان متغیر 
مخدوشگر، با اینکه میانگین ZNF510 در گروه بیمار از گروه سالم 
بیشتر بود، اما این اختلاف معنا دار نبود. بنابراین هرچند در این 
مطالعه سن با میانگین ZNF510 رابطه مستقیم و ضعیفی داشت، 
 ZNF510 اما می توان بیان کرد که تأثیر وابسته به سن بر ترشح
در بزاق وجود دارد. ازاین رو مطالعات تکمیلی با در نظر گرفتن 

متغیر سن و حجم نمونه بالاتر توصیه  می شود.
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