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 HTLV-1 آلودگي به ويروسبراي تشخيص  PCRفن راه اندازي 
  هبافتهاي پارافيندر 
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  چكيده
 ويروس ويژگي مهم اين.  اولين رتروويروس شناخته شده انساني و جزء خانواده انكوويروس ها استHTLV-1ويروس  :مقدمه

مطالعات .  مي باشدHTLV-1 شمال خراسان يكي از مناطق آندميك آلودگي به ويروس است ومحدوديت شيوع جغرافيايي آن 
 PCR فنپژوهش حاضر با هدف راه اندازي  . باشدمؤثرهاي پيشگيري  اپيدميولوژي و بررسي انتشار آلودگي مي تواند در طراحي روش

)Polymerase Chain Reaction (جهت بررسي آلودگي به ويروس پارافينهدر ايران، برروي بافتهاي بار اي اولين بر HTLV-1 انجام 
 آلودگي و به ويژه تاريخي  جغرافيايي ولكولي در راستاي مشخص كردنوزمينه را براي مطالعات اپيدميولوژي مروش اين . شده است

  . فراهم مي آوردآننيز بررسي الگوهاي انتشار 
 ابتداجستجوي ژن بتااكتين با استفاده از پرايمرهاي . استبه منظور تثبيت تكنيكآزمايشگاهي از نوع تجربي به صورت ن مطالعه اي :روش بررسي

 كه از بايگاني بخش آسيب شناسي  كبد، طحال، پوست وگره لنفيمختلف مانندي نمونه هاي بافتي پارافينه از اعضااختصاصي مربوطه بر روي 
  غلظت بهينه. پيكو مول بود 8مول و پرايمر   ميلي2غلظت اپتيمال كلريد منيزيم .صورت پذيرفت مشهد استخراج گرديده بود ) ع(بيمارستان امام رضا

DNA ن  پس از آ. بود براي بلوك هاي بافتي مختلف، متفاوتPCR با پرايمرهاي tax ، pol، env و LTR ژنوم ويروس HTLV-1  50بر روي 
  . نشان داده شدHTLV-1آلوده به  پوست وگره لنفي و تكرار پذيري تكنيك روي بافتهاي . انجام شد  لنفيگرهبافت پارافيني مورد 
 و Taxدوسري براي قطعه (بافتهاي مربوط به گره هاي لنفي در يك مورد بيمار مبتلا به لنفوم غيرهوجكيني با پنج سري پرايمر   مورد50بين  : نتايج

 لنفوم غيرهوجكيني يك مورد ديگر مربوط به يك بيمار با. در نواحي مربوط به هر كدام ايجاد باند نمود) LTR, Env, Polيك سري براي قطعات 
درصد ) HTLV-1به سبب قطعيت آلودگي به (با احتساب مورد اول  . مثبت بوده و با ساير پرايمرها باندي ايجاد نكردTaxا دوسري پرايمر تنها ب

  .افزايش مي يابد درصد 4بهدر صورت محاسبه مورد دوم شيوع آلودگي  .مي باشد  درصد2 هاي لنفي  گرهاي پارافينهه افتشيوع در ب
 از نظر آماري مطالعه ديگر ) درصد3/2(در اين مطالعه با شيوع سرولوژيك نمونه هاي خون بافتي  مقايسه ميزان آلودگي :نتيجه گيري 

  .)P=0.883 ( كردندتأييد و نتايج يكديگر را دادتفاوت معني داري نشان ن
  

   DNA  ، لنفوم، استخراجHTLV-1واكنش زنجيره اي پليمراز، ويروس : واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
  ها و  تاريخ حيات بشري و سيرتحول علم همگام با فعاليت

  
 ايمونولوژي مركز تحقيقات ايمونولوژي   گروه  دانشيار-1
     آسيب شناسيگروه  دانشيار -2
   09155114878:تلفن    آسيب شناسيگروه استاديار : نويسنده مسئول -3*

           Email :mhdfarzadnia @yahoo.com 
   مركز تحقيقات ايمونولوژي–ايمونولوژي دكتراي دانشجوي  -4

  مشهدو خدمات بهداشتي درماني  دانشگاه علوم پزشكي - 1،2،3،4
  28/10/1385 :تاريخ پذيرش    25/12/1384:تاريخ دريافت

است كه انسان براي غلبه بر بيماري ها و افزايش طول عمر ي تحقيقات
كه در اين مسير انجام شده  از جمله فعاليت هايي. داشته است

 شواهدي از ارتباط ويروس و ارايه با 1909تحقيقاتي است كه از سال 
و به صورت مداوم امتداد شروع شده  Rousسرطان توسط آقاي 

 ف ويروس لنفوتروپ انساني نوع  منجر به كش1978يافته و در سال 

T)HTLV-1 (مطالعات اپيدميولوژي در بسياري از موارد .شده است 
 مي تواند در طراحي HTLV-1از جمله آلودگي به ويروس ها نظير 
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از روش هاي نوين مطالعات .  باشدمؤثرروش هاي پيشگيري بيماري 
  . اپيدميولوژي استفاده از روش هاي ملكولي است

اولين رتروويروس شناخته شده  Tتروپ انساني نوع ويروس لنفو
 Adult( بالغينTانساني است كه ايجاد بدخيمي لنفوسيت هاي سلول 

Tcell Lymphoma/ Leukemia (پاراپارزي اسپاستيك /ميلوپاتي و
(HAM/TSP)از نظر فيلوژنتيك به كه  مي نمايدرا  و ساير بيماريها 

. )1(تعلق دارد) A گروه  زيرCosmopalitan)( گروه بين قاره اي
محدوديت جغرافيايي اين ويروس و بيماريهاي همراه آن انگيزه انجام 
تحقيقات گسترده اپيدميولوژي بر روي اين ويروس در دنيا بوده 

خراسان به عنوان يك منطقه اندميك با شيوع بالا  ،در ايران نيز. است
  .)2(در دنيا شناخته شده است%) 3/2-3%(

 با استفاده از ي رديابي اسيدنوكلئيك ويروسروشهاي شناساي
.  استPCR بلات و هيبريداسيون درجا و هيبريداسيون ساترن

PCR از .تشخيص قطعي جايگاه ويژه اي دارد از اين بين، جهت 
امتيازات اين روش سرعت، حساسيت، عملكرد انتخابي، صحت و 

حال حاضر يكي از  در PCRروش . )3(تكرار پذيري آن است
 .هاي نادر ژني مي باشد هاي مهم براي تشخيص سرطان يا جهش روش

 براي  روش هايي PCRاصليبا انجام برخي تغييرات روي تكنيك 
تشخيص آلل هاي موتاسيون يافته در جمعيت فراواني از آلل هاي 

 و يا تشخيص سلولهاي Allel-specific PCRوحشي به كمك 
به ) Immunobeaded RT-PCR(سرطاني گردشگر در خون 

اين تكنيك جاي خود را براي تشخيص .آمده است وجود 
مولكولي انگل هايي مثل توكسوپلاسما و يا ساير عوامل عفوني 

   .)4(خوبي باز نموده استه ب نيزنظير هليكوباكتر پيلوري 
   روي چنين نمونه هاييبر  PCRانجام اند كه برخي ادعا نموده گر چه 

 .)5(ذكر كرده اند% 31تا2 بين  آن راميزان شكست قابل اعتماد نبوده و
  هاي  با توجه به اينكه نمونه هاي بافتي بيماران در بايگاني بخشاما 

قابل نگهداري بوده و ) تا نيم قرن(آسيب شناسي براي مدت طولاني 
  امكان مطالعات فراوان روي آنها وجود دارد لذا اين تحقيق جهت

 اي پلي مراز نجيره زواكنش و تثبيت استفاده از  راه اندازي
)Polymerase Chain Reaction ( براي تشخيص آلودگي بافت هاي

با اين اميد  ، طراحي شده استHTLV-1 مانندپارافينه به عوامل عفوني 
كه مطالعات ملكولي بر روي نمونه هاي بافتي قديمي بتواند ما را در 
 يافتن كانونهاي اصلي عفونت و تخمين زمان احتمالي پيدايش آن

اهداف اختصاصي اين تحقيق علاوه بر راه اندازي اين . رهگشا باشد
 در بافت هاي پارافينه و HTLV-1روش، تعيين ميزان شيوع آلودگي به 

 شده در نمونه هاي سرمي و نيز ارايهمقايسه شيوع آلودگي بافتي با آمار 
 HTLV-1ايجاد زمينه تحقيقات اپيدميولوژي ملكولي در مورد ويروس 

  . است
  بررسيروش 

ژنوم ويروس ي تكثير توالي ابتدا پرايمر هاي مورد نياز برا :تهيه نمونه-1
HTLV-1 براي اطمينان از نداشتن مشابهت بين توالي پرايمرها .تهيه شدند 

 بانك ژنتيكي با ساير تواليهاي ژنتيكي موجود از اطلاعات موجود در
NCBI)(National Center Biological Institute نامه نرم  و بر
پرايمرهاي مورد استفاده . استفاده شد) Blast( بلاستافزاري

 [HT-2, HT-1] به نام هاي taxشامل دو سري پرايمر براي قطعه 
(Ht-1, HT-4) يك سري براي  وHP-1) pol و HP-4( LTR و 

env شركت ( بودندRoche( ) جهت تعيين صحت . )1جدول
 يك فرد با تشخيص قطعي عملكرد پرايمرها از نمونه خون متعلق به

ATLLاستفاده شد .  

  HTLV-1ويروسPCR مشخصات پرايمر هاي مورد استفاده در ): 1(جدول 
 پرايمر توالي

7346  GGA  TAC  CCA  GTC     TAC   GTG      T            7364 HT-1 sence 
7503  GAG  CCG  ATA  ACG    CGT  CCA    TCG      7483 HT-2 anti sence 
7712   GGT  CTG  GAA  AAG    AGA  GGG    TTG        7692  HT-4 anti sence 
4744   CCC   TAC  AAT   CCA    ACC  AGC   TCA   G   4765 HP-1 sense 
4993    AAT  ACC  AAT   GGG   TTT   GTT    TA            4974 HP-4 anti sense 
835     CCT    TCC  TGG   GCA   TGG  AGT   CCT   G    856 BA-1 sense 
1036   GAA   GAT  CAA  GAT    CAT  TGC   TCC         1016 BA-2 anti sense 

HT-1 +HT-2 =158 bp      tax    HT-1  +HT-4 =367 bp     tax 
HP-1 +HP-4 =250 bp      pol    BA-1 +BA-2 =202 bp     beta- actin 
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 ياعضا هاي پارافينه بافت در مرحله بعد :DNAجداسازي  -2
از بايگاني ي گرههاي لنف طحال، پوست و ، كبد:مختلف شامل

مشهد كه به دلايل  )ع(بخش آسيب شناسي بيمارستان امام رضا
هر كدام يك بلوك مختلف از بيماران نمونه برداري شده بودند 

ستفاده از به روش نمونه برداري طبقاتي انتخاب شده، با ا
سپس با روش .  ميكروني تهيه شد5-10ميكروتوم برشهاي 

 )شركت سيگما، سنت لوئيس، آمريكا(K  انكوباسيون با پروتئيناز
DNAبخش اصلي 2اين روش شامل . استخراج گرديد  بافت 

جهت پروتئين زدايي از . پارافين زدايي و پروتئين زدايي مي باشد
 بافر هضم  درmg/ml200با غلظت K آنزيم پروتئيناز 

سپس با .  استفاده شد)شركت سيناژن()Digestion Buffer(كننده
 و 260استفاده از اندازه گيري جذب نوري در طول موج هاي 

 ميزان 280 به 260 نانومتر با اسپكتروفتومتر و محاسبه نسبت 280
نمونه هاي با خلوص .  مورد بررسي قرار گرفتDNAخلوص 
 .انتخاب شدند PCRجهت ) 5/1-2يتر نسبت برابر با ت(مناسب 

در ابتدا براي راه اندازي و بهينه سازي  :نرمال كردن آزمون-3
سلولها همه كه در ) BA-1, BA-2( از پرايمرهاي بتا اكتين روش

 ) Mgcl2( كلريد منيزيممقادير متفاوتي. وجود دارد استفاده شد
نمونه ها به  براي تمام DNAو پرايمر با ميزان ثابت ) شركت سيناژن(

   . انجام شدPCRسپس بر روي نمونه ها . كارگيري شد
  ، مقادير تمام موارد را DNAمرحله بعد براي بهينه سازي مقدار در 

 براي هر كدام از DNAثابت درنظر گرفته و با مقادير متفاوت 
 پس از )2جدول (. انجام شد45 با تعداد سيكل PCR ها بافت

، آزمايشات PCRد مورد استفاده در  و بهينه سازي مواروشتثبيت 
در  DNA در HTLV-1بعدي جهت رديابي ژنوم ويروس 

طراحي تعدادي از نمونه هاي بلوك پارافيني پوست و گره لنفي 
  الگو و با مقادير متفاوتPol, Taxبا استفاده از پرايمرهاي . شدند

(Template) ميكروليتر و 5 و 5/3پوست  كه براي نمونه هاي 
 ميكروليتر بود تمام مراحل ذكر شده انجام 5/3 و 2ه لنفي براي گر
 مورد بررسي شامل مدت زمان مرحله عواملساير . گرديد

 با آب DNA نهايي، رقيق كردن نمونه (Extension)گسترش 
 مرتبه و 107 و 103 به ميزان PCRمقطر، رقيق كردن محصولات 

 م برومايد روي آنها و نيز تغيير غلظت اتيديوPCRانجام مجدد 
)Etidium Bromide(در ژل بود  .  
پس از راه اندازي روش و تعيين تكرارپذيري آن : انجام آزمون -4

هاي   در بافتHTLV-1روي بافتهاي مختلف براي تعيين ميزان شيوع 
 نمونه با روش تصادفي از بين نمونه هاي 50پارافيني گره لنفي تعداد 

آسيب شناسي بيمارستان امام رضا بافتي پارافينه بايگاني شده در بخش 
 سال گذشته به دلايل مختلف از بدن بيماران 30مشهد كه در طول ) ع(

 با PCRجدا و نمونه برداري شده بودند انتخاب شده و سپس 
  . روي آنها ا نجام شدLTR و Tax ،Pol ،envپرايمرهاي 

  يرهاي پليمراز روي بافت هاي پارافينيبهينه سازي غلظت كلريد منيزيم و پرايمر در واكنش زنج): 2(جدول 
  لوله آزمايش

   مواد مورد استفاده
   نهاييغلظت   غلظت  7  6  5  4  3  2  1

  1پرايمر بتا اكتين 
  2پرايمر بتا اكتين

  بافر
dNTP  

  )Mgcl2(كلريد منيزيم
Taq   
  )Template(الگو

  آب مقطر
  )ميكروليتر( حجم نهايي

6./  
6./  
5/2  
5/0  
5/1  
2/0  

5  
1/14  

25  

5./  
5/.  
5/2  
5/0  
5/1  
2/0  

5  
3/14  

25  

4./  
4./  
5/2  
5/0  
5/1  
2/0  

5  
5/14  

25  

3./  
3/0  
5/2  
5/0  
5/1  
2/0  

5  
7/14  

25  

5./  
5/0  
5/2  
5/0  
5/1  
2/0  

5  
55/14  

25  

5./  
5/0  
5/2  
5/0  

1  
2/0  

5  
8/14  

25  

5./  
5/0  
5/2  
5/0  
5/1  
2/0  

5  
5/14  

25  

5./  
5/0  
5/2  
5/0  
5/1  
2/0  

-  
3/19  

25  

*  
*  

 1x   
200 

  ميكرومول
*  

  unit)( واحد1
-  

  
  نتايج

 و انمرد مربوط به %44 نمونه گره لنفي مورد بررسي 50در بين 
 سالگي و سپس 30-39ترين گروه سني  شايع.  بودندان زن مربوط به56%

 لنفي هاي از گرهترين محل نمونه برداري  شايع.  سالگي بود29-20
  .دن بودند نقاط مختلف بسايرهاي لنفي  گردن و ديگر نمونه ها از گره
  نيت واكنشي ترين تشخيص لنفاد  از نظر آسيب شناسي شايع
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 با استفاده از آزمون كاي دو )3جدول (بود%) 40(غيراختصاصي 
(X2) در بين دو جنس از نظر تشخيص آسيب شناسي تفاوت 

  ).p=0.171(معني دار وجود نداشت
 سني مختلف تفاوت معني دار از نظر تشخيص گروه هاياما در بين 

  به طوري كه در رده سني زير). p=0.002(سيب شناسي ديده شد آ
 . نمونه ها با تشخيص لنفادنيت واكنشي غيراختصاصي بودتمامي سال 10 

نتيجه آزمون آناليز واريانس يك طرفه نشان داد كه ميانگين سن در 
  . تشخيص هاي آسيب شناسي مختلف تفاوت معني دار دارد

به  نانومتر 260ذب در ج( استخراج شده DNAنسبت جذب 
 و براي برخي 5/1-2براي اغلب نمونه ها )  نانومتر280جذب در 

 5-10 استخراج شده از يك مقطع بافت DNAغلظت .  بود5/1-1
  .بود نانوگرم در ميكروليتر 100-500ميكروني بين 

  توزيع فراواني تشخيص نهايي آسيب شناسي در): 3(جدول 
   بلوك پارافيني گره لنفي50 

  درصد  تعداد  خيصتش
  40  20  واكنشي
  24  12  آماسي
  8  4  هوجكين

  12  6  غير هوجكين
  16  8  متاستاز
  100  50  تعداد كل

 بافتي با استفاده از پرايمر بتااكتين DNAدر اولين آزمايشات روي 
)  ميكروليتر1(مول   ميلي2 (Mgcl2)بهترين غلظت كلريد منيزيم 
  . بود)  ميكروليتر4/0( پيكومول 8و بهترين غلظت پرايمر 

  طحال با پرايمرهاي بتااكتين براي DNAمقدار مناسب 
به  ميكروليتر 5/2ميكروليتر و پوست  5/1 ميكروليتر، گره لنفي 1 

  . آمددست
رسيد  سيكل 45 كه با كاهش به ،50 تعداد سيكل ها در آزمايشات اول 

 كه ود و برخي نمونه هانمرضايت بخش  را كاهش زمان نتايجكه اين 
اما كاهش تعداد به . اسمير كمي داشتند باندهاي واضح تري ايجاد كردند

  . سيكل با نتايج منفي كاذب در تعدادي از نمونه ها همراه شد40
 ساله 43در بررسي بافت هاي گره لنفي يك مورد مربوط به خانم 

  با تشخيص لنفوم منتشر غيرهوجكيني با سلول درشت بود 
 ,pol، يك قطعه برايtaxدو قطعه براي (كه با پنج سري پرايمر 

LTR, env (در نواحي مربوط به هركدام ايجاد باند نمود  
  .)1تصوير (

  
  
  
  
  
  
  

 استخراج شده از بلوك پارافيني گره DNA ) :1(شكل
   از ژنوم ويروسtax,pol,envتكثير قطعات .لنفاوي 

1:PCR با پرايمرهاي HT-4,HT-1)367 bp(  
2:PCR با پرايمرهاي HT-2,HT-1)158 bp(  
3:PCR با پرايمرهاي HP-4,HP-1)250 bp(  
4: PCR با پرايمرهاي مربوط به قطعه env)270bp(  
5:MWM(100BP)       
  )H2O(كنترل منفي بتا اكتين :6
  )200BP(كنترل مثبت بتا اكتين:7
   seronegative فرد سالم DNA:كنترل منفي:8
 با ATLL از نمونه خون فرد مبتلا به DNA:كنترل مثبت:9

  )tax, pol) multiplexپرايمرهاي مربوط به قطعات 
از گره لنفي گردن با اي  ساله 33 مرددر يك بيمار ديگر مربوط به 

لنفوم منتشر غير هوجكيني با سلولهاي كوچك تشخيص بافت شناسي 
اما با پرايمرهاي .  نتيجه مثبت بودtax با دو پرايمر مربوط به قطعه شكافدار

pol ،env و LTRلذا با احتساب يك مورد . )2تصوير (  باند تشكيل نشد
در صورت محاسبه مورد .  درصد ذكر گرديد2مثبت قطعي درصد شيوع 

اما اين امر مستلزم .  درصد خواهد بود4 درصد شيوع ،دوم نيز به عنوان مثبت
  . تعيين توالي ژنوم ويروس جهت كسب نتيجه قطعي مي باشد

  
  
  
  
  
  
  

  
با  PCR. شده از بلوك پارافيني گره لنفاوي  خراج است DNA :)2(شكل

   از ژنوم ويروسtax,pol,envپرايمر هاي مربوط به قطعات 
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1:PCR با پرايمرهاي HT-4,HT-1)367 bp(  
2: PCR با پرايمرهاي HT-2,HT-1)158 bp(  
3: PCR با پرايمرهاي HP-4,HP-1)250 bp(  
4: PCR با پرايمرهاي مربوط به قطعه env)270bp(  
5: ladder ) MWM(100BP  
  )H2O(كنترل منفي بتا اكتين :6
  )200BP(كنترل مثبت بتا اكتين:7
   seronegative فرد سالم DNA:كنترل منفي :8
 با ATLL از نمونه خون فرد مبتلا به DNA:كنترل مثبت :9

   polپرايمرهاي مربوط به قطعه 
  باATLL از نمونه خون فرد مبتلا به DNA:كنترل مثبت : 10

  tax, pol) (multiplexپرايمرهاي مربوط به قطعات 
 در بافتهاي پارافينه گره لنفي با توجه به مثبت HTLV-1 ميزان شيوع 

 ارايه درصد بود كه با آمار 2 نمونه 50شدن يك مورد قطعي در بين 
)  درصد3/2(شده از شيوع آن درخون به روش ارزيابي سرولوژيك 

  ).p=0.883( نداشت ي تفاوت معني دار
هاي لنفي مبتلا به لنفوم غيرهوجكيني ميزان موارد   در بين گره

HTLV-1 بيمار با لنفوم غيرهوجكيني 6از بين . (بود% 7/16 مثبت 
  .) وجود داشتHTLV-1يك مورد آلودگي به 

  بحث
 اولين رتروويروس جداشده از انسان HTLV-1ويروس 

 لوسمي و  قبيلارتباط اين ويروس با تعدادي از بيماريها از. است
 و ميلوپاتي پاراپارزي اسپاستيك (ATLL) بالغين Tلنفوم سلول 

)HAM/TSP(مشخص شده است )خونيساير بدخيمي هاي . )1 
 گزارش HTLV-1 نيز در همراهي با عفونت ATLLبه غير از 
 وسيعي از اختلالات چشمي طيفارتباط عفونت با . شده اند

، لنفوم )7،6( هيشبك ، واسكوليت و نكروزتومورهاي آنشامل 
 ،)9(كتيوزو نيز با سندرم سيكا، گزروزيس، اي )8( ملتحمهTسلول 

  .)10(ذكر شده است  و هيپرگاماگلوبولينميگاماپاتي منوكلونال
از مواردي از آرتروپاتي التهابي مزمن ويووئيت در تعدادكمي 

    .)12،11(افراد آلوده ديده شده است
گرچه . وده مي كند مختلفي را آلسلوهاياين ويروس 

 تنها توموري تبديل ممكن است آلوده شوند اما Bهاي  لنفوسيت

وي سه ناحيه حا HTLV-1ژنوم . ديده شده است Tدر لنفوسيت 
   و يك ناحيه با چارچوب gag و env ،Polكننده رمز

   4 و3نواحي  . استORF (Open Reading Frame)بازخواندن 
ORF  ژنهاي تنظيمي Tax و Rex  13(كنند رمز مي را(.   

 بروز ژن هاي ويروس و نيز ژن هاي سلولي را Tax-1 انكوپروتئين
پروتئين هاي . شود   منتهي ميTتغيير داده و به تغيير شكل سلول 

 در تنظيم بيشتر عملكردهاي بيولوژيك نقش Gغشايي گروه 
واكنش نموده و جايگزيني  G با واحد بتاپروتئين Tax-1 .دارند 

 علاوه بر اين در چندين .)14(زند هم مي به آن راساب سلولار 
ول ئ به طور مستقيم مسTax-1گزارش نشان داده شده كه 

  .)15(باشد  مي ATL مشاهده شده درناهنجاريهاي سانتروزومي
 ثابت كرده اند كه راه اصلي انتقال در  مطالعات اپيدميولوژي

رزند،  از مادر به ف (Vertical)عمودينواحي اندميك به صورت 
با (با تغذيه از شيرمادر و نيز از طريق تماس جنسي از مرد به زن 

  . است) شيوع كمتر از زن به مرد
 براي اين ويروس متعدديروش هاي تشخيصي آزمايشگاهي 

از جمله روش هاي سرولوژيك شامل آنزيم . وجود دارد
 رتيكل اگلوتيناسيون و ايمونوفلورسانسپا، (EIA)ايمونواسي 

)Immunoflurescence assay( (IFA) اوليه جهت روشهاي كه 
ييدي شامل وسترن بلات و هاي تأ آزمايش. شناسايي هستند

RIPA (Radio Immuno Percipitation) 13(مي باشند(.  
 با استفاده از ديگر روشهاي شناسايي رديابي اسيدنوكلئيك ويروس

 .است PCR بلات و هيبريداسيون درجا و از هيبريداسيون ساترن
PCR3( جهت تشخيص قطعي جايگاه ويژه اي دارد، از اين بين( .

 ايده واكنش زنجيره اي پلي Kery mullis 1983اولين بار در سال 
 در سال PCRاولين مقاله مربوط به .  نمودارايه را (PCR)مراز 
از امتيازات اين روش سرعت، حساسيت، عملكرد .  چاپ شد1985

 در حال PCR روش .)3( است آنانتخابي، صحت و تكرار پذيري
هاي  جهشهاي مهم براي تشخيص سرطان يا  روشحاضر يكي از 

براي بسياري از عفونتهاي ويروسي نظير . )16(نادر ژني مي باشد
ييد تأروشي  به عنوان HTLV-1، ايدز و يا آلودگي به Bهپاتيت 

  .)17(كننده در كنار آزمايشهاي سرولوژي مطرح است
  را سال قدمت  40با بافتي هاي   نمونهDNAتوان   ميPCRبا روش 
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 تخريب شده با DNA چرا كه اين روش در مورد ،نيز تكثير نمود
  آقاي1988اولين بار در سال . ين نيز كاربرد داردوزن ملكولي پاي

 يك روش ساده براي آماده سازي مقاطع بافتي (Shibata) شيباتا
ن زدايي بافت در اين روش پس از پارافي. دنمو ارايه PCRجهت 

قادر به تنها اما . استخراج مي شد آن DNA،توسط جوشاندن 
 با Mancs  مانكس1989در سال .  بودbp100توليد محصولات 

 توانست طول قطعات تكثير شده Kنزيم و پروتئيناز   روش آارايه
  .)18( افزايش دهدbp800را تا 

 هاي امتياز بالقوه بررسي گذشته نگر روي بافت PCRگرچه روش 
 روي PCRچندين گزارش نشان داده اند كه  فيكس شده را دارد،

بين  ميزان شكست آن را چنين نمونه هايي قابل اعتماد نبوده و
 شامل شرايط فيكساسيون و برخي عوامل .ذكر كرده اند% 31تا2

. )19(تعدادي از مهاركننده ها بر نتايج روش اثر گذار هستند
توانند موجب عدم  اكنش ميكننده هادر اثر تداخل با ومهار

از جمله روش هايي كه براي حذف اين . آمپليفيكاسيون گردند
 و سپس تخليص Kهضم به كمك پروتئيناز  عوامل پيشنهاد شده،

از  .باشد كلروفرم و سانتريفوژ از طريق غشاهاي ويژه مي–با فنل 
و زمان  DNA طول وغلظت توالي مؤثرساير فاكتورهاي 

   .)5(است فيكساسيون
اهميت قالب پارافيني  تهيه مقطع از  DNAدر مرحله استخراج

بافت هاي كبد و طحال نسبت به گره لنفي و پوست . زيادي دارد
بنابراين ضخامت برش آنها بايد كمتر . تراكم سلولي بيشتري دارند

در صورت مناسب نبودن ضخامت مقاطع بافتي ممكن است . باشد
ر صورت كم بودن ضخامت د.  تداخل ايجاد شودPCRدر انجام 

 پائين و در صورت افزايش ضخامت آن DNAغلظت برش، 
  . پروتئين زدايي ناكامل بوده و ناخالصي ا فزايش مي يابد

-Tris)تريس استخراج شده اغلب بافر DNAبراي نگهداري 

EDTA) اما .  پيشنهاد مي شودEDTAموجود در اين بافر يون  
يت قابل توجهي دارد خارج  اهمPCR را كه براي (+Mg2) منيزيم

  .مي كند، لذا بهتر است از آب مقطر جهت نگهداري استفاده شود
 Kتوان زمان انكوباسيون با پروتئيناز  در مورد بافت هاي تازه مي

 با كيفيت خوب و وزن ملكولي DNAرا به يك ساعت كاهش داد و 
توان از طريق   را ميPCR مناسب براي DNA.  آوردبه دستبالا 

 نمونه هاي سيتولوژي در آب مقطر استخراج يااندن ساده بافت جوش
اما اين روش در مواردي . امتياز مهم اين روش سرعت آن است. نمود

مناسب ) مثل عفونت هاي ويروسي(ها كم باشد  تواليكه تعداد 
  .  مي باشدKدر اين موارد روش بهتر استفاده از پروتئيناز . نيست

 روز 5 ساعت به 24نزيم از آن با ووباسيافزايش طول مدت انك
.  استخراج شده را افزايش دهد DNAقادر است تا ده برابر ميزان

 زيادي روي تأثير از بافت يثابت شده است كه پارافين  زداي
DNAندارد .DNA ت استخراج شده در اين روش اغلب غلط 

 PCR است كه تضعيف كننده داراي عوامليبالايي داشته و 
  . نمونه رقيق شود PCRتر است قبل از  لذا به،هستند

 است در كنم مPCRضعيف بودن يا عدم وجود محصولات 
واسطه ه باز لي مرپ DNAنتيجه ممانعت از عملكرد آنزيم 

در اين حالت اولين قدم رقيق . نمونه باشدمراز  پلي DNAآلودگي 
در مرحله . كردن نمونه جهت كاهش عوامل آلوده كننده است 

 را توسط كيت هاي تجارتي يا با استفاده از DNAتوان  بعد مي
اصلاحات بعدي . روفرم و رسوب با اتانول خالص كردل ك-فنل 
 فر در با Mgنزيم يا تغيير غلظت يونآتواند افزايش غلظت  مي

PCR  اغلب نمونه ها افزايش محدود اين پژوهش نيزدر باشد در 
  .اسخ منفي كاذب شدپ موجب  DNAدر مقدار

ي نمونه هاي پارافيني لازم است كه براي هر نمونه از  روPCRدر 
منفي هاي  پاسخ استفاده شود تا احتمال  DNAظتچندين غل

در برخي از نمونه ها مشكل ايجاد شده تشكيل .كاذب كاهش يابد
 مختلفي از قبيل زياد عواملباندهاي غير اختصاصي يا اسمير بود 

 ظتها، غل ل سيكتعداد نهايي، (Extension)گسترش  بودن زمان
اتيديوم مقدار زياد . شود   اين مشكل ميسبب Mgcl2پرايمر و 

بالا بردن .  تشكيل اسمير مي شودسببز روبرومايد در ژل الكتروف
ر و نيز ضعيف شدن باندهاي يم باعث ايجاد اس+Mg2غلظت 

نقش اين يون در جداشدن دو .  مي گرددDNAحاصل از تكثير 
تصال پرايمر، اختصاصيت محصول، زنجيره الگو از يكديگر، ا

  .فعاليت و صحت عملكرد آنزيم مي باشد
غلظت بالاي پرايمر نيز با اتصالات غيراختصاصي سبب ايجاد دايمر و 

 كم بودن پرايمر نيز ياز طرف. محصولات غيراختصاصي مي شود
 ما افزايش محدود پژوهشدر . وضوح باندها را كاهش مي دهد
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  گسترش كاهش تعداد سيكل، زمان،(Annealing)  اتصالدماي
(Extension) نهايي وغلظت اتيديوم برومايد ژل در از بين بردن 

  . بودمؤثراسمير و باندهاي غيراختصاصي 
 Pol و Tax ،در مقايسه باندهاي حاصل از پرايمرهاي بتااكتين

مشخص شد كه بتااكتين به دليل وجود آن در همه سلولها باند قوي 
 به  قوي تر است كه احتمالاPolً از  نيزTax .كند تري ايجاد مي

 Defective)دليل وجود برخي نمونه هاي ناقص ويروس

provirus) كه در قطعه Pol20( دچار حذف شده اند، مي باشد(. 
گره لنفي قطعه پارافينه هاي  بافت نيز در يكي از اين پژوهشدر 

Taxاما قطعه .  قابل رديابي بودPol ،env و LTR در شرايط 
  .مختلف تكثير نشدند

هاي ناقص را  ويروسپرو و همكارانش وجود )Krober(كروبر 
  .)21( نشان دادندATLLدر سلولهاي توموري مبتلايان به 

 انجام شد با استفاده از پرايمرهاي Kira توسطكه در مطالعه اي ديگر 
Tax،Pol  و envهاي ناقص از نمونه هاي   به دفعات پروويروس

  .)22( رديابي شدHAM/TSP بيماران مبتلا به  مركزياعصاب
Ohara و همكارانش نيز با استفاده از پرايمرهاي Pol و Env 

 ويروس را رديابي HAM/TSP بيماران مبتلا به  CNSنتوانستند در
  .)23(كنند

 توالي هاي فرضيه ديگر قابل طرح براي اين بيمار وجود
 كه )Endogenous retroviral sequence (رتروويروس داخلي 

هاي ژنوم  توالياين توالي با . جزو ژنوم سلولي هستند مي باشد
 در شرايط خاص فعال ،داشته مشابهت Taxرتروويروس از جمله 

تعيين وضعيت قطعي در اين . دسبب مثبت شدن آزمايش مي شوشده و 
 يمرهاي ديگر و آزمايشات سرولوژيكشرايط به استفاده از پرا

HTLV-1تواليتعيين  و  )Sequencing( ژنوم وابسته است )24(.  
 -PCR روش با ).Setoyama M(  ستويامادر يك مطالعه توسط

ISH بيماران )  بيمار10 مورد از 9% (90 هاي پارافينه بافت بر روي

در يك مورد .  داراي بافت آلوده به ويروس بودندATLLمبتلا به 
 بافت قابل  درTax و Polبا وجود مثبت بودن سرمي، قطعات 

 به علت كيفيت لف اين امر احتمالاًؤبه نظر م. رديابي نبود
  .)25( بوده است)Fixation(ي  بافتثبوتنامناسب 

 بيمار مبتلا به 26يكا روي  در جامايكلاركدر مطالعه اي ديگر توسط 
آلوده بودند و باقي  HTLV-1  بيمار به ويروس15لنفوم غيرهوجكيني 

 HTLV-1و آنتي بادي هاي ضد ويروس پروويروس  موارد از نظر
  .)26( منفي گزارش شدند 
امكانات  ه پارافينهاي اي بررسي بافت برPCR استفاده از روش

در زمينه فعاليت هاي تحقيقاتي و تشخيص بيماريهاي را وسيعي 
در يكي از به عنوان نمونه . فراهم مي سازدعفوني و بدخيمي 

در ده سال قبل وي گره لنفي  بافتينمونه ما بيماران مورد مطالعه 
ه بود به عنوان گره لنفي واكنشي غيراختصاصي تشخيص داده شد

مورد نمونه  به دليل ضايعات پوستي بيماركه مدتي پس از آن 
برداري پوستي قرار گرفته بود كه تشخيص آسيب شناسي آن 

) T از نوع سلول نوعي لنفوم پوستي(ئيد پاپولوزيس لنفوماتو
 با هاي پارافينه بافت روي PCRانجام . وده بمطرح گرديد

.  بودHTLV-1 حاكي از وجود ويروس Pol, Taxپرايمرهاي 
 و Tax ،Polبا پرايمرهاي  PCRپارافينه با روش بررسي گره لنفي 

envويروس به آلودگي بافت شان دهنده  نHTLV-1 بود .  
  نتيجه گيري

افينه راه اندازي اين روش مي تواند در بررسي بافتهاي پار
بيماران مبتلا به انواع بدخيمي ها و ارتباط آن با آلودگي به 

HTLV-1همچنين اين روش امكان بررسي موارد .  مثر باشد
آلودگي در بافتهاي قديمي موجود در بايگاني بخش هاي آسيب 

لودگي را امكان  شناسي و بررسي اپيدميولوژي و تاريخچه اين آ
  . پذير مي سازد

References  
1-.Ackerman H, Berthiaume L, Tremblay M. 

Retroviridae in: VIRal pathogenesis in diagrams. 
CRS press Co, 2001: 165-195 

2- Safai B, Huang JL, Boeri E, Farid R, Raafat J, 
Schutzer P, Ahkami R Franchini G. Prevalence of 

HTLV-1 type 1 infection in iran : a serological and 

genetic study. Aids Res Hum Retroviruses 1996: 
12, 1185-90. 

3- Perandin F, Cariani A, Bonfanti C, Trainini L, 
Magoni M, Manca N. Human T-cell lymphotropic 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 js

su
.s

su
.a

c.
ir

 o
n 

20
26

-0
2-

18
 ]

 

                               7 / 9

https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-681-fa.html


 
  هبافتهاي پارافين در HTLV-1 آلودگي به ويروسص براي تشخي PCRفن راه اندازي 

  
  1386دوره پانزدهم، شماره اول ، بهار              درماني شهيد صدوقي يزد–مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي 

92

virus type I (HTLV-I) confirmed by PCR-Southern 

blot and sequencing analysis in a woman with 

tropical spastic paraparesis. Neurol Sci. 2006 Sep: 
27(4),257-60. 

4- Yanagihara R. Geographic-Specific genotypes or 

topotypes of HTLV-1 as markers for early and recent 

migrations of human populations. Adv virus 1994 : 
Res 43, 147-86.  

5- An SF, Fleming KA. Removal of inhibitor(s) of 

the polymerase chain reaction from formalin fixed, 

paraffin wax embedded tissues. J Clin Pathol. 1991: 
Nov;44(11):924-7. 

6- Merle H, Donnio A, Gonin C, Jean-Charles A, 
Panelatti G, Plumelle Y.Retinal vasculitis caused 
by adult T-cell leukemia/lymphoma. J pn J 
Ophthalmol. 2005 Jan-Feb:49(1):41-5. 

7- Levy-Clarke GA, Buggage RR, Shen D, Vaughn 
LO, Chan CC, Davis JL. Human T cell 

lymphotropic virus type-1 associated T-cell 

leukemia/lymphoma a masquerading as necrotizing 

retinal vasculitis. Ophthalmology. 2002 Sep: 
109(9): 1717-22. 

8- Buggage RR, Smith JA, Shen D, Chan CC. 
Conjunctival T cell lymphoma caused by human T-

cell lymphotropic virus infection. Am J Ophthalmol. 

2001 Mar:  131(3): 381-3. 
9- Nobre V, Guedes AC, Martins ML, Barbosa-

Stancioli EF, Serufo JC, Proietti FA, Ribas JG, 
Ferreira CE, Lambertucci JR. GIPH 

Interdisciplinary Group on HTLV-1/2 Research. 

Dermatological findings in 3 generations of a family 

with a high prevalence of human T cell lymphotropic 

virus type 1 infection in Brazil. Clin Infect Dis. 
2006: Nov15;43(10):1257-63.  

10- Patronas M, Smith JA, Levy-Clarke GA, Reed 
GF. Buggage RR. Hypergammaglobulinemia and 

corneal opacities in patients with human T-cell 

lymphotrophic virus type-1. Am J Ophthalmol. 
2006 Dec:142(6),1088-9. 

11- Mochizuki M, Ono A, Ikeda E. HTLV-1 
uveitis. J AIDS Hum Retroviruses. 1996; 13(supp 
1):50-56. 

12- Cruz BA,Catalan-soares B,Proietti F. Higher 

prevalence of fibromyalgia in patients infected with 

human T cell lymphotropic virus type I. J 
Rheumatol. 2006 Nov: 33(11),2300-3. 

13- Green P, Chen I. Human T cell leukemia virus 

types 1 and 2 in: Knipe D, Howley P, Fields 
Virology, 4th ed, Lippincott Co, 2001: 1941-70. 

14- Twizere JC, Springael JY, Boxus M, Burny A, 
Dequiedt F, Dewulf JF & et al. Human T-cell 

leukemia virus type-1 Tax oncoprotein regulates G-

protein signaling. Blood. 2007 Feb 1:109(3),1051-
60. Epub 2006 Sep 21. 

15- Pumfery A, de la Fuente C, Kashanchi 
F.HTLV-1 Tax: Centrosome amplification and 

cancer. Retrovirology. 2006 Aug 9:3,50. 
16- Bergmen J. Biotechniques1999: 26, 528-530. 
17- Selva Kumar N. Biotechniques1997: 22, 604-

606.  
18- Higuchi R, Von Beroldingen C. Nature 1988:   

332, 843. 
19- Ben-Ezra J, Johnson DA, Rossi J, Cook N, Wu 

A. Effect of fixation on the amplification of nucleic 

acids from paraffin-embedded material by the 

polymerase chain reaction. J Histochem Cytochem. 
1991 Mar: 39(3):351-4.  

20- Sueyoshi K, Goto M, Johnosono M, Sato E, 
Shibata D. Anatomical distribution of HTLV-1 

proviral sequence in an autopsy case of HTLV-1 

associated myelopathy: a polymerase chain reaction  

study. Pathol Int. 1994 Jan: 44(1):27-33.  
21-. Korber B, Okayama A, Donnelly R, Tachibana 

N, Essex M. Polymerase chain reaction analysis of 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 js

su
.s

su
.a

c.
ir

 o
n 

20
26

-0
2-

18
 ]

 

                               8 / 9

https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-681-fa.html


 
  دكتر محمود محمودي، دكتر عليرضا خويي، دكتر مهدي فرزادنيا، مريم راستين

  
  1386دوره پانزدهم، شماره اول ، بهار              درماني شهيد صدوقي يزد– پزشكي و خدمات بهداشتي مجله دانشگاه علوم

93

defective human T-cell leukemia virus type I proviral 

genomes in leukemic cells of patients with adult T-

cell leukemia. J Virol. 1991 Oct: 65(10):5471-6. 
22- Kira J, Itoyama Y, Koyanagi Y, Tateishi J, 

Kishikawa M, Akizuki S & et al. Presence of 

HTLV-I proviral DNA in central nervous system of 

patients with HTLV-I-associated myelopathy. Ann  
Neurol. 1992 Jan: 31(1):39-45. 

23- Ohara Y, iwasaki Y, Isumo S, Kobayashi I, 
Yoshioka. Search for HTLV-1 Proviral sequences 

by PCR in the CNS tissue of HAM. Arch virol 124 : 
31-43, 1992. 

 24- Wilkenson DA, Mager D, Leong TA. 
Endogenous Human retroviruses In : Levy JA. The 

retroviridae. new york: Plenum press, 1994: 465-
536. 

25- Setoyama M, Kerdel FA, Elgart G, Kanzaki T, 
Byrnes JJ. Detection of HTLV-1 by polymerase 

chain reaction in situ hybridization in adult T-cell 

leukemia/lymphoma. Am J Pathol. 1998 Mar: 
152(3):683-9. 

26- Clark JW, Gurgo C, Franchini G, Gibbs WN, 
Lofters W, Neuland C& et al. Molecular 

epidemiology of HTLV-I-associated non-Hodgkin's 

lymphomas in Jamaica. Cancer. 1988 Apri: 
1;61(7):1477-82.

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 js

su
.s

su
.a

c.
ir

 o
n 

20
26

-0
2-

18
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               9 / 9

https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-681-fa.html
http://www.tcpdf.org

