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  چكيده

يدي را هاي شـد    ويروس سايتومگال انساني بتا هرپس ويروسي است كه باعث عفونت پايدار در افراد شده و بيماري   :هدف
اگر چه ويروس سايتومگال انساني به عنوان يك ويروس عامـل           . كند در جنين و افراد مبتلا به نقص سيستم ايمني ايجاد مي          

دهد عفونت بـا ويـروس سـايتومگال انـساني ممكـن          آيد اما مطالعات جديد نشان مي      هاي انساني به حساب نمي     در سرطان 
هـاي   تـرين سـرطان   گليوما يكـي از شـايع  . اي انساني از جمله گليوما باشد     ه طور اختصاصي باعث بعضي از سرطان      است به 

در ايـن پـژوهش در راسـتاي شناسـايي و     .  درجـه اسـت  4شـود و داراي     مغزي است كه در كودكان و بزرگسالان ديده مي        
 ـ  راهReal-Time PCRهاي گليوماي مغزي، يـك روش   تشخيص عفونت با ويروس سايتومگال انساني در نمونه دازي و ان

 .استفاده شد
هاي پارافينه تومور مغزي گليوما از بيماران مراجعه كننده به بخش جراحي اعصاب بيمارسـتان امـام                   نمونه :ها مواد و روش  

پـس از طراحـي آغازگرهـاي    .  از بافـت پارافينـه جداسـازي شـد    DNAبا استفاده از كيـت اسـتخراج      . خميني انتخاب شد  
  .  شدReal-Time PCRسازي و انجام واكنش   سايتومگال انساني اقدام به بهينه ويروسUS28اختصاصي براي ناحيه 

 نفـر از بيمـاراني   2.  درصد است2/22 بيمار مثبت بود كه حدود 18 بيمار از 4 كيفي روي Real-Time PCR نتيجه :نتايج
  .ها مثبت شد، فوت كردند  آنويروس سايتومگال انسانيكه 

هاي بيمـاران مبـتلا بـه گليومـا در      ه براي رديابي وجود ژن سايتومگالوويروس انساني در نمونه   اين اولين مطالع   :گيري نتيجه
هاي تشخيصي  تري با استفاده از روش هاي ديگران، مطالعات گسترده هاي اين گزارش و گزارش با توجه به يافته. ايران است

  . شود ديگر پيشنهاد مي
  

  PCRساني،  گليوما، سايتومگالوويروس ان:كليدواژگان
  

 مقدمه
  :Human Cytomegalovirus(هاي انساني  سايتومگالوويروس

  
HCMV (هـايي   بتا هرپس ويروس)Beta Herpes Viruses (

 23-13: ، صفحات1392، تابستان 2، شماره 16، دوره آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

  عفونت ويروس سايتومگال در گليوما
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ــايع     ــل ش ــوده و از عوام ــده ب ــا پراكن ــه ج ــه در هم ــستند ك ه
هــاي انــساني محــسوب شــده و ماننــد تمــام هــرپس   بيمــاري
ل عمـر فـرد     ها باعث ايجاد عفونت مخفي در تمام طـو         ويروس

ها پـس از عفونـت اوليـه در كليـه، مغـز              اين ويروس . شوند مي
طـور   هاي سفيد و غدد بزاقي پنهان شـده و بـه           استخوان، گلبول 

تـرين و     شـايع  HCMV. شـوند  متناوب از گلو و ادرار دفع مـي       
باشـند،   هـاي مـادرزادي مـي      ترين عامل ويروسي در بيماري     مهم
طلـب   فرصت) Pathogen (زاي بيماريترين   ها همچنين مهم   آن

ويروسي در افراد دچار نقص ايمني و دريافت كننـدگان پيونـد            
هاي اخيـر مـشخص شـده كـه          با تحقيقات در سال   ]. 1[هستند  

 با بعضي از تومورها از جمله تومورهـاي         HCMVممكن است   
  ].2[دستگاه عصبي مركزي نيز ارتباط داشته باشد 

 )Glioma Tumor(ا ترين تومورهاي مغزي گليوم يكي از شايع
) Glial Cells(هاي گليـال   نام دارد كه در نتيجه درگيري سلول

گليومـا را   . آيـد  ها در مغز بـه وجـود مـي         و بدخيمي اين سلول   
 .اند بندي كرده طبقه) Grade( درجه 4اساس شدت بيماري به  بر

 نـوع شـديد و بـدخيم    4 و 3و درجه   نوع خفيف2 و 1درجه 
آگهي را در بـين      ز تومورها بدترين پيش   اين نوع ا  . بيماري است 

هــاي سيــستم عــصبي مركــزي دارد و بــا وجــود تمــام  ســرطان
ــور،     ــتن توم ــز و برداش ــامل جراحــي مغ ــاني ش ــدامات درم اق

درمــاني، پرتودرمــاني و اســتفاده از كورتيكواســتروييدها  شــيمي
)Corticosteroids (        ميانگين زنده ماندن بيمار در انواع شـديد

  ].4، 3[است  ماه 14بيماري 
گونـه   گيـر و بـدون هـيچ       صورت تك  بيشتر موارد گليوما به   
عنـوان   ها ممكن است به    ويروس. شود استعداد ژنتيكي ظاهر مي   

ترين عامل ايجاد كننده اين بيماري مطـرح باشـند زيـرا در              قوي
تحقيقات انجام شده مشخص شده كه عامل گليوما ممكن است          

SV40 يا HCMV6، 5 [ باشد.[ 

هـاي   ي بين گليوما با سـيگار كـشيدن، تغذيـه و ميـدان            ارتباط
رسد  نظر مي  همچنين به ]. 9-7[الكترومغناطيسي يافت نشده است     

برخـي  ]. 10[ارتباط اندكي بين گليوما و اشعه يونيزان وجود دارد          
وينيـل كلرايـد     نيز معتقدند احتمال دارد ارتباطي بين گليوما و پلي        

)Polyvinyl Chloride) (ر متداول در صنعت ساخت و طو كه به
  ].11[وجود داشته باشد ) رود كار مي ساز به

هاي جديـد    با پيشرفت علوم سلولي مولكولي و ابداع روش       
تر و تحقيقات بيشتر شك دانـشمندان        هاي دقيق  و انجام آزمايش  

  . در ايجاد گليوما كمتر شده استHCMVبراي نقش داشتن 
ي بـدن كـه در      واكنش متقابل اين ويـروس و سيـستم ايمن ـ        

نهايت باعث پيشبرد فرآيندهاي مولكولي درون سلول به سـمت      
طـور كـه     همـان . شود از چند منظر قابل بررسي است       تومور مي 

هـاي بافـت عـصبي تمايـل         ها به سلول   دانيم هرپس ويروس   مي
سـازهاي بافـت     تواننـد در محـيط آزمايـشگاه پـيش         دارند و مي  

هـا را بـه بافـت نـورون       عصبي را آلوده كرده و روند تبـديل آن        
 رونــد افتــراق HCMV]. 12[كامــل تحــت تــأثير قــرار دهنــد 

را تحت تأثير قرار داده     ) Astrocyte(ها   ها و آستروسيت   نورون
و شايد به همين علت نـوزادان آلـوده بـه ايـن ويـروس دچـار                 

شوند كه نمونه آن را در       ماندگي ذهني و نقايص عصبي مي      عقب
در ايـن ويـروس     . كنـيم  اهده مـي  طول سال در سراسر دنيا مـش      

هاي كليه وجود دارد؛ ثابت شده       تمايل به مخفي شدن در سلول     
هاي عصبي نيز مخفي شـده       است در محيط آزمايشگاه در سلول     

فعال شدن مجدد ممكـن اسـت       . مانند و به حالت نهفته باقي مي     
در شرايطي مثل بارداري، استرس، پيري يا هر شرايطي كه بـدن            

دهـد، اتفـاق بيفتـد       ظ ايمني تحت تأثير قـرار مـي       فرد را از لحا   
ساز عصبي به شدت به ورود اين ويـروس          هاي پيش   سلول ].13[

ها وارد شـده و رشـد      به راحتي در آن    HCMVحساس هستند و    
 Immediate- Early (IE) [IE-72هـاي   پـروتئين ]. 14[كند  مي

Proteins [ وIE-86ــه از ژن ــسيار زودرس    ك ــاي ب  HCMVه
 سلولي كه مهـار كننـده       Rb و   P53هاي   شوند با پروتئين   يتوليد م 

  ].15[كنند  ها را مهار مي تومور هستند واكنش داده و آن
 Fibroblast Cells( ،HCMV(هاي فيبروبلاست  در سلول
ها  سلولي و سايكلين) Proto Oncogenes(هاي  پروتواونكوژن

)Cyclins (   و كينازهاي)Kinases (      ي درگيـر در تقـسيم سـلول
اين ويـروس   .كند  را فعال ميB، سايكلين C-foc ،C-junمثل 

 NF-kBهاي رونويسي سلولي مثـل       همچنين باعث توليد عامل   
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)Nuclear Factor- kappa B ( شـود كـه    مـيNF-kb  باعـث 
هـاي طبيعـي و سـرطاني، در نتيجـه ايجـاد مـسير               بقاي سـلول  

هـاي بـسيار زودرس آن       نورد مثبت بـراي رونويـسي از ژن        پس
هاي آلوده و ايجاد      باعث فرار ايمني سلول    HCMV]. 16[ست  ا

در . شـود  يك محيط امن از نظر ايمني بـراي ايجـاد تومـور مـي             
فرآيند القاي تومور، از كار انداختن سيستم ايمنـي ميزبـان يـك             

هايي اسـت كـه    داراي ژن اين ويروس. گام مهم و اساسي است
ستم ايمنـي در    هاي حاصل از آن باعث عدم كارآيي سي ـ        پروتئين

]. 17[هاي تومـوري اسـت       هاي خودي از سلول    تشخيص سلول 
 ممكن است در ايجاد تومور نقـش        HCMVهاي   گليكوپروتئين

پـروتئين ايـن     تـرين گليكـو     فراوان Bگليكوپروتئين  . داشته باشد 
 برخـوردار   زايـي  ايمنـي ويروس است كه از بيشترين خاصـيت        

 مستقيماً به گيرنـده  Bدهد گليكوپروتئين  شواهد نشان مي . است
كند كـه گيرنـده      عامل رشد پلاكتي متصل شده و آن را فعال مي         

عامل رشد پلاكتي در چندين بدخيمي از جمله گليوما افـزايش           
 در گليومـا    Bافزايش توليد گليكوپروتئين    . دهد زيادي نشان مي  

  ].19، 18[به اثبات رسيده است 
شـك  موارد ذكـر شـده بـالا از جملـه مـواردي اسـت كـه                 

 در تومورهاي مختلف از جمله      HCMVدانشمندان را در نقش     
كـه ژنـوم ايـن ويـروس در          ويژه اين  گليوما كمتر كرده است، به    

بافت توموري وجـود دارد امـا در بافـت سـالم مجـاور تومـور                
  ].16[وجود ندارد 

  

  ها مواد و روش
  ها بيماران و نمونه

ستان براي انجام اين تحقيق به بخش جراحي اعصاب بيمار        
 91 و 90امام خميني تهران مراجعه و همه بيماراني كه در سـال        

با تشخيص گليوما براي عمل مراجعه كردند، انتخـاب شـدند و            
سپس با مراجعه به بخش پـاتولوژي       . ها بررسي شد   اطلاعات آن 

ــيو     ــاران از آرش ــاتولوژي بيم ــوك پ ــاب بل ــتان و انتخ بيمارس
 ميكرومتـري   4عـات   هـا بـه قط     آزمايشگاه پاتولوژي، اين بلـوك    

لازم به ذكر   .  استفاده شد  DNAبرش داده شد و براي استخراج       
ها توسط پاتولوژيست تأييد     است كه گليوم بودن تك تك نمونه      

 بيمار با تشخيص گليومـا بـه        18،  91 تا خرداد    90از مرداد   . شد
 نفـر از  10بخش جراحي اعصاب براي عمل مراجعه نمودند كه     

 نفر طـي    18 نفر از اين     4. ز آنان زن بودند    نفر ا  8بيماران مرد و    
  .مراحل تحقيق فوت شدند

  
  ها  از نمونهDNAاستخراج 

گـرم از نمونـه هـر         ميلي 25 مقدار   ،DNAمنظور استخراج    به
، QIAamp DNA mini Kit) Qiagenبيمار با استفاده از كيـت  

در . اساس دستور العمل شركت سازنده تخلـيص شـد         و بر ) آلمان
 از بــافر  ميكروليتـر 50اســتخراج شـده در حجــم   DNAنهايـت  

  .شستشوي كيت حل شد
  

  تحليليتعيين حساسيت 
يــا حــد ) Analytical Sensitivity (تحليلــيحــساسيت 

عبـارت اسـت از   ) Limit of Detection: LOD(تـشخيص  
 مـورد بررسـي در يـك نمونـه كـه        از يـك مـاده    كمترين مقدار   

.  تـشخيص داد    درصـد مـوارد    95توان آن را دسـت كـم در          مي
انـدازي شـده، از       روش راه  تحليلـي تعيـين حـساسيت     منظور   به

 ويروس سيتومگال متعلق به كمپـاني       DNAنمونة كنترل حاوي    
Vircell    صـورت كـه براسـاس       بدين.  كشور اسپانيا استفاده شد

 100، و   50،  25،  10،  5هاي   دستورالعمل كمپاني سازنده، غلظت   
خلـوص  ب بـا درجـة       ويروسـي در آ    DNAكپي در واكنش از     
 Molecular(شناسـي مولكـولي    هاي زيست مناسب براي واكنش

Biology ( سپس شش تكرار از هر غلظـت در سـه روز           . تهيه شد
 Probit(وسيلة آناليز رگرسيون پروبيت  مختلف بررسي و نتايج به

Regression Analysis (ارزيابي شد.  
  

  تحليليتعيين ويژگي 
اندازي   كيفي راه  PCR روش   يتحليلمنظور تعيين ويژگي     به
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) Primers(شده، عـلاوه بـر تأييـد درسـتي اتـصال آغازگرهـا              
ــه ــرم ب ــيلة ن ــزار  وس ــاه BlastNاف   NCBI) National در پايگ

Center of Biotechnology Information( از يــك پنــل ،
ويژگــي حــاوي اســيد نوكلئيــك اســتخراج شــده از برخــي از  

ن ايجاد تداخل با واكـنش      صورت بالقوه امكا   هايي كه به   ويروس
  هـا شـامل     ايـن ويـروس   . طراحي شده را دارنـد، اسـتفاده شـد        

HSV-1) Herpes Simplex Virus( ،HSV-2 ،VZV 
)Varicella Zoster Virus( ،EBV) Epstein-Barr Virus(، 

HHV-6) Human Herpes Virus( ،HHV-7پوليوما ويروس ، 
BK) Polyomavirus BK( ــروس ــاويروس وي ، JC ، پوليوم

 Parvovirus (B19، پاروويروس )Adenovirus(ويروس آدنو 

B19(، HIV-1) Human Immunodeficiency Virus( ،
HTLV-1) Human T-Lymphotrophic Virus( ،HBV 

)Hepatitis B Virus( ،HCV) Hepatitis C Virus( و ،
TTV) Torque Teno Virus (بودند.  
  
  كيفي Real-Time PCR هاي واكنش انجام

هـاي   براي طراحي آغازگرهايي كه قادر به شناسـايي سـويه         
 ايــن US28مختلـف ويــروس ســيتومگال باشــد، از تــوالي ژن  

 موجـود  هاي تواليتمامي بدين صورت كه  . ويروس استفاده شد  
دسـت آمـد و سـپس         بـه  NCBIاين ژن از پايگاه نوكلئوتيـدي       

رديفي چندگانه و طراحـي آغازگرهـا بـا اسـتفاده از             مراحل هم 
آغازگرهاي طراحي شـده  .  صورت گرفت AlleleID 7افزار   نرم

توالي . كند  نوكلئوتيدي از ژن مذكور را تكثير مي       185يك قطعه   
  . خلاصه شده است 1آغازگرهاي اختصاصي در جدول 

  
 US28  HCMVهاي  توالي آغازگرهاي مورد استفاده در تكثير ژن1جدول 

  
 PCRل اندازة محصو توالي آغازگرها نام آغازگر

 `TTGTTTCTGTACGGCGTTGTC-3-`5 آغازگر مستقيم
 `GAGTTGTGATCTAGGAGGTATTGC-3-`5 آغازگر معكوس

 باز  جفت185

  
  هاي حرارتي دستگاه  و برنامه چرخهReal-Time PCRكار رفته در واكنش   جزئيات مواد به2 جدول

  

 غلظت نوع ماده
  حجم در
  يك واكنش

 )المللي واحد بين(
 هاي حرارتي دستگاه برنامة چرخه

H2O - 9/13  تعداد چرخه زمان دما مرحله 
مولار   ميليx10 PCR + 15بافر 

MgCl2 
X 1 5/2 1  دقيقه5 گراد  درجه سانتي95 فعال شدن آنزيم 

MgCl2) 25ثانيه10 گراد  درجه سانتي95 واسرشتگي 5/1 مولار  ميلي5/2 )مولار  ميلي  
dNTP) 10ثانيه10 گراد  درجه سانتي58 اتصال 5/0 مولار  ميلي2/0 )مولار  ميلي  

  آلبومين سرم گاوي
 )ليتر  ميلي/ نانوگرم500(

 5/0 ليتر ميكرو/  نانوگرم10

 I) 1000/1( - 4/0سايبر گرين 

  +سازي طويل تكثير
 قرائت فلورسانس

  ثانيه20 گراد  درجه سانتي72
45 

 1  ثانيه5 گراد  درجه سانتي95 2/0 مولار  ميكرو2/0 آغازگر مستقيم
 2/0 مولار  ميكرو2/0 آغازگر معكوس

Taq مرازDNA 13/0  واحد 
DNA5 -  الگو 

منحني 
 وبذ

  گراد  درجه سانتي60
 گراد  درجه سانتي96

   ثانيه15
  ثانيه5

 قرائت مداوم

 1  ثانيه40 گراد  درجه سانتي40 سازي خنك  ليتر  ميكرو25 - حجم نهايي
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 كيفـي در    PCRسازي اجزاي واكـنش، آزمـون        ز بهينه پس ا 

  : ميكروليتــر انجــام شــد و شــامل اجــزاي زيــر بــود 25حجــم 
 PCR ميكروليتـر بـافر   5/2 استخراج شـده،   DNA ميكروليتر   5
)Qiagenــان ــا،   2/0، )، آلم ــك از آغازگره ــر از هري    ميكروليت
يدها،  ميكروليتر از مخلوط نوكلئوت    5/0 ميكروليتر كلريد منيزيم،     5/1
 5/0،  )آلمـان ،  Taq) Qiagen پليمراز   DNA ميكروليتر آنزيم    3/0

 ميكروليتـر سـايبرگرين     4/0ميكروليتر آلبـومين سـرم گـاوي و         
)Syber Green (    ــتگاه ــر در دسـ ــايي تكثيـ ــل دمـ پروفايـ

LightCycler®1.2) Roche صـورت   انجام شـد و بـه     ) ، آلمان
  مـدت   گـراد بـه     درجه سـانتي   95واسرشت شدن اوليه در دماي      

ــال آن  5 ــه دنب ــه و ب ــه 45 دقيق ــامل   چرخــة ســه مرحل اي ش
 ثانيـه،   10مـدت    گـراد بـه     درجه سانتي  95واسرشت شدن در    

 ثانيـه و    10مـدت    گـراد بـه     درجـه سـانتي    58اتصال در دماي    
 ثانيـه   20مـدت    گراد بـه    درجه سانتي  72سازي در دماي     طويل

منحنـي  هاي تكثير، تجزيه و تحليل       در پايان چرخه  . انجام شد 
گراد تـا     درجه سانتي  60ذوب با افزايش تدريجي دما از دماي        

ثانيـه  / گـراد   درجـه سـانتي    1/0گراد به ميزان      درجه سانتي  95
 درجه  89در دماي   ) Peaks(وجود نقاط اوج    . صورت گرفت 

گراد نشان دهنده تكثيـر محـصول اختـصاصي واكـنش            سانتي
  ).2جدول (است 
  

  نتايج
  يليتحلتعيين حساسيت نتايج 
ــر ــت    ب ــيون پروبي ــون رگرس ــايج حاصــل از آزم اســاس نت
 95 ويروسي كه بـا احتمـال بـيش از           DNAترين رقت از     پايين

فاصله ( كپي در واكنش     6/17درصد قابل تشخيص است معادل      
 نتايج حاصـل    1شكل  . است) 4/13-6/29=  درصد 95: اطمينان

افــزار آمــاري  وســيلة نــرم از آنــاليز رگرســيون پروبيــت كــه بــه
Statigraphics Plus 5.0دهد  محاسبه شده است را نشان مي.  

  
  

 روش تحليليحساسيت منظور تعيين   نتايج رگرسيون پروبيت به1شكل 
PCRكيفي   

  
  تحليلينتايج تعيين ويژگي 

دهـد كـه آغـازگر طراحـي          نشان مي  BlastNبررسي نتايج   
شـود    متصل مي  HCMV ويروس   US28شده تنها به توالي ژن      

هـاي موجـود در       واكـنش متقـاطع بـا سـاير تـوالي          گونه و هيچ 
بررسي پنـل   علاوه؛   به.  ديده نشد  NCBIهاي نوكلئوتيدي    پايگاه

 قـادر بـه     ويژگي نشان داد كه اليگونوكلئوتيدهاي طراحي شـده       
طـور بـالقوه داراي امكـان       هـايي كـه بـه      تكثير برخي از ويروس   

ر  را تكثي ـ  HCMVواكنش متقاطع هستند، نيست و تنها تـوالي         
  ).2شكل (نمايد  مي

  
   كيفيReal-Time PCRنتايج 
 در بافـت تومـوري مغـز        HCMV بيمار از نظر وجـود       18

اطلاعات مربوط به بيمـاران شـامل جـنس،         . ها بررسي شدند   آن
-Realسن، درجه تومور، مدت بيمـاري، عمـر بيمـار و نتيجـه              

Time PCR به نمايش درآمده است3 بيماران در جدول  .  
.  بيمــار زن بودنــد8 بيمــار مــرد و 10بيمــار،  18از تعــداد 

 سـال   9ترين بيمار    كم سن .  سال بود  5/39ميانگين سني بيماران    
 5/55( نفـر از بيمـاران       10.  سال داشتند  59ترين بيمار    و سالمند 
نفـر از بيمـاران    4.  بيمـاري گليومـا بودنـد   2در درجـه  ) درصد

ترين  يم بيماري كه شديدترين و بدخ     4در درجه   )  درصد 2/22(
در درجـه   )  درصد 3/22(نوع بيماري گليوماست و بقيه بيماران       

 كيفـي  Real-Time PCRنتيجـه  .  بيماري قـرار داشـتند  3 و 1
 درصـد   2/22 بيمار مثبـت شـد كـه حـدود           18 بيمار از    4روي  
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  . فوت شدندها مثبت شد،     آن HCMV نفر از بيماراني كه      2). 3شكل  (است  
  

 
  

   با استفاده از پنل ويژگيUS28 آغازگرهاي اختصاصي ژن ليتحلي تعيين ويژگي 2شكل 
  

  
  

  . بيمار مثبت كه با منحني آبي در مقابل منحني سبز كه كنترل مثبت است مشخص شده است3شكل 
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  ها  آنReal-Time PCR اطلاعات مربوط به بيماران مورد مطالعه و نتايج 3جدول
  

HCMV PCR بيمار سن بيمار هنگام جراحي جنس ماري بيدرجه مدت زمان بيماري عمر بيمار 

 1 30 مرد 2  ماه60 فوت شده +

 2 47 زن 3  ماه23 در قيد حيات -

 3 35 زن 2  ماه23 در قيد حيات -

 4 30 مرد 2  ماه71 در قيد حيات -

 5 55 زن 4  ماه7 در قيد حيات +

 6 59 مرد 4  ماه18 فوت شده -

 7 57 زن 4  ماه13 فوت شده +

 8 33 مرد 2  ماه3 قيد حياتدر  -

 9 39 زن 2  ماه1 در قيد حيات -

 10 50 مرد 4 ماه11 فوت شده -

 11 33 مرد 2  ماه3 در قيد حيات -

 12 32 مرد 2  ماه4 در قيد حيات -

 13 40 زن 2  ماه63 در قيد حيات -

 14 9 مرد 1  ماه2 در قيد حيات -

 15 36 مرد 2  ماه25 در قيد حيات -

 16 45 زن 3  ماه3  قيد حياتدر -

 17 36 مرد 2  ماه2 در قيد حيات +

 18 44 زن 3  ماه8 در قيد حيات -

 

  بحث
 درصـد از  2/22 را در حـدود  HCMVد  در اين تحقيق وجو   

طور كه گفته شـد واكـنش        همان. بيماران مبتلا به گليوما ثابت شد     
Real-Time PCR  كيفي كه در تحقيق حاضر استفاده شـد قـادر  

 كپي از ژنوم اين ويروس در هـر واكـنش اسـت؛             18به شناسايي   
ــشخيص     ــراي ت ــساس ب ــون ح ــك آزم ــابراين ي  در HCMVبن

دست آمده در اين تحقيق مطابق بـا   نتايج به . هاي بافتي است   نمونه
كه درصدهاي پايين از    ] 21،  20[نتايج برخي محققين ديگر است      

بـه اثبـات   عفونت اين ويـروس را در تومورهـاي مغـزي گليومـا            
 از  HCMVبا توجه به دشوار بودن جداسـازي ژنـوم          . اند رسانده
ــوان   بافــت ــسيار خفيــف هــاي ســرطاني محققــين عن عفونــت ب

)Microinfection(     برنـد   كار مـي   ها به   را براي عفونت اين سلول
وجود ژنوم اين ويروس در بافت سرطاني و عدم وجود آن           ]. 16[

ــشمندان ر   ــك دان ــاور ش ــالم مج ــت س ــش آن در در باف ا در نق
  . ]16[هاي مختلف از جمله گليوما كمتر كرده است  سرطان

 در اين مطالعه نـسبت      HCMVتر بودن درصد جداسازي      پايين
هـاي   توان به اسـتفاده از روش      به برخي از مطالعات ديگر را مي      

ــل    ــوم مثـ ــايي ژنـ ــر شناسـ ــهديگـ ــا   دو رگـ ــازي درجـ   سـ
)In Situ Hybridization( و Nested PCRالعــه در ، مط

هـاي متفـاوت ايـن       هاي مختلـف و عفونـت بـا سـويه          جمعيت
شدت و درجـه    . ويروس در تومورهاي مغزي گليوما نسبت داد      

بيماري گليوما نيز ممكن است در نتـايج مطالعـات تـأثير گـذار              
 درصـد از    90در بيش از    ] 20،  18[در بعضي از مطالعات     . باشد

 را  HCMV داشتند    بيماري گليوما قرار   4 درجه   بيماراني كه در  
تر  بيشتر بيماران در تحقيق حاضر در مراحل ابتدايي       . جدا كردند 

توان مجادله نمود كه بايد      رسد مي  نظر مي  به. بيماري قرار داشتند  
 در يك HCMVبادي سرمي ضد  نسبت متعادلي بين شيوع آنتي  

جامعه آماري با نسبت جداسازي آن از تومورهاي همان جامعـه           
عنوان مثال جداسازي تقريباً صد در       به. ته باشد آماري وجود داش  

ــه HCMVصــدي  ــزي جامع ــاي مغ ــه شــيوع   از توموره اي ك
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 درصد اسـت ممكـن اسـت دشـوار          50بادي سرمي در آن      آنتي
-Realناحيه ژني كه از آن بـراي تهيـه آغـازگر واكـنش               . باشد

Time PCRتواند نتايج را تحـت تـأثير    شود نيز مي  استفاده مي
هاي تراريخته كه    ر تحقيقي مشاهده كردند كه موش     د. قرار دهد 

مبـتلا بـه     را در روده داشـتند US28 HCMVتوانايي بيان ژن 
. شدند) Intestine Adenocarcinoma(آدنوكارسينوماي روده 

 ممكن است به عنوان يك ژن تومورزا در         US28به همين دليل    
وده هاي آل   در سلول  US28بيان ژن   ]. 18[سلول آلوده عمل كند     

 :Interleukin 6 (6 باعث افزايش توليد اينترلوكين HCMVبه 

IL-6 ( مــــويرگي انــــدوتليالو عامــــل رشــــد )Vascular  
Endothelial Growth Factor: VEGF ( ــال ــه دنب  آن و ب

 STAT3 )Signal Transducer and Activator ofافـزايش  

Transcription 3(هـاي ضـد تومـور،      فسفوريله، كاهش پاسخ
هـاي كـشنده طبيعـي،        سـلول  كـشي  سـلول هـاي    عاليتكاهش ف 

) Dendritic Cells(هاي دندرتيك  ماكروفاژ، نوتروفيل و سلول
 ـ]. 18[شـود    مي هـاي سـلولي گليومـا        در رده  HCMVت  عفون

هـاي    ويروسـي، در نتيجـه فعـال شـدن ژن          IL-10باعث توليد   
هـا بـه     ها و تبـديل آن     بسيار زودرس اين ويروس در مونوسيت     

 بـا توليـد مقـادير       M2فنوتيـپ   . شـود   ماكروفاژ مـي   M2فنوتيپ  
 TGF-βزايي شديدتر، همچنين توليـد    و رگVEGFزيادتري از  

)Transforming Growth Factor beta ( باعــث ســركوب
ايمني در بافت عصبي مغز شده و ممكن است در روند ايجاد            

به همـين دليـل از ناحيـه ژنـي     ]. 18[گليوما نقش داشته باشد  
US28 وم اين ويروس براي تهيـه آغـازگر واكـنش            ژنReal-

Time PCR  از يـك روش ديگـر بـه     اسـتفاده .  اسـتفاده شـد
هـاي    مثـل شناسـايي پـروتئين      PCRصورت موازي بـا روش      

ــف  ــي HCMVمختلـ ــك آنتـ ــا كمـ ــا روش   بـ ــادي و بـ بـ
 ممكــن اســت )Immunohistochemistry (ايمنوهيــستوشيمي

البتـه نتـايج    ]. 2[صد شناسايي اين ويروس را افـزايش دهـد           در
PCR         هاي   و ايمنوهيستوشيمي با توجه به آبشاري بودن بيان ژن

ها و عبـور مرحلـه بـه مرحلـه عفونـت             خانواده هرپس ويروس  
سلولي از مراحل اوليه به مراحل نهايي، ممكن است با يكـديگر            

هاي تازه بافتي بـه      استفاده از نمونه  ]. 2[خواني نداشته باشد     هم
 ويـروس نيـز   DNAرافينه بـراي اسـتخراج   هاي پا جاي نمونه 

ممكن است نتايج را تحت تأثير قرار داده و درصد جداساري           
را افزايش دهد چون استفاده از بافـت پارافينـه گـاهي باعـث              

همچنين اسـتفاده   . شود آسيب به ژنوم طي فرآيند استخراج مي      
تـري از وجـود      تواند آمار صحيح   هاي بيشتر مي   از تعداد نمونه  

به هر حـال    . روس در بافت توموري بيماران ارايه دهد      اين وي 
 از بافت تومور مغـز  HCMVبا همين درصد پايين جداسازي    

توان گليوما را به ليـست بيمـاراني كـه درگيـر بـا ايـن                 نيز مي 
ويروس هستند اضـافه كـرد و از يـك منظـر جديـد بـه ايـن                  

 ممكـن اسـت در دراز       HCMVآلودگي با   . ويروس نگاه كرد  
وجود آورد تا بـا ايجـاد يـك          تهديد را براي بدن به    مدت اين   

هاي گليـال    زمينه مناسب كه روند مولكولي آن ذكر شد سلول        
در صـورتي كـه     . مغز را به سمت سرطاني شـدن سـوق دهـد          

تر نقش اين ويروس را در گليوما     هاي حساس  بتوان با آزمايش  
توانـد كمـك    مـي به اثبات رساند، استفاده از طـب پيـشگيرانه         

زيادي در جلوگيري از اين روند نمايد و بـا اسـتفاده از يـك               
توان نه فقط از گليوما بلكـه        واكسن مناسب و ايجاد ايمني مي     

  . از تومور ساير نواحي بدن جلوگيري نمود
  

  تشكر و قدرداني
نامه دانـشجويي كارشناسـي      تحقيق حاضر بخشي از پايان    

 ـ    ارشد رشته ويروس   شكده علـوم پزشـكي     شناسي مـصوب دان
دانشگاه تربيت مدرس است كه با حمايت مـالي آن دانـشگاه            

نويـسندگان از كليـه عزيزانـي كـه در تمـام            . انجام شده است  
مراحل انجام اين تحقيق همكاري داشـتند تـشكر و قـدرداني            

   .نمايند مي
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Abstract 
Objective: Human cytomegalovirus (HCMV) is a beta-herpesvirus that causes persistent 
infection in humans, as well as severe disease in fetuses and immunocompromised 
individuals. Although HCMV is not currently causally implicated in human cancer, 
emerging evidence suggests that HCMV infection may be specifically associated with 
malignancies such as gliomas. Gliomas are one of the most common brain tumors that 
affect humans. It is classified into four grades. In this study, we have developed and used 
a real-time PCR method for the detection and diagnosis of HCMV infection in glioma 
brain tumor samples. 
Methods: Paraffin-embedded tumor samples were chosen from patients who referred to 
Imam Khomeini Hospital Neurosurgery Ward. DNA was extracted from paraffin-
embedded tissues by a DNA extraction kit. After designing specific primers for the 
HCMV US28 region, a real-time PCR method was developed for detection of HCMV 
US28.  
Results: The results of qualitative real-time PCR on 4/18 patients (22.2%) were positive. 
Two patients with positive HCMV results died. 
Conclusion: This is the first study that has monitored HCMV genes in samples from 
glioma patients in Iran. Considering the results of this study and controversies associated 
with other studies, a more comprehensive study using this and other diagnostic methods is 
suggested. 
 
Keywords: Glioma, HCMV, PCR 
 
 
Modares Journal of Medical Sciences: Pathobiology, Vol 16, No 2, Summer 2013, Pages: 13-23 

www.sid.ir

