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ايـدز شـيوع بـالايي    در منطقه مديترانه و در بيماران مبتلا به  (Kaposi's Sarcoma, KS) ساركوم كاپوزي: زمينه و هدف
با توجه به وجود ويروس . شور ما رو به افزايش استك نيز در HIV منطقه مديترانه بوده و شيوع      كشور ما نزدي  ك. اردد

 Polymerase Chain Reactionروش   در تمـام مـوارد سـاركوم كـاپوزي، يـافتن آن بـه      (HHV-8) هشتهرپس انساني 

(PCR)      اين ويروس در نژادهاي مختلف شيوع خاص خود         هاي ژنوتايپ. ندك  مي كمك به شناسايي موارد غيرتشخيصي 
  .را دارد كه در جمعيت ايراني اين بررسي انجام نشده است

رده كدر بيمارستان رازي تهران انتخاب  1390 تا 1380هاي  بيماران مبتلا به ساركوم كاپوزي را بين سال     : روش بررسي 
 PCRروش   اي از ژنوم ايـن ويـروس بـه         ثير قطعه ك ت ها، هاي پارافيني آن   ك از بلو  HHV-8 ويروس   DNAو با استخراج    

  .گرديد تعيين پنظر در ژنوم براي تعيين توالي فرستاده شد و ژنوتاي در نهايت قطعه مورد. انجام شد
روي .  مورد مثبت بودنـد    35 در   PCRنتايج  .  انجام گرفت  PCRاپوزي  كوم  ك نمونه با تشخيص سار    45بر روي    :ها  يافته
  هفـت ،C مورد ژنوتايپ 20. قبول براي ژنوتايپ داشتند، تعيين توالي انجام شد  كه نتايج مثبت قابل    بيمار 28هاي   نمونه

 يافـت   HHV-8هـاي     با ژنوتايـپ   KSارتباطي بين مراحل مختلف     .  مورد هم منفي گزارش شد     ك و ي  Aمورد ژنوتايپ   
  .نشد
 در تشخيص اين ويروس     PCRحساسيت   وجود دارد و     KSضايعات  % 100 حدود در   HHV-8از آنجا كه    : گيري  نتيجه

 را در   KSهاي پارافيني، تشخيص قطعي      ك بر روي بلو   PCRوسيله   ه ويروس ب  DNAتوان با شناسايي     بسيار بالاست، مي  
  .شور ايران تعيين شدكدر  HHV-8 هاي مختلف چنين شيوع ژنوتايپ هم. ها مورد تاييد قرار داد آن

  .، ژنوتايپ(PCR)نش زنجيره پليمراز ك، ساركوم كاپوزي، وا(HHV-8) هشت ويروس هرپس انساني :ليديك لماتك

 
  

 تومور عروقي بـا  ك ي(Kaposi's Sarcoma, KS) ساركوم كاپوزي
 -1: شـود  باشد كه به چهار گروه تقسيم مي       مي يدرجه بدخيمي بينابين  

 تحتاني و در نـژاد      تر در مردان مسن در اندام      بيش:  يا اروپايي  كلاسيك
تر در   بيش: كآفريقايي يا اندمي   -2. شود اي ديده مي   يهودي و مديترانه  

ل بيماري نـدولار    كش سال اغلب به   شود در بيماران ميان    آفريقا ديده مي  
  شندهـكك ـادنوپاتيـماري لنفـورت بيـص ها به هـم و در بچـخي وشـخ

  
 ـاتروژنيوب ايمنـي يـا      كمـرتبط بـا سـر      -3. باشد مي در بيمـاران   : كي

تـر اسـت ولـي        مهاجم كلاسيكشود و نسبت به نوع       پيوندي ديده مي  
اپيـدميك يـا     -4. نـد ك  رفت مي  وبگر ايمني پس  كبعد از قطع درمان سر    

تـر در مـردان       و بـيش   AIDS بيماران مبتلا بـه      %3/1در  : ايدزمرتبط با   
شد كه بـا درمـان ضـد رتروويروسـي ميـزان آن              باز ديده مي   جنس هم
  1.يافته استاهش ك

 بـراي   1994 در سـال     (HHV-8) هـشت    ويروس هرپس انـساني   
 شناخته شـد و   ايدز در بيمار مبتلا بهKSاولين بار در ضايعات جلدي      

 مقدمه

 

  428 تا 421هاي  ، صفحه7 شماره،71دوره،1392مهري تهران،كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش  مقاله اصيل

    01/04/1392:     تاريخ پذيرش29/02/1392: تاريخ دريافت مقاله                  يدهچك
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  428 تا 421 ،7، شماره 71، دوره 1392 مهري تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش 

 نــام Kaposi’s Sarcoma-associated Herpes Virus (KSHV)را  آن
. باشـند   مـي HHV-8 داراي  HIVتمام موارد همراه بـا عفونـت        . نهادند
ــاليني مختلــف، نظــر از اشــكال صــرف راي ا دKSاز ضــايعات % 95 ب

HHV-8 شـوند ممكـن اسـت     گاه ديده مي موارد منفي كه گه. باشند  مي
  2و3.ي در شناسايي ويروس باشدكنيكلات تكدليل مش به

بازان و غير  جنس ويژه در هم انتقال ويروس از طريق جنسي به
 شرط HHV-8 4.گيرد صورت مي) شايد توسط بزاق يا خون(جنسي 

تورهاي ديگري كباشد و فا افي نميك است ولي KSزم براي ايجاد لا
هاي دوكي   سلول، در مراحل اوليه5.هم در ايجاد آن ضروري است

هاي  كمي آلوده به ويروس هستند ولي با گذشت زمان اغلب سلول
اين . باشند  ميHHV-8دوكي در ضايعه مرحله ديررس حاوي 

يال و سلول عضله صاف، هر هاي دوكي ماركرهاي سلول اندوتل سلول
  2و6.ددهن دو را بروز مي

KSداراي سه مرحله ك از نظر مورفولوژي Patch پلاك و ندول ،
باشد،   كه محدود به ديستال اندام تحتاني ميPatchدر مرحله . باشد مي

هاي اندوتليال همراه  شده با سلول فضاهاي عروقي نامنظم پوشيده
ند ديده  هست حاوي هموسيدريناي كه گاه هسته كهاي التهابي ت سلول
هاي عروقي ناهموار و گشاد پوشيده   كانالكدر مرحله پلا. شود مي

شود كه در بين اين   ديده ميPlumpل كش يكهاي دو شده با سلول
، ماكروفاژهاي حاوي (RBC)هاي قرمز خوني  گلبولها  كانال

. خورد اي ديگر به چشم مي هسته هاي التهابي تك هموسيدرين و سلول
ها و  افكهاي دوكي بزرگ كه ش در نوع ندولار صفحاتي از سلول

ريزي،  چنين خون نند، همك  را احاطه ميRBC حاوي كوچكعروق 
اي، فعاليت ميتوزي  هسته هاي التهابي تك پيگمان هموسيدرين، سلول

  2و5.شود هاي سيتوپلاسمي ديده مي و گلبول
 است نك در برخي از مراحل آن ممKSوپي كروسكنماي مي

خيم و بدخيم  غيرتشخيصي بوده و مشابه تومورهاي عروقي خوش
 HHV-8(  هشتكه ويروس هرپس انساني  با توجه به اين7.ديگر باشد

توان با   وجود دارد، ميKS تمام ضايعات وبيش كمدر ) KSHVيا 
 Polymerase Chain توسط HHV-8 ويروس DNAتشخيص 

Reaction (PCR)ني بيماراني كه تشخيص هاي پارافي  بر روي بلوك
KSتشخيص ،باشد ها مطرح مي  در آن KSدر 8. را مورد تاييد قرار داد 

 در انواع HHV-8 ويروس DNAمطالعات مختلف ترتيب ژنوميك 
 و KS در HHV-8در نتيجه وجود .  شناسايي شده استKSمختلف 

 از انواع KS ابزار مفيد در افتراق ك يPCRتشخيص آن توسط 
 روش آزمايشگاهي ك يPCR 9.باشد  ميKSاي شبيه مختلف توموره

 است كه در آن (Target amplification)هاي تقويت هدف  از روش
در اين آزمايش با . شود سنتز توالي اسيد نوكلئيك هدف انجام مي

توان  تحت شرايط مناسب مي  پليمراز وDNAنش كاستفاده از وا
نظر است،   مورد را كه اختصاصي سلول يا ويروسDNAاي از  رشته

  10.رد تا قابل شناسايي باشدكپي كبه تعداد زياد 
برخـوردار  ي   از حساسيت بـالاي    HHV-8 در تشخيص    PCRانجام  

سراسر جهـان توزيـع       در HHV-8هاي مختلف     ژنوتايپ 11و12.باشد مي
  13.منحصر به فردي دارند

شور بر آن كبا توجه به تنوع اپيدميولوژي و عدم بررسي قبلي در 
 در ساركوم HHV-8هاي   تا در اين مطالعه شيوع ژنوتايپشديم

تعيين نماييم و وسيله روش ملكولار  ه ب در جمعيت ايرانيكاپوزي
شناسي  هاي مختلف را با مراحل بافت ارتباط احتمالي ژنوتايپ
توان با تاييد وجود ژنوم  چنين مي هم. نيمكساركوم كاپوزي مشخص 

HHV-8رفولوژي، به تشخيص ساركوم  در موارد مشكوك از نظر مو
  .كاپوزي كمك كرد

  

  
روش مقطعي انجام شد، بيماراني كه بين  مطالعه كه بهدر اين 

 در بيمارستان رازي تهران داراي تشخيص 1390 تا 1380هاي  سال
هاي پارافيني حاوي  بلوكساركوم كاپوزي بودند، انتخاب شدند و 

اطلاعات مربوط به سن، جنس و . ند بخش خارج شدتومور از آرشيو
. دست آمد محل ابتلا از پرونده بيماران موجود در بايگاني بخش به

  .ر شده مورد بررسي قرار گرفتندكها در دوره ذ تمام نمونه
ها با مراجعه به شرح بلوك موجود در  پس از انتخاب نمونه

رد بازبيني قرار  مودوبارههاي تومور  گزارش پاتولوژي هر يك، لام
ها بلوكي با بافت  گرفتند و پس از تاييد وجود و نوع تومور از بين آن

  .تومورال كافي و نكروز كم انتخاب گرديد
شده براي جلوگيري از  هاي انتخاب برش بلوك: ها برش نمونه

بار مصرف براي هر نمونه انجام  كآلودگي توسط ميكروتوم با تيغ ي
هاي اوليه دو عدد برش  از رد شدن از برشبه اين ترتيب كه پس . شد

روتيوب كبار مصرف در داخل مي ك ميكرومتري توسط اپليكاتور ي5

  بررسيروش
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 ,Eppendorf Tubes®, Eppendorf AG, Hamburg)ليتري   ميلي5/1

Germany) قرار گرفت و در نهايت جهت اطمينان از وجود تومور در 
 ينزئوا -سيلينهموتوك روش  عدد لام از آن تهيه و بهكبرش آخر ي

(H&E)توموري در اگرآميزي شد و مورد بررسي قرار گرفت و   رنگ 
پس از برش هر نمونه تيغ . آن مشاهده نشد از مطالعه حذف گردد

 گزيلنعوض شده و مكان قرارگيري تيغ و ميكروتوم با الكل و 
(Xylene)وسيله از هرگونه آلودگي جلوگيري شد  تميز گرديد و بدين.  

 گـزيلن ها طـي دو مرحلـه توسـط اتانـل و             نمونه: كردندپارافينه  
  .دپارافينه شدند

  :استخراج اسيد نوكلئيك
 ,High Pure Template Preparation Kitط  توس ـDNAاستخراج 

(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA)در ابتـدا  .  شـد  انجام
 پروتئيناز  μL 40 و   ننده بافتي كبافر ليز  μL 100بافت دپارافينه همراه با     

K     در صفحه داغ با دماي  C 55            براي يـك شـب قـرار گرفـت و در 
 اضافه  K پروتئيناز   μL 20صورت حل نشدن كامل بافت به آن مجددا         

 Binding بافر   μL 200 به نمونه حاصل     ،ها كاملا حل شود    شد تا بافت  
 ايزوپروپانول اضافه كرده و ورتكس انجام شـد و مخلـوط            μL 200و  

هـاي مخـصوص     ستون منتقل شد و ستون را داخـل لولـه         آن به داخل    
 براي مـدت يـك      RPM 8000قرار داده و پس از آن نمونه با سرعت          

همان سـرعت بعـد از افـزودن        عمل سانتريفوژ به  . دقيقه سانتريفوژ شد  
µL 500  تكرار شد تا محلول از داخل فيلتر عبور كرده          بافر مهاركننده 

هـا را    محلول داخـل لولـه     . گردند اي نوكلئيك به فيلتر متصل    و اسيده 
 بافر شستـشو    μL 500دور ريخته سپس بر روي فيلتر در داخل ستون          

 براي مـدت يـك دقيقـه        RPM 8000اول را اضافه نموده و با سرعت        
  .سانتريفوژ شدند تا محلول از داخل فيلتر عبور كند

ها را دور ريخته سپس بر روي فيلتر در داخـل            محلول داخل لوله  
 RPM بافر شستشو دوم را اضافه نمـوده و بـا سـرعت              μL 500ستون  
 براي مدت يك دقيقه سانتريفوژ شدند تا محلول از داخل فيلتـر        8000

 RPM در پايان كار مجددا براي حذف اثر اتانول با سـرعت             ،عبور كند 
در طـي ايـن مراحـل     . براي مدت يك دقيقه سانتريفوژ شـدند   12000

واكــنش از محــيط خــارج شــده و كننــده  ننــده و مختــلكعوامــل مهار
هـا را در    سـتون سـپس  هاسيدهاي نوكلئيك در داخل فيلترها باقي ماند     

ها  داخل ستون  هليتري اپندورف قرار داده ب      ميلي 5/1داخل ميكروتيوب   
μL 50  درجه قرار داشـت اضـافه       70 كه از قبل در دماي        بافر شستشو 

وژ شـد تـا    براي مدت يك دقيقه سانتريف    RPM 8000شد و با سرعت     
محلول از داخل فيلتـر عبـور كنـد و اسـيدهاي نوكلئيـك را شـسته و                 

هـاي فيلتـردار را از داخـل         در انتهـا سـتون     .داخل لوله منتقل نمايـد     هب
 محصول نهـايي حـاوي      ،ها بسته شدند   ها خارج كرده و درب لوله      لوله

داري   نگـه  -20باشد كه در دمـاي       شده مي  اسيدهاي نوكلئيك استخراج  
هـا پرهيـز     شدن فيلتر سـتون    در كليه مراحل استخراج از آلوده      .شود مي
ردن از سـر سـمپلر جـدا اسـتفاده گرديـد و             ك  براي هر بار سمپل    ،شده
ها از انتقال ذرات كوچكي كه ممكن اسـت بـه در             از باز شدن لوله    قبل

 مناسب جلوگيري شـد و كليـه مراحـل          اسپينلوله متصل شود با دادن      
  .ناسب انجام شداستخراج در زير هود م

  :PCRواكنش 
 بر روي نمونه بيمـاران و       PCRاز انجام واكنش     قبل: كنترل داخلي 

ونـد بـرش و اسـتخراج       بـودن ر   گروه كنترل براي اطمينـان از صـحيح       
ــه ــا وجــود ژن   نمون  Homo Sapiens Hydroxymethylbilaneه

Synthase (HMBS)  هـا   هـا وجـود دارد در نمونـه     كه در تمـام انـسان
 ــ ــي ش ــي بررس ــورت منف ــا    ده در ص ــوق ب ــه ف ــنش نمون ــدن واك              ش

  بـراي ايـن ژن در       PCRواكـنش   . نمونه ديگـر جـايگزين گرديـد       يك
          Reverse μM 2/0 و Forward بـــا غلظـــت پرايمـــر μL 20 حجـــم

از حجم كل را نيـز مـواد         نيمي،   انجام گرديد  μM 1/0و غلظت پروب    
ــراي ــاز ب  ,™PCR (SYBR® Premix Ex. Taqواكــنش  مــورد ني

TaKaRa Bio Inc., Tokyo, Japan) تـــشكيل داد و وجـــود ژن          
ســاختمان پرايمرهــاي  .ايجــاد فلورســانس تاييــد گرديــد صــورت در

HMBS     به اين ترتيب بودنـد : GCCTGCAGTTTGAAATCAGTG 
  .CGGGACGGGCTTTAGCTAو 

PCR      بـراي بررسـي وجـود      : هـشت  براي ويروس هرپس انساني
 ORF-K1 از   bp363طـول     ژن به  VR1اي از ناحيه     قطعه HHV-8ژنوم  

 انتخاب شد   PCRعنوان هدف براي      به باشد، كه اختصاصي ويروس مي   
شـرح   ها به  طراحي شد كه توالي آن     Reverseو   Forwardدو پرايمر   و  

ــر بـ ـ ــر  :دوزي  و Forward :ACAATCTGGGCATCGACAGپرايم
  Reverse :GTGACACGGTTTCATTTCGTCپرايمر 
.  توسط سايبرگرين انجام شـد Real timeصورت   بهPCRاكنش و

       واكـنش  ،PCRتـرين پروتكـل      يابي بـه بهتـرين و مناسـب        براي دست 
   هاي مختلف با كنتـرل مثبـت تهيـه شـده           در دماهاي متفاوت و غلظت    

  ان و ـراي دما، زمـش بـ تا آزمايشدش ـلف آزمايـهاي مخت و با روش
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  HHV-8 در شناسايي PCRنش كشرايط انجام وا :1 جدول
 دما )ثانيه(زمان  لكتعداد سي نشكوا

  94  30  1دناچوره شدن اوليه
  95  15  دناچوره شدن

 اتصال و گسترش
45  

20  60  
  72  300  1  گسترش نهايي

  60-95    1 ذوب شدن

  
ل كرفتـه در هـر سـي       ارك  دما و زمان به    . شود فراهمهاي مناسب    غلظت

  .ستر شده اك ذ)1جدول (نش كوا
 شـامل دو    μL 20واكـنش نهـايي در حجـم         :PCR  نهايي واكنش

 μL 10  و حجــمμL 5/0دام كــ هــر Reverse و Forwardپرايمــر 
عنوان منبع مـواد مـورد نيـاز بـراي واكـنش و سـايبرگرين تـشكيل                  به
 FAMبر روي كانال    ) توليد فلورسانس (بررسي انجام واكنش    . دهد مي

  .انجام گرفت اتصالو در فاز 
     سيكل بـا كـاهش نـيم درجـه         20طي  اتصال  دما در زمان    كاهش  

    از  PCRدر هــر دوره از انجــام واكــنش  .در هــر ســيكل انجــام شــد
ــراي   ــرل منفــي ب ــز كنت ــرل مثبــت در ســه غلظــت متفــاوت و ني     كنت

  اســتفادهيــت اســتخراج مــورد ك .پيــشگيري از آلــودگي اســتفاده شــد
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA)  بوده و از نماينده آن

كليه پرايمرهاي واكنش اصلي و پرايمرها و پروب         .شركت تهيه گرديد  
   Bioneer Inc. (Alameda, CA, USA) واكنش كنترل داخلـي سـاخته  

    كليــه مــواد مــورد نيــاز بــراي .و از نماينـده آن شــركت تهيــه گرديــد 
خته ، كنترل داخلي و واكـنش اصـلي سـا   PCR (Master mix)واكنش 

(Takara Bio Inc., Ostu, Shiga, Japan) تهيه  و از نماينده آن شركت
-Rotor مـدل  Thermal cycler توسـط  PCRهاي  كليه واكنش .گرديد

Gene 3000 ساخته (Corbett Research, Mortlake, Australia)  انجام
هـران  هـا در آزمايـشگاه پـاتولوژي بيمارسـتان رازي ت           برش بافت  .شد

ليه مراحل بعدي شامل اسـتخراج و انجـام آزمايـشات در             ك .انجام شد 
  . انجام گرديد)ره(خميني  آزمايشگاه مولكولار بيمارستان امام

  كــه نتيجــه مثبــت PCR نمونــه از محــصولات 28 :تعيــين تــوالي
ت مـاكروژن   كبه شـر   تعيين توالي و  استخراج محصولات   داشتند براي   

(Geum chun-gu, Seoul, Korea)،واليـين تـتعي در آنجا  فرستاده شد  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  HHV-8 نوكلئيكدرخت فيلوژنتيك آناليز توالي اسيد: 1شكل 

  
 Reverse بـا اسـتفاده از پرايمـر    ABI 3730 XLدسـتگاه  وسيله  به

 ويراسـت  MEGAافزار   وسيله نرم  ه ب كسپس آناليز فيلوژنتي  . انجام شد 
  ).1 لكش(  صورت گرفت4,0,2
هايي  هاي پارافيني، بلوك   ك بافت بلو  كنتي نياز به محتواي ژ    دليل به

ن اسـت  ك ـساسيون نامناسب و عمر طولاني مناسب نيستند و مم    كبا في 
توجـه   يم كه با  ي مناسب استخراج نما   DNAها نتوانيم    كه از همه نمونه   

چنـين سـعي شـد از       هـم . به حجم نمونه مناسب قابـل توجـه نبودنـد         
هاي اسـيد . اسـتفاده شـود   تر   ساسيون مناسب كتر و با في    هاي تازه  كبلو

نوكلئيك در شرايط محيطي بسيار حـساس بـوده و ممكـن اسـت در                
  .سازي از بين رفته و باعث منفي كاذب شدن تست شوند مراحل آماده

دليل احتمال مصرف شدن منطقـه   اذب، بهكبراي حذف مواد منفي    
هاي پارافيني، پس از گرفتن      هاي متوالي روي بلوك    تومورال طي برش  

آميـزي    برش نهايي روي لام با رنگ      ك ي PCRونه براي انجام    برش نم 
H&E                  تهيه شده و مورد مطالعه قـرار گرفـت تـا از وجـود تومـور در 
مواد فاقد تومور در بـرش نهـايي از         .  اطمينان حاصل شود   PCRنمونه  

هايي كه داراي تومور بودنـد ولـي         چنين نمونه  هم. مطالعه خارج شدند  
ها استخراج نشد نيز از مطالعه خارج        ز آن  مناسب ا  DNAدلايل فوق    به

  .شدند
ر ذكبا  ها و     پرونده بيماران بدون درج نام آن      نياز از   مورد اطلاعات

. استخراج و مورد مطالعه قرار گرفت      محرمانه   صورت شماره پرونده به  
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هاي پارافيني و با توجه به عـدم تحميـل هزينـه يـا               كبا استفاده از بلو   
،  و اسامي بيماران   كشدن مدار  چنين عدم فاش   ممداخله بر بيماران و ه    

 . بيانيـه هلـسينكي حفـظ و رعايـت شـد           ليه ملاحظات اخلاقي بنابر   ك
  .نامه صورت گرفت آوري اطلاعات توسط پرسش جمع

صـورت   هآمده را ب دست ها، اطلاعات به   جهت تجزيه و تحليل داده    
Code sheet و Master sheetافزار آماري   وارد نرمSPSS 16ست ويرا 

افزار اطلاعات موجود، مورد     نهايت با استفاده از همين نرم     در  نموده و   
ي با ميانگين و    مكهاي   داده. تجزيه و تحليل و آناليز آماري قرار گرفت       

 ـيفي براساس فراواني و درصد فراواني ارا      كهاي   معيار و داده   انحراف ه ي
 2  وStudent’s t-testهاي آماري  ها با روش ها و فراواني ميانگين. شد

 . معنادار در نظر گرفته شد>05/0P. تجزيه و تحليل شد

  

  
 نمونه پـاتولوژي بـا تـشخيص اوليـه سـاركوم كـاپوزي              66تعداد  

هـاي    لام ،PCRهـاي لازم بـراي       بعـد از تهيـه بـرش      موجود بـود كـه      
، ) تهيـه شـده بودنـد      H&Eروش   كـه بـه   (هاي نهايي    شده از برش   تهيه
 مـورد   13وسيله استاد پاتولوژي مورد بررسي قرار گرفـت و تعـداد             به
 نمونـه جهـت     53دليل عدم وجود تومور از مطالعه خارج شـدند و            به

 95 تـا    25سن بيمـاران هنگـام مراجعـه از          . انتخاب شدند  PCRانجام  
ي توزيع جنـسيت  .  سال بود  17معيار    سال و انحراف   62سال با ميانگين    

هـاي سـني      ارتباطي بين گروه   .زن بودند % 5/24 مرد و % 5/75 بيماران
  . يافت نشدHHV-8هاي  مختلف و نيز جنس با ژنوتايپ

بعـد از آن    %). 3/62( در اندام تحتـاني بـود        KSترين فراواني    بيش
و سـروگردن  %) 5/7(، تنـه  %)4/26(ترتيب شيوع، در انـدام فوقـاني     هب
ارتباط معناداري بين محل ابـتلاي      . شتتوزيع ضايعه وجود دا   %) 8/3(

 مـورد   35 در   PCRنتـايج    . ديده نـشد   HHV-8هاي   تومور با ژنوتايپ  
 ـ  محصول كـم بودنـد     مورد   سه مورد منفي، در     14مثبت، در     كو در ي

 مـورد   هـشت  بيمار مـورد بررسـي       53از   . بودند  نمونه نامناسب  مورد
 مثبـت   PCRدام نتـايج    ك ـ   بودند كـه هـيچ     كوكداراي مورفولوژي مش  

 بيمار باقي مانده توزيـع مورفولـوژي تومـور براسـاس            45از  . نداشتند
ترين فراواني در مراحل پلاك       بيش .تعيين گرديد الگوي ميكروسكوپي   

و مرحله %) Patch) 8/17بعد مرحله   . بودند% 3/33 دام با كو ندول هر    
ارتبـاطي بـين مراحـل مختلـف        . قـرار داشـتند   %) 6/15(ندول   -پلاك

 ، مـورد  45از اين   .  يافت نشد  HHV-8هاي    با ژنوتايپ  KSمورفولوژي  
 مورد منفـي و در سـه مـورد          هفت در   ، مورد مثبت  35 در   PCRنتايج  

  .بودندمحصول كم 
قبول براي ژنوتايـپ      بيمار كه نتايج مثبت قابل     28هاي   روي نمونه 

 و%) C )4/71 مورد داراي ژنوتايپ     20.  انجام شد  تعيين توالي داشتند،  
 ـ   %) A )25داراي ژنوتايپ    مورد   هفت  مـورد هـم منفـي       كبودنـد و ي

  .گزارش شد
  

  
 HHV-8هاي مختلـف     در اين مطالعه ما به بررسي شيوع ژنوتايپ       

  .پرداختيم (KS) در بيماران مبتلا به ساركوم كاپوزي
KS تومور عروقي با درجه بدخيمي بينابيني است كه از نظـر            ك ي 

 1و2. پلاك و نـدول    ،Patch: شود  تقسيم مي  Grade به سه    هيستولوژيك
 در مراحل مختلف گاه غير تشخيصي بـوده و          KSوپي  كروسكنماي مي 

 6.تـر باشـد    تر و يا بدخيم    خيم تواند مشابه تومورها يا شرايط خوش      مي
توانـد درمـان    بديهي است كه در صورت عدم تـشخيص صـحيح مـي           

هـاي جـسماني و       آن زيـان   دنبـال  نادرست را در پي داشته باشد و بـه        
  .اقتصادي فراواني را به بيمار و جامعه تحميل نمايد

 وجود دارد KS در تقريبا تمام ضايعات    HHV-8كه   با توجه به اين   
توان با    مي ،PCRو شرط لازم براي آن است و حساسيت بالاي روش           

هاي پارافيني در     بر روي بلوك   PCRوسيله    ويروس به  DNAتشخيص  
 ايـن تـشخيص را      ، است كها مورد ش    در آن  KSشخيص  مواردي كه ت  

هـاي   جـا و درمـان     هاي بي  مورد تاييد يا رد قرار داد و از انجام بررسي         
 بهبـود   KSرد و به ايـن ترتيـب اسـتراتژي درمـاني            كاشتباه جلوگيري   

ي ك ـمكعنوان ابزار     به PCRهاي ديگر هم روش       در مطالعه  8و14.يابد مي
 از سـاير    KS جهـت تمـايز      HHV-8ساده و حساس بـراي شناسـايي        

هـاي    ژنوتايـپ  ،از طـرف ديگـر     9.تومورهاي مشابه مطرح شده اسـت     
 توزيـع   ، بر حسب مناطق جغرافيايي و نـژاد بيمـاران         HHV-8مختلف  

 داراي هفت ژنوتايپ مختلف است كه در        HHV-8 11و15.متفاوتي دارد 
 توزيـع خاصـي     ،مناطق جغرافيـايي جهـان و بـين نژادهـاي مختلـف           

تـري   ها در بين بيماران خاصي فراواني بـيش         برخي ژنوتايپ  16-19.دارد
 در بيماران مبتلا به ايدز و ژنوتايپ        Aعنوان مثال ژنوتايپ     به. اند داشته

D        و نيـز ارتبـاط      20تـر بـوده اسـت       در بيماران غيرمبتلا به ايـدز بـيش 

 بحث

 هايافته
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 در  A4تايـپ     همراه به پيوند كليه و ارتباط ساب       KS با   C3تايپ   ساب
انـد   ردهك ـن مبتلا به ايدز در يونان گزارش شده است و پيشنهاد            بيمارا

ي و تروپيـسم    كهـاي بيولـوژي     داراي ويژگي  HHV-8كه انواع مختلف    
كه آيا رفتار باليني مختلفي هم دارنـد         باشند ولي اين   سلولي مختلف مي  

  14. محل مناقشه است،يا نه
ختلف هاي م  هاي مختلف ارتباط مشخصي بين ژنوتايپ      در مطالعه 

HHV-8ــا ســن ــ، ب ــ ذKS ك جــنس و مراحــل مورفولوژي ــشده ك ر ن
در . ها يافـت نـشد    در مطالعه ما نيز ارتباط معناداري بين آن       16و21.است

 مثبـت   PCR مـورد نتـايج      35 بيمار مورد بررسي     45مطالعه حاضر از    
اي  در مطالعـه  . بـود كه با مطالعات مشابه قابل مقايسه       %) 8/77(داشتند  
در مطالعه ما    16. بيمار گزارش شد   27نتايج مثبت در    % 48/81 در چين 
ترتيب شيوع، ژنوتايپ    ، به مده در جمعيت ايراني   آ  دست هاي به  ژنوتايپ

C و  A                بودند كه بر حسب منطقـه جغرافيـايي و نـژادي بـا مطالعـات 
ــشابه همــاهنگي دارد ــه. م  C  وAتايــپ  اي در چــين ســاب در مطالع

   16.گزارش شد
 14و19.ترين بودنـد    شايع A و   Cهاي   تايپ ابدر يونان و پرو هم س     

اي ديگـر در      در مطالعـه   17و21. بـود  Cترين ژنوتايـپ     در ژاپن هم شايع   
% A 25و  % C 75تايـپ    ا سـاب  ك ـزاس ايالات متحـده آمري    كجنوب ت 

هاي مطالعه حاضر شامل عدم دسترسـي بـه          محدوديت 20.گزارش شد 
ماران به ايدز و احتمال   امل بيماران از جمله ابتلاي بي     كاطلاعات باليني   

البته اين  . دوساله ب  هاي پارافيني چند    روي بلوك  PCRمنفي شدن نتايج    
  22.گزارش شده استمورد در مطالعات مشابه نيز 

اي بـراي تعيـين      برخلاف منـاطق مختلـف جهـان چنـين مطالعـه          
حـال در     با وجود تنـوع اپيـدميولوژيك آن تابـه         HHV-8هاي   ژنوتايپ

همين خاطر بـر آن شـديم تـا بـه شناسـايي              به.  است ايران انجام نشده  
HHV-8   در KS روش    بهPCR        گامي در جهت تشخيص قطعي مـوارد 

 بـا   ،موقع آن برداشته باشـيم و از طرفـي         آميز و درمان صحيح و به      ابهام
بـار بتـوانيم تنـوع       هاي ويروس در ايـران بـراي اولـين         تعيين ژنوتايپ 

هـا را   ني و ارتباط احتمالي آن را در جمعيت ايرا  HHV-8هاي   ژنوتايپ
هـاي   شـود بررسـي    پيشنهاد مـي  . نيمك مشخص   KSبا مراحل مختلف    

 بـا شـرايط   HHV-8هـاي   تايـپ  تري در جهت تعيين ارتباط ساب      بيش
 در مناطق مختلف جهـان و       KSباليني و مراحل مورفولوژيك مختلف      

ين  تشخيص و درمان موثر ا     ،در ايران انجام شود تا راه براي پيشگيري       
  .بيماري هموارتر شود

 ايـن مقالـه حاصـل طـرح تحقيقـاتي تحـت عنـوان              :سپاسگزاري
هاي ويروس هرپس انساني هشت در ساركوم         بررسي شيوع ژنوتايپ  "

 مـصوب دانـشگاه علـوم       "وسيله روش مولكـولار     كاپوزي در ايران به   
 شـماره   بـه  1389ي و خدمات بهداشتي و درماني تهران در سال          كپزش

باشد كه با حمايت مـالي معاونـت پژوهـشي            مي 10966-30-02-89
  .دانشگاه اجرا شده است
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Background: In the Mediterranean region, Kaposi's sarcoma (KS) has a high preva-

lence especially in patients with AIDS. Iran is located close to the Mediterranean region 

and the HIV prevalence is increasing in our country. In some stages, Kaposi's sarcoma 

is morphologically similar to other vascular tumors. Owing to the presence of human 

herpesvirus 8 (HHV-8) in all cases of Kaposi's sarcoma, detection of virus DNA by 

PCR method can help in the identification of non-diagnostic cases. Moreover, the 

prevalence of HHV-8 genotypes is different in various regions of the world and in dif-

ferent races. There are limited studies performed on the HHV-8 genotypes in Iranian 

population. 

Methods: Patients with Kaposi's sarcoma from 2001 to 2011 who refer to Tehran Razi 

Hospital were enrolled in this study. HHV-8 DNA was extracted from paraffin blocks 

and amplification of the virus genome was performed by PCR method. Finally, the tar-

get DNA fragment was used for sequencing and genotype determination. 

Results: PCR was performed on 53 cases. In 8 cases with suspicious morphology, PCR 

was negative and they were excluded from study. Of remaining 45 cases, 35 had posi-

tive PCR results, 7 had negative results and 3 had low PCR product. Samples from 28 

cases that had positive PCR results, which were acceptable for genotyping, were chosen 

for sequencing. Twenty cases had genotype C, 7 cases had genotype A and one case 

was negative. The results are consistent with other studies in our geographical area. No 

correlation was found between the different microscopic stages and HHV-8 Genotypes. 

Conclusion: Since the HHV-8 is obtained in almost 100% of KS lesions and PCR sen-

sitivity in detection of the virus is close to 100%, KS diagnosis can be confirmed in 

suspicious cases by detection of HHV-8 DNA on paraffin blocks. Moreover the preva-

lence of HHV-8 genotype was determined in Iran. 

 
Keywords: genotyping techniques, human herpesvirus 8, kaposi, polymerase chain   
reaction, sarcoma. 
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