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 چکيده
هاي آسپتيک     ايجادکننده مننژيت  ترين عوامل   از مهم :  و هدف  مقدمه
بـراي اجتنـاب از      . انتروويروس و ويروس اوريـون اسـت       ،ويروسي
 وجود يک تـست تشخيـصي سـريع و حـساس لازم             ،هاي غيرضروري   درمان
 .است

يک روش سـريع و حـساس        (Multiplex)چندگانه   RT-PCR :ها  روشمواد و   
 .کزي است هاي ويروسي سيستم اعصاب مر      موقع عفونت  براي تشخيص به  

ــون و     ــروس اوري ــان دو وي ــايي همزم ــراي شناس ــن روش ب از اي
 براي هر يـك بـه طـور         PCRابتدا تست   . انتروويروس استفاده شد  

سـازي همزمـان دو ويـروس         سازي و سـپس بـراي جـدا         جداگانه بهينه 
عنـوان کـنترل      از ژن بتا دو ميكرو گلوبولين بـه       . استفاده گرديد 

 . داخلي استفاده شد
بيمـار مـشکوک بـه    )  نخاعي–مايع مغزي   (CSF نمونه   100 :ها  يافته

 .ها انجـام شـد      بر روي آن  چندگانه   RT-PCRآوري و تست      مننژيت جمع 
آوري شده از نظر کشت باکتريايي منفـي بودنـد و             ي جمع ها  هتمام نمون 

 درصد  35. آوري شده بود     سال جمع  7تر از     از نوزادان و کودکان آم    
مثبت بودند و يک مورد نيـز بـه طـور           موارد از نظر انتروويروس     

 .همزمان از نظر هر دو ويروس مثبت بود
)  سـاعت  3تر از     در آم ( اين تست يک روش حساس و سريع      : گيري  نتيجه

تـوان از آن      هاي آسپتيک اسـت کـه مـي         براي تشخيص همزمان مننژيت   
 .براي مطالعات اپيدميولوژيک نيز استفاده کرد

 

 چندگانـه،  PCR ريـون، مننژيـت،    او انتروويـروس،  :کلمات کليدي 
  نخاعي-مايع مغزي 

 
 
 
 

 

 مقدمه
هـاي سيـستم      ترين بيماري   از شايع 

اعصاب مرآزي بخصوص در آودآـان و       
 مننژيت است آـه توسـط       ،نوزادان

عوامل مختلف ويروسي، باآتريـايي،     
از . شـود   انگلي و قارچي ايجاد مي    

تـــرين عوامـــل ويروســـي  شـــايع

تـوان   آننده مننژيت نيز مـي      ايجاد
ها و ويروس اوريـون و        انتروويروس

 .]1[هرپس سيمپلكس را نام برد
هــاي  موقــع مننژيــت تــشخيص بــه

. ويروسي بسيار حائز اهميـت اسـت      
آه روش روتـين در       با توجه به اين   

هـاي     و بيمارسـتان   هـا   هآزمايشگا

:     وصول
11/2/86 

: ارسال اصلاحات
27/5/86 

: دريافت اصلاحات
27/6/86 



 و همكاران معصومه آرمانيان 

آــشور مــا آنــاليز بيوشــيميايي 
مـــايع مغـــزي نخـــاعي از نظـــر 

ارش گيري قند و پروتيين و شم       اندازه
سلولي است، اين روش، روش حـساسي       

ــست و  ــتفاده از ني ــي اس تكنيك
ضـرورت  تر با حـساسيت بـالا         سريع
 .دارد

عنـوان يـك      گرچه آشت سلول بـه    
روش آاملاд قابل اعتمـاد شـناخته       

هـاي مختلـف       امـا چـون تيـپ      ،شده
ي هـا   سـلول ها نسبت به      انتروويروس

مختلف، حـساسيت متفـاوت دارنـد،       
ــدين رده   ــد از چنـ ــلولي بايـ سـ

استفاده آرد تـا طيـف جداسـازي        
در مورد ويروس   . ويروس وسيع شود  

هـاي جـدا      اوريون هم تمام ويـروس    
ــأثير   ــده ت ــشان  CPEش ــاص را ن  خ

يي هـا   روش ، بنـابراين   و دهنـد   نمي
ي هـا   همانند همابزوربشن براي نمون   

آــشت داده شــده، بايــد در نظــر 
 . ]2[گرفته شود

ــم ــاز   مه ــرين امتي ــا روشت ي ه
 در هــا عت بــالاي آن ســر،مولکــولي

رديــابي ويــروس اســت آــه باعــث 
ي قـديمي بـا ايـن       ها  روشجايگزيني  
 . ]3[شود تكنيك مي

ــران،  ــا روشدر اي ــشخيص ه ي ت
هاي سيستم اعـصاب مرکـزي        بيماري

بخصوص مننژيت از طريق کشت مـايع       
هـاي    مغزي نخـاعي يـا انجـام تـست        

بيوشيميايي بر روي آن اسـت کـه        
د و   غيراختـصاصي هـستن    ها  روشاين  

 .حساسيت پاييني دارند
اي طراحـي و      PCRدر اين پـژوهش     

شـود کـه در حـداقل         اپيتمايز مي 
زمان و با حـساسيت بـالا تـشخيص         

، در  PCRبـا ايـن روش      . انجام شود 
هـاي    يک لوله دو ويروس از ويروس     

هـاي    دار دخيل در عفونـت      RNA مهم
سيــستم اعــصاب مرکــزي شناســايي 

جا که از يـن روش        شود و از آن     مي
عنـوان روش تشخيـصي اسـتفاده         به

 بـه   ،خواهد شد، يکـي از اهـداف      
حداقل رساندن تعداد پرايمرهـا و      

 بـه منظـور کـاهش       PCRمواد ديگر   
 .جويي در وقت است  قيمت و صرفه

 
 ها روشمواد و 

 طراحي پرايمر 
ــن  ــه اي ــه ب ــا توج ــوم  ب ــه ژن آ

 NTR  َ5هــا در ناحيــه  انتروويــروس
هــاي بــسيار حفاظــت  داراي تــوالي

 بـا طراحـي پرايمـر       ]5و4[است دهش
توان تمام    مناسب از اين ناحيه مي    

هاي جنس انتروويروس را آـه        ويروس

 سـروتيپ مختلـف اسـت رد        70حدود  
ژنوم ويـروس اوريـون     . يابي آرد 

ــهَ    ــز در ناحي  داراي NP ژن 5ني
است آه با    توالي بسيار حفاظت شده   

طراحي پرايمر مناسب قابل رديابي     
 ).1 جدول(است 
 ، چندگانـه  PCR هدف طراحـي     چون

انتروويروس و  (شناسايي دو ويروس    
 ، اسـت  PCRدر يـک لولـه      ) اوريون

بنابراين تا حد امکان پرايمرهـا      
 G+Cو درصـــد ) Tm(بايـــد دمـــا 

در . تقريباЀ يکسان داشته باشـند    
افـزار    نـرم ضمن تمام پرايمرها در     

Gene Runner    چک شد کـه لـوپ سـنجاق 
خـود  ا  بهاي داخلي    سري و يا لوپ   

 .و يا با يکديگر تشکيل ندهند
ــرو   ــا دو ميك ــنين از ژن بت همچ

عنـوان کـنترل داخلـي        گلوبولين به 
استفاده شد که پرايمرهاي طراحـي      
شده براي کنترل داخلي نيز مـورد       

 .بررسي قرار گرفتند
 

-ي مـايع مغـزي    ها  ه استخراج نمون  2-2
 نخاعي

RNAيهــا ه نمونــ CSFآوري شــده   جمــع
ــتخراج  ــت اس ــط کي  RNA RNX-Plusتوس

اسـاس   محصول شرکت سـيناژن و بـر      
اسـتخراج   روش کاري ارائه شـده،    

چون ممکن است مقدار و تـيتر        و   شد
 کم باشد براي    CSFويروس در نمونه    

 تـر   بـيش  RNAاستخراج بهتر و داشتن     
 بـه همـه     ،در مرحله ايزوپروپانل  

 ميکـروليتر   5 مقـدار    CSFي  ها  هنمون
 .گليکوژن اضافه شد

 دگانه چن RT-PCR تست
 RT-PCRدر اين پژوهش بـراي انجـام        

شود    انجام مي  چندگانهکه به صورت    
 هر دو ژن ويروسي در يک       PCRبايد  

 ايـن منظـور     هب. تيوپ انجام گيرد  
 بـراي دو ژن     PCRبايد ابتـدا دو     

 ضمن  ،به طور جداگانه بهينه گردد    
آه همين شرايط بايد براي کنترل        اين

 و سـپس   داخلي در نظر گرفته شود    
PCR   بـراي دوژن ويروسـي     چندگانه

 .گردد بهينه
 انجـام   PCRهـاي    حجم تمام واکـنش   

 ميکـروليتر   25وهش  ژاين پ  شده در 
در نظر گرفته شد که براي شـروع        

 : موارد زير بودکار شامل
 ،PCR بافر 10x محلول -1
 ،MgCl2مولار   ميلي5/1 -2
 ،dNTpمولار   ميلي5/0 -3
 ميکروليتر ازهـر پرايمـر      7/0 -4

 ، ميکرومولار10ظت با غل
 پليمـراز  DNA Taq واحد 625/0 -5



 و همكاران معصومه آرمانيان 

 ميکروليتر  25 ميکروليتر در    125/0(
 ،)واکنش

ــروليتر از 5/2 -6 ــاي  cDNA ميک ه
 ،الگو

حجم ايي با آب مقطر ديونيزه      
 ميکروليتر رسـانيده شـد و       25به  

 گرفت قرار   PCRدر دستگاه حرارتي    
 :و برنامه زير اجرا گرديد

اشـدن دو رشـته     دماي ابتـدايي جد    -1
ــه 95    درجــ

بـه   گراد  سانتي
  دقيقه4مدت 

 95   دماي جدا شدن دو رشته-2
گـراد   درجه سـانتي  

 30به مـدت      
 ثانيه

گراد   درجه سانتي  54  دماي هيبريدشدن-3
 30به مـدت      
 ثانيه

گراد  سانتي درجه   72   دماي پيشروي-4
ــه   ــدت  ب  45م
 ثانيه

 4 تا 2 سيکل از برنامه 30 -5
 ي دماي پيشروي اي-6
ــا در  -7 ــتن دمـ ــه 4 نگهداشـ  درجـ

 گراد سانتي
 

ــر روي ژل    ــصولات را ب ــپس مح س
ها بـا      ژل ، درصد برده  5/1آگارز  
آميزي و بـا   رنگ برومايد اتيديوم

دستگاه ژل فتوداکيومنت بررسي و     
 .برداري شدند  عکس
 

  چندگانهRT- PCR تعيين حساسيت تست 
دست آوردن حـساسيت ايـن         براي به 

ــازي دو  ــست در جداس ــروس، ت  وي
هـاي متفـاوتي از دو ويـروس          رقت

ــد  ــه ش ــروس،   .تهي ــه انترووي نمون
نانـسي   سـويه    B3کوکساکي ويـروس    

(Nancy)  بــود کــه از مرآــز آمــوزش
وري زيستي تهيـه شـد و       اعلوم و فن  

 (Hoshino)  هوشينو نمونه اوريون سويه  
و  بود که از مؤسسه رازي تهيه شد      

روي آشت سلول تكـثير و عيـار         بر
 مشخص شـده بـود      TCID50حسب   آن بر 

بر چندگانه   -PCR RTآزمايش  تهيه و   
 .روي آن انجام شد

 1براي هـر دو ويـروس مقـدار         
ميکروليتر از الگـويي کـه عيـار        

نظـر   اوليه آن تعيين شده بود در     
 – 10-1هـاي    گرفته شد و ازآن رقت    

بـر  چندگانـه    -PCR RT  تهيه و  10-10
 . روي آن انجام شد

 
 CSFآشت نمونه هاي

طـور مـستقيم بـر         به CSFي  ها  هنمون

 آـه   HeLaاي    ي تك لايـه   ها  سلولروي  
ــت  ــه96در ميكروپلي ــه   خان اي تهي

شده بود تلقيح و براي يك هفتـه        
 هـر دو    CPE روز آثار بروز     10تا  

 .ويروس بررسي شد
 
 يجانت

در بررسي حساسيت تست بهينه شـده       
مشاهده شد کـه اگـر ويـروس بـا          

 105 ليتر تـا    در يک ميلي   8/103عيار  
ــل    ــد قاب ــود بان ــق ش ــار رقي ب

ــشاهده ــواهيم bp 264اي را در  م  خ
 ). 1شکل (داشت 

 برابـر   B3تيتر ويروس کوکـساکي     
بـراي  . ليتر بود    در ميلي  75/104با  

ويروس انترو نيز شرايط را مانند      
 يعني از   ؛ در نظر گرفتيم   CSFنمونه  

 و هـر    B3الگوي ويروس کوکسا کـي      
يک تيـوب اسـتفاده      دو پرايمر در  

.  را انجـام داديم    RT-PCR تست   ،ردهک
مشاهده شد کـه اگـر ويـروس بـا          

لـيتر تـا       در يک ميلـي    75/104عيار  
 بار رقيق شود و بـر روي آن         1010

 انجام گيرد، باند قابـل      RT-PCRتست  
ــشاهده ــواهيم bp 141اي را در  م  خ

 ).2 شکل(داشت 
 RCRپس از اپتيمايز کردن تـست       

 کـه   CSFبر روي صد نمونه     چندگانه  
ــال  د ــاه اول س ــه م ــول ن  83ر ط
آوري شده بود اين تـست انجـام          جمع
 نمونـه مـورد   100آه از تعداد     شد

 نمونه براي انتروويـروس     35بررسي  
و يك نمونه به طور همزمان از نظر        

. اوريون و انتروويروس مثبت بـود     
ــايج  ــکلPCRنت ــشاهده 3  در ش  م

 35  انتروويروســي درRNA .شــود مــي
 در کـشت     رديابي شد کـه    CSFنمونه  

 نمونــه منفــي بــود و بــه همــين 14
ــ ــب از نمون ــا هترتي ــي ه  PCRي منف

ــداد  ــت  3تع ــشت مثب ــه در ک  نمون
 . ارزيابي شد

حـــساسيت و ويژگـــي در ايـــن 
 درصد  84 و   87.5مطالعه به ترتيب    

 . ارزيابي شد
 
 بحث 

 بــراي اولــين بــار در PCRتکنيــک 
 در اوايل دهـه     CSFي  ها  همورد نمون 

جهت تشخيص انـسفاليت هـرپس       1990
ويروسي و مننژيت ويروسي به آار      

 ، و بعــد از آن]6[گرفتــه شــد 
هـاي علمـي در ايـن         تعداد گزارش 

سرعت افزايش پيدا کـرد       زمينه به 
 که امروزه اين تکنيک بـه       تا جا 



 و همكاران معصومه آرمانيان 

 تـــر بـــيشصـــورت روتـــين در  
ي دنيــا اجــرا  هــا هآزمايــشگا

 .]8و7[شود مي
 انتروويــروس و ،در ايــن تحقيــق

س اوريــون از مــايع مغــزي ويــرو
تـرين    شده کـه از مهـم     جدا  نخاعي  

هــاي ايجادکننــده مننژيــت  ويــروس
هــا گــستردگي  انتروويــروس .هــستند

جهاني دارند و در مناطق معتـدل       
انتشار فصلي دارنـد و اغلـب در        
فــصول تابــستان و پــاييز باعــث 
ــان    ــت در کودکـ ــاد مننژيـ ايجـ

 .]1[شوند مي
زايــي ويــروس  احتمــال بيمــاري

ن نيز در يک سال اول تولد       اوريو
هاي مادري    بادي  به دليل وجود آنتي   

 ولي اسـتفاده از     ؛بسيار کم اسـت   
واکسن تخفيف حـدت يافتـه کـه در         
حال حاضر در ايـران هـم توليـد         

شود باعـث کـاهش بيمـاري تـا           مي
 .]4[است  درصد شده95-86حدود 

سازي   در اين پژوهش پس از بهينه     
PCR      بر روي ويـروس کوکـساکي B3  و 

ــه ــون و بهين ــست  اوري ــازي ت  PCRس
سـازي از     که شامل بهينـه   چندگانه  

 بود، ايـن    MgCl2نظر غلظت بافر و     
 انجـام   CSFي  هـا   هتست بر روي نمون ـ   

 . شد
از کنترل مثبت، کـنترل منفـي و        
کــنترل داخلــي در طــي انجــام هــر 

 کــنترل . اســتفاده شــدPCRواآــنش 
ــود   ــدم وج ــضمين ع ــراي ت ــي ب منف

 تأييـد  آلودگي، کنترل مثبت براي   
درستي کارکرد هـر يـک از واکـنش         

.  استفاده شـد   PCRگرها و دستگاه    
به دليل غلظت بالاي پروتييني کـه       

ــت   CSFدر  ــن اس ــود دارد، ممک  وج
 مقداري پـروتيين    ،هنگام استخراج 

ــه   ــد و در نتيجـ ــاقي بمانـ  ،بـ
 . شـوند  PCRها باعث مهـار      پروتيين

ايــن کــه   بــراي اطمينــان از 
ت درســتي صــور  اســتخراج ژنــوم بــه

اي در ژنـوم      کننـده   گرفته و مهار  
اســتخراج شــده وجــود نــدارد از 

در اين  . کنترل داخلي استفاده شد   
ــا دو   ــژوهش از ژن بتــــ پــــ

عنــوان کــنترل   ميکروگلوبــولين بــه
در طي مراحل   . داخلي استفاده شد  

اســتخراج از گليکــوژن اســتفاده 
 گليکوژن براي افزايش رسـوب      .شد

 در مرحلــــــه RNAمقــــــدار 
اضافه شد تا مقدار    ايزوپروپانل  

 باشـد و حجـم      تـر   بـيش  RNAرسوب  
 . استخراج گرددRNAبالاتري از 

از صد نمونـه مـورد بررسـي در         

 RT-PCR  نمونه در تـست    35اين پژوهش 
از نظر انتروويروس مثبت    چندگانه  
ــد  ــد35(بودن ــه ).  درص ــک نمون ي

ــه ــان   ب ــور همزم ــر  ،ط ــم از نظ  ه
انتروويروس و هم از نظـر ويـروس        

آلودگي همزمان   .بوداوريون مثبت   
دهنـده    به دو ويروس مذآور نـشان     

ــشخيص   ــست در ت ــن ت ــايي اي توان
ايـن   .همزمان اين دو عفونت اسـت     

 آــه ابتــدا وجــود دارداحتمــال 
ويــروس اوريــون در ايــن افــراد 
ايجاد آلودگي آـرده و بـه دليـل         

هـاي   ايمني در طي بيماري ضعف سيستم
هــا  ويروســي و شــيوع انتروويــروس

عفونـت بيمارسـتاني    عنوان يك     به
در طـــي بـــستري شـــدن فـــرد در 

عفونـت انتروويروسـي     بيمارستان،
 (super infection) عفونت ثانويه به صورت
 .آند بروز مي

حـــساسيت و ويژگـــي در ايـــن 
 درصد  84 و   87.5مطالعه به ترتيب    

ي هـا   هتعـداد نمون ـ   .ارزيابي شـد  
منفي در آشت به دليل تيتر پـايين        

بـه نحـوي     ؛ است ها  هويروس در نمون  
 قابـل   ،آه بـا روش معمـول آـشت       

 RT-PCRجا آه     نآاز  . شناسايي نيست 
تر از آشت ويروس است       بسيار حساس 

استاندارد طلايي مناسبي جهت تعيين     
  نيـست  RT-PCRحساسيت و ويژگي تست     

ي هــا ه تعــداد نمونــ،و بنــابراين
ــاذب   ــت آـ ــت PCRمثبـ  در حقيقـ

يي هـستند آـه بـه دليـل         ها  هنمون
 در آشت شناسايي    حساسيت آم آشت،  

 .اند نشده
ها   مطالعات ديگر نيز آه در آن     

حساسيت و ويژگي در مقايـسه بـا        
يي مـشابه   ها  ه داد ،آشت تعيين شده  

ي گزارش حاضـر ارائـه      ها  هبا داد 
 89هاي    حساسيت و ويژگي  . اند    آرده
 درصـد   57.4 و   72.6 و   ]9[ درصد 66و  

هـــاي موجـــود  از جملـــه گـــزارش
 .]10[است

ت ذکـر شـده     با توجه به مـشکلا    
ي هـا   هجهت جداسازي ويروس از نمون    

CSF،        مانند تيتر پـايين ويـروس در 
CSF  هـاي   کـارگيري تکنيـک      ضرورت به

ــه  ــولي هرچ ــيشمولک ــر ب ــساس ت  اح
اين تحقيق در مورد بررسي     . شود  مي

ــانواده    ــايع از خ ــروس ش دو وي
ــروس ــاي  ويـ ــاد  RNAهـ دار در ايجـ

.  صورت گرفت  CNSهاي ويروسي     عفونت
 عـلاوه بـر     ،يري اين تكنيك  گ  آار  به

ــشخيص،   ــه ت ــشيدن ب ــرعت بخ در  س
هاي همزمان ويروسـي      رديابي عفونت 

بـا توجـه بـه       .حائز اهميت اسـت   
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تعداد موارد انتروويروس جدا شده     
اين احتمـال وجـود دارد کـه در         
ايران نيز شيوع فصلي اين ويروس      

سـازي    وجود داشـته باشـد و جـدا       
تنها يـک مـورد ويـروس اوريـون         

دهنـده     تا حـدودي نـشان     تواند مي
واکسيناسيون مؤثر واکسن اوريون    

 .در کشورمان باشد
ــن   ــت ا ي ــسلم اس ــه م ــه   آنچ ک

دار نيـز در ايجـاد        DNAهاي    ويروس
 نقـش مهمـي     CNSهاي ويروسي     عفونت

هــا  تــرين آن دارنــد کــه از مهــم
هـاي خـانواده      توان به ويـروس     مي

 HSVطور کلـي      به. هرپس اشاره کرد  
هاي سيستم    فونتدامنه وسيعي از ع   

ــوزادان و   ــزي را در ن ــصبي مرک ع
 .]11[کند بالغين ايجاد مي

ــروس  ــه HSV1وي ــهايي   ب  10-20تن
هاي ويروسي    درصد از کل آنسفاليت   

 و  را بـــه خـــود اختـــصاص داده
تواند عامـل بيمـاري مننژيـت         مي

 .آسپتيک نيز باشد
در ايــران همــواره مــواردي از 
مننژيت وآنسفاليت گاهي به صورت     

هـاي محـدود      ير و يـا اپيـدمي     تک گ 
گيرد که مطالعـات زيـادي        صورت مي 

هـا    بر روي عوامل ايجادکننـده آن     
اسـت و ضـرورت دارد       انجام نگرفته 

 نقش  تر  بيشهاي آتي هر چه       در سال 
هاي نوروتروپ در ايجاد اين       ويروس
روز در حـال      ها که روزبـه     بيماري

مطالعـه  . افزايش است مشخص گردد   
ت نيــل بــه  تلاشــي در جهــ،حاضــر

اهــداف فــوق در ايــن زمينــه    
 . است بوده
 
 

 
مربوط به تعيين حساسيت تست       1تـصوير   

RT-PCR  در مــورد ويــروس  چندگانــه
 .اوريون است

 

 
 

 مربوط به تعيين حساسيت تست  2تصوير 
RT-PCR  بــراي ويــروس انــترو چندگانــه
 .است
 

  
مثبت  CSFدهنده يك نمونه      نشان 3 تصوير

س بــه همــراه از نظــر هــر دو ويــرو
 .هاي مختلف است آنترل

 مثبـت از    CSFنمونه  =2 ،کنترل داخلي =1
ــروس ــر انترووي ــت=3 ،نظ ــنترل مثب  ،ک

 مثبـت   CSFنمونـه   =5،   منفي CSFنمونه  =4
، از نظر ويروس اوريون و انتروويروس     

 مارکر=Mکنترل منفي =6
 
 

 
 

 مشخصات توالي پرايمرها -1جدول 

CTm (bp) طول موقعيت o
 )35(  پرايمرها  توالي ′→′

473-457  
581-598  

141 
5/57  
7/58  

CTGAATGCGGCTAATCC 
TGTCACCATAAGCAGCCA 

Entrovirus(sense) 
Entrovirus(antisens) 

1469-1451  
1696-1715  

264 
7/59  
9/56  

TGGAGGAATCAGACGACG 
CATCTTGTTGAGAATCACCA 

Mumpsvirus (sense) 
Mumps virus (Antisense) 
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176-158  
573-591  

443 
5/58  
2/57  

TCTGGGTTTCATCCATCC 
TACCTGTGGAGCAACCTG 

b2M (sense) 
b2M(Atisense) 
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