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نقـش ويـروس    . باشـد  ي م ـ ينيهـوچك ري غ يهـا   نوع از لنفوم   نيتر عي شا B بزرگ   يها لنفوم منتشر سلول  : زمينه و هدف  
 بار را با لنفوم     ني ابشت روسي و ي همراه زاني مطالعه قصد دارد تا م     نيا. ابشتين بار در ايجاد اين لنفوم شناخته شده است        

 در بيمـاران بخـش پـاتولوژي    Chromogenic In Situ Hybridization (CISH) بـه روش  B بـزرگ  يهـا  منتـشر سـلول  
   . قرار دهدي مورد بررس1384-1386 يها سينا در سال هاي شريعتي و مارستانبي

 50 انجام گرفته كه ي نمونه پاتولوژ100 ي بر رو)Case/ control( ي شاهد- مطالعه به صورت موردنيا: روش بررسي
ي غدد لنفاوي واكنشي    ها مورد نمونه  50 و    مورد در گروه  B (DLBCL)  بزرگ يها هاي لنفوم منتشر سلول    مورد از نمونه  

 EBV Encoded RNA (EBER) جهـت كـشف   CISH ها آماده و به روش سپس نمونه. و لوزه، در گروه كنترل قرار گرفتند
  . قرار گرفتندلي و تحلهي مورد تجزي آمارزياز آناله دست آمده با استفاد ه بيها داده. مورد بررسي قرار گرفتند

مورد در گـروه كنتـرل مثبـت    دو   مثبت بودند درحالي كه تنهاEBER براي  موردوه نمونه گر  50از    مورد هشت :ها  يافته
چنين جنسيت مرد و زن      اي و هم   اي و خارج گره    بين رخداد گره   ).=046/0P( باشد دار مي  كه از نظر آماري معني     گرديد

  ).=736/0P= ،746/0P( داري يافت نشد تفاوت آماري معني
 روش Immunohistochemistry, IHC)(  ايمونوهيستوشيمي نسبت به روشEBER CISHد كه ها نشان دا افتهي: گيري نتيجه
اي بـين    هاي آماري مقايسه   نماييم در مطالعات آينده تحليل     ما پيشنهاد مي  . باشد  مي EBV روسي و ييتري در شناسا   موفق

  .نجام پذيردا CISH و IHC و Polymerase Chain Reaction (PCR)سه روش 

  .B (DLBCL)  بزرگيها ، لنفوم منتشر سلول)EBV(  بارني ابشتروسيو :ديكلي كلمات

 

  
 ـو  ـ (Epstein Barr Virus, EBV)  بـار ني ابـشت روسي  هـرپس  كي

شود و   هاي انساني يافت مي     است كه در تمام جمعيت     ي انسان روسيو
 يـروس داراي  اين و . رسد  مي %90سالان به بيش از      شيوع آن در بزرگ   

DNA genome باشد و از طريق رسپتور مي CD21 هـاي  به لنفوسيت B 

 مرحلـه  پـس از ورود در       1.نمايد چسبد و ژنوم خود را وارد آن مي        مي
ورود بـه فـاز نهفتـه همـراه بـا بيـان انـواع               . پـردازد  حاد به تكثير مـي    

  EBV هاي امـك به نـكوچ  RNAدو LMP ،EBNA دـا ماننـه نـييروتـپ

  
Encoded RNA 1 (EBER-1) و EBV Encoded RNA (EBER-2) 

  دوويـك  در نـوع  .  سه الگـوي بـروز نهفتگـي وجـود دارد       2.باشد مي
باشـد، بـا    مـي  EBV هـاي  ژن نهفتگي كه همراه با بيان محـدودتر آنتـي  

 1.ارتبـاط دارد  T cell lymphoma هايي چون لنفوم بوركيت و بدخيمي
كوچـك   RNA و دو  EBV هـاي  ژن  نهفتگي كه تمامي آنتـي     سهدر نوع   

 گردند همراهـي بـا ضـايعات لنفوپروليفراتيـو ماننـد           ذكر شده بيان مي   
Diffuse Large B Cell Lymphoma (DLBCL)   1.شـود  ديـده مـي RNA 

تـرين   شود فـراوان   ناميده مي  EBER-2و   EBER-1هايي كه تحت عنوان     
 حـدود   دهد كه در   در فاز نهفتگي به خود اختصاص مي       ها را  رونوشت

 مقدمه

 

  356 تا 351هاي  ، صفحه6 شماره،70دوره،1391شهريورمجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران،  صيلمقاله ا

    31/03/1391:     تاريخ پذيرش02/02/1391: تاريخ دريافت مقاله                  چكيده
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              فريد كوثري و همكاران                    352

   356 تا 351، 6، شماره 70، دوره 1391 تيرمجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران،  

را  EBV هـاي آلـوده بـه     ميليون نسخه در هر سلول از سلول10تا  يك
 منجر به استفاده از ايـن      EBER هاي  فراواني رونوشت  3.شوند شامل مي 

RNA ــه ــت پروس ــا جه ــتاندارد   ه ــك اس ــاي پاتولوژي ــشخيص وه  ت
 يميبـدخ  4-6. استهشدEBV  هاي ايجاد شده توسط ويروس بدخيمي
 مـورد از مـوارد      70000 از   شيب) B يها لنفوم سلول ( B يها تيلنفوس
لنفـوم منتـشر    . دهـد  ي م لي را تشك  كاي آمر يها كل سرطان % 6 اي ديجد

را بـه خـود    B يهـا   نـوع لنفـوم سـلول     نيتر عيشا B  بزرگ يها سلول
هـا را     كل لنفوم  %40  الي %30 در حدود    ياختصاص داده و به طور كل     

 بـا  EBV س مطالعـات مختلـف همراهـي ويـرو        در 7و8.شـود  يشامل م 
DLBCL    چنـين جهـت كـشف ژنـوم          و هـم   9-11.به اثبات رسيده است

اسـتفاده   IHC, PCR, EBER CISH هاي مختلفي چـون  ويروس از روش
 Goldبه عنـوان  EBER CISH كه در برخي مطالعات از 12-14شده است

standard يصتشخ EBV   وعي ش ـ شي توجه بـه افـزا     با 1.ياد شده است 
 ـ غ يهـا  يماريب  ـواگ ري  ي در حـال توسـعه و همراه ـ       يكـشورها  در   ري
 ي بهداشت يها ستميها، س   لنفوم ري نظ ييها يمي بار با بدخ   ني ابشت روسيو
 و كاهش بـروز سـرطان از     ري واگ ري غ يها يماري در جهت كنترل ب    ديبا
 ـ   نيلذا در ا  . ندي عمل نما  رانهيشگي اقدامات پ  قيطر  ي بررس ـ ه مطالعـه ب

بـه   B  بـزرگ يهـا  تشر سلول بار با لنفوم منني ابشتروسي ونيارتباط ب
  .ميپرداز يم CISH روش

  

  
 انجــام (Case- control)  شــاهدي- مــوردايــن مطالعــه بــه روش

جمعيـت    از ميـان    مـورد  هاي مـورد پـژوهش در گـروه        نمونه. گرديد
هــا در فاصــله  بيمــاراني انتخــاب شــدند كــه تــشخيص پــاتولوژي آن

 Diffuse Large B Cell Lymphoma، 1386 الــي 1384هــاي  ســال

(DLBCL) در گروه كنترل نيز از جمعيتـي        بررسيهاي مورد     نمونه .بود 
هـاي لـوزه     اي از بافـت     مجموعـه   و انتخاب شدند   مورد مشابه با گروه  

 لنفوم  يا غير مبتلا به    واكنشي افراد به ظاهر سالم       -غدد لنفاوي  نرمال و 
 بـه   DLBCLيانگين مثبـت بـودن      مبا توجه به مطالعات مختلف      . بودند

 بـه ايـن     EBV ميـانگين شـيوع   و   CISH EBER  ،10%13-11وسيله روش   
هـاي آمـاري قـرار       فرمـول  بـود كـه در       14-16%2گروه كنترل    روش در 
 بـرآورد   )گروه مورد در هر   100(  مورد 200حجم نمونه كل     گرفت و 
بـا مـشاوره    هـاي ايـن طـرح و       يكن به دليل محدوديت هزينه    ل .گرديد

دار بودن تحليل آمـاري در هـر         نمونه جهت معني   ماري حداقل حجم  آ
هزينـه ايـن طـرح از معاونـت پژوهـشي            .محاسبه شد  مورد   50گروه  

پـس از   . دانشگاه علوم پزشكي تهران و منابع شخـصي تـامين گرديـد           
بــا رعايـت ملاحظــات اخلاقـي تمــام   مـشخص شـدن حجــم نمونـه    

ن سـينا و شـريعتي كـه        هاي موجود در بخش پاتولوژي بيمارستا      بلوك
هاي لازم به همان     پس از برش   كيفيت مناسب داشتند انتخاب شدند و     

، هـا  مـواد، محلـول   با توجه به اين نكتـه كـه          .بخش عودت داده شدند   
 و جهـت    باشند  مي RNAase هاي آلوده همگي محتوي    ظروف و دست  

EBER hybridization situ in       محيط كار بايد عاري ازRNAase باشد، 
C  با درجـه حـرارت     Ovenين منظور تمامي ظروف در داخل       بد

º 200 
زمـايش از   آدر تمـامي مراحـل       .به مدت يك شـب قـرار داده شـدند         

در ابتدا اين آب مـورد نظـر بـا نـام      .استفاده گرديد  RNAase freeبآ
 به كار گرفته شد و در ميانه راه جهـت سـهولت   Depth waterتجاري 

 حفـظ كيفيـت آزمـايش از محلـول          جـويي در هزينـه بـا       كار و صرفه  
(SIGMA-ALDRICH) RNAase inhibitor در اين پروژه تا . استفاده شد

سر سمپلرهاي  و  هاي استريل    دستكشاز  قبل از مرحله هيبريديزاسيون     
ايـن مطالعـه از     در.بودنـد  RNAase freeشد كه استفاده  PCRتكنيك 

 ,Epstein-Barr Virus (EBER) PNA Probe/Fluorescein, Dako( كيت

Glostrup, Denmark Code No. Y5200( استفاده گرديد. 

  : 17Chromogenic in situ hybridizationمراحل انجام 
ور كـردن    بـا غوطـه   : پارافينه  هاي بلوك (Rehydration) رساني آب

 سـپس  و   جـام پـذيرفت   ن ا هاي با رقت كاهش يابنده     اسلايدها در الكل  
   .شدكشي  دور تا دور هر نمونه خط Dakoهاي مخصوص  نيز با قلم

 در اين مرحلـه اسـلايدها در يـك محوطـه       :Pretreatment مرحله
 Kينـاز   ي ميكروليتر از پروت   150يك   مرطوب قرار گرفتند و بر روي هر      

  . دقيقه در اين محيط انكوبه شدند34افزوده شد و به مدت 

Hybridization :             در اين مرحله بر روي هـر اسـلايد، يـك تـا دو 
هاي مثبـت و    ريخته شد كه اين عمل براي نمونهRNA probeقطره از 

پس از بستن   .  گرفت انجامهاي مخصوص خود     منفي نيز توسط پروب   
Cهـا در انكوبـاتور       درب محيط مرطـوب، نمونـه     

º 55      5/1 بـه مـدت 
Cساعت انكوبه شدند و سـپس در يـك انكوبـاتور مرطـوب              

º 55   بـه 
  . دقيقه تكان داده شدند25مدت 

Detection : در ايـــن مرحلـــه كـــه آخـــرين مرحلـــهIn situ 

hybridization   رود، اسلايدهاي آماده شده در مرحله قبـل         به شمار مي

  بررسيروش
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پـنج   تـا    دوهـا    يـك از آن    در محيط مرطوب قرار گرفته و بر روي هر        
هـا    دقيقـه لام 30 چكانده شد و سپس به مدت Anti-FITC/AP قطره از 

 شـش د از شـست و شـو، بـه مـدت         انكوبه شده و بع   در همان محيط    
ور گرديده و سپس با آب خالص شست و          غوطه TBSدقيقه در محيط    

ها مجددا در محيط مرطوب قرار گرفته و بـر روي            لام. شو داده شدند  
 قطره از سوبستراي رنگي اضافه شـده و بـه           سه تا   دوها   يك از آن   هر

 ـ  ) بر حسب تغييـر رنـگ لام      ( دقيقه   60 تا   30مدت   ده و  انكوبـه گردي
 شده و پس از قرار گرفتن در آب خالص، مراحـل            شستهها   مجددا لام 

In situ hybridizationهـا در   پس از مراحـل فـوق، لام   . به پايان رسيد
ور شده    دقيقه در محيط هماتوكسيلين غوطه     پنجصورت لزوم به مدت     

ها بـر روي     لامل و با چسب لامل مخصوص كه محلول در آب است،         
 كه در   ،فته و سپس در زير ميكروسكوپ قرار داده شدند        ها قرار گر   لام

رنـگ،   اي كـم    زمينه قهوه  در نمايي بالا و   گربز زير ميكروسكوپ و در   
اي تيـره    قهـوه - به رنگ آبي تيـره EBV EBERهاي حاوي  هسته سلول

 به عنوان جواب مثبـت،      Artifactبه منظور پرهيز از تفسير      . آيند در مي 
 Positiveلوژيـست مـشاهده گرديـده و بـا     هـا توسـط پاتو   اين نمونه

control  در طي پروسه، كنترل مثبت شامل يـك نمونـه          . مقايسه شدند 
DLBCL      بود كه مثبـت بـودن  EBV          روي آن بـه واسـطه تكنيـك PCR 

اي از كارسينوم نازوفارنكس كه      چنين نمونه  هم و   مشخص گرديده بود  
  .يد شده بودي تاPCR  وIHCمثبت بودن آن توسط 

  

  
بيماران مبتلا بـه لنفـوم      ( Case نمونه گروه    50اين مطالعه بر روي     

 مـورد غـدد     29( نمونه گروه كنتـرل      50و  ) Bهاي بزرگ    منتشر سلول 
)  بافت لوزه اسـت    اغلبهي كه   و مورد خارج گر   21لنفاوي واكنشي و    

ر معيــا  بــا انحــرافCase 32/48ميــانگين ســني گــروه . انجــام گرفــت
 بـا   9/33سال بوده امـا در گـروه كنتـرل ميـانگين سـني افـراد                41/17

 سال به دست آمد كه اين تفاوت از نظـر آمـاري             36/21معيار   انحراف
 بدين   مورد نحوه توزيع جنسي در گروه    . )=001/0P(باشد   دار مي  يمعن

 نمونـه را مـردان تـشكيل        27 نمونـه را زنـان و        23صورت است كـه     
 26ها را زنان و   مورد از نمونه24در گروه كنترل   دهند در حالي كه      مي

 مورد رخـداد درون     31  مورد در گروه  .دهند مورد را مردان تشكيل مي    
 مـورد   29در گـروه كنتـرل       .اي بود   مورد خارج گره   19 غده لنفاوي و  

زمـون  آپـس از انجـام       . مورد بافت لوزه موجود بود     21 غده لنفاوي و  
CISH EBER    در گروهCase هـا آزمـون     از نمونـه  %) 16(ورد   م ـ هشت

EBER             زا) %4( مـورد    دو مثبت داشتند در حالي كـه در گـروه كنتـرل 
 مثبت گزارش شدند كه اين اخـتلاف از نظـر           EBERها با آزمون     نمونه

 EBERحداكثر سـن افـراد بـا آزمـون          ).=046/0P(دار بود    يآماري معن 
وه كنتـرل    سال و در گر    28 سال و حداقل آن      Case 73مثبت در گروه    

 سال به   9 سال و حداقل آن      19 مثبت   EBERحداكثر سن نمونه داراي     
هـاي   دست آمد و بر اساس آناليزهاي آماري، شيوع لنفوم منتشر سلول          

B     مـورد از مـوارد      پـنج   . باشد تر مي   بزرگ در سنين بالاتر شايعEBER 
دادنـد در     مورد را زنان تشكيل مي     سه را مردان و     Caseمثبت در گروه    

 مثبت را مـردان و      EBERلي كه در گروه كنترل، يك مورد از موارد          حا
 ـ يك مورد را زنان تـشكيل مـي        د و ايـن اخـتلاف از نظـر آمـاري        دادن

 در EBER مـورد از مـوارد مثبـت     شش).=841/0P(باشد  ميندار   معني
 مـورد خـارج گرهـي       دوو  ) گرهي( در داخل غدد لنفاوي      Caseگروه  
 كنترل يك مورد از موارد مثبت مربوط به          در حالي كه در گروه     ،بودند

د و ايـن اخـتلاف از نظـر         غدد لنفاوي و يك مورد مربوط به لوزه بـو         
در آنـاليز لجـستيك رگرسـيون        .)=736/0P(باشد   دار نمي  آماري معني 
 برابـر   6/4 مثبـت    EBER در گـروه     DLBCL شانس ابتلا به     ،تك متغيره 

دار تلقــي گرديــد  ي منفــي بــود كــه از نظــر آمــاري معنــEBERگــروه 
)063/0P= ،7/22-9/0=95%CI ،6/4OR=( .د كهن مشخص شـچني هم  

  
   مورد مطالعهماراني بكيمشخصات دموگراف: 1 -جدول

  معيار انحراف  ميانگين  تعداد  گروه  مشخصات
  41/17  32/48  50  مورد  سن

  36/21  9/33  50 كنترل  
  27  مورد  جنس

23  
    

  مرد
  زن

  26 كنترل
24  

    

  31  مورد  گرهي محل
19  

    

  29 كنترل  خارج گرهي
21  

    

 هايافته
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  EBERنتايج آزمون : 2 -جدول
آزمون   محل درگيري جنسيت

EBER  
  درصد  تعداد  گروه

  داخل  مونث  مذكر
  گرهي

خارج 
  گرهي

  مثبت  2  6  3  5  16  8 مورد
  1  1  1  1  4  2 كنترل
  منفي  -  -  20  22  84  42 مورد
  -  -  23  25  98  48 كنترل

P*  
*046/0  746/0  736/0  

  .t-test: ، آزمون آماريمقايسه با گروه كنترل در >05/0P :داري سطح معني *
EBER: EBV Encoded RNA 

  
كننده براي ابـتلا بـه لنفـوم         تور سن به صورت يك متغير پيشگويي      فاك
 04/1 شـانس ابـتلا      ،باشد به نحوي كه با افزايش هر سـال از عمـر            مي

بـه همـين    ) =001/0P=  ،06/1-02/1=95%CI  ،04/1OR (گردد برابر مي 
 از نظـر    EBERدر آناليز تك متغيره بين مـوارد مثبـت و منفـي             ،  ترتيب

مثبـت و  EBER  در گروه %40 به %60نسبت مرد به زن (توزيع جنسي 
و نيـز محـل    ) =746/0Pمنفـي بـا      EBER در گروه    %48 به   %52نسبت  

 مثبـت در برابـر    EBERاز موارد داخل گرهي در گـروه  %70(درگيري 
اخـتلاف  ) =736/0P(منفي با    EBERموارد داخل گرهي در گروه       59%

  . داري وجود نداشت آماري معني
  

  
هـاي تومـورال از    ويروس ابشتين بار در بافت  RNAو   DNAيافتن  

 مطـرح كننـده وجـود ويـروس        و  انجام گرفته   مختلف طريق مطالعات 
نقـش ويـروس    . باشـد  هاي تومورال مـي     سلول القبل از گسترش كلون   

ها و ارزش تشخيصي و درمـاني آن هـم           ابشتين بار در پاتوژنز بيماري    
  هـاي  شـواهد اسـتقرار ژن     .چنان مـورد تحقيـق و بررسـي قـرار دارد          

EBER-1   و EBER-2  به وسيله    نهفته هاي وارد شده به مرحله      در سلول ،
 ـ In situ hybridizationمطالعات  ا ايـن نظريـه كـه     به دست آمـده و ب

RNA      باشـد  ها نقش دارند، موافق مي  هاي كوچك در تنظيم ترجمه آن. 
كـه  دين صـورت     انجام گرديد ب    شاهدي - مورد به صورت  اين مطالعه 

سعي بر اين بود      و نددش انتخاب   DLBCL  از بيماران مبتلا به     مورد 50

كه گروه كنترل انتخابي نيز در مواردي نظير سال وقوع، سـن، جـنس،              
به لحاظ روش اجـرا نظيـر ايـن         .  باشند  مورد مشابه گروه  غيره ل و مح

 EBVدر مطالعات قبلي ميزان شيوع       .نوع مطالعه قبلا انجام نگرفته بود     
ورد شـده   آ بـر  %5-12 از   CISH با روش    DLBCL هاي پارافينه  در بلوك 

 ـ %16  مورد  كه در اين مطالعه در گروه      1و11-13.بود ايـن   .مـد آدسـت    ه ب
ورد شـده   آ بـر  %3تـا   دو  ه كنترل در مطالعات قبلي بـين        مقدار در گرو  

. مـد آدسـت   ه ب%4 كه در اين مطالعه نيز شيوع در گروه كنترل        15و16بود
در مطالعات انجام گرفته محدوده سني بيماران مبتلا بـه لنفـوم منتـشر              

 65باشد كه ميانگين سـني آن         سال مي  29-80  بين Bهاي بزرگ    سلول
 تـا   11اضر نيز محدوده سني بيمـاران بـين         سال است كه در مطالعه ح     

   14و18. سال دارد2/48باشد و ميانگيني برابر   سال مي84
تر  شايد بتوان چنين مطرح نمود كه به علت مواجهه زودتر و بيش           

 DLBCL وقـوع    EBV افراد در كشورهاي در حال توسـعه بـا ويـروس          
در  14،18.دهـد  تـر رخ مـي     هـاي پـايين    وابسته به اين ويـروس در دهـه       

 چنـين مثبـت بـودن     و همDLBCL مطالعات قبلي الگوي توزيع جنسي    
EBER                در زنان و مردان تقريبا برابر بوده است كه در اين مطالعـه نيـز 

   12و14و18.مدآدست  ههمين ميزان ب
 در غـدد لنفـاوي و       DLBCLچنين در مطالعـات قبلـي توزيـع          هم

ن تقريبـا برابـر    در اين دو مكاEBERخارج غدد لنفاوي و موارد مثبت      
از مزايـاي    12و14و18.دست آمد  هبوده كه در اين مطالعه نيز همين ميزان ب        

 آن است كه به راحتي در يـك كيـت در   CISH EBERاستفاده از روش  
مطـرح   Gold standard در منابع مختلف به عنـوان  باشد و دسترس مي

هاي انجام اين روش گـران بـودن كيـت مـورد             از محدوديت  .باشد مي
در ايـن مطالعـه      . باشد RNA كه محيط بايد عاري از     ستفاده و ديگر آن   ا

 بـه  Bهـاي بـزرگ      اهي ويروس ابشتين بار با لنفوم منتـشر سـلول         همر
بيمــاران مبــتلا بــه لنفــوم منتــشر % 16 و بررســي گرديــد CISHروش 
 %4كه در گروه كنترل       در حالي  باشند  مثبت مي  EBERهاي بزرگ    سلول

 . بودنـد  EBERه داراي نتيجه مثبت از نظـر آزمـون          از افراد مورد مطالع   
 EBER مقالات بنابراين، با توجه به نتايج حاصل از اين مطالعه و ساير

CISH  شـيوع   .باشـد   مـي   در شناسايي ويروس ابشتين بار     روش موفقي
DLBCL چنين مثبت شدن     هم  وEBER         در مردان اندكي بـيش از زنـان 

 نيز نسبت به بافـت غيـر لنفـاوي          هاي لنفاوي  اين برتري در گره    بود و 
 نـوع   و DLBCLمتاسفانه در اين مطالعـه سـن درگيـري           .وجود داشت 

EBER positive دهـه كـاهش  دو آن نسبت به مقالات ديگر با حداقل  

 بحث
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 سوق پيدا كرده بود كه اميـد اسـت بـا انجـام              پنج  و چهارهاي    دهه به
گري غربـال   وEBERاقدامات تشخيصي صحيح نظير اسـتفاده از كيـت    

ه راهكارهاي درماني مناسب اين مـورد       ياراچنين    هم  و مناسب بيماران 
  . نيز مرتفع گردد

  نـتعيي"وان ـت عنـاين مقاله حاصل بخشي از طرح تحقيقاتي تح

 بـه  Bهـاي بـزرگ      همراهي ويروس ابشتين بار با لنفوم منتـشر سـلول         
خـدمات بهداشـتي      مصوب دانـشگاه علـوم پزشـكي و        "CISHروش  

باشـد كـه بـا حمايـت          مـي  10913 بـه كـد      89هران در سال    درماني ت 
خدمات بهداشتي درمـاني تهـران اجـرا شـده           دانشگاه علوم پزشكي و   

  .است
  
 

  

1. Gulley ML. Molecular diagnosis of Epstein-Barr virus-related 
diseases. J Mol Diagn 2001;3(1):1-10. 

2. Murray PR, Rosenthal KS, Pfaller MA. Medical Microbiology. 
5th ed. Philadelphia: Elsevier Mosby; 2005. p. 377-9. 

3. Howe JG, Steitz JA. Localization of Epstein-Barr virus-encoded 
small RNAs by in situ hybridization. Proc Natl Acad Sci U S A 
1986;83(23):9006-10. 

4. Ambinder RF, Mann RB. Detection and characterization of 
Epstein-Barr virus in clinical specimens. Am J Pathol 
1994;145(2):239-52. 

5. Hamilton-Dutoit SJ, Pallesen G. Detection of Epstein-Barr virus 
small RNAs in routine paraffin sections using non-isotopic 
RNA/RNA in situ hybridization. Histopathology 
1994;25(2):101-11. 

6. Tsai ST, Jin YT, Wu TC. Synthesis of PCR-derived, 
digoxigenin-labeled DNA probes for in situ detection of Epstein-
Barr early RNAs in Epstein-Barr virus-infected cells. J Virol 
Methods 1995;54(1):67-74. 

7. Rosenwald A, Wright G, Chan WC, Connors JM, Campo E, 
Fisher RI, et al. The use of molecular profiling to predict 
survival after chemotherapy for diffuse large-B-cell lymphoma. 
N Engl J Med 2002;346(25):1937-47. 

8. Alizadeh AA, Eisen MB, Davis RE, Ma C, Lossos IS, 
Rosenwald A, et al. Distinct types of diffuse large B-cell 
lymphoma identified by gene expression profiling. Nature 
2000;403(6769):503-11. 

9. Rhinow K, Schirmer I, Loddenkemper C, Anagnostopoulos I, 
Stein H, Reichart PA. Oral EBV-associated diffuse large B-cell 
lymphomas in HIV-negative immunocompromised patients. 
Mund Kiefer Gesichtschir 2006;10(3):155-61. 

10. Camilleri-Broët S, Raphaël M. Physiopathogenic aspects of 
HIV-associated primary brain lymphomas. Rev Neurol (Paris) 
2006;162(1):57-61. 

11. Hassan R, White LR, Stefanoff CG, de Oliveira DE, Felisbino FE, 
Klumb CE, et al. Epstein-Barr virus (EBV) detection and typing by 
PCR: a contribution to diagnostic screening of EBV-positive 
Burkitt's lymphoma. Diagn Pathol 2006;1:17. 

12. Hoeller S, Tzankov A, Pileri SA, Went P, Dirnhofer S. Epstein-Barr 
virus-positive diffuse large B-cell lymphoma in elderly patients is 
rare in Western populations. Hum Pathol 2010;41(3):352-7. 

13. Williams ME. Effect of EBV in diffuse large B-cell lymphoma. J 
Watch Oncol Hematol. [Internet] 2007 Aug 14 [cited 2012 May 15]; 
Available from: http://oncology-
hematology.jwatch.org/cgi/content/full/2007/814/1 

14. Park S, Lee J, Ko YH, Han A, Jun HJ, Lee SC, et al. The impact of 
Epstein-Barr virus status on clinical outcome in diffuse large B-cell 
lymphoma. Blood 2007;110(3):972-8. 

15. Ohshima K, Kikuchi M, Eguchi F, Masuda Y, Sumiyoshi Y, Mohtai 
H, et al. Analysis of Epstein-Barr viral genomes in lymphoid 
malignancy using Southern blotting, polymerase chain reaction and 
in situ hybridization. Virchows Arch B Cell Pathol Incl Mol Pathol 
1990;59(6):383-90. 

16. Shibata D, Weiss LM, Nathwani BN, Brynes RK, Levine AM. 
Epstein-Barr virus in benign lymph node biopsies from individuals 
infected with the human immunodeficiency virus is associated with 
concurrent or subsequent development of non-Hodgkin's lymphoma. 
Blood 1991;77(7):1527-33. 

17. McPherson RA, Pincus MR. Henry's Clinical Diagnosis and 
Management by Laboratory Methods. 21st ed. Philadelphia, Pa: WB. 
Saunders; 2007. p. 1234-7. 

18. Kuze T, Nakamura N, Hashimoto Y, Sasaki Y, Abe M. The 
characteristics of Epstein-Barr virus (EBV)-positive diffuse large B-
cell lymphoma: comparison between EBV(+) and EBV(-) cases in 
Japanese population. Jpn J Cancer Res 2000;91(12):1233-40. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

References

  
Kosari F. et al. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

ls
.tu

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
24

-0
9-

23
 ]

 

                               5 / 6

https://journals.tums.ac.ir/tumj/article-1-103-en.html


  
356        

 

 
   356 تا 351، 6، شماره 70، دوره 1391 تيركي تهران، مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزش

 

 
Determining the correlation of Epstein-Barr virus with diffuse large B-cell 

lymphoma by chromogenic in situ hybridization 
 

 
 

 
Farid Kosari M.D.1 

Hamid Reza Yarigarravesh 
M.D.1* 

Malihe Rezvan M.Sc.2 
 
 
1- Department of Pathology, School 
of Sciences, Sina Hospital, Tehran 
University, Tehran, Iran. 
2- Department of Laboratory 
Medicine, Atieh Hospital, Tehran, 
Iran.  
 
 
 
 
 
 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 
 
 

*
Corresponding author: Sina Hospital, 

Hassan abad Sq., Tehran, Iran. 
Tel: +98- 21- 66348501 
E-mail: hyarigar@yahoo.com 

 

                                                                         
 

 

 

 

 

 

 

Background: Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) is the most common type of 

lymphoma. There are various types of DLBCL including immunoblastic and 

centroblastic. Epstein-Barr virus (EBV) is a member of Herpes virus family found in all 

human populations inducing different lymphoproliferative disorders. The role of EBV in 

the development of DLBCL is known. Multiple laboratory methods are available for 

detecting EBV. This study was conducted to determine the correlation of EBV with 

DLBCL in samples referred to pathology ward in Shariati and Sina Hospitals by 

chromogenic in situ hybridization (CISH) method. 
Methods: In this case/control study, pathological specimens of 50 patients with DLBCL 

as well as 50 reactive lymph nodes and tonsils (control group) were collected from 

archives of Shariati and Sina Hospitals and were evaluated for EBV encoded RNA 

(EBER) expression based on CISH method. A peptide nucleic acid (PNA) EBV probe 

(Dakocytomatin) was used while all the processes were done in RNAase-free conditions 

using RNAase-free water, sterile gloves and samplers.  
Results: Out of fifty specimens in the case group, eight were positive for EBER in 

comparison with two in the control group (P=0.046). No statistically significant 

difference was observed between intranodal or extranodal samples (P=0.736) or between 

males and females (P=0.0746). 
Conclusion: Our study showed that EBV positivity for EBER in patient with DLBCL 

could be determined more effectively by CISH method than immunohistochemistry 

(IHC). Comparative analysis between CISH, PCR and IHC methods is recommended.  

 
Keywords: chromogenic in situ hybridization (CISH), diffuse large B cell lymphoma 
(DLBCL), epstein-barr virus (EBV), EBV encoded RNA (EBER).                  
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