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 دهيچک

 رد يها روس در سلولين ويا .است ن شناخته شدهيرسان در لنفوم هوچك بيسآاز عوامل  يكين بار يروس اپشتيو :نه و هدفيزم

 يبرقرار مسئول و يضرور آداپتور مولكول کي TRADD .ابدي يمحضور است، ک ين کلاسيهوچك يلنفوما زا ياشترنبرگ که بخش

ون ژن يلاسيمت يالگو يبررسن يا هدف از .است MAP Kinase و NF-KB يساز فعال نكروز، آپوپتوز، القاء و دهيچيپ ليتشك نگيگناليس

TRADD روس ين ويماران مبتلا به لنفوم هوچكيدر بEBV است مثبت. 

 

و گروه شاهد،  نيهوچك نفر از افراد مبتلا به لنفوم 03 شامل گروه مورد، .باشد يممورد و شاهد  از نوعمطالعه  نيا :يبررس روش

 ژل يو الكتروفورز بر رو يفوتومتررواز دو روش اسپكت DNA تيفيو ک تيکم نييتع يبرا. افراد گروه مورد بود تومور هينمونه حاش

 کيذوب با درجه تفك ينقطه  سهيو مقا نيبا استفاده از روش اواگر TRADDژن  ونيلاسيمت يالگو رييتغ يبررس. استفاده شد روزگاآ

 .ل شدنديه و تحليتجزانس يز وارينالآزمون آشده با استفاده از  يآور جمع يها داده .صورت گرفت( HRM)کيتكن اي بالا

 

 درصد 93، يت غنيلنفوس درصد 3/99 ،يتيسلولاركسيم درصد 25 ،سياسكلروز نودولار هاپيرتايز زا درصد 3/46 يبررسن يدر ا :ها افتهي

فاقد  يها روس با نمونهيو يدارا يها در نمونه TRADD ون ژنيلاسيپرمتيها يالگو رييسه تغيمقا. بودندنامشخص  درصد 5/7 و يتهت يلنفوس

ک يبه تفك TRADDون ژن يلاسيمت يت الگوياهميابيارز ،را نشان داد يدار يرات معنييتغ بود که درصد 5/32  و  2/69 بيروس به ترتيو

 (.p=346/3)نشان داد EBVروسيمختلف با حضور و احلو مر ديوم، گرن لنفيرا ب يداريلنفوم ارتباط معن يبند مرحله

 

ماران يب .دارد EBV يروسيو يها با عفونت يكينزد يهمراه TRADDون ژن يلاسيمت يحاضر نشان داد الگو همطالع: يريگ جهينت

منجر ت لنفوم ينهادر و  يمنيا يها سلول يرند که به بدرفتاريبگ TRADDر رفتار ژن يياز تغ يشترير بيثأتوانند ت يم EBVمبتلا به 

 .شودمي 

 

 TRADD ،ونيلاسيمت ،نيهوچك يماريب ،ن باريروس اپشتيو :يديکل يها هواژ

 

  واحد اهر، گروه ميكروبيولوژي ،دانشگاه آزاد اسلامياهر،  چنگيز احمدي زاده، :سنده مسئول ينو 

  Email: dr_ahmadizadeh@yahoo.com 
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 مقدمه

ها  از همه سرطان درصد 9دود ن حيلنفوم هوچك

را در جهــان  يديــلنفوئ يهــا يمياز بــدخ درصــد  33و 

ــك ــل يتش ــد يم ــه  .(9)ده ــاتولوژ ک ــر پ ــ   ياز نظ طب

فـرم   بهداشـت، بـه دو   يسـازمان جهـان   يبنـد  ميتقس

ر ين غيهوچكو لنفوم ک ين کلاسيمتفاوت لنفوم هوچك

كس يم ـ يهـا  تيلنفوس ـ. (2)شود يم يبند ميک تقسيکلاس

ــودولار اســكلروز ته،يســلولار ــت يس، لنفوســين و  يته

ک ين کلاس ـينشـان دهنـده لنفـوم هـوچك     يغنت يلنفوس

له اختلال در سـاختمان  يبه وس يمارين بيا. (3)باشند يم

 و حضور تعداد انـد  در حـدود   يلنفاو يها نرمال بافت

  HRSاشــترنبرگ م رديبــدخ يهــاســلول درصــد 2-9

(Hodgkin’s Reed–Sternberg) يهـا ولان سـل يکه در م 

و انـواع  T و B يهـا  تيمتشكل از لنفوس ـ يرسرطانيغ

در سـال  . (4)شـود  يم ـمشـخص   است ها گر سلوليد

ک عامـل  يشنهاد داد، ممكن است يمک ماهون پ 9166

ــون ــوچك جــاديدر ا يعف ــوم ه ــت داشــته  نيلنف دخال

 از درصـد  13 حدود EBV(Epstein-Barr virus) .(5)باشد

 خردسـالان  در هي ـلاو عفونت و کند يم يعفون را تيجمع

 سيمونونوکلئـوز  عفونـت  سـبب  است ممكن و باشد يم

 يهـا  سـلول  مخزن در روسيو افراد، شتريب در .شود

B صيتشـخ  يمـار يب مي ـعلا و شـود  يم يميدا خاطره 

 از يسـت يل بـا  روسي ـو ني ـا حـال  نيا با. شود يمن داده

 يپوشش ـ اي ـ و يدي ـلنفوئ منشـا  بـا  ميبدخ يها يماريب

 پـس  يلنفـاو  يريتكث يماريب ت،يبورک يلنفوما همانند

 ري ـز و دزي ـا در وسـارکوما يوميل ،ب يلنفوما وند،يپ از

ــه ــا مجموع ــرطان يه ــده س ــاط در مع ــت ارتب  .(6)اس

 نـوع  سـه  کـه  دهد يم نشان يولوژيدمياپ يها همطالع

CHL (Classical Hodgkin's Lymphoma)   ؛دارد وجـود 

ــوچك  ــوم ه ــان  نيلنف ــا) کودک ــت EBVب ــوع و مثب  ن

ــوط يتيســلولار ــوم هــوچك ،(مخل  بزرگســالان نيلنف

لنفوم  و( رنودولا اسكلروز نوع و يمنف EBV با)جوان

 بـا  نـوع  و مثبـت  EBV بـا )مسـن  بزرگسالان نيهوچك

اغلـب متحمـل    HRS يها سلول. (7)(مخلوط تهيسلولار

شود،  يمن يمونوگلوبوليه ايمخرب در ناح يجهش ژن

عملكـرد   B يهـا  رنـده سـلول  يان گي ـن صورت بيدر ا

 يها سلول ين بقايبنابرا. (0)دهند يمود را از دست خ

                         يشـــتر بســـتگ يب BCRبـــدون  HRSســـاز  شيپـــ

. (1)ک دارديــآپوپتوت يد آنتــيــكــرد جدبــه کشــف عمل

TRADD  (TNF receptor associated death domain) کي 

 TNFR1 نييپـا  در را گناليس ـ کـه  آداپتـور  مولكـول 

 TNFR1. دهـد  يم ـ قرار )رتومو كروزن فاکتور رندهيگ)

کـه بسـته بـه     Death receptor (DR)متعل  به خـانواده 

 ور را منجـر شـود   ي ـا تكثي ـپوپتـوز  آتواند  يمنه يزم

 جـاد يا را MAP kinase و NF-KB شـدن  فعـال  نيچن هم

 است (DD)مرگ دامنه شامل گروه نيا يها رندهيگ. کند

ــه ــرا ک ــا يب ــوز يالق ــرور آپوپت ــت يض . (93)اس

ليگانــدهاي  طريــ  از را پيــام مــرگ، پتورهايرســ

فعـال   را کاسپازي آبشار و دهند يم انتقال مخصوص

ــ ــد يم ــم. کنن ــرين مه ــانواده رســپتورهاي ت ــرگ خ  م

 TNFR1 ،CD95(Fas) ،TRAIL-2 ؛شـامل  TNFرسپتوري 

ــتند TRAIL-1، TRAMPو ــاي در (99و92)هســـ  انتهـــ
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                  ســلولي درون ناحيــه رســپتورها ايــن کربوکســيل

 ايـن  وقتـي  .دارد وجـود  DD(Death Domain)نـام   بـه  

 مرگ شوند، يم متصل TNF αخود ليگاند رسپتورها به

 موجب رسپتور به TNF αاتصال  .افتد يم اتفاق سلولي

بـه   DD  واکـنش  ي ـاز طر TRADDمولكـول   شـود  يم

                            TRADDمتصـــل شـــود و خـــود   TNF رســـپتور

ــا                                 مولكـــــول DDبـــــه خـــــود  دوم DDهـــــم بـــ

FADD (Fas-associated death domain ) ــد ياتصــال اب

ــدف از ا. (93و94) ــه ــژوهش بررسـ ـي ــو ين پ  يالگ

مـاران مبـتلا بـه لنفـوم     يدر ب TRADDون ژن يلاسيمت

 .است مثبت EBVن يهوچك

 

 يبررسروش 

کـه   باشـد  يممورد و شاهد  از نوعمطالعه  نيا

نفـر از افـراد مبـتلا بـه لنفـوم       03 شـامل  ورد،گروه م ـ

افـراد   تومـور  هيو گروه شـاهد، نمونـه حاش ـ   نيهوچك

 ونيلاسيمت يالگو يبه منظور بررس. گروه مورد بود

از  تومـور،  هيحاش هيآن با ناح سهيو مقاTRADD ژن  

 9316تــا  9312ســال  يکــه در فاصــله زمــان يافــراد

ــکاند ــد، پــس از اخــذ يدرمــان يميشــ دي مجــوز  بودن

 يو پرسشنامه، قسـمت  ينامه کتب تيو رضا يپژوهش

. ديگرد هياز پزشک جراح ته هياز بافت تومور و حاش

 يسن، جنس، سابقه خـانوادگ  ؛رينظ مارانياطلاعات ب

آن هــا در پرسشــنامه  يســابقه خــانوادگ و ســرطان

 . مخصوص ثبت شد

مارسـتان  يدر ب 9316ز سـال  ييدر پـا  مطالعه

 يروه مـورد و شـاهد طراح ـ  در دو گ ـ زيعصر تبريول

نفـر از افـراد مبـتلا بـه      03در گروه مورد، . شده بود

د کننـده  ي ـأيها ت آن يپاتولوژ جهيکه نت نيلنفوم هوچك

. بــود، قــرار گرفتنــد نيابــتلا بــه انــواع لنفــوم هــوچك

 يدر بخش پاتولوژ مارانيب  يمتما يپاتولوژ شيآزما

ن مارسـتان امـام تهـرا   يو ب زيتبرکودکان  مارستانيب

ــه منظــور هــم. انجــام شــد  مــاران،يب يســان ســاز ب

از  نيآن ها، لنفوم هوچك يپاتولوژ جهيکه نت يمارانيب

ــوع ت ــأين ــدند و   ي ــه وارد ش ــد در مطالع ــده بودن د ش

 يهـا مرتبط مانند لنفوم يها يماريب ريبه سا انيمبتلا

گروه شاهد،  در. از مطالعه خارج شدند ينيهوچك ريغ

همـان افـراد   ( اور سالمبافت مج)تومور هينمونه حاش

 يارهـا ياز مع يك ـي. قـرار گرفـت  مطالعه گروه مورد 

مثــل  يخــروج افــراد از مطالعــه، انجــام روش درمــان

که سابقه  يافراد يبرا يوتراپيراد ايو  يدرمان يميش

ورود  يفاکتورهـا   .ابتلا به سرطان را داشـتند، بـود  

لنفــوم  يقطعــ صيتشــخ ؛شــاملبــه پــروژه  مــارانيب

 نيانگيم، مثبت کيپاتولوژ جيرا بودن نتابا دا نيهوچك

از  يكيدر  ماريحاضر بودن ب و  63 يال 20 نيب يسن

  ي ـدق ي، و درجه بندنيمراحل چهارگانه لنفوم هوچك

 .بود ستيپاتولوژ

خون کامـل   يها از نمونه DNAاستخراج  يبرا

 ؛ر انجـام گرفـت  ي ـمراحـل ز  يبا روش نمک اشباع ط ـ

ش يآزمـا  يهـا  لولـه  داخـل ، خون کامل يس يس 2مقدار 

اضـافه شـده   آن زکننده به ي، بافر ليس يس 6. شد خته ير

ته شده و بـه   و لوله چند بار سر .بسته شد لميف و با پارا

 95به مـدت   .خچال قرار داده شديقه در يدق 93ـ23مدت 
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 قـه يدور در دق  9033 وژ بـا سـرعت  يفيقه در سـانتر يدق

رســوب  ده ويــجــدا گرد يــيع رويمــا .شــدند قــرار داده 

بـافر   SE يس يس 2مقدار سپس  .شد داشته   حاصله نگه

 93و  (مـر ، آلمــان )SDS درصــد 93 تـر يكروليم 233و 

بــه رســوب ( فرمانتــاز، فرانســه)k نــازيتــر پروتئيكروليم

د و در طـول شـب در   يگرد ورتكس ،حاصله اضافه شده

قــرار داده  يبــن مــار گـراد در  يدرجــه ســانت 37 يدمـا 

ــ ــس از حــل شــدن   .شــد يم ــروتئپ ــا،نيکامــل پ  133 ه

و ( مـولار  6)اشباع  (مر ، آلمان)NaCl محلول تريكروليم

 5به مدت  و تر کلروفرم به محلول اضافه شديل يليم 5/9

قــه يدور در دق 3033وژ بــا ســرعت يفيقــه در ســانتريدق

 ي و بـه لولـه   برداشـته شـد   ييمحلول رو. شدقرار داده 

انول مطلـ   ات ـ يس ـ يس 6. شد گر انتقال داده يش ديآزما

ــگرد ســرد اضــافه ــه و دي ــآرا ب ــان يم ــا شــد  داده تك  ت

بــا ســمپلر  DNAکــلاف  .ظــاهر گردنـد  DNA يهــا رشـته 

ل انتقـال داده  يوب اسـتر ي ـكروتيک مي ـو به  برداشته شد

ــ ــد يم ــپس  .ش ــدت  س ــه م ــثان 95ب ــكروفيه در مي وژ ي

 .رسوب کنـد  DNA تا شد قرار داده  قهيدور در دق92333

مقـدار   .مانـد  يبـاق رسـوب  ات ـ شـد  برداشـته  ييروعيما

 هـا وبيكروتيدرصد به م 73اتانول  تريكروليم 933ـ233

بـه مـدت    DNAرسوب  يوب حاويكروتيم .ديگرد  اضافه

 کـاملاا  DNAشد تـا رسـوب    ر هود قرار داده يقه زيدق 93

تـر  يكروليم 233در DNAت رسـوب  ينهادر . خشک گردد

 DNAت ي ـت و کمي ـفين کيـي تع يبـرا  .شـد  حل  TEاز بافر 

ــپكتروفتومتر  ــده از دو روش اســ ــتخراج شــ و  ياســ

 .شد ژل آگاروز استفاده يالكتروفورز بر رو

اسـتخراج   يهـا DNAت يکم يبه منظور بررس

. استفاده شـد نانو دراپ از دستگاه اسپكتروفتومتر  شده

اسـتخراج شـده را بـا     DNAکه حجم معيني از  طوريه ب

ن حـل  داخل آ DNAهمان حلالي که )TEآب مقطر يا بافر 

. شـد رقي  کرده و به حجم خاصي رسـانده  ( شده است

 مقطـر  آب از خاصـي  حجم دستگاه نمودن کاليبره براي

درون کوت کوارتز ريخته و طيف جذبي آن را در  TE يا

 .شـد نانومتر روي صفر تنظيم  203، 263هاي  طول موج

رقيـ    DNAپس از کاليبره شدن، حجم خاصي از نمونـه  

و  OD=203و  OD=263د، شــده داخــل کــوت ريختــه شــ

. شـد  خوانـده   دسـتگاه  از دو ايـن  بـين  نسبت طور همين

ــبت ــر  ينــور يچگــال 203 نس  ينــور يچگــال 263ب

بـين   DNAاين نسبت در . است DNAبرآوردي از خلوص 

ــا  0/9 ــر از . اســت 2ت ــادير کمت نشــانگر وجــود  0/9مق

 هـاي  کننـده  جـذب  ديگر يا و فنلي پروتئيني، هاي آلودگي

ــاو ي اشــعه ــادير. اســت راءبنفشم ــز  2ز ا بيشــتر مق ني

پـس   .در نمونه استخراج شده اسـت  RNAنشانگر وجود 

  محـدوده  در آنها جذبي نسبت که هايي از انتخاب محلول

 263 مـوج  طـول  بـه  مربـوط  اعـداد  از باشـد،  نظر مورد

ــانومتر ــزان محاســبه جهــت ن ســتفاده ا DNA غلظــت مي

ک دسـتگاه  استخراج شده به کم ـ DNAهاي  نمونه .ديگرد 

در بيشتر مـوارد کيفيـت   . اسپكتروفتومتر بررسي گرديد

 263 بـر  انگستروم203ها مطلوب بود يعني نسبت  نمونه

 .بود 2تا  1/9، مناسب و بين  انگستروم

اسـتخراج   يهـا DNAت يفيک يبه منظور بررس

متفـاوت همـراه بـا     يها با غلظت DNA يها نمونهشده 
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مربوط به فـاژ   DNAمانند)ن و استاندارديمع DNAک ي

م يکـه بـا آنـز    ليتر يگرم بر ميل يميل 9 لامبدا با غلظت

Hind III ژل آگــاروز  يبــر رو( ده اســتيــهضــم گرد

 0/3ن منظـور ابتــدا ژل  يــا يبـرا . شــدندالكتروفـورز  

هـا پـس از بسـته شـدن ژل      نمونه .ساخته شد درصد

قـه  يدق 33بـه مـدت    13ن لود شدند و با ولتاژ آ يرو

  ي ـهـر نمونـه از طر   DNAمقـدار   .الكتروفورز شـدند 

ــدها يمقا ــا بان ــه ب  DNA يســه شــدت فلورســنت نمون

 .شداستاندارد محاسبه 

از  يژنــ ونيلاس ـيمت زاني ـم يري ـگ انـدازه  يبـرا 

اسـتفاده   Eco Biosystemsشـرکت   Ecoدستگاه مربوطـه  

مربوط به هر ژن با اسـتفاده از   يهامريپرا جفت. شد

شــرکت  هبــه وســيلو  يطراحــ Primer 3نــرم افــزار 

ــا غلظــت نهــا ونر، آلمــان يبــا  933 ييســنتز شــد و ب

  .ديگرداستفاده نانومتر 

                        اســتفاده از رنــگ  يهــا بــر مبنــا   واکــنش

Eva green I رنگ . انجام شدEva green(فرانسه ،فرمنتاز )

 ((Real-time PCR ،Polymerase chain reactionواکـنش   يط ـ

 عشده و نور فلورسنت سـاط  متصل يدو رشته ا DNAبه 

  و بــر مــولميكرو 23 ييواکــنش در حجــم نهــا. کنــد يمــ

 .دنشان داده ش رياساس مقاد

هـاي مـورد    ويروسي از نمونـه  DNAاستخراج 

ويروسـي   DNAکارگيري کيـت اسـتخراج   ه مطالعه با ب

بـه   کيـاژن تحت ليسانس برند  استراتکساخت شرکت 

ه تيتـر  محاسـب  .انجـام شـد   1999334شماره کاتالوگ 

آلمـان بـه    MN  يم ـکيـت ک  يکـارگير ه ويروسي با ب ـ

 .شدانجام  1333332شماره کاتالوگ 

که بلو  خنک کننده  شدحاصل  نانيابتدا اطم

. اسـت  دهيرس ـ گـراد  نتيادرجـه س ـ  4 يقبل به دما از

. به بلو  خنک کننـده انتقـال داده شـد    PCR يها لوله

 و اسـتانداردها  يکـه لولـه بـرا    شـد حاصـل   نانياطم

در هـر اجـرا   ( PCRآب، درجه )يکنترل منف کيداقل ح

PCR  اسـتاندارد، از   يمنحن ـ جاديجهت ا. شدرا شامل

 PCRهـر   يبـرا ( EBV S 1-5)ه شده يهر استاندارد ارا

ها  قبل از هر استفاده، تمام واکنش دهنده. شداستفاده 

هـا   تعـداد نمونـه   بـر . دندبه طور کامل مخلوط ش ديبا

را به صـورت   بيتوان ترک يما ه بسته به تعداد نمونه

فرمانتاز، ) Masterمخلوط تريكروليم4/95. کرد هيته ريز

 93سـپس  . انتقـال داده شـد   PCRبه داخل لولـه  ( فرانسه

قبل استخراج شده را بـه هـر لولـه     از DNAاز  ميكروگرم

 نييبـالا و پـا   نـگ تيپيبـا پ  ياضـافه و بـه خـوب    نمونه را

اسـتاندارد   از تـر يكروليم 93 ب،ي ـبـه ترت  .مخلوط شد

(EBV S1-5 )  93کنتـــرل مثبـــت و  کيـــبـــه عنــوان 

کنتـرل   کي ـبه عنوان ( PCRآب، درجه )آب تريكروليم

 يهـا  را بسته و لوله PCR يها لوله .استفاده شد يمنف

EBV به روتور انتقال داده شد. 

با بـه کـار    يشگاهيآزما ياز اتمام کارها پس

رد مـو  يفراوان ـ زاني ـم نبـرگ يو يبردن قانون هـارد 

 SPSS طيمشاهده شده محاسبه، و وارد مح انتظار و

 يفراوان زانيبردن به م يپ ينرم افزار برا نياز ا .شد

مورد مطالعه اسـتفاده   ونيلاسيمت ياز الگوها کيهر 

 يبرا. گرفت ارقر يمورد بررس يفراوان زانيشد و م

در جامعـه   افتـه ي ريي ـتغ يتعداد اللها نيانگيم سهيمقا
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. اسـتفاده شـد   انسيوار زيروش آنالمورد مطالعه از 

 نيانگي ـبرابر بـودن م  انسيوار زيفرض صفر در آنال

اگر . مستقل است ريمتغير وابسته در تمام سطوح متغ

باشـد فـرض    35/3آزمون کمتـر از   يدار يسطح معن

مجمـوع   انسي ـوار زيجدول آنال رد. دوش يمصفر رد 

، يها مربع نيانگيم ،يدرجات آزاد مارها،يت يها مربع

محاسـبه   انسيوار زيآنال يدار يو سطح معن Fآماره 

 .شد

 

 ها يافته

 20ـ   63در اين مطالعه محدوده سني افـراد بـين  

بــر اســاس . بودنـد  2/56بـود کــه داراي ميـانگين ســني   

نفـر   03جنسيت ميزان حضور ويروس اپشـتين بـار از   

نـ   ؤنفـر م  31و ( درصـد  3/59)نفر مذکر 49افراد مبتلا 

بنــدي لنفــوم  بــر اســاس مرحلــه. دنــدبو( درصــد 7/40)

، در درصـد  0/90قـرار داشـتند    9افرادي که در مرحلـه  

اين مرحله سرطان در يک يا چند گره لنفي در يک گـروه  

بيماري قـرار   2افرادي که در مرحله . غدد لنفاوي هستند

، کـه سـرطان دو يـا چنـد گـروه غـدد       درصد 43داشتند

بـر داشـت افـراد     لنفاوي در بالا يا زيـر ديـافراگم را در  

کـه سـرطان    درصـد  0/20بيماري،  3 حاضر در مرحله

يک يا چند گروه غدد لنفاوي در بالا و پايين ديـافراگم را  

 درصـد  5/92،   4در بر داشت و افراد حاضر در مرحله 

بودند که سرطان تنها بالاي شكم بالاي وريـد کليـوي را   

م زير تايپ هاي هيستولوژيكي مختلف لنفو. در برداشت

 25نـودلار اسـكلروزيس،    درصـد  3/46هوچكين شامل 

لنفوسـيت غنـي،     درصد 3/99ميكس سلولاريته،  درصد

بــه صــورت   درصــد 5/7لنفوســيت تهــي و  درصــد 93

اسـتخراج   DNA يم ـجهـت سـنجش ک   .نامشخص بودند

دستگاه اسـپكتروفوتومتر و بـا بـا    شده با استفاده از 

  .ام شدنانومتر انج 203و 263جذب در  يريگ اندازه

استخراجي،  DNAجهت سنجش صحت کيفيت 

 درصـد  5/9ها بر روي ژل آگاروز  الكتروفورز نمونه

انجام شد، که وجود باند مشخص يک دست نشان از 

 .استخراجي دارد DNA کيفيت 

 TRADDژن  ونيلاس ـيمت يالگو رييتغ يبررس

بـا   ري ـدرگ يهـا  انـت يبدون در نظـر گـرفتن نـوع وار   

                 نقطــه ذوب  ســهيو مقا نياســتفاده از روش اواگــر 

نقطـه   9 نمـودار  .بالا صـورت گرفـت   کيبا درجه تفك

ــا ــنش گرهـ  ــ PCR يذوب واکـ ــت بسـ ــا دقـ                    اريرا بـ

 يهـا  دما مربوط به واکنش نيا. دهد يممناسب نشان 

PCR  نيلنفـوم هـوچك   کي ـدر مراحل مختلـف پاتولوژ 

 .است

انجـام شـده در    يهـا  نمودار استاندارد نمونه

پاتولوژيــک لنفــوم هــوچكين کــه بــا  مراحــل مختلــف

هاي متفاوت در  هاي مختلف با غلظت DNAکارگيري  به

 Realبراي تعيـين صـحت واکـنش     TRADDژن هدف 

Time PCR .  منحني استاندارد آن ترسيم شده و نتـايج

دهد، صحت واکنش به دسـت آمـده    يمحاصل نشان 

 .است 16/3

 ونيلاس ـيمت راتيي ـغپس از به دسـت آمـدن ت  

 مـاران يموارد مورد مطالعـه، ب   يمدر تما TRADDژن 

بـا بـه    EBVيروس ـيشده و لود و ميدر دو گروه تقس
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به شـماره   Genome diagnosticشرکت  تيک يريکارگ

 .مطالعه شد 1999334کاتالوگ 

 9 ياستاندارد مربوط به اسـتانداردها  يمنحن

 ت،ي ـک يشـنهاد يطب  دستورالعمل پ ت،يداخل ک 0 يال

 .و گزارش شد ميترس

اسـتاندارد و   ياز بـه دسـت آمـدن منحن ـ    بعد

اسـتخراج   يهـا  و صحت واکـنش، نمونـه   R2محاسبه 

 ريتكث يمنحن. مورد مطالعه قرار گرفت يروسيشده و

PCR 3نمودار مطاب   يروسيمختلف و يلودها يبرا 

ــ ــارگ . باشــد يم ــه ک ــا ب ــ يريب اســتاندارد در  يمنحن

ها بر اساس  نمونه يتعداد کپمورد مطالعه  يها نمونه

بـه دسـت    يس ـ يهر س يبه ازا يکپ واحد استاندارد

 .آمد

مقايسـه تغييـر الگـوي متيلاسـيون نسـبي ژن       با

TRADD هــاي تومــوري و داراي ويــروس  در نمونــهEBV 

 ينسـب  ونيلاس ـيمت يالگـو  رييغنسبت به گروه کنترل با ت

 EBVهاي توموري و فاقـد ويـروس    نمونه در TRADDژن 

بت به گـروه کنتـرل مشـخص شـد کـه تغييـر الگـوي        نس

ــه ــد   هيپومتيلاســيون در نمون ــروس و فاق ــاي داراي وي ه

و   بـوده  درصد 5/67و   درصد  0/30ويروس به ترتيب 

ــه    ــوي هايپرمتيلاســيون در نمون ــر الگ هــاي داراي  تغيي

بـوده   درصد 5/32و فاقد ويروس  درصد 2/69ويروس  

نشان دهنده تغييـرات   که با توجه به دياگرام رسم شده که

داري در ميزان افزايش الگوي هـايپر متيلاسـيون در    معني

 .مثبت بوده است EBVگروه 

ژن  ونيلاس ـيمت يالگـو  تي ـاهم يابيارز يبرا

TRADD جدول متقـاطع   ن،يلنفوم هوچك يبند و مرحله

 ونيلاســيهــا و نــوع مت يبنــد مرحلــه نيمــاب وســتهيپ

هـا   آن يردا يدو رابطـه معن ـ  يو با روش کـا  ميترس

حاصــل نشــان داد  جينتــا. مـورد مطالعــه قــرا گرفــت 

 شــرفتيدر پ TRADDژن  ونيلاســيســهم مت شيافــزا

 ني ـمثبـت اسـت و ا   ريثأت ـ يدارا يماريب يبند همرحل

از لحاظ آماري بين متيلاسيون ژن  يدار يارتباط معن

TRADD و لنفوم هوچكين وجود دارد=.......((p.  جدول

نشان  يشتريب کيرا با تفكاصل ح جينتا 5و جدول  4

 .دهد يم

 
 مطالعه نياستفاده شده در ا يمشخصات آغازگرها :1جدول 

 

اتصال  يدما  (bp) اندازه منبع مر        يپرا يتوال                             Sequence 
(5'->3') 

 

(95)  
939 63-51  5'-ACAACAGAACGCTCACACCA-3'  Forward primer        

939 63 5'-TCCCTCTCGGTCGTATTCGT-3' Reverse primer           

 

 

 PCRب يمشخصات ترک :2جدول 

 PCRمواد مورد استفاده در  کرو مول يممقدار مواد بر حسب 

93 Eva green Real time PCR master mix 

3/3 Forward primer (10pmo1/µl) 

3/3 Reverse Primer (10pmo1/1µ) 
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4/7 DEPC treated water 

2 DNA 

 
 PCRيمربوط به واکنش ها يدما :1نمودار 

 
 يروسيمختلف و يلودها يبرا PCRر يتکث : 2نمودار 
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 يمثبت و منف EBV يها ه تومور در گروهيو حاش يتومور يدر نمونه ها TRADDون ژن يلاسيمت ير الگويياگرام تغيد :3نمودار 

 

 نيلنفوم هوچک يک مرحله بنديبه تفک EBVروس يو يو دارا يتومور يها نمونه در TRADDن ژ ينسب ونيلاسيمت يالگو رييتغ :3جدول 

 

 کل 4مرحله 3مرحله 2مرحله  9مرحله  تراد زن

 39 2 0 90 3 لهيپو متيه

 41 0 95 94 92 لهيپرمتيه

 03 93 23 32 95 کل

 

 

 يک مرحله بنديبه تفک EBVروس ي يو دارا يتومور يهانمونه  در TRADD ژن ينسب ونيلاسيمت يالگو رييدو تغ يتست کا :4جدول 

 نيلنفوم هوچک

 

 يآزمون مربع کا

 يدار يسطح معن يدرجه آزاد مقدار

78105 3 38346 

08290 3 38342 

38231 9 38640 

 

 يها در سلول EBVروس يگرچه اپشتن بار وا بحث 

ــدخ  ــ HRS ميب ــه بخش ــترنبرگ ک ــاريازب يرد اش  يم
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نكـه  يابد،ايک است حضـور م يسن کلايهوچك يلمفوما

کمک کننده اسـت   يماريروس در پاتوژنز بيچگونه و

واضح اسـت کـه از   .مانده است يهمچنان مجهول باق

کـه     EBVمرتبط با  يمطالعات مربوط به سرطان ها

ر ينبـوده و سـا   يجاد تومور کافيا يروس فقط برايو

هـدف از   لـذا  .(96)ازمند استيک نيانكوژن يفاکتورها

 TRADDاين پژوهش بررسي الگـوي متيلاسـيون ژن   

 .مثبت است EBVدر بيماران مبتلا به لنفوم هوچكين 

درصد از کل  93ـ95زا حدود  سرطان يها روسيو

ون سـرطان در سـال را   ي ـليم 3/9ا و حدود يدن يها سرطان

ار در ب ـ ـ  نيروس اپشـت ي ـکـه و  ينقش(.  97)شوند يمشامل 

ن دارد، هنوز به طور کامـل مشـخص   يلنفوم هوچك يماريب

کـه   يش خطـر در افـراد  يافزا ؛لياز قب يشواهد. نشده است

انـد،   مبـتلا شـده   يمونونوکلئوز عفـون  يماريدر گذشته به ب

و  يروســيد ويکپســ يه آنتــيــعل يبــاد يتــر آنتــيش تيافــزا

د ي ـم ريبـدخ  يروس در سلول هاين اثبات حضور ويچن هم

ن مـرتبط  ين بار را به لنفوم هوچكيروس اپشتيرگ، واشترنب

تحـت    يا مطالعـه  يو همكاران ط يچاتپاتاه (.90)کند  يم

ــال   ــوان، اتص ــه  NPM-RARعن ــورت   TRADDب ــه ص ب

 يسـاز  فعـال  وکاسپاز  يساز باع  مهار فعال يانتخاب

NF-KB  وJNK يازـار فعــال ســــــهــا مه آن. شــود يمــ             

TNF Tumor Necrosis Factor)  ) اپوپتـوز   يالقـا  يرا بـرا

و  NF-KBشـان دو فـاکتور   يشنهاد ايبه پ. شنهاد دادنديپ

JNK ن ي ـا. شود يمسلول  يرشد و بقا کيکه باع  تحر

به  NPM-RARآن   ياست که از طر يديجد زميمكان کي

و  يزوم ـيا (91)کنـد  يم ـکمـک   يملوس ـ پي ـتوسعه فنوت

ــاران                    LMP1 نيپـــروتئ مشـــاهده کردنـــد کـــه  همكـ

 نيو پــــروتئ TRADDبــــار بــــا  شــــتنياپ روسيــــو

RIP،(Receptor Interacting Protein)  امـا   ،شود يم ريدرگ

 RIP ازمنـد ين اي ـو  شـود  يم ـن يمرگ سلول يباع  القا

ــرا ــال يب ــاز فع ــن NF-KB يس ــر .(23)باشــد يم و  شه

بـه  ، (TNFR)عضـو  کي ـ، CD30نشان دادند که همكاران 

( ALCL)تومور لنفـوم  يها سلول هبه وسيل وستهيطور پ

 يموجــب مــرگ ســلول CD30 کيــتحر. شــود يمــ انيــب

در صـورت   ALCL ميعظ ـ يها سلول کاسپازوابسته به 

 .(29)شـود  يم ـمهـار پروتئـازوم    اي NF-KBکانال  رمها

، يغربـالگر  تحـت عنـوان،   يا و همكاران مطالعه دچانت

                               ديـــســـه جهـــش جد ليـــو تحل هيـــو تجز ييشناســـا

              انجــام  AL-PSو  ALLدر بچــه هــا بــا    TRADDدر ژن 

 FADDمطالعـه مشـخص شـد در ژن     ني ـدادند که در ا

(Fas-associated Porotein with death domain) رييتغ چيه 

در  دي ـجهش جد 3حال  نيبا ا. نشده است افتي يكيژنت

 يا منطقهها در  آن. شود ييشناسا تواند يم TRADDژن 

بـه طـور   اند کـه   واقع شده TRADDشناخته شده از ژن 

. هسـتند  ياعمال کننـده اثـرات ضـد مـرگ سـلول      هعمد

، TRADDجهـش   يبـالا  اني ـهـا ب سـلول  زينـال آعملكرد 

CDNA تي ـثابت کرد که کاهش فعال NF-KB جـه  يو در نت

 TRADD افتهين ريينسبت به نوع تغ يمرگ سلول شيافزا

 شـان يا در غالـب مطالعـه   جينتـا  ني ـا. دهـد  يمرا نشان 

بـه توسـعه    TRADD که جهـش در ژن  کرديمشخص م

هـا   جهـش  ييشناسا. کند يمکمک  کيتولوژمختلف هما

 هعمـد بـه طـور   . دارنـد  TRADDبـر   ياثرات قابل توجه

 يشناس ـ بيس ـآ سـت يسلول ممكـن ن  ءو بقا نگيگناليس

 وپولوسيا. (22.)را شرح دهد يمورد بررس يها يماريب
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 لهيژن به وس ـ انيتحت عنوان، ب يا ران مطالعهو همكا  

و  يمـرگ سـلول   يانبرهـا يم ؛ترنبرگشا رد يها سلول

مطالعه مشخص شد  نيانجام دادند که در ا يساز فعال

عفونـت  ( EBV)بـار  نياپشت يآنفولانزا روسيوحضور 

ــروتئ ــاايتقر( LMP1)نيپـ ــ بـ ــل نا کيـ ــدعامـ در  کارآمـ

ــال ــاز فع ــت  يس ــور اس ــه م. (23)توم ــوطالع و  تنربن

ــاران  ــان دادهمكـ ــوپروتئاُ نشـ ــو LMP1 نينكـ  روسيـ

Epstein-Barr اي ـ يروسيو يپروموترها ياز فعال ساز 

کنـد،   يم ـ يريجلـوگ  يتواسـتاز يس جاديبدون ا يسلول

 يســاز مــنيا يبــراEBV  روسيــو LMP1 نيپــروتئ

 کي ـاست و به عنوان  ازيانسان مورد ن B يها تيلنفوس

ــو پروتئ ــيعض ــانواده   ين ــال از خ ، از TNF-receptorفع

در  TRADD يهـا  ها و مولكولTRAF يريکارگه ب  يطر

ــه ترم ــاليدامن ــدن    Carboxy ن ــال ش ــه فع ــر ب آن، منج

 طالعــهم نيــدر ا. شــود يمــ AP1و  NF-KB يفاکتورهــا

را کـه   دي ـمهار کننده جد تيفعال کيو همكاران  نربنوت

مـؤثر اسـت،    يسلول اي يروسيو يها نيپروتئ يبر رو

 ييپوشاننده غشـا  يها به دامنه ازيکه ن کردند، فيتوص

 يو مـرگ سـلول   يتواستازيا ســــدارد و ب 5ـ6 اي 4ـ3

تحـت   يا مطالعـه  همكـاران  و  لسنيگ .(24)ستينهمراه 

 ؛رد اسـترنبرگ  يهـا  سـلول   ي ـژن از طر اني ـعنوان، ب

 ني ـانجـام دادنـد کـه در ا    يسـاز  اپوپتوز و فعال ريمس

ت بـه  و مقاوم ـ يساز حالت فعال ،مطالعه مشخص شد

 لي ـرد استرنبرگ ممكن است بـه دل  يها اپوپتوز سلول

ــتلال در ژن ــا اخ ــا يه ــديفرا ني ــد ن و دورن  (25)باش

تحـت عنـوان، نقـش محـل      يا مطالعـه  يهمكاران در ط

 LMP1 نيدر پـروتئ  NF-kB يسـاز  و فعال TRAFاتصال 

انجـام   يژن سـلول  اني ـب يبـار و القـا   شتنياپ روسيو

 لهيبه وس يژن سلول انيء بمطالعه، القا نيدادند که در ا

 .قرار گرفت يمورد بررس بارـ  نيشتياپ LMP1 نيپروتئ

و  FASفـاکتور   شيافـزا  اع ب LMP1 انيب دادنشان  که

TRAF1 يها در سلول B در غالـب   جينتـا  ني ـا. شـود  يم

جهــش  يوقتــمشــخص کــرد کــه    شــانيمطالعــه ا

LMP1(P204A/Q206A)  اتفاق افتدLMP1 درصد 63  باع 

شــود کــه باعـ  مهــار مــرگ   يم ـ NF-kB يســاز فعـال 

 يحاضـر نشـان داد الگـو    همطالع ـ .(26)شـود  يم ـ يسلول

 يهـا  بـا عفونـت   يك ـينزد يهمراه ـ TRADDون ژن يلاسيمت

توانــد  يمــ TRADD ون ژنيلاســيو مت دارد EBV يروســيو

ــ  ــدن مسـ ـ  باع ــال ش ــيفع ــوزيگنالير س س در ينگ آپوپت

 بـه  مـاران مبـتلا  يکـه ب  يبه طور .گردد يسرطان يها سلول

EBV  ر يي ـاز تغ  يشـتر ير بيثأتوانند ت ـ يمدر طول عمر خود

ــار ژن  ــه آن يبگ TRADDرفتـ ــد کـ ــرنـ ــر  يمـ ــد منجـ                               توانـ

لـول  يبه بدرفتار  .لنفـوم شـود   در نهايـت  و يمن ـيا يهـا  س

 ؛          ريــنظ يشــتريب يلــيتكم هــاي  همطالعــ شــود يشــنهاد مــيپ

NGS (Next Generation Sequencing) ــرا ــأيت يب ــو دي  يالگ

ت ي ـر قوميثأو ت ـ  حاضر انجام شود مارانيدر ب ونيلاسيمت

 .رديقرار گ يابيران مورد ارزيمختلف ا يو نژادها

 

 ر و تشکريتقد

ان نامه ارشد دانشگاه آزاد ين مقاله حاصل پايا

له از حـوزه  ين وس ـيبـد  ، باشـد  يم ـواحد بناب  يماسلا

واحـد بنـاب     يماسـلا  دانشـگاه آزاد  يمعاونت پژوهش ـ

 .ديآ يمبه عمل  يقدردان
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Abstract 
 

Background & aim: Epstein-Barr virus is one of the major causes of Hodgkin's lymphoma present 
in the Rhodeshtrenberg cells, which is part of classical Hodgkin's lymphoma. TRADD gene is an 
essential adapter for complex signaling and induction of apoptosis, necrosis, activation of NF-kB 
and MAP Kinase. The present study aimed to examine the methylation pattern of the TRADD gene 
in patients with Hodgkin's lymphoma EBV positive. 
 
 
Methods: The present study was a case-control one. The case group included 80 patients with 
Hodgkin's lymphoma and the control group was the tumor margin in the case group. 
Spectrophotometry and electrophoresis on agarose gel were used to determine the quantity and 
quality of DNA. A change in the pattern of methylation of the TRADD gene was carried out using 
the EvaGreen method and a comparison of the high resolution melting point with HRM method. 
The collected data were analyzed using ANOVA. 
 
Results: In the present study, subtypes were respectively 46.3%, 25%, 11.3% ,10% and 7.5% 
nodular sclerosis, cellular solid, rich lymphocyte, nonspecific lymphocyte and unspecified. 
Comparison of the transformation pattern of hyperthyllation of TRADD gene in viral samples with 
non-viral samples was 61.3% and 32.5%, which indicated significant changes. Evaluation of the 
significance of TRADD methylation pattern by segmentation of lymphoma indicated a significant 
relation between T lymphoma, grade and different stages in presence of EBV virus (P=0.046). 
 
Conclusion: The present study indicated that the methylation pattern of TRADD gene is closely 
related to EBV viral infections. EBV patients are highly affectd by change in the behavior of the 
TRADD gene, which results in malpractice of immune cells, and ultimately lymphoma. 
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