
751 

 

 
 (658-611) 78يز پاي 3شماره  5دوره 

 
 با استفاده از بررسي بازآرايي  Bتشخيص مولكولي لنفوماي غير هوچكين از نوع سلول 

 ژني زنجيره سنگين ايمونوگلوبولين 
 

 ، 5لنگرودي ، دكتر محمد فرهادي4، دكتر آزيتا آذركيوان3، دكتر حسن ابوالقاسمي2، دكتر بهزاد پوپك6ابوالفضل يوسفيان
 ، 8، دكتر خندان زارع1، دكتر سيد محمد جوادپور خياط1ن جيحونيان، دكتر مژگا1پور دكتر عليرضا صادقي

 9ميترا صلاحمند  ،7كبري فراهاني

 
 هچكيد

 سابقه و هدف 
زنجيره سنگين ايمونوگلوبولين همراه با اضافه و حذف شدن نوكلئوتيدها بين  Jو  V  ،Dبازآرايي قطعات ژني 

توان براي  از اين مناطق مي. گردد غير منحصر به فرد ميگيري مناطق فوق مت قطعات بازآرايي شده، موجب شكل
به منظور تشخيص مولكولي لنفوماي غير هوچكين و نيزز تشزخيص قطعزي مزوارد      Bبررسي كلوناليتي سلول 
هدف از مطالعه حاضر استفاده از بازآرايي زنجيره سنگين ايمونوگلوبولين در تشزخيص   .مشكوك استفاده كرد
 . بود يوماي غيرهوچكين از موارد واكنشمولكولي و افتراقي لنف

 ها مواد وروش
بيمزار بزا تشزخيص     42هاي پارافينه  بلوك ،براي انجام مطالعه حاضر. نگر بود مطالعه انجام شده از نوع گذشته

، لنفوم بزدخي   (بيمار 61)، هايپرپلازي واكنشي و فوليكولار(بيمار 22) Bپاتولوژيك لنفوم غير هوچكين سلول 
و ... ا بقيزه حضزرت  طالقزاني،  ... ا آيز  هزاي   از بخش پاتولوژي بيمارستان( بيمار 61)ونوهيستوشيميبدون ايم
بزا اسزتفاده از    PCRو انجام مراحل كنترل كيفي،  DNAپس از استخراج . آوري شدند اصغر جمع عليحضرت 

تزرودوبلكس روي  پس از آناليز ه PCRمحصولات . انجام شد CDR-IIIمشترك براي تكثير مناطق  آغازگرهاي
 .آميزي نقره مشاهده و بررسي گرديد آكريل آميد الكتروفورز شده، با استفاده از رنگ ژل پلي

 ها يافته
گزروه   از (:CI%95) %81 و (Bتشخيص قطعي لنفوم غير هوچكين سلول )گروه اول بيماران (CI: %95)از% 88
در گزروه   .كلونزال را نشزان دادنزد   بزازآرايي  ( نوهيستوشزيمي وبزا تشزخيص لنفزوم بزدخي  بزدون ايم     )سوم
  .موردي از بازآرايي كلونال ديده نشد( و فوليكولار يهايپرپلازي واكنش)دوم

 نتيجه گيری 
هاي مطالعه حاضر با مطالعات متعددي كه تاكنون در كشورهاي مختلف انجام شده قابل  با اندكي تفاوت، يافته

روشي مفيد و كمك كننزده   IgHPCRبا استفاده از  Bلول دهد كه بررسي كلوناليتي س نشان مي اس  ومقايسه 
در بيمزاران ايرانزي مبزتلا     Bتر يا قطعي لنفوم غير هوچكين از نزوع سزلول    يابي به تشخيص دقيق براي دس 

 .باشد مي
 ، ايمونوگلوبولينبازآرايي ژني، لنفوم غير هوچكين :ات كليديكلم
 

 68/ 01/5  :تاريخ دريافت 
 61/ 01/1  :تاريخ پذيرش 

 
 سازمان انتقال خون ايرانـ مركز تحقيقات  هماتولوژيـ دانشجوي كارشناسي ارشد 0
 0945/04245: ـ صندوق پستي استاديار دانشگاه آزاد اسلامي واحد پزشكي تهرانهماتولوژي ـ  PhD: ـ مؤلف مسؤول2
 ...ا كولي دانشگاه علوم پزشكي بقيهاستاد مركز تحقيقات بيولوژي مولفوق تخصص هماتولوژي و انكولوژي كودكان ـ ـ 3
 استاديار مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايرانفوق تخصص هماتولوژي و انكولوژي كودكان ـ  -9
 شناسي ـ استاديار مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران متخصص آسيبـ 5
 ايرانشناسي ـ استاد دانشگاه علوم پزشكي  متخصص آسيبـ 8
 شناسي ـ استاد دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي متخصص آسيب -1
 ـ كارشناس علوم آزمايشگاهي ـ دانشگاه آزاد اسلامي واحد پزشكي تهران6
ـ كارشناس علوم آزمايشگاهي ـ آزمايشگاه پيوند4
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  مقدمه 
 وجـز ،  Bلنفوماهاي غير هـوچكين بـا فنوتيـل سـلول         

كــ  درصــد  5هــاي لنفوديــد بـوده و   تــرين بـدخيمي  شـاي  
ايـن نـوا از   (. 0)دهنـد  هاي انسـان را تشـكي  مـي    بدخيمي
هـاي   ها هستند كه سلول گروه هتروژني از بدخيمي ،ها لنفوم
 (.2)هاي غدد لنفاوي طبيعي است ها شبيه سلول آن
هـاي غيـر هـوچكين از نـوا      تشخيص مولكـولي لنفـوم      

هـاي مختلـف    بـا اطلاعـات حاصـ  از روش    Tو  Bسلول 
محدود به ارزيـابي   ،هاي تكنولوژي پيشرفتانجام شده و با 

 ،در طـي بيسـت سـال گذشـته    . باشد هيستوپاتولوژيك نمي
هــاي  مختلــف در روشهــاي ســلولي  اســتفاده از شــاخص

ايمونوهيستوشيمي جايگاه ويـهه و مهمـي را در تشـخيص    
ــا    . هــا ايفــا كــرده اســت  لنفــوم ــاكنون غالب ــز ت ــران ني در اي

بنـدي   يش تاييـدي و طبقـه  ايمونوهيستوشيمي به عنوان آزما
 . لنفوم به كار رفته است

هـا بـا اسـتفاده از     هاي تشـخيص مولكـولي لنفـوم    روش    
ژن و نيـز   هـاي گيرنـده آنتـي    تعيين كلوناليتي با ارزيابي ژن

هاي كروموزومي اختصاصـي انجـام    نس لوكاسيوناتعيين تر
اي مختلـف واكـنش   ه ـ بـا اسـتفاده از روش  (. 3، 9)شود مي

 ــ ــره پل ــراز يزنجي ــي ،(PCR)م ــازآرايي ژن  م ــوان ب ــاي  ت ه
و  ايمونوگلوبـولين ( IgK)و سـبك ( IgH)هاي سنگين زنجيره

را بـراي تعيــين  ( TCRγ)از نــوا گامـا  Tگيرنـده لنفوسـيت   
 . در لنفوم به كار برد كلوناليتي

، (V)قطعـات ژنـي متريـر    ،هـا  در طي تكامـ  لنفوسـيت      
 DNAه و به هم نزديك و متص  شـد ( J)و اتصال( D)تنوا

. شود مي V (D) Jها حذف و منجر به بازآرايي  حدفاص  آن
علاوه بر اين نوكلئوتيدهايي بـه طـور اتفـاقي در بـين ايـن      

كه منجر به افزايش تنوا ( N-region)قطعات ژني وارد شده
در اثـر ايـن فرآينـد    . دنشـو  از بازآرايي قطعات مختلف مي

كـه بـراي    ددگر توالي منحصر به فردي تشكي  مي ،بازآرايي
تكثيـر و  (. 5، 8)هر كلون سلول لنفوسيتي اختصاصي اسـت 

افتـراق بـين    ، PCRهاي بازآرايي شده بـا روش   ارزيابي ژن
دهنــده  هــاي لنفوديــدي كــه نشــان جمعيــت كلونــال ســلول

هـا كـه بـه     كلونال لنفوسيت افزايش پلي از بدخيمي است را
 (Reactive Hyperplasia)خاطر فرآينـدهاي واكنشـي اسـت   

 . سازد پذير مي امكان

  هاروش مواد و 
بيمار بـا   92بلوك پارافينه  ،نگر حاضر در بررسي گذشته    

تشخيص هيسـتوپاتولوژيك قطعـي لنفـوم غيـر هـوچكين،      
ــيمي   ــدون ايمونوهيستوش ــدخيم ب ــوم ب ــايپرپلازي  و لنف ه

، ... ا فوليكولار و واكنشي از بخش پاتولوژي بيمارستان بقيـه 
آوري شده و مورد ارزيـابي قـرار    ر جم اصر طالقاني و علي

هـاي   ميكروني از بلوك 05تا  01پس از تهيه مقاط  . گرفت
پارافينه در بخش پاتولوژي بيمارستان جواهري، اين مقـاط   

هاي استري  با رعايت موارد استريليزاسـيون   در ميكروتيوب
گذاري دقيق قرار گرفت و بـه بخـش تحقيقـات     و با شماره

 .گاه آزاد واحد پزشكي تهـران منتقـ  شـد   هماتولوژي دانش
ها با محلول گزيلـول دپارافينـه    سپس محتويات ميكروتيوب

هـاي   با غلظـت  ،شده و پس از چند مرحله شستشو با اتان 
هـا بـا اسـتفاده از     نمونـه  DNA. مختلف مجاورت داده شـد 

. استخراج گرديـد  (رُوش)High Pure PCR template  كيت 
مراح  كنترل  ،استخراج شده DNAت براي اطمينان از كيفي

 261/281)و خلـو  آن   DNAكيفي شام  تعيين غلظـت  
OD )ــومتر ــا بيوفت ــدورف ب ــپس   اپن ــده س ــام ش   DNAانج

درصد جهت اطمينان از  2استخراج شده بر روي ژل آگارز 
به منظور ارزيابي . عدم قطعه قطعه شدن آن الكتروفورز شد

گلـوبين   βژن  يآغازگرهـا با  PCRآزمايش  ، DNAكيفيت 
 بــراي ارزيــابي بــازآرايي ژن زنجيــره ســنگين. انجــام شــد

در ايـن  . هاي مشترك استفاده شدآغازگراز  ايمونوگلوبولين
 DNTP 211مـولار،   ميلـي MgCl2 5/0هـا غلظـت  واكنـش

 
برنامه واكنش زنجيره پليمراز به منظور تكثير ژن زنجيره : 6جدول 

 ي شدهسنگين ايمونوگلوبولين بازآراي
 

 واكنش اول PCRمراحل 
 FR3A-LJH 

 واكنش دوم
 FR3A-VLJH 

 min 3 /C 49 min 0 /C 49 دناتوره شدن اوليه
 min 0 /C 49 min 0 /C 49 دناتوره شدن 

 آغازگرهااتصال 
(Anealing) 

sec 95 /C 51 sec 95 /C 81 
 گسترش زنجيره

(Extension) 
min 2 /C 12 min 2 /C 12 

 21 31 سيك  تعداد
 min 01 /C 12 min 01 /C 12 گسترش نهايي
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 كآنـزيم ت ـ  و پيكومـول  05تـا   01ميكرومولار، آغازگرهـا  
بيمـاران بـه ميـزان     DNAواحد بـوده و   0ميزان  مراز به پلي
ميكروليتـر تكثيـر    51ميكروگرم در حجم نهايي  5/1تا  0/1
 ، اول با آب مقطـر اسـتري  بـه    PCRمحصول واكنش . شد

به صـورت   PCRرقيق شد و در واكنش دوم  511/0نسبت 
heminested     يك ميكروليتر از آن به عنـوان الگـو اسـتفاده ،

و  eppendorf master cyclerبا استفاده از دستگاه  PCR. شد
 .انجام شد 0طبق جدول 

 
 يافته ها

هـاي   هاي به دسـت آمـده از بلـوك    نمونه در مطالعه حاضر
نظر بازآرايي كلونال ژن زنجيره سنگين  بيمار از 92پارافينه 

مورد ارزيابي قرار  PCRبا استفاده از ( IgH)ايمونوگلوبولين
به منظور تسهي  ارزيابي نتايج به دست آمده از اين . گرفت

بنـدي   گـروه مجـزا طبقـه    3هـاي بيمـاران در    مطالعه نمونه
 (.2جدول )گرديد

يص بيمـار بـا تشـخ    22هـاي مربـوب بـه     نمونه: گروه اول
هيستوپاتولوژيك و ايمونوهيستوشـيمي قطعـي لنفـوم غيـر     

كه از بخش پاتولوژي بيمارسـتان   Bهوچكين از نوا سلول 
 . آوري شد اصرر جم  عليحضرت و ... ا بقيهحضرت 
بيمـار بـا تشـخيص     01هـاي مربـوب بـه     نمونه: گروه دوم

هيستوپاتولوژيك هـايپرپلازي واكنشـي و يـا هـايپرپلازي     
... ا بقيهحضرت ز بخش پاتولوژي بيمارستان فوليكولار كه ا

آوري گرديده و به عنـوان كنتـرل منفـي وارد مطالعـه      جم 
 . حاضر شدند
بيمـار بـا    01هاي مربوب به بلوك پارافينه  نمونه: گروه سوم

لنفـوم  ( بـدون ايمونوهيستوشـيمي  )تشخيص مورفولوژيـك 
طالقـاني   ...ا آيـت  بدخيم كه از بخش پاتولوژي بيمارسـتان 

ــ ــاليتي در     جم ــابي كلون ــور ارزي ــه منظ ــدند و ب آوري ش
هاي بـدون ايمونوهيستوشـيمي وارد مطالعـه حاضـر      نمونه
 . شدند
نفــر مــذكر  21نفــر مونــ  و  05بيمــار حاضــر،  92از     

بيمـار   22از . سال بود 95 ± 4 ميانگين سني بيماران. بودند
( موارد با تشخيص قطعي لنفوماي غير هوچكين)گروه اول

 2بـزر  منتشـر،    Bمار داراي تشخيص لنفوم سلول بي 03
مــورد داراي  2مــورد داراي تشــخيص لنفــوم فوليكــولار، 

مـورد داراي تشخيص لنفـوم   5تشخيص لنفوم بوركيت و 
بيمار ذكر  22از . بودندB (B cell type lymphoma )سلول 

با فاصله اطمينـان   %(11)مورد 01شده، بازآرايي كلونال در 
در ميان مواردي كه بـازآرايي كلونـال   . رديدمشاهده گ 45%

IgH  ،بـا   %(5/11)مورد بازآرايي منوكلونال 02را دارا بودند
و %( 8/01)آلليك مورد بازآرايي باي 3 ،%45فاصله اطمينان 

هر دو مـورد  . داشتند%( 1/00)مورد بازآرايي اليگوكلونال 2
يي لنفوم فوليكولار و نيز هر دو مورد لنفوم بوركيت بـازآرا 

ــد   ــان دادن ــال را نش ــان . كلون ــورد  03از مي ،  DLBCLم
ــاليتي در  ــورد 4كلون ــد %( 84)م ــاهده ش ــورد  9در . مش م

از تكرارپذيري مناسـب   DLBCL  ،PCRباقيمانده از موارد 
برخوردار نبوده و نتيجه قطعي در تعيين كلونـاليتي حاصـ    

 B cellمورد بـا تشـخيص هيسـتوپاتولوژيك     5از . نگرديد

type lymphoma   ــال در %( 61)مــورد 9، بــازآرايي كلون
 (. 0شك  )مشاهده گرديد

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 6لاين . نتايج بازآرايي ژني زنجيره سنگين ايمونوگلوبولين: 6شكل 
را بزه   آلليزك  بازآرايي باي 9و  3مستر ميكس، لاين  4ماركر، لاين 

 66، 61، 7، 8، 5، 2هاي  لاين. دهد صورت حضور دو باند نشان مي
بازآرايي مونوكلونال را به صورت يك بانزد مشزخص نشزان     62و 
باشد كه به صزورت اسزمير واضز      كنترل منفي مي 1لاين . دهد مي
 . دهد كلوناليتي را نشان مي پلي
 

 01هـاي مربـوب بـه بلـوك پارافينـه       نمونه در گروه دوم    
بيمار با تشخيص هيستوپاتولوژيك هـايپرپلازي واكنشـي و   

مـورد    Bزي فوليكولار از نظر كلوناليتي سلول نيز هايپرپلا
در هـي  كـدام از بيمـاران بـازآرايي     . ارزيابي قـرار گرفتنـد  

 ودـورت وجـكلونال مشاهده نگرديد و پلي كلوناليتي به ص
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وع نمونه هر بيمار نيز تشخيص پاتولوژيك و ن. بيمار مطالعه حاضر 42نتايج بررسي بازآرايي ژني زنجيره سنگين ايمونوگلوبولين در : 2جدول 
 .ذكر شده اس 

 
شماره  گروه

كلونال ز :  PCR تشخيص پاتولوژيك نوع نمونه بيمار
 كلونال پلي

 :اول
لنفوماي غير  

 Bهوچكين سلول 

 كلونال بزر  منتشر Bلنفوم سلول  اي بيوپسي توده سينه 0

 كلونال بزر  منتشر Bلنفوم سلول  غده لنفاوي زير برلي 2

 كلونال بزر  منتشر Bلنفوم سلول  اي راست آروارهسينوس  3

 كلونال بزر  منتشر Bلنفوم سلول  اي توده سينه 9

 كلونال بزر  منتشر Bلنفوم سلول  توده گردني 5

 كلونال بزر  منتشر Bلنفوم سلول  توده گردني 8

 كلونال بزر  منتشر Bلنفوم سلول  توده كشاله ران 1

 كلونال بزر  منتشر Bلنفوم سلول  غده لنفاوي گردني 6

 كلونال بزر  منتشر Bلنفوم سلول  گاستركتومي 4

 مشكوك بزر  منتشر Bلنفوم سلول  توده كشاله ران 01

 مشكوك بزر  منتشر Bلنفوم سلول  اي بيوپسي توده روده 00

 مشكوك بزر  منتشر Bلنفوم سلول  تومور زير پوستي 02

 مشكوك بزر  منتشر Bلنفوم سلول  غده لنفاوي گردني 03

 كلونال لنفوم بوركيت توده شكمي 09

 كلونال لنفوم بوركيت توده كولون 05

 كلونال Bلنفوم سلول  اي توده سينه 08

 كلونال Bلنفوم سلول  اي توده سينه 01

 كلونال Bلنفوم سلول  بيوپسي طناب نخاعي 06

 كلونال Bلنفوم سلول  توده گردني 04

 مشترك Bلنفوم سلول  توده كولون 21

 كلونال لنفوم فوليكولار توده گردني 20

 كلونال لنفوم فوليكولار اي توده زير آرواره 22

 : دوم
هايپرپلازي 
واكنشي و 
 فوليكولار

 كلونال پلي لنف آدنيت واكنشي اي زير آروارهغده لنفاوي  23

 لكلونا پلي لنف آدنيت واكنشي توده گردني 29

 كلونال پلي هايپر پلازي واكنشي توده گردني 25

 كلونال پلي هايپر پلازي واكنشي لوزه 28

 كلونال پلي هايپر پلازي واكنشي لوزه 21

 كلونال پلي هايپر پلازي واكنشي توده گردني 26

 كلونال پلي هايپر پلازي واكنشي لوزه 24
 كلونال پلي هايپر پلازي واكنشي لوزه 31

 كلونال پلي هايپر پلازي فوليكولار لوزه 30

 كلونال پلي هايپر پلازي فوليكولار لوزه 32

 : سوم
موارد با تشخيص 
مورفولوژيك 

لنفوم بدخيم بدون 
 ايمونوهيستوشيمي

 كلونال لنفوم غير هوچكين غده لنفاوي 33

 كلونال هاي بدخيم لنفوديدي هاي كوچك سلول تجم  مرز استخوان 39

 كلونال لنفوم غير هوچكين با درجه بالا ده لنفاويغ 35

 كلونال لنفوم غير هوچكين با درجه بالا، بوركيت غده لنفاوي 38

 كلونال لنفوم بدخيم غده لنفاوي 31

 كلونال لنفوم غير هوچكين با درجه بالا غده لنفاوي 36

 كلونال لنفوم سلول بزر  منتشر مرز استخوان 34

 مشكوك لنفوم سلول بزر  منتشر انمرز استخو 91

 مشكوك لنفوم بدخيم غده لنفاوي 90

 مشكوك لنفوم بدخيم غده لنفاوي 92
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 آكري  آميد مشاهده  اسميـر در ناحيه مورد انتظار در ژل پلي
 هـاي متعدد انجام شده ، از  جايـي كـه در مطالعه از آن. شـد

كنترل منفـي در   هايپرپـلازي واكنشـي بـه عنــــوانموارد 
استفاده شده است، مشـاهده نشـدن   بازآرايي كلونال  بررسي

عدم وجود مـوارد مثبـت    ،كلوناليتي در اين گروه از بيماران
كاذب در روش بـه كـار رفتـه در مطالعـه حاضـر را نشـان       

 (. 2شك  )دهد مي
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

نتايج بازآرايي ژنزي زنجيزره سزنگين ايمونوگلوبزولين در     : 2شكل 
 aهاي  در لاين(. هايپرپلازي فوليكولار و واكنشي)اران گروه دومبيم
 . اسمير واض  قابل مشاهده اس  bو 
 

هاي با تشخيص مورفولوژيك لنفوم  نمونه)در گروه سوم    
بيمار از نظر بازآرايي  01، (بدخيم، بدون ايمونوهيستوشيمي

ــدند   ــي ش ــال بررس ــار 01از . كلون ــورد 1در  بيم %( 11)م
 3. كلونال به صـورت منوكلونـاليتي مشـاهده شـد    بازآرايي 

بانـد مشـخص   ،  IgHPCRنمونه ديگر در تكرارهاي متوالي 
نداشتند و به صورت يك يا دو باند ضعيف در زمينه اسمير 
مشــاهده گرديدنــد، بنــابراين بــا عنــوان مشــكوك يــا غيــر 

 . بندي شدند تشخيصي طبقه
 

 بحث
در  PCRد هدف اصـلي مطالعـه حاضـر ارزيـابي كـاربر         

شناســــايي بــــازآرايي كلونــــال ژن زنجيــــره ســــنگين 
ــولين ــاي  ( IgH)ايمونوگلوبـ ــين لنفومـ ــخيص روتـ در تشـ

بــا اسـتفاده از يــك جفــت   Bغيرهـوچكين از نــوا سـلول   
 .بود IgHژن  FR3متص  شونده به ناحيه  آغازگر
 ، هاي مختلف بيماران به منظور تعيين كلوناليتي در نمونه    

سـاترن بـلات و    FISHگوناگون مانند هاي  تاكنون از روش
PCR هـا   در ميان اين روش( 2)استفاده شده استPCR   بـه

هاي ذخيـره   دلاي  گوناگون از جمله امكان استفاده از نمونه
هاي پارافينه و نيز به  علت نياز بـه مقـادير    بلوك دشده مانن

(. 1)تـري يافتـه اسـت    بسيار ناچيز نمونـه، كـاربرد گسـترده   
يـك   PCRبـا اسـتفاده از    IgHبي بـازآرايي ژن  امروزه ارزيا

روش سري ، ساده و در عين حـال اقتصـادي در تشـخيص    
هـاي   در مطالعه .شود محسوب مي Bروتين كلوناليتي سلول 

يـابي بـه    بـه خصـو  در دسـت    IgHPCRكـاربرد   متعدد،
ــه ــتوپاتولوژيك و   تشــخيص نمون ــاي هيس ــه ارزي ــايي ك ه

ــه ايمونوهيستوشــيمي در آن تشــخيص قطعــي  هــا منجــر ب
بـه عبـارت   (. 1-4)گردد مورد تاكيد قرار گرفتـه اسـت   نمي

ديگر هر چند ارزيابي هيستوپاتولوژيك در تشـخيص اوليـه   
بندي لنفوم غير هـوچكين هنـوز اسـتاندارد طلايـي      و طبقه

بــر اسـاس نتــايج بـه دســت آمــده از    ،شـود  محسـوب مــي 
اي ارزيابي كلوناليتي فرآينـده  ،تحقيقات گسترده انجام شده

ــار ايم ــو در كنـ ــي ونولنفوپروليفراتيـ ــ  و بررسـ فنوتايپينـ
مورفولوژيك در راه رسيدن به تشخيص قطعي و دقيق ايـن  

 (. 01-02)ها بسيار كمك كننده است گروه از بدخيمي
ــر       ــه حاضـ ــخيص   % 11در مطالعـ ــا تشـ ــاران بـ بيمـ

هيســتوپاتولوژيك لنفومــاي غيــر هــوچكين از نــوا ســلول 
B(گروه اول )نتيجه حاضر بـا  . رايي كلونال بودندداراي بازآ

. هـاي متعـدد مطابقـت دارد    نتايج به دست آمـده از مطالعـه  
بـر روي   IgHPCRبررسي بـازآرايي كلونـال بـا اسـتفاده از     

لنفوماي غير هوچكين از نـوا سـلول    رهاي پارافينه د بلوك
B    ــدود ــوفقيتي در ح ــزان م ــا  81مي ــد را دارا  65ت درص
 (. 4، 03، 09)باشد مي
در ( CAP)هاي آمريكـا  در گزارشي كه كالج پاتولوژيست    

درصد موارد  18منتشر كرد، بازآرايي كلونال در  2111سال 
مشاهده  IgHPCRبا استفاده از  Bلنفوم غير هوچكين سلول 

نمونـه   24نمونـه شـام     34بر اساس گـزارش فـوق،    .شد
نمونـه فاقـد بـازآرايي     01و ( كنتـرل مثبـت  )داراي بازآرايي

هـاي مختلـف شـركت     بين آزمايشـگاه ( كنترل منفي)الكلون
آزمايشـگاه از آمريكـا، كانـادا و     080)كننده در اين ارزيـابي 

توسـ    IgHبه منظور بررسـي بـازآرايي ژن   ( ساير كشورها
PCR (. 4)توزي  شد 
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 بيمار مبتلا  34هاي پارافينه  بلوك 2118ال ـدر سزل ـاوي    
هاي مشترك ناحيـه  آغازگر را با استفاده از Bبه لنفوم سلول 
(IgHPCR) FR3    از نظر بازآرايي كلونال مورد ارزيـابي قـرار

بـازآرايي كلونـال را مشـاهده     ،درصد موارد 14وي در . داد
، و كـرد استفاده اويزل  نيز از همان روشكوزيك  .(05)كرد
،  Bدرصد موارد لنفوم غير هوچكين از نـوا سـلول    60در 

نتـايج بـه دسـت آمـده از     (. 08)كلوناليتي را مشـاهده كـرد  
ــه حاضــر ــه %( 11)مطالع ــايج مطالع ــا نت ــزل ب و %( 14) اوي

يـابي بـه    عدم دست. خواني مناسبي دارد  هم%( 60)كوزيك
در مشاهده بازآرايي كلونال در مـورد لنفـوم   % 011موفقيت 

با توجه . دلاي  متعددي داشته باشد تواند مي غير هوچكين،
هـاي متعـدد    ش ضر و گزاربه تجربيات حاص  از مطالعه حا

 : توان اشاره كرد منتشر شده به عوام  زير مي
به  FR3كه علاوه بر ناحيه  آغازگراستفاده از چند جفت  -0

شـوند،   متص  مـي  FR1و  FR2تر ژن مانند  نواحي دور دست
ــدرت روش  ــزايش    IgHPCRق ــاليتي اف ــين كلون را در تعي

هـاي انجـام    در مطالعه حاضر و بسياري از مطالعـه . دهد مي
ــدخيم    ــاي ب ــال لنفوم ــابي كلون ــور ارزي ــه منظ ــده ب از  ،ش

استفاده شده است  FR3متص  شونده به نواحي  آغازگرهاي
كه به تنهـايي توانـايي بيشـتري در آشكارسـازي كلونـاليتي      

دارد و در  FR2 و FR1متص  شونده به  آغازگرهاينسبت به 
عين حال روشي سـري ، اقتصـادي و بـا قابليـت كـافي در      

 (. 08-06)است IgHآشكارسازي كلوناليتي 
هاي خـا  در مـوارد مختلـف     نس لوكاسيوناوجود تر -2

لنفوماي غير هوچكين بر ميزان موفقيت در تعيين كلوناليتي 
درصد مـوارد   61در  t( 09، 06)به طور مثال. اثرگذار است

 Bدرصد مـوارد لنفـوم سـلول     31تا  01و فوليكولار لنفوم 
ــر   ــزر  منتش ــت  DLBCLب ــده اس ــاهده ش  .(08، 04)مش

بـه   IgHPCRكه براي بررسي كلوناليتي توسـ    آغازگرهايي
نس لوكاسيون قادر به اروند در صورت وجود اين تر كار مي

از آن جايي كـه بـر   (. 08، 21)آشكارسازي كلوناليتي نيستند
اساس اطلاعات ما تاكنون از ايران هي  گزارشـي از ميـزان   

ارايـه نگرديـده،    FLو  DLBCLدر مـوارد   t( 09، 06)شيوا
برقــراري ارتبــاب بــين ميــزان مشــاهده كلونــاليتي در ايــن  

 . باشد پذير نمي امكان t( 09، 06)ها با ميزان شيوا بيماري
3- DNA ت ــه كيفيــاي پارافينـه ده از بافتـراج شـاستخ 

هـاي تـازه و    به دست آمده از بافت DNAكمتري نسبت به 
در مطالعــه حاضــر  .(4، 20)باشــد خــون محيطــي دارا مــي

هـا بـا    هاي پارافينه در تمـام نمونـه   از بلوك DNAاستخراج 
گلوبين  βژن  PCRهاي كنترل كيفي از جمله  توجه به روش

 DNA. و الكتروفورز ژل آگارز، مورد ارزيابي قـرار گرفـت  
ها داراي كيفيت مناسب بـود و   استخراج شده از تمام نمونه

 . ارج نگرديداي از مطالعه خ هي  نمونه
ــه تشــخيص   -9 ــاليتي ب ــزان موفقيــت در مشــاهده كلون مي

بـر  (. 08، 22)هيستولوژيك لنفوم غير هوچكين بستگي دارد
ــزارش ــده   اســاس گ ــاكنون منتشــر ش ــه ت ــدد ك ــاي متع  ،ه

بزر   Bآشكارسازي كلوناليتي در لنفوم فوليكولار و سلول 
با ميزان موفقيت كمتري نسـبت بـه سـاير    ( DLBCL)منتشر
و لنفـوم بوركيـت همـراه     Mantle cellد لنفـوم ماننـد   مـوار 
 (. 08، 04، 23)است
در مطالعه حاضر هـر دو مـورد لنفـوم فوليكـولار داراي         

بازآرايي كلونال بود كه بيشتر از مقدار گزارش شده توسـ   
 (. 4، 29)است%( 16)فوروا  نيكي و%( 88)ياموچي

م بوركيـت  هم چنين در مطالعه حاضر هر دو مورد لنفـو     
 آربـر  داراي بازآرايي كلونال بود كه ايـن مقـدار بـا مطالعـه    

ــه%( 011) ــت دارد و از مطالع ــارا مطابق ــتر %( 5/89)آم بيش
 (. 03، 25)است
%( 84)مـورد  4 ،در مطالعه حاضـر  DLBCLمورد  03از     

درصـد مـوارد    51در  وفـري  .داراي بازآرايي كلونال بودند
DLBCL 51در  ها در اكثر مطالعه. كلوناليتي را مشاهده كرد 

شـده   مشـاهده يي كلونـال  ابـازآر ،   DLBCLدرصـد  11تـا  
 (. 01، 25)است
 بيمار داراي  5بيمار حاضر در گروه اول بيماران،  22از     

. بودنـد  B cell type lymphomaتشخيص هيستوپاتولوژيك 
 . بازآرايي مشاهده شد%( 61)مورد 9مورد در  5از اين 
 ،و همكاران انجـام شـد  فيليل ه توس  ـاي ك هـدر مطالع    
%( 1/65)مـورد  8در ،  Bبيمار با تشخيص لنفوم سلول  1از 

در مطالعه ديگري كـه  (. 28)بازآرايي كلونال مشاهده گرديد
 51بـازآرايي كلونـال در    ،و همكاران انجام شـد رابر توس  

مشـاهده   non classifiable NHLدرصد بيماران با تشخيص 
كمتـر  %( 61)قدار مشاهده شده در مطالعه حاضرشد كه از م

 (. 01)است
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 موارد هايپرپلازي )اران مطالعه حاضرـروه دوم بيمـدر گ    
بـازآرايي كلونـال در هـي  كـدام از      ،(واكنشي و فوليكولار

در تمام مـوارد فـوق در   . موارد هايپرپلازي مشاهده نگرديد
منظره اسمير مشخص بدون هي  گونـه   ،آكري  آميد ژل پلي

در . كلونال گـزارش شـدند   باند مشاهده گرديد بنابراين پلي
اين گروه از بيماران تشخيص هيستوپاتولوژيك با نتايج بـه  

به عبارت  .%(011)كاملا   مطابقت داشت PCRدست آمده از 
ــي و     ــايپرپلازي واكنش ــوارد ه ــه م ــايي ك ــر از آن ج ديگ

ترل منفي وارد مطالعه حاضـر شـدند،   فوليكولار به عنوان كن
عدم وجود بازآرايي كلونال در اين مـوارد بـه معنـاي عـدم     

نتيجـه  . وجود موارد مثبـت كـاذب در مطالعـه حاضـر بـود     
 گـونزالز  و%( 011)ترينـور  مطالعه حاضر بـا نتـايج مطالعـه   

هنگامي  گونزالز در بررسي(. 21، 26)دارد تمطابق%( 011)
درصـد مـوارد    06ارز انجام شد كه الكتروفورز روي ژل آگ

بـه صـورت مونوكلونـال    ( هايپرپلازي واكنشي)كنترل منفي
ــد ــاذب )مشــاهده گردي ــت ك ــاليز  %( 06مثب ــس از آن ــا پ ام

مـوارد مثبـت    ،اكري  آميـد  هترودوبلكس و الكتروفورز پلي
درصـد مـوارد    011كلوناليتي در  كاذب حذف گرديد و پلي

ف مـوارد مثبـت   در مطالعه حاضر به منظور حـذ . شد ديده
كه  شدها انجام  آناليز هترودوبلكس براي تمام نمونه ،كاذب

با توجه به نتايج به دست آمده و هزينه بسيار كم، آزمـايش  
كلونـال   بسيار مفيـدي بـراي افتـراق مـوارد كلونـال از پلـي      

 . شود محسوب مي
ــال       ــازآرايي كلون ــتفاده از  IgHبررســي ب ــا اس از  PCRب

ردار بـوده و مـوارد مثبـت كـاذب آن     ويهگي بـالايي برخـو  
 DNAبروز مثبت كاذب به علت ناكافي بودن . محدود است

از يـك   DNAبه كار رفته به عنوان الگو و انتخـاب اتفـاقي   
و  PCRكلــون خــا  در بررســي كلونــاليتي، عــدم تكــرار 

 تفسير بـر اسـاس يـك بـار انجـام آزمـايش و عـدم آنـاليز        
 (. 4، 22، 24، 31)هترودوبلكس، گزارش شده است

مـوارد بـا تشـخيص    )گروه سوم بيماران مطالعـه حاضـر      

، (مورفولوژيك لنفوماي بدخيم و بدون ايمونوهيستوشـيمي 
% 31 .(2جــدول )مــوارد بــازآرايي كلونــال داشــتند% 11در 

موارد اين گروه پس از آناليز هتـرودوبلكس و الكتروفـورز   
يـك يـا دو   آكري  آميد در ناحيه مورد انتظار ژل داراي  پلي

. باند ضعيف در زمينه اسمير بودند و كلونال تلقي نگرديدند
گيرد  فرماليني كه در اكثر مراكز كشور مورد استفاده قرار مي

هاي سـطحي   ژن از نوا غيره بافره بوده موجب تخريب آنتي
شود و انجـام ايمونوهيستوشـيمي را بـا مشـك  مواجـه       مي
ه مقدار ناچيز نمونـه  ب ، PCRبه علاوه براي انجام . سازد مي

نيازمند هسـتيم در حـالي كـه نمونـه بـا حجـم كـم بـراي         
 . باشد ايمونوهيستوشيمي مناسب نمي

با توجه به آن چه ذكر گرديد و نتايج حاص  از ارزيـابي      
 ،(گـروه اول و دوم )در مطالعه حاضـر  IgHPCRكلوناليتي با 

ر توان نتيجه گرفت كه استفاده از روش مولكولي حتي د مي
صورت عدم انجام ايمونوهيستوشيمي به دلاي  مختلف، در 

يابي به تشـخيص قطعـي و دقيـق مـوارد لنفـوم غيـر        دست
 . هوچكين كمك كننده است

 
 گيري نتيجه
دهــد كــه اســتفاده از  مطالعــه حاضــر نشــان مــينتــايج     

IgHPCR    ــر ــاي غي ــولي لنفوم ــور تشــخيص مولك ــه منظ ب
ماننـــد هـــاي كمكـــي  هـــوچكين در كنـــار ســـاير روش

يابي بـه تشـخيص دقيـق ايـن      در دست ،ايمونوهيستوشيمي
به ويهه اين كه امـروزه  . ها بسيار مفيد است گروه از بيماري

بـا اسـتفاده    Bدر سراسر دنيا ارزيابي بازآرايي كلونال سلول 
يك روش مقـرون بـه صـرفه سـري  و قابـ       ،  IgHPCRاز 

 ــ   ــدهاي لنفوپروليفراتي ــول فرآين ــي معم ــاد در بررس و اعتم
استفاده از اين نوا ارزيابي مولكـولي بـه    .گردد محسوب مي

خصو  در موارد مشكوك به لنفوماي بـدخيم و مـواردي   
ده اسـت بـه منظـور بهبـود     شكه ايمونوهيستوشيمي انجام ن

و بـه طبـ  آن درمـان و بهبـود      يهاي تشخيص روند فعاليت
 . گردد توصيه مي ايراني عاقبت بيماران
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Abstract 
Background and Objectives 

Rearrangement of  V, D, and J segments of immunoglobulin heavy chain gene with inserted or 

deleted nucleotides within rearranged segments makes unique hypervariable regions (CDR-3). 

These regions can be used for evaluation of  B cell clonality for the purpose of molecular 

diagnosis of  Non-Hodgkin Lymphoma (NHL) and for confirmatory diagnosis in suspicious 

cases. 

 

Materials and Methods 

In this study, samples of 42 patients were collected from Taleghani, Baqhiyatalah, and 

Aliasghar hospitals; out of this number, there were 22 patients with diagnosis of B cell NHL, 

10 with reactive hyperplasia, and 10 with malignant lymphoma. After DNA extraction from 

formalin fixed paraffin embedded tissues, PCR was done using consensus primers for 

amplification of CDR-3 region. PCR products were analyzed after heteroduplex analysis using 

polyacrylamide gel electrophoresis and silver stain. 

 

Results 

Clonal patterns in group 1 (B cell NHL), 2 (reactive and follicular hyperplasia), and 3 

(morphological diagnosis without immunohistochemistry) were observed in 77.2%, 0%, and 

70% of patients, respectively. 

 

Conclusions 

Our findings are compatible with other international studies with minor differences. The 

diagnosis of B-cell lymphoid malignancy can frequently be substantiated by detecting clonal 

immunoglobulin heavy chain (IGH ) gene rearrangement. 
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