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از نوع دلتا و گاما در كودكان ايراني  Tهاي گيرنده لنفوسيت  الگوي بازآرايي رده متقاطع ژن

 با استفاده از واكنش زنجيره پليمراز Bسازهاي  مبتلا به لوسمي لنفوبلاستي حاد از نوع پيش
 

، دكتر 1ي، دكتر سيد حسين يحيو8يو، دكتر يوسف مرتض3يآباد ، دكتر حسين نجم2اكبر پورفتح اله ي، دكتر عل1دكتر بهزاد پوپك
، 7هيديحم ير علي،دکتر ام6ي، دكتر الهام شاهقل6، دكتر غلامرضا باهوش8، دكتر مينا ايزديار7انيارزان ي،دکتر محمد تق6پروانه وثوق

 18فريبا حق نژاد دوشانلو ،پور ي،دکتر گلاره خسرو6دکتر محمد فرانوش
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

T(TCR )گيرنده لنفوسيت يها درمولكول يتنوع زياد ،Tو B يها لنفوسيت يدرمسيرتكامل يقطعات ژن يبازآراي
 يها اطع در ژنقرده مت يغم انتظار بازآراير يعل ALL ،B-precursorلنفوئيد ازنوع  يها يدرلوسم. کند ايجاد مي

TCR يها ژن يبازآراي يالگو يهدف از مطالعه حاضر بررس .گردد ايجاد مي TCR (مادلتاوگا )يلوسم در 
 .باشد ميتوسط واكنش زنجيره پليمراز  B يكودكان از نوع پيش سازها( ALL) حاد يلنفوبلاست

 ها  و روش دامو 
 .ازشروع درمان موردبررسي قرارگرفتند  قبل ،حاد كودك باتشخيص اوليه لوسمي 143 ،نگرحاضر درمطالعه آينده

مطالعه  يبرا B-precursor ALL صيمار با تشخيب 180تنها  ،پيمونوفنوتيو ا يرفولوژوم يابيپس از ارز
پس از  .جدا شدند يان غلظتيبا گراد ند،شد يها را نيز شامل م که بلاست يا تک هسته يها سلول. انتخاب شدند

 TCR-γ و TCR-δ (Dδ2-Dδ3, Vδ2-Dδ3)متغير  بسيارر منطقه ر تکثيمنظوه ب PCRزمايش آ ،DNA استخراج
(V γ I،  V γ II، V γ) محصولات . مشترک انجام شد يمرهابا استفاده از پرايPCR  هترودوپلكس  تجزيهپس از

جهت  يگرفته وپس از تعيين توال قرار ينقره مورد بررس يآميز رنگ اميد و آكريل يژل پل يوالكتروفورز بررو
 t ،Mann whitneyزمون و آ SPSSافزار  آناليز آماري با نرم .سه شديمقا يمشابه در بانک ژن يها ييد با توالأيت

 .انجام شد (Chi-square)دو  و كاي
 ها   يافته

 ماران وجوود داشوت  ياز ب %79/ 3و% 68/ 9ب دريبه ترت  V γو V γ I  /V γ IIشامل  TCR- γكلونال   يبازآراي
ماران يب  نفر از (%16/ 6) 11و %(  2/85) 84. بود%( 8/86) ن نوعيتر عيشا V γ II ييبازآرا %(.5: کلونال  يبا)

 يمار با الگوو يک بي) Dδ2-Dδ3و ( گوكلوناليال% 3/8كلونال،  يبا 7/27%) Vδ2-Dδ3 يبازآراي يب دارايبه ترت
 .بودند (کلونال يبا
 نتيجه گيري  

  TCR-γ ييبوازآرا  يفراوانو .گر بوديمشابه جوامع د TCR-δ  (Dδ2-Dδ3 ,Vδ2-Dδ3)و  IgHکلونال ژن  يالگو
V γ II)  و (V γ I لياز برز يبه استثناء گزارش ها ه گزارشيبوده و بر خلاف بق يقبل يها ش از گزارشيب يقدر، 

V γ II وجود  يکم يرهايو متغ يين انواع مختلف بازآرايب يدار يچ ارتباط معنيه.را داشت يين بازآرايتر عيشا
ج حاصل يتوجه به نتا با. بود( سال 2بيشتراز ) ش سنيبا افزا Vδ2-Dδ3کاهش بروز  ،جالب هنداشت و تنها نکت

 .استفاده کرد مانده باقي حداقل بيماري يابيو ارز يتيص کلوناليدر تشخ ها ن شاخصيتوان از ا مي
 حاد يلنفوبلاست يلوسم ،مانده باقي يحداقل بيمار ،يكلوناليت ،ها ژن يبازآراي  :كليدي كلمات

 
 
 
 
 
 
 

 61/3/84  :تاريخ دريافت 
 22/1/84  :تاريخ پذيرش 
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 مرد
 زن

1- Minimal Residual Disease 
2- Manual 

 مقدمه
،اتصال (D)،تنوع (V)مختلف متغير يقطعات ژن يبازآراي   
(J)  وثابت(C )يها لنفوسيت يمسيرتكامل در B وT،  تنوع

 ،(IgH)ايمونوگلوبولين  سنگين زنجيره يها درمولكول يزياد
 Tوگيرنده لنفوسيت  (Igκ)زنجيره سبک ايمونوگلوبولين 

(TCR )ذفـا حـدن يـه شـاضاف. (5-3) دـکن مي ادــايج 
وع ـتن ،دهـش يـبازآراي يـات ژنـبين قطع نوكلئوئيدها در

ـي يها يـبه تشکيل توال رـمنج وده وـرا بيشتر نم ودـموج
 در  .است يكلون اختصاص سلول يا هر يكه برا گردد مي

 يطبيع يها مشابه سلول ينيز بازآراي يلنفوئيد يها يلوسم
عنوان  هد كه بشو ميايجاد  TCRو  IgH، Igκ يها ژن در

از سه روش مهم   يکيمحسوب شده و  يشاخص كلوناليت
 ياــه روش راه باـهم 6دهـباقيمان يارـحداقل بيم يـارزياب
 يـاقـالح ياـه ژن ياـه ص نسخهيتشخ و يرـتومتيوسـفل
 .(8-6) باشد مي
  يها ژن يبازآراي يالگو يبررس ،حاضرهدف از مطالعه     
صـورت رده   از نـوع دلتـا و گامـا  بـه     Tت يرنده لنفوسيگ

كودكان از نـوع  ( ALL) حاد يلنفوبلاست يلوسم متقاطع در
( PCR)توسـ  واكـنش زنجيـره پليمـراز      B يسـازها  پيش
 .است يرانين بار در کودکان اياول يبرا
 

 ها مواد و روش

كودك با  تشخيص اوليه  683 ،ضردرمطالعه آينده نگرحا   
 .گرفتند قبل از شروع درمان مورد بررسي قرار ،لوسمي حاد
و ( :L2:44% L1 ; %46) يرفولـــوژوم يابيـــپـــز از ارز

 B-precursorص يمـار بـا تشـخ   يب 540تنها  ،پيمونوفنوتيا

ALL ت راي ـجمع% 3/13مطالعه انتخـاب شـدند کـه     يبرا 
بـا ميـانگين سـني    (       : 64/6)را دختران % 7/41پسران و

ل يتشـک  ،(اهـم 611حداکثر  اه وـم 1 حداقل)ابتلا ماه  1/13
م ي ـعلا ،يخچـه پزشـک  ياطلاعات مربـو  بـه تار   .دادند مي
 61 .مـاران ثبـت شـد   يپ بيمونوفنوتيو ا CBCنياول ،ينيبال

، ارسـال  هـا  شدن سلول ل مختلف ازجمله دژنرهيدلا مورد به
کهنـه بـودن    ،ديز شديموله ،ن دوره درمانينمونه پز ازاول

ــه و ــودگ نمون ــباکتر يآل ــدند  از يياي ــهوهش حــذف ش . پ
 ،شـدند  ميز شامل يرا ن ها که بلاست يا هسته تک يها سلول

g/cm يان غلظتــيــبــا گراد
2
جــدا  )فــايكول 080/6-077/6(

اي به دو روش  ي تك هستهها سلول DNA استخراج. شدند
ت اسـتخراج  و با استفاده از كي 2(دستي)اصلاح شده ميكرو 

(High Pure PCR Template) ُوش  محصــول كارخانــه ر
 و غلظـت  گيـري  انـدازه  ،براي اطمينان ازكيفيـت . انجام شد

ــ ـــاستخ  DNAوصـدرجــه خل ـــراج شـ ــومتر) دهـ  بيوفت
بــه منظــور % 6الكتروفــورز بــر روي ژل آگــارز  ،(اپنــدرف
با پرايمرهاي  PCRن وانجام آزمايش قطعه شد قطعهارزيابي 

ر يمنظور تکث به PCRآزمايش . صورت گرفتوبين گل-βژن 
و  TCR-δ (Dδ2-Dδ3  Vδ2-Dδ3)متغيـر ژن   بسـيار منطقه 

(V γ I، V γ II، V γ) TCR γ   يمرهـا يبـا اسـتفاده از پرا 
  .(5 جدول) مشترک انجام شد

 
  هاي بازآرايي شده استفاده براي تكثير ژن پرايمرهاي مورد : 1جدول

TCR از نوع گاما و دلتا 
 نام پرايمر الي پرايمرتو

5- CTgTgACAACAAgTgTTgTTCCAC TCR – γ -Ext-F 
5-gTgCTTCTAgCTTTCCTgTCT TCR - γ -Ext-R  
5-gAgTACgCTgCCTACAgAgAgg TCR – γ -Int-F  
5-CCACTgCCAAAgAgTTTCTT TCR - γ -Int-R 
5-CAggCCgACTgggTCATCTgC TCR -V γ I 
5- CAgCCCgCCTggAATgTgTgg TCR - V γ II 
5-CCgTATATgCACAAAgCCAAATC TCR -J γ 1.3/2.3 
5-TTACCAggTgAAgTTACTATgAgC TCR -J γ 1.1/2.3  
5-ACCAAACAgTgCCTgTgTCAATAgg Vδ2Dδ2-F2 

5-gAgTCATgTCAgCCATgAg Vδ2Dδ2-F1 
5 ACT CCA TgT TCA AAT AgA TAT -AgT ATT Dδ2Dδ2-F 
5-gAAATggCACTTTTgCCCCTgCAg Dδ2Dδ2-R2 

 
ــام  ــراي تم ــنش يب ــا واك ــت   dNTPاز  PCR يه ــه غلظ ب

μM200، منيزيم ركلروmM 1/6، Tag DNA poly  به ميزان
در حجـم   pmol 20- 61پرايمرهـا بـه غلظـت     ،يك واحد
 بيمـار  DNAميـزان  . ميكروليتر اسـتفاده شـد   10و21نهايي 
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1- Nested PCR 
2- Master mix 

 Vδ2 – Dδ3 دو بـازآرايي  . بود μg 1/0 – 6/0براي واكنش 
بـراي   R2 , F2 , F1 تفكيك بـا پرايمرهـاي    به Dδ2 – Dδ3و 

براي بازآرايي دوم طبـ    R2و  Fبازآرايي اول و پرايمرهاي 
بـا   Vδ2-Dδ2 با توجه بـه نتـايب بهتـر    .استفاده شد 2جدول

 .بيشتر از اين جفت پرايمر استفاده شد،   R2 , F2پرايمرهاي 
از نوع گاما با  Tتكثير ژن بازآرايي شده گيرنده لنفوسيت 

 . و روش متفاوت از هم انجام شدد
(PCR)در روش اول     

 از  Vمنطقه بازآرايي شده ،دوگانه 6
γ TCR-  با دو جفت پرايمرهاي خارجي(γ-EXT  F&R)  

 .(2دولـج) دـش تكثير(γ-Int F&R) ي ـي داخلها و پرايمر
ودر  رقي  کرده6100به 6به نسبت محصول واكنش اول را 

 .ميرار دادواكنش دوم مورد استفاده ق
 V γ I - J γ ليي ذها بازآرايي،  PCRدر روش دوم    

6/2/3/6، 6/2 6/6V γ I - J γ ، 3/2 3/6V γ II- J γ  و 
 6/2 6/6 V γ II- J γ  ده برايـشبا همـان مقاديـر ذكر  

 TCR-δ  تكثير شد  2و طب  جدول. 
توس   يـارسال) ، كنترل مثبتها ام واكنشـتم يبرا    

 ، كنترل (مثبت داشتند ييکه بازآرا يمارانيو ب نتو پروفسور
 

وكنترل  2يمخلو  اصل يمنفي آب مقطر استريل، كنترل منف
خون  يا هسته تك يها استخراج شده ازسلول DNAمخلو 
 يعموم يمرهايپرا با استفاده از زيو ن فرد سالم 8 يمحيط

 .منظور شد يعنوان استاندارد داخل ن بهيره بتاگلوبيژن زنج
از محصولات  دودماني تك PCRبراي افتراق محصولات    

PCR يـي بازآرايـارزياب واكنشي در ي ياـكلونال طبيع پلي 
ازآناليز هترودوپلكز استفاده  ،Tگيرنده لنفوسيت يها ژن
 .شد
ــولات       ــدا   PCRمحصـ ــه در يدق 1ابتـ ــه  91قـ درجـ
در گـراد   سـانتي درجـه   4قـه در  يدق 10گراد و سپز  يسانت

ژل  يکلر قرار گرفتند و سپز الكتروفـورز بـررو  يساترمال 
انجـام شـد و از   ( قهيدق 90/ ولت  000)% 8اميد  آكريل يپل

به منظـور  . مشاهده باندها استفاده شد ينقره برا يآميز رنگ
 يتعـداد  يبـر رو  يتعيين توال ،ر شدهيد محصولات تکثييتا

و % 5ژل آگـارز   يپـز از الکتروفـورز بـر رو    هـا  از نمونه
( آلمان SEQ يکمپاناز  مگا پور كيت) يحله خالص سازمر

 يز آمـار يآنالسه شد يمقا يمشابه در بانک ژن يها يو با توال
ــزار  ــرم اف ــه ن ــا برنام ــون SPSS يب ــا و آزم  t، Mann يه

Whitney  انجام شد دو كايو.  
 
 

 و گاما وع دلتااز ن Tبرنامه واكنش زنجيره پليمراز به منظور تكثير ژن گيرنده لنفوسيت  : 2جدول
 

ش نهايي
گستر

 
 

تعداد سيكل
 

ش
گستر

 
زنجيره

(E
x

ten
sio

n
)

 

اتصال پرايمرها
 

(A
n

ea
lin

g
)

 
 

دناتوره شدن
دناتوره شدن اوليه 

  

Min60ºC/72 31 min2ºC/72 ºC vs. 11 
  sec41ºC/10 min6ºC/44 min3ºC/44 TCR-δ 

Vδ2-Dδ3 / Dδ2-Dδ3 
min60ºC/72 

 
min60ºC/72 

31 
 
20 

min2ºC/72 
 

min2ºC/72 

sec40ºC/10 
 

sec41ºC/10 

sec41ºC/42 

 
sec41ºC/42 

min3ºC/41 

 
min6ºC/42 

γ-Ext 
 

TCR - γ 
γ- Int 

min60ºC/72 30 
31 min2ºC/72 sec41ºC/10 sec41ºC/42 min3ºC/41 TCR – γ 

(V γ I / II / IV) 
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 ها افتهي

مي كودك با تشخيص اوليه لوس 683 ،در مطالعه حاضر    
ي ــه پز از ارزيابـد كــگرفتن رارـي قــورد بررسـم ادـح

ي ــبيمار مبتلا به لوسم 7، رفولوژي و ايمونوفنوتيپوسيتوم
ک نفر ي ،T-ALLبيمار مبتلا به  4 ،(AML)ميلوئيدي حاد 

ک مورد مبتلابه لنفوم بوركيت يکين، چمبتلا به بيماري هو
از نوع  مورد مبتلا به لوسمي لنفوبلاستي حاد 640و 
 BP-ALL، 72 در گروه. بودند B (BP-ALL)سازهاي  پيش
مونث %( 7/41)نفر  13ازكودكان مبتلا مذكر و%(  3/13)نفر

با  (3/1 ± 3/ 1) 3/1ميانگين سني كودكان مبتلا .بودند
ت اترين شكاي شايع. سال بود 63ماه وحداکثر  1حداقل سن
مربو  به م يو علا يخون کم  عبارت بودند از عمده بيماران

 تب و ،يحال يضعف و ب ،يدگيآن از جمله رنگ پر
م يبدخ يها يماريبتلا به با يليسابقه فام. ياستخوان يها درد

م يعلا. ماران وجود داشتياز ب% 7/8در  ياز جمله لوسم
م آن يعلا كم خوني و ،%4/36باليني بيماران شامل تب در 

و  %1/43ب در يبزرگي طحال و كبد به ترت ،% 6/11در 
، تورم غدد لنفاوي %1/24م خونريزي در يعلا ،2/31%
م آن در ي، عفونت و علا%6/60کاهش وزن در  ،%4/61در
 . بيماران مشاهده شد% 4/6در  CNS يريم درگيو علا% 4/2

ي سفيد ها بيماران ازنظر شمارش گلبول ،CBCدر اولين     
لكوسيتوز  ،%(21/61)لکوپني ،%(71/28)درچهارگروه نرمال

 در بررسي .قرار گرفتند%( 1/7)  و هيپرلكوسيتوز%( 1/47)
 

 48 ،ي مغزاستخوان رنگ آميزي شده با رنگ رايتها آسپيره
FABنفر از بيماران براساس معيارهاي %( 46)41و %( 44)

6 
 4 رد .تشخيص داده شدند  ALL-L2و ALL-L1 ترتيب به
 يدــبن ماران طبقهيه بـيدر بق و L2L1 صيمار تشخيب

رقي  شدن آن، علت  که  ممکن نشد FABاسبراس
خون محيطي وكم سلول بودن ي مغزاستخوان يا اـــه نمونه
ي ايمونوفنوتيپ ــه به ارزيابـباتوج. دگزارش شنمونه 
وع ــن از ALL وزـج ارـبيم 640 ،ريــومتـفلوسيت توس 
سه شاخص شايع در اين  .بندي شدند طبقه Bسازهاي  پيش

 و%64CD (74)%، 60CD (17 )از ه عبارت بودند ـمجموع
HLA-DR (13 )%. 

ژن گيرنده  (Variable.V)بازآرايي كلونال ناحيه متغير     
 BP-ALL بيمار 621 در ،(TCR-γ) نوع گاما از Tلنفوسيت

در نوع اول موارد مثبت  ،به دو صورت بود ارزيابي شد كه
ف کلونال در نظر گرفته شدند ير خفيو مثبت به همراه اسم

ر يکه باند بدون اسم يکه در نوع دوم فق  موارد  يالح در
  %(4/90) 664 ک دريتفک ه بهـشدندک يـد کلونال تلقـداشتن
 %(91) 600 در. اران مشاهده شدـاز بيم نفر%( 3/19)500و 
كلونال بوده و  باي ،%(4) ارــميب 1منوكلونال و در  ار،ــبيم

 .(6 شکل)هيچ مورد اوليگوكلونال مشاهده نشد 
از ژن  5/5VγI-Jγ 5/0و  3/5VγI-Jγ 3/0 يــــبازآراي

TCR-γ  3 مورد ارزيابي قرارگرفت كه نتايب آن در جدول  
 .آمده است

 Jγl.1/2.1يا  Jγl.3/2.3كه با  در ستون سوم مجموع مواردي -V γ Iدر ناحيه  γ از نوع Tفراواني بازآرايي كلونال ژن گيرنده لنفوسيت :  3جدول
 مخاط شده است و موارديكه با هر دو مثبت بوده اند حذف گرديده است اند مثبت بوده

 

 بازآرايي
VγI-Jγl.3/2.3 

48 n : 

VγI-Jγl.1/2.1 

43 n : 

VγI-Jγl.3/2.3 
+ 

Jγl.1/2.1 

 كلونال -

 منوكلونال 

 كلونال باي 

(01)%00 

(81)%51 

          (51)%3 

(1/53)%50 

(10)%1 

(30)%3 

(1/09)%00 

(8/85)%58 

(0/58)%4 
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500-600 bp 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

منوکلونال را  ييبازآرا 11و  4،  4،  5، 2ن يلا. دهد يمشترک را  نشان م يمرهايبا پرااز نوع گاما  Tژن گيرنده لنفوسيت  ييج بازآراينتا : 1شکل
  يا تک هسته يها لوله شده از سيکلونال ته يپل DNAمربوط به  11ن يلا. دهد يرا نشان م bp511-811ک باند در حدود يبه صورت 

 هشت فرد سالم است
 
، دـبودن VγIه ـبراي بيماراني كه فاقد بازآرايي ناحي      

گرفت   ورد ارزيابي قرارـم TCR- γ از ژن VγIIه ـمنطق
 و %VγI (4 /09 )نتايب كلي بازآرايي مناط   .(3 شکل)

VγII (8/41 )% از ژنTCR- γ كلونال يينشان دهنده بازآرا 
 .از بيماران ارزيابي شده است %9/14در 

از نوع دلتا  Tژن گيرنده لنفوسيت  ييآرادر ارزيابي باز
(TCR- δ )  كه براي دو باز آراييVδ2-Dδ3  وDδ2-Dδ3 
 4شکل ) مشخص شده است 1 نتايب در جدول ،دانجام ش

 ،گلبول سفيد ،شامل سن يکم ياـرهـين متغـيانگيم .(1و
 پيمونوفنوتيا يولسل يها و شاخصهموگلوبين  ،پلاكت
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 510 

HLA-DR) ،TdT ،s22 ،c22، 34، 20 ،64 ،60 ،1 ،2،CD) 
 TCT-δ و TCT-γکلونال  ييدر دو گروه با و بدون بازآرا

 يرهاين متغبي .نداشت يدار يتفاوت معن، tآزمون توس  
 ،ياسپلنومگال ،يهپاتومگال ،يخون کم ،تب ،شامل جنز يفيک
 

و تورم غدد عفونت  ،يزيل به خونريتما کاهش وزن،
 و TCT-γکلونال   ييدر دو گروه با و بدون بازآرا يلنفاو

TCR-δ  تفاوت  دقي  فيشرو  دو كايهاي  آزمون توس و
 .وجود نداشت يدار يمعن
 

بازآرايي  در ستون سوم تنها مواردي قيد شده است كه ،VγIIدر ناحيه  γاز نوع   Tفراواني بازآرايي كلونال در ژن گيرنده لنفوسيت  :  4جدول 
 .اند لحاظ نگرديده است كه با هر دو مثبت بوده را داشته است و مواردي Jγl.1/2.1يا  Jγl.3/2.3يكي از دو ناحيه 

 بازآرايي

3/2 3/1VγII-Jγ 

 

68 n : 

1/2 1/1VγII-Jγ 

 

81 n : 

3/2  /3/1VγII-Jγ 

or 

1/2 1/1Jγl. 

68 n : 

 كلونال -

 منوكلونال 

 بايكلونال 

(2/36)20 

(600)22 

0 

(2/24)52 

(1/46)66 

(4/8)6 

(3/41)24 

(1/41)28 

(1/3)6 

 
 

 .را نشان مي دهد BP-ALLدر   TCR-δژن از  Dδ2-Dδ3و  Vδ2-Dδ3 فراواني بازآرايي كلونال : 5جدول 
 

 بازآرايي

Tcr-δ 

Vδ2-Dδ3                                 Dδ2-Dδ3 

604 n :                          11 n : 

 كلونال -

 منوكلونال 

 بايكلونال 

 اوليگوكلونال 

 مجموع هر دو بازآرايي 

(0/41)41                (1/51)55 

(5/18)30                  (95)50 

(1/01)53                    (9)5 

(3/4 )0                         0 
 

(8/11 )18 
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ی منوکلونال يبازآرا  3و 2ن يلا. را  نشان می دهد  Jγl.3/2.3و   V γ Iمرهای يبا پرااز نوع گاما  Tگيرنده لنفوسيت ژن ی يج بازآراينتا -2-شکل 
ی مزبور است که به صورت باند يماران فاقد بازآرايمربوط به ب 16تا  8ن يلا. دهد يرا نشان م bp611-511ک باند در حدود يرا به صورت 

 .استا منفی ير و يا اسميف يخف

500-600 bp 
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 15و  18، 4،  4،  8، 2ن يلا. را  نشان می دهد  Jγl.1/2.1و   V γ IIمرهای يبا پرااز نوع گاما  Tژن گيرنده لنفوسيت ی يج بازآراينتا - 3 -شکل
 .دهد يرا نشان م bp311-211ک باند در حدود يی منوکلونال را به صورت يبازآرا

 
 
 

200-300 bp 
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به  Vδ2-Dδ3ی يی بازآرايرا  نشان می دهد که برای شناسا  R2و  F2مرهای  يبا پرااز نوع دلتا  Tژن گيرنده لنفوسيت ی يج بازآراينتا -8 -شکل 
 11ن يلا. دهد يرا نشان م bp811-311ک باند در حدود يی منوکلونال را به صورت يبازآرا 15الی  12،   4،  4،  8،   3،  2ن يلا.  کار می رود

 .ده می شوديکلونال است که به صورت دو باند ديی بايمار با بازآرايمربوط به ب
 
 

300-400 bp 
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به  Dδ2-Dδ3ی يی بازآرايرا  نشان می دهد که برای شناسا  R2و  Fمرهای  يبا پرااز نوع دلتا  Tژن گيرنده لنفوسيت ی يج بازآراينتا -5-شکل 
مربوط به نمونه نرمال   1ن يلا. دهد يرا نشان م bp651-611ک باند در حدود يی منوکلونال را به صورت يبازآرا 11و   4،  2ن يلا.  کار می رود

 .ده می شودير ديی پلی کلونال است که به صورت اسميبا بازآرا

600-620 bp 
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511 

 مرد
 زن

 بحث
از ( :n 683)بزرگـي مطالعه حاضر بـر روي گـروه نسـبتا         
ي حـاد كـه بـه سـه مركـز      هـا  ودكان مبتلا به انواع لوسميك

ه انكولوژي كودكـان در تهـران مراجعـه نمـود     -هماتولوژي
 ،رفولـوژي و ايمونوفنوتيـپ  وبا توجه به م. انجام شد ،ندبود
بيمار مبتلا بـه لوسـمي لنفوبلاسـتي حـاد از     %( 71/43)631

مبـتلا  بيمـار  %( 21/1)4و  B (BP-ALL)نوع پيش سازهاي 
ــه  ــد T-ALLب ــي . بودن ــزان فراوان ــه  BP-ALLمي در مطالع

% 71ي موجود كه فراواني را بـين  ها بيش از گزارش ،حاضر
از %( 3/13)نفر  72.     (4-4)   باشد  مي ،دارند مياعلام % 84ا ت

(      :  64/6)نث بودند ؤنفر م%( 7/41)13بيماران مذكر و 
ايسـه بـا   كه نشان دهنده افزايش نسبي ابـتلا دختـران در مق  

كـه هـيچ    MRDي ديگـر در مـورد كلونـاليتي و    ها گزارش
 .(4 ،60-63)باشد  مينظر جنز صورت نگرفته  انتخابي از

و همکــاران  Gameiro    در گزارشــي از انگلســتان و تركيــه، 
ــرا    ــه دخت ــران ب ــتلا پس ــبت اب و  Scrideliو  21/2را  ننس

ه ک گزارش کردند کيبه  2نسبت را اين ل يهمکاران از برز
و همکـاران نسـبت    سريو. (4،7)موجود است مقالهش از يب

ميـانگين سـني بيمـاران    . (62) دنـد گزارش نمو 1/6فوق را 
سـال بـه    63مـاه و   1سال با حـداقل و حـداكثر    3/1 ،مبتلا

.تفكيك بود
هاي مغزاستخوان در بدو  رفولوژيك آسپيرهوتغييرات م    

فزايش بارز همان تغييرات قابل انتظار از جمله ا ،تشخيص
. ي گلبول سفيد وپلاكتي بودها سازي ، كاهش پيشها بلاست

گروه  وجز FABاز بيماران بر اساس معيارهاي % 1/44
ALL-L1  گروه  وجز% 1/41وALL-L2 و چهار بيمار 

 L2و L1رفولوژي وامروزه م .طبقه بندي شدند L2 L1جزو
، تر است كه دركودكان و بزرگسالان به تفكيك شايع جز اين

مقوله خاصي از بيماري را تعريف نكرده و ارتباطي با 
ايمونوفنوتيپ و سيتوژنتيك ندارد و در طبقه بندي سازمان 

كار گرفته نشده و بيشتر  هنيز ب (WHO)بهداشت جهاني 
ي نيز ــدر تعيين پيش آگه .(61، 61)ي دارد ـارزش تاريخ

سه شاخص  .جايگاهي را براي اين طبقه بندي قائل نيستند
، %CD (74) 19يع بيماران مورد بررسي عبارت بودند از شا

CD10 (17 )% وHLA-DR (13 )%كه  كه با توجه به اين
 .رسد مينظر  همنطقي ب ،بود BP-ALLگروه اصلي مطالعه 

پرايمرهاي مشترك براي  با TCR-γبازآرايي كلونال     
كه  VγП و ІVγو نيز پرايمرهاي گروه( Vγ)ناحيه متغير 
و روش ه ـدوگان PCR توس  روش ،دــر هستنت اختصاصي

PCR  از % 4/14و % 3/74معمولي ارزيابي شد كه به ترتيب
بازآرايي . بيماران به تفكيك بازآرايي كلونال را داشتند

در % 74 اـت% 34 ،ات مختلفـدر مطالع TCR-γال ـكلون
BP-ALL علت اختلاف . (3، 4، 67-64)است گزارش شده

تواند  مي ،تفاده از دو گروه پرايمرميزان بازآرايي در اس
دوگانه  PCR)انجام شده  PCRمربو  به ماهيت آزمايش 

ي ها عدم استفاده از پرايمر و نيز (معمولي PCRدر مقابل 
 .تر باشد ازسري پرايمرهاي اختصاصي VγIVو VγШگروه 
در مطالعه حاضر نسبت به برخي  TCR-γميزان بازآرايي     

را ذكر نموده اند بيشتر % 10تا %33 ي قبلي كهها از گزارش
ترين بازآرايي اين نوع نيز در ناحيه  شايع. (1-23،20)است 

است  Tو Bي نوع ها ALLدر  VγІمتغير مربو  به گروه 
ي بازآرايي شده گزارش شده است در ها للآاز % 70كه در 
% 71/43از بيماران و % 4/24كه در مطالعه حاضر در  حالي
ي ها كه نسبت به گزارش ديده شدهيي شده ي بازآراها للآاز

نكته جالب ديگر بيشتر بودن بازآرايي . (7) قبلي كمتر است
از % 21/11از بيماران و % 8/41است كه در  VγПگروه 

تنها براي  VγПكه بازآرايي  حالي در ،وجود داشت ها للآ
 .گزارش شده است BP-ALLاز موارد % 20
 ،همكاران انجام شدهو ون تُاي كه توس   در مطالعه    

اند  گزارش كرده ها للآاز % 48را در  VγПبازآرايي ناحيه 
ترين  شايع. حتي ازاين مقدارهم بيشتر است كه در مطالعه ما

 از طرف مقابل مربو  به TCR-γقطعه بازآرايي شده در 
3/2 3/6Jγ موارد  80تا  11باشد كه در  ميBP-ALL  با

در مطالعه . (26-24) گزارش شده است TCR-γبازآرايي 
بازآرايي شده داراي اين  يها للآاز % 74حاضر نيز بيش از 
ساترن )هاي مختلف  استفاده از روش. قطعه از ژن بودند

ا ـهمـراه ب PCR ،ركــاي مشتـرهـ، پرايمPCR ،لاتـب
ممكن است قدري  (DNAهتردوپلكز، تعيين توالي /همو

جوامع از نظر  از اين اختلاف را توجيه نمايد اما تفاوت
ديگر  يازدواج با نهادها ،اجتماعي -وضعيت اقتصادي  ،نهاد
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1- Recombination Signal Sequence : RSS 
2- DJ Recombinant 

تر شدن تحريك سيستم  خاطر بيشتر يا طولاني هو شايد ب
و  يي متنوع ويروسها ژن علت برخورد با آنتي هايمني ب

باكتريايي در كشورهاي درحال توسعه مثل ايران در مقايسه 
از برزيل توس   يرشدر گزا. با كشورهاي توسعه يافته باشد

. (7) موارد مشابه ايران گزارش شده است ،همكارانو  ونتُ
انجام  نيرمالاو  سازاوالدر دو مطالعه كه در هند توس  

ه ـه يافتـاي توسعـاز كشورهTCR-γ  شيوع بازآرايي ،شده
  واردـاز م% 22 ا درـكه تنه  وريـط هاست ب متفاوت بوده

BP-ALL (. 21-21)است ي گزارش شدهــاين نوع بازآراي
البته دريكي از اين مطالعات نوع بازآرايي بررسي شده 

 Cγ1متفاوت با مطالعات ديگر است و بيشتر حذف ناحيه 
 تواند توجيهي بر ميبررسي كرده است كه  را TCR-γ از ژن

 . (21) اين اختلاف باشد
ترين بازآرايي  ي قبلي كه شايعها با توجه به گزارش     

TCR-δ  راVδ2Dδ3  وDδ2Dδ3 ما نيز در ،اند اعلام كرده
بررسي بيماران ايراني الگوي بازآرايي اين دونوع را ارزيابي 

 Dδ2Dδ3و % 2/41در  Vδ2Dδ3بازآرايي كلونال . كرديم
بيماري كه ارزيابي شدند وجود داشت و  604از % 1/61در 

 ها اين بازآرايي. تعيين شد% TCR-δ، 8/11در كل بازآرايي 
ه نجر به توليد ژن بازآرايي شده ناقص بدون محصول شدم

ي  ها در بررسي. (27) شتدا خواهندنو هيچ عملكردي 
گزارش شده % 17 تا TCR-δ، 28%ميزان بازآرايي  ،مختلف
در ضمن . (3-24) اختلاف بارزي با نتايب ما ندارد كه است

در شراي  طبيعي ديده نشده و منحصرا   Vδ2Dδ3بازآرايي 
ده آن را يگزارش شده است كه اين پد BP-ALLدر 
ي ارزشمند ارزيابي كلوناليتي و ها عنوان يكي از شاخص هب

MRD  (26)سازد  ميمطرح. 
هستند  6هردو داراي توالي پيام بازآرايي TCRو  Igي ها ژن
كنند كه براي بازآرايي دردسترس  ميمناطقي را مشخص و 

 مطلباما اين . ودتواند منجر به ادامه بازآرايي ش مياست و 
. ي بدخيم نخواهد بودها نشان دهنده نوع نهايي رده سلول

 (VDJيا  VJ)ي كامل ها بيشتر از بازآرايي 2بازآرايي نسبي
علاوه براين بازآرايي رده متقاطع در بين  .افتد مياتفاق 
 .بيش از انواع رسيده تر است ALL))ي لنفوئيد ها بدخيمي

پز   TCRγ وTCR-δ  يها ژن يها در ارزيابي بازآرايي    
از انجام آزمايش هترودوپلكز و الكتروفورز بر روي ژل 

و رنگ آميزي %( 8پلي آكرپلاميد )با قدرت تفكيك بالا 
را در سه گروه  ها براساس تعداد باندها بازآرايي ،نقره

 در. ميبندي كرد كلونال و اوليگوكلونال طبقه باي ،منوكلونال
ه ــد يا نتيجــش ميدي مشاهده نهيچ بان ديگر يامـوارد 

آمد كه دال بر نتيجه منفي  ميصورت اسمير يا نردبان در  هب
با بررسي ناحيه  TCR-γدر مورد . يا تكثير پلي كلونال بود

كلونال داشته و  از بيماران الگوي باي% 4تنها  ،(V)متغير
ي با ـدر بررس. ده نشدـنال مشاهكلوورد اوليگوـهيچ م

كلوناليتي در  به ترتيب باي VγП و ІVγ پرايمرهاي گروه
% 31للي در آبازآرايي دو . و يك بيمار مشاهده شد% 2/68

اما بيش از دو  است گزارش شده BP-ALLاز موارد 
موارد ثبت شده است كه % 3تنها در ،TCR-γبازآرايي 

 .(7)اند  بوده BP-ALLگروه  وهمگي نيز جــز
 ،TCR-γ ي درــاليتاوليگوكلون/ر بايــوع كمتـعلت شي    

 Igاست كه در بازآرايي  بازآرايي نسبيفعاليت كمتر سيستم 
علت ديگر  و باشد ميول بازآرايي رده متقاطع ؤمس TCRو 
در پيش سازهاي خيلي  TCRدسترس نبودن لكوس  در

 .(1، 30) نارس لنفوئيدي است
 درصد 8صفر تا  BP-ALLدر  TCR-γاوليگوكلوناليتي     
، 31) گزارش شده است  درصد 1فر تا ص ،T-ALL و در
 ،و همكاران شپانسكي توس  ئا ستثناا (.63، 26، 33-36

گزارش شده  BP-ALLاز بيماران % 38ناليتي در لوكاوليگو
وهمكاران نيز كه اوليگوكلوناليتي  ونتُ در مطالعه .(1)است 

را با حضور بيش از دو بازآرايي در يك بيمار بدون پلي 
 14مورد از  2تنها  ،ندا هتعريف كرد 7زومي كروموزوم 

داراي الگوي اوليگوكلونال بوده و  Bرده  ALL%( 4)بيمار 
 .(7) ستا  هاين الگو را نداشت T-ALLهيچ بيمار 

 Vδ2Dδ3از موارد بازآرايي % 7/27 ،در مطالعه حاضر    
ال ـوي اوليگوكلونـالگ% 3/4ال وـكلون گوي بايـداراي ال
بازآرايي %( 4)تنها در يك بيمار   Dδ2Dδ3در مورد. داشتند
بازآرايي  پانزرگروماير و زورستاد .كلونال مشاهده شد باي
از % 30و % 21اوليگوكلونال را به ترتيب در  وباي 

 . (37،27).گزارش نمودند BP-ALLكودكانمبتلا به 
 هـي چندگاناـه اران بازآراييـهمك و گرومايرطب  نظر     
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TCR-δ(V-D)  ياTCR-γ  فق  ناشي از بازآرايي از وضعيت
ند بازآرايي يآزيراكه فر ،ي مختلف استها للآاوليه بر روي 

استثنا در . افتد ميبيشتري بر روي بازآرايي موجود اتفاق ن
باشد  مي Jαبه ناحيه  Vδ2Dδ3مورد بازآرايي ثانويه واتصال 
اين نوع بازآرايي . شود مي TCR-γكه منجربه حذف لكوس 

 66در  .گزارش شده است BP-ALLبيماران از % 20در 
در  Vδ2Dδ3سال كه بازآرايي ناقص  2بيمار كمتر از 

مورد  2بيمار داراي بازآرايي بوده،  8 ،موردشان ارزيابي شد
براي بيماران بيش . مورد هم آزمايش انجام نشد 6منفي و 

نيز  PCRي كه سن در دسترس بود و در گروه ،سال 2از 
بيمار مورد ارزيابي  14بيمار از  27 ،انجام شده بود

را داشتند كه نسبت به گروه  Vδ2Dδ3بازآرايي  ،%(8/41)
سال كمتر بود و نشان دهنده اين مطلب است كه  2كمتر از 

گزارش  .روند كاهش بازآرايي با افزايش سن وجود دارد
و همكاران مبني بر كاهش  ماسين تايرمشابهي توس  

در  .(26) سن وجود داردبا افزايش  Vδ2Dδ3بازآرايي 
 تا 6را در شيرخواران  TCR-γعدم بازآرايي  ،همين گزارش

 66كه در بررسي انجام شده از  كنند در حالي ميسال قيد  2
با  TCR-γبازآرايي %( 13)مورد  7 ،سال 2كودك كمتر از 

 1مورد از  II /VγI، 2 نظر پرايمرهاي  ناحيه  متغير و از
براي ارزيابي بهتر بايد برروي . مورد بررسي شده مثبت بود
 .تعداد بيشتري بررسي شود

ارتبا  بين متغيرهاي كمي قيد  ،در مرور مقالات موجود    
شده و نوع بازآرايي سنجيده نشده است و تنها ارتبا  اين 
پارامترها را با پيش آگهي و پاسخ به درمان مورد ارزيابي 

آيد  مي نظر هب ،ررسيباتوجه به نتايب ب (.66،37) اند داده قرار
كه نوع بازآرايي با توجه به پارامترهاي ذكر شده قابل پيش 

 ،سال 2كمتر از  BP-ALLبيني نيست و تنها در كودكان 
 .زياد است Vδ2Dδ3شانز بازآرايي 

د متغيرهاي كيفي مثل جنز، بين وجود يا عدم وجو    
ه ـل بـي، تمايـي، اسپلنومگالـي، هپاتومگالـخون تب، كم

ونريزي، عفونت و تورم غدد لنفاوي نيز در دو گروه با و خ
تنها يك  .بدون بازآرايي اختلاف معني داري وجود نداشت

و همكاران وجود دارد كه  بهارگاواگزارش از هند توس  
پسرها بيش از دخترها گزارش  را در TCR-δبازآرايي 

در همين . (P= 008/0 ،%40در مقابل % 74)ست ا كرده
 BP-ALL 1/3هند نسبت پسر به دختر مبتلا به بررسي در 

بوده است كه بيش از موارد گزارش ( مرد : 42 زن، : 28)
در مطالعه ما نيز نسبت . (21) شده از كشورهاي ديگر است

و چون نسبت هر دو  باشد مي 64/6پسر به دختر حدود 
و عدم وجود  بين وجود ،جنز در ابتلا تقريبا  نزديك است

ب يبا توجه به نتا .داري مشاهده نشد ت معنيبازآرايي تفاو
گر دارد يبا جوامع د ياختلافات و ها حاصل که شباهت

و به دنبال آن در  يتيص کلوناليدر تشخ ها توان از آن مي
در حال )استفاده کرد  يرانيدر کودکان ا MRD يابيارز

 (.انجام
 

 يتشکر و قدردان
 يجمند جناب آقااز استاداروسيله نويسندگان مقاله  بدين    

تهران که  ياست واحد پزشکير يويحين يدحسيدکتر س
امکانات لازم جهت انجام پهوهش را فراهم نمودند کمال 

خاطر  دانشگاه به ياز معاونت محترم پهوهش. دنتشکر را دار
تشکر  يو خان ياريب ي،فراهان: ها خانم از ومستمر  يهمکار

 .آورند عمل مي و قدرداني به
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Abstract 

 
Background and Objectives 

Diversity of heavy chain immunoglobulin (IgH) and T-cell receptor (TCR) molecules is 

generated during B- and T-lymphocyte differentiation through the rearrangement of variable 

(V), diversity (D), junction (J) and constant (C) gene segments. Additionally, random insertion 

and deletions of nucleotides between gene segments make unique sequences which are cell or 

clone specific. Lymphoid leukemia cells are similar to normal precursors and have rearranged 

IgH, Igκ and TCR (cross-lineage rearrangement) genes which can be used as a marker of 

clonality and evaluation of minimal residual disease (MRD). The purpose of this study is to 

evaluate the pattern of TCR- δ/γ gene rearrangements using polymerase chain reaction (PCR) 

in B-precursor acute lymphoblastic leukemia (ALL) in Iranian children.  

 

Materials and Methods 

In our prospective study, bone marrow aspirates of 183 children including B-precursor ALLs 

and with diagnosis of acute leukemia were collected at admission before any chemotherapy. 

After reviewing cytomorphology and immunophenotyping, only 140 cases with diagnosis of 

B-precursor ALLs were selected for study. Sixteen  were excluded from our study due to 

various reasons including cellular degeneration. Mononuclear cells including leukemic blasts 

isolated by density gradient. After DNA extraction, hyper-variable regions TCR- δ (Vδ2-Dδ3 

and Dδ2-Dδ3) and TCR- γ(V γ ; V γ I and V γ II)  were amplified by consensus primers using 

PCR. PCR products were analyzed after heteroduplex analysis and polyacrylamide gel 

electrophoresis (silver stain). The DNA sequences were compared and aligned to the sequences 

homologous for VγI , Vγ Ⅱ and Vγ of TCR γ , Vδ2-Dδ3 and Dδ2-Dδ3 of TCR–δ  published by 

Gene Bank.  

 

Results 

Clonal rearrangement of TCR-γ (Vγ) and VγI/II were present in 79.3%  and 64.9% of patients 

respectively and only 5% of cases showed biclonal pattern. The VγII rearrangement was the 

most common (46.8%) type in TCR-γ. 47 (45.2%) and 11 (16.6%) of patients had Vδ2- Dδ3 

and Dδ2–Dδ3 partial gene rearrangements, respectively. Biclonal/oligoclonal patterns were 

present respectively in 27.7% and 4.3% of cases with Vδ2-Dδ3 rearrangement. Only one 

patient had biclonal Dδ2 Dδ3 rearrangement. 

 

Conclusions 

Clonal rearrangement of  TCR-δ   (Vδ2-Dδ3 and Dδ2-Dδ3) genes had similar pattern to other 

populations. Frequency of TCR- γ (V γ I and V γ II) rearrangements were slightly higher than 

previous reports and in contrast to others except Brazilian report the V γ II rearrangement was 

the most common type. We found no significant correlation between presence of different 

types of rearrangements and quantitative variables and the only significat point was the 
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reduction of Vδ2Dδ3 with increase in age . According to preliminary results, these clonal 

markers can be used in diagnosis and follow up of MRD. 
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1- Nested PCR 
2- Master mix 
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