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  PCR (IgHPCR)نقش ارزيابي بازآرايي ژني زنجيره سنگين ايمونوگلوبولين توسط 

 Bهاي غير هوچكين از نوع سلول  در تشخيص موارد مشكوك لنفوم

 
 ، 4، ابوالفضل يوسفيان3، دكتر حسن ابوالقاسمي5زاده ، دكتر سيد ضياءالدين لطيف1دكتر بهزاد پوپك

 8، محمد جهانگيرپور8ني، كبري فراها2پور دكتر گلاره خسروي
 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

شبيه فرآيندهاي واكنشي دارندد و ششدصيق عط دي     يهاي بدخيم منظره مورفولوژيك لنفوماي از موارد  در پاره
ش يدين   ،هاي ششصيق يكي از بهترين روش. استهاي مرسوم هيستوپاشولوژيك دشوار  ها با استفاده از روش آن

هداي داراي بدازآرايي    هاي بيماران است، زيرا وجود اين سلول نوكلونال در نمونههاي سلولي مو وجود جم يت
شدوان بدازآرايي ژندي زنهيدره سدنگين       مدي  PCRبدا اسدتفاده از   . كلونال مطرح كننده وجود بددخيمي اسدت  

 . ها را مورد شناسايي عرار داد هاي كلونال لنفوسيت ايمونوگلوبولين را بررسي كرد و جم يت
 اه مواد وروش

 15سپيراسيون مغز استصوان آهاي پارافينه يا نمونه  در مطال ه حاضر بلوك. مطال ه انهام شده از نوع شحليلي بود
پد  از اسدتصرا    . بيمار با ششصيق هيستوپاشولوژيك غير عط ي يا مشكوك به لنفوم مورد بررسي عرار گرفت

DNA و انهام كنترل كيفي با استفاده از آغازگرهاي ناحيه ثابت FR3  وJH  مناطق ،CDR3  ژن زنهيره سنگين
آكريل آميد  پ  از آناليز هترودوبلك  روي ژل پلي PCRمحصولات . ايمونوگلوبولين مورد شكثير عرار گرفت

 . آميزي نقره مشاهده گرديد الكتروفورز شده و با رنگ
 ها يافته
يكدي از بيمداران   . كلونال بودند وي پليداراي الگ% 8/18بيماران مطال ه حاضر داراي بازآرايي كلونال و % 52

 . زمينه اسمير بود و در نهايت مشكوك گزارش گرديد داراي باند ض يف در پ  PCRپ  از شكرار متوالي 
 نتيجه گيری 

دهد بررسدي   نتايج مطال ه حاضر به طور كلي با مطال ات انهام شده در ساير كشورها مطابقت دارد و نشان مي
، روش مفيدي براي ارزيابي موارد مشكوك لنفوم غيدر هدويكين    PCRبا استفاده از  IgHبازآرايي كلونال ژن 

به عبارت ديگر با كنار يكديگر عدرار دادن اطلاعدات حا دل از بررسدي هيسدتوپاشولوژيك و بررسدي        .است
 . مولكولي، دستيابي به ششصيق عط ي در موارد مشكوك به لنفوم شسهيل خواهد شد

 بازآرايي ژن  زنهيره سنگين ايمونوگلوبولين، ، Bسلول  هاي لنفوم :ات كليديكلم
 

 

 
 68/ 32/5  :تاريخ دريافت 
 11/68/ 5  :تاريخ پذيرش 

 
و گروه هماتولوژي دانشگاه تربيت مدرس ـ صندوق  استاديار دانشگاه آزاد اسلامي واحد پزشكي تهرانبانك خون آزمايشگاهي ـ  و هماتولوژي PhD :ولؤمؤلف مس ـ1

 1945/14245 پستي
 ـ بيمارستان پارس هماتولوژي و انكولوژيـ فوق تخصص 3
 سازمان انتقال خون ايرانمركز تحقيقات اله و  استاد دانشگاه علوم پزشكي بقيهـ  هماتولوژي و انكولوژيـ فوق تخصص 2
 سازمان انتقال خون ايرانـ مركز تحقيقات شناسي  ـ كارشناس ارشد خون9
 شگاه تشخيص طبي پيوندپزشك عمومي ـ آزماي -5
 آزمايشگاه تشخيص طبي پيوند كارشناس علوم آزمايشگاهي ـ ـ 8
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  مقدمه 
اي  هاي تشخيص مولكولي از جايگاه ويـهه  امروزه روش    

هاي غير هوچكين برخوردار  بندي لنفوم در تشخيص و طبقه
هـــاي تشخيصـــي ماننـــد  بـــوده و در كنـــار ســـاير روش
اي  وشــيمي كــاربرد گســتردههيســتوپاتولوژي و ايمونوهيست

هـا در لنفـوم    هدف اصلي از به كار بردن اين روش. اند يافته
هـاي كرومـوزومي و    جـايي  غير هـوچكين  شناسـايي جابـه   

 (. 1  3)باشد مي Tو  Bهاي  بررسي كلوناليتي سلول
از طريـ  بررسـي بـازآرايي     Bارزيابي كلوناليتي سـلول      

تــرين  واســتيكــي از پــر درخ   ژنــي ايمونوگلوبــولين 
هـاي همـاتولوژي مولكـولي محسـوه شـده و بـه        آزمايش

عنوان يك روش تشخيصي كمكي قابل اعتماد مورد توجـه  
 (.2-8)روزافزون قرار دارد

در اكثر موارد تشخيص لنفـوم غيرهـوچكين بـر اسـاس         
هــاي مومـــول موجــود ماننـــد هيســـتوپاتولوژي و    روش

 15تـا   11ود پذير است اما در حد ايمونوهيستوشيمي امكان
درصد موارد  دستيابي به تشخيص قطوي نيازمند استفاده از 

در . باشد هاي تكميلي از جمله بررسي مولكولي مي آزمايش
هـاي   افتراق موارد خوش خيم از بـدخيمي   مطالوات متودد

سيستم لنفوئيدي به عنـوان يكـي از مشـكلات پـيش روي     
هـاي   شتشخيص مورفولوژيك ياد شده و بر اسـتفاده از رو 

براي رسيدن  Tو  Bمولكولي مانند بررسي كلوناليتي سلول 
بـه عبـارت   (. 9  7  6)به تشخيص قطوي تاكيد شـده اسـت  

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

شـــود  ارزيـــابي كلونـــاليتي فرآينـــدهاي  محســـوه مـــي
ــي  لنفوپرولي ــ  و بررسـ ــار ايمونوفنوتاي ينـ ــو در كنـ فراتيـ

مورفولوژيك در راه رسيدن به تشخيص قطوي و دقي  ايـن  
 (. 4  11)ها بسيار كمك كننده است گروه از بدخيمي

  هاي مختلف بيماران به منظور تويين كلوناليتي در نمونه    
هاي گوناگون مانند ساترن بلات و واكـنش   تاكنون از روش

در ميان اين  .(11)استفاده شده است( PCR)رازم زنجيره پلي
جملـه امكـان اسـتفاده از    به دلايل متوـدد از   PCRها  روش
هـاي   هاي پارافينه  گستره هاي ذخيره شده مانند بلوك نمونه

هـاي مزـز    هاي تهيه شـده از آسـ يره   گسترهتهيه شده بافتي  
با هاي تازه  امكان انجام آزمايش  استخوان  استفاده از نمونه

كـاربرد    و نيز حساسيت بيشـتر   DNAمقادير كمتر نمونه و 
بـا توجـه بـه ايـن كـه منشـا        (. 7)تري يافته اسـت  گسترده
هاي بدخيم در يك بيمار در اكثر موارد از يك سـلول   سلول

هـاي   بدخيم تزيير ماهيت يافته است بنـابراين تمـام سـلول   
ــنگين   ــاني در ژن زنجيـــره سـ ــازآرايي يكسـ تومـــوري بـ

با استفاده از آغارگرهاي  PCR. دارند( IgH)لوبولينايمونوگ
متصل شده و مناط  فوق  IgHمكمل كه به مناط  ثابت ژن 

كننــد مــا را قــادر بــه  را تكثيــر مــي( CDR1-CDR3)متزيــر
ــت  ــايي جموي ــت   شناس ــال از جموي ــاي مونوكلون ــاي  ه ه

 (. 2  9  13)سازد كلونال مي پلي
    IgH PCR  سـلول رده   1تواند  ميB نوكلونـال را در  مو
بـا  (. 12)كلونـال شناسـايي كنـد    پلي سلول 118تا  112ميان 

ــتفاده از  ــه IgHPCRاس ــد   نمون ــك مانن ــيار كوچ ــاي بس ه
هـاي آسـ يره سـوزني     نمونـه   هـاي كوچـك بـافتي    بيوپسي
هـاي تراشـيده شـده از اسـلايدهاي      و نمونه( FNA)ظريف

-17)سيتولوژي از نظر بازآرايي كلونال قابل بررسي هسـتند 
19) . 
هدف از انجام مطالوه حاضر شناسايي بـازآرايي كلونـال       

هــاي  در بافــت( IgH)ژن زنجيــره ســنگين ايمونوگلوبــولين
ــه    ــاران مشــكوك ب ــز اســتخوان بيم ــ يره مز ــه و آس پارافين

هاي لنفوئيد به منظور تشخيص افتراقي فرآينـدهاي   بدخيمي
 . باشد نئوپلاستيك از خوش خيم مي

     
  اهروش مواد و 

هـاي بلـوك پارافينـه     نگر حاضر  نمونـه  در بررسي آينده    
بيمـار بـا    13زمان تشـخيص و يـا آسـ يره مزـز اسـتخوان      

و يـا  ( non definite)تشخيص هيستوپاتولوژيك غير قطوـي 
به لنفوما از نظر بازآرايي كلونـال ژن  ( suspicious)مشكوك

. نـد زنجيره سنگين ايمونوگلوبولين مورد ارزيابي قـرار گرفت 
  هاي پارافينه ميكروني از بلوك 15تا  11پس از تهيه مقاطع 

هاي استريل با ثبـت مشخصـات    اين مقاطع در ميكروتيوه
ها با محلـول   محتويات ميكروتيوه. آوري شدند بيمار جمع

هـاي مختلـف    گزيلول دپارافينه شده و با اتانـل بـا غلظـت   
نيـز   اي دپارافينه شـده و ـه نمونه DNA. شستشو داده شدند
 High pure استخوان با استفاده از كيـت  زـنمونه آس يره مز

PCR template  (ـ آلمـان   رُوش )  بـراي  . اسـتخرا  شـدند
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استخرا  شده  مراحل كنترل كيفي  DNAاطمينان از كيفيت 
بـا  (  361/381OD)و خلوص آن DNAشامل تويين غلظت 

هاي اسـتخرا   DNAس س . انجام شداپندورف بيوفوتومتر 
درصـد جهـت اطمينـان از عـدم      1ر روي ژل آگارز شده ب

به منظور ارزيابي  .قطوه قطوه شدن آن الكتروفورز گرديدند
بازآرايي ژن زنجيره سنگين ايمونوگلوبولين از آغازگرهـاي  

هـا غلظـت    در اين واكـنش . استفاده شد FR3مشترك ناحيه 
MgCl2 5/1 مولار   ميليdNTP 311  ميكرومولار  آغازگرها

 1بـه ميـزان    Tag DNA Polymeraseپيكومـول    15تا  11
نـانوگرم   511تـا   351بيماران به ميزان  DNAواحد بوده و 

تكثيـر   1ميكروليتر طب  برنامـه جـدول    51در حجم نهايي 
 . شد
 

ر ژن زنهيره يمراز به منظور شكث برنامه واكنش زنهيره پلي: 1جدول 
 سنگين ايمونوگلوبولين بازآرايي شده

 
 واكنش اول PCRمراحل 

FR3A-LJH 

 واكنش دوم
FR3A-VLJH 

 min 2/C49 min 1/C49 دناتوره شدن اوليه
 min 1/C49 min 1/C49 دناتوره شدن
 اتصال آغازگرها

(Anealing) 
sec 95/C57 sec 95/C81 

گسترش زنجيره 
(Extension) min 3/C73 min 3/C73 

 31 21 توداد سيكل
 min 11/C73 min 11/C73 گسترش نهايي

 
بــا آه مقطــر اســتريل بــه  PCRمحصــول واكــنش اول     

با توجـه بـه كيفيـت و غلظـت     )511/1و  111/1هاي  نسبت
DNA رقي  شده و در واكنش دوم ( اوليهPCR   به صـورت

heminested    يك ميكروليتر از آن به صورت الگـو اسـتفاده
 .انجام شـد  PEQLabبا استفاده از ترمال سايكلر  PCR. شد

 3هاي بيماران حداقل  بر روي نمونه PCRهاي  تمام واكنش
پس از آناليز هترودوبلكس  PCRمحصول . بار تكرار شدند

بر ( C 9و بود يك ساعت در  C 45دقيقه حرارت در  5)
آميزي  الكتروفورز شده و با رن % 8كريلاميد آ روي ژل پلي

ــد  ــره مشــاهده گردي ــابي  . نق ــرايط و ارزي ــرل ش ــراي كنت ب
 3هاي مثبت و منفي طب  جدول  از كنترل PCRهاي  نشواك

 . استفاده شد

هاي مثبت و منفي كه در مطال ه حاضر مورد  كنترل: 5جدول 
 اند استفاده عرار گرفته

 
نوع 
 كنترل

 PCR ششصيق نمونه شماره

كنترل 
 مثبت

 بلوك پارافينه 1
لنفوم بدخيم 

 Bسلول 
 مونوكلونال

 بلوك پارافينه 3
 لنفوم بدخيم
 Bسلول 

 مونوكلونال

كنترل 
 منفي

 
1 
 

 بلوك پارافينه
هاي رپلازي 
 6فوليكولار 
 فرد سالم

 كلونال پلي

3 
هاي تك  سلول
اي خون  هسته

 محيطي
 كلونال پلي

 منفي آه مقطر استريل 2

 
 يافته ها

هاي پارافينه يا نمونه آس يره مزز  در مطالوه حاضر بلوك    
ــتخوان  ــخيص   13اس ــا تش ــار ب ــتوپاتولوژيك و  بيم هيس

ايمونوهيستوشيمي غير قطوي يا مشكوك به لنفوم بدخيم با 
مـورد    IgHاز نظـر بـازآرايي كلونـال ژن     PCRاستفاده از 

ميـانگين سـني بيمـاران     (.2جـدول  )بررسي قـرار گرفتنـد  
نفـر   7نفر از بيمـاران مـذكر و    5. سال بود 1/95 ± 45/12

الكتروفـورز بـر     پس از آناليز هتـرودوبلكس  .مؤنث بودند
آميزي نقره مورد  آكريل آميد انجام شد و رن  روي ژل پلي

بازآرايي كلونال به صـورت يـك بانـد     .استفاده قرار گرفت
درصـد   75جفـت بـاز در    131تـا   61مشخص بـه انـدازه   
كلونـال  نتيجـه واكـنش     در موارد پلي. بيماران مشاهده شد

PCR (. 1شـكل  )به صورت اسمير يا نردبان مشاهده گرديد
قابل . كلونال را نشان دادند درصد بيماران الگوي پلي 8/18

در ايـن مطالوـه بـه     PCRهـاي   ذكر است كه تمام واكـنش 
انجام شدند و نتايج به دسـت  ( Duplicate)صورت دوتايي

در يك بيمار بـا هـم مطابقـت     PCRآمده از هر دو واكنش 
 هــيك كــدام از مــوارد داراي بــازآرايي كلونــال در. داشــت

مطالوه حاضر بـه صـورت بـاي يـا اليگوكلونـال نبودنـد و  
ــوارد ــام م ــاليتي  در تم ــال  مونوكلون ــازآرايي كلون   داراي ب

 .مشاهده شد
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 با شوجه به نوع و محل نمونه و گزارش هيستوپاشولوژي بيماران IgHنتيهه بررسي بازآرايي كلونال ژن : 3جدول 
 

 بررسي كلونال لوژي، ايمونوهيستوشيميگزارش پاشو محل نمونه نوع نمونه شماره
 كلونال پلي لنفوم كاذه -3لنفوسيتوماكوتيس  -1 ضايوات پوستي بلوك پارافينه 1
 كلونال پلي فرآيند واكنشي -3مشكوك به لنفوم  -1 ضايوات پوستي بلوك پارافينه 3
 مونوكلونال زي واكنشيهاي رپلا -3لنفوم با درجه پايين برونش  -1 هاي ريوي توده بلوك پارافينه 2

بزرگ غنـي از   Bلنفوم سلول  -3هاي رپلازي واكنشي  -1 توده گردني بلوك پارافينه 9
 Tسلول 

 مونوكلونال

 مونوكلونال مشكوك به لنفوم -1 مزز استخوان آس يراسيون 5

ــايين     -1 مزز استخوان بلوك پارافينه 8 ــه پ ــا درج ــوم ب ــه لنف ــكوك ب ــتلال  -3مش اخ
 مونوكلونال ولنفوپروليفراتي

 مونوكلونال Tمشكوك به اختلال لنفوپروليفراتيو از نوع سلول  توده نازوفارنكس بلوك پارافينه 7
 مونوكلونال بزرگ Bلنفوم سلول  توده گردني بلوك پارافينه 6

 لنفوم هوچكين -3 مونوكلونال Bلنفوم غيرهوچكين با درجه بالا از نوع سلول  -1 غده لنفاوي سرويكال بلوك پارافينه 4
 مونوكلونال ميكوزيس فونگوئيدس؟ ضايوات پوستي بلوك پارافينه 11
 مونوكلونال ميكوزيس فونگوئيدس؟ ضايوات پوستي بلوك پارافينه 11
 غير قطوي هاي رپلازي پاراكورتيكال آتي يك؟ سرويكال غده لنفاوي بلوك پارافينه 13

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 .است ترات نقرهيزی شده با نيآم رنگ %8ديملايکرآ ژل پلی :1شکل 
کنترل مثبت  5ن يلا ،دیيجفت نوکلئوش 111مارکر  مربوط به 1نيلا

مار مشکوک به يمربوط به ب 8الی  4ن يلونال و لاكی منويابا بازآر
فلش  ، باشک باند)که در هر سه به  ورت منوکلونال لنفوم است
نفی است که به کنترل م 5ن يلا. مشصق است( 4ن يعرمز در لا

. (مشصق شده است ديباکروشه سف)ر مشصق استي ورت اسم
 .کنترل بدون نمونه است 6ن يلا

. داراي ضايوات پوستي اندام تحتاني بود 1بيمار شماره     
تشـخيص لنفـوم     در بررسي هيستوپاتولوژيك ايـن بيمـار  

اما پس از انجام ايمونوهيستوشيمي  اين  .پوستي مطرح شد
هـاي ايمونوهيستوشـيمي بـا     نگرديد و يافته تشخيص تاييد

در بررسـي  . وجود يك فرآيند نئوپلاسـتيك سـازگار نبـود   
 . كلونال مشاهده شد بازآرايي كلونال اين مورد الگوي پلي

بيمـار  )در گزارش پاتولوژي بيمار ديگر مطالوـه حاضـر      
لزوم تشـخيص افتراقـي لنفوسـيتوما كـوتيس از       (3شماره 

در بررسي بازآرايي كلونال . گرديده بود لنفوم كاذه مطرح
 . كلونال بود   اين بيمار داراي الگوي پلي IgHژن 
با گزارش پاتولوژي كه تشـخيص لنفـوم    2بيمار شماره     

برونش با درجه پايين را مطـرح سـاخته بـود وارد مطالوـه     
در گزارش پاتولوژي اين بيمـار انجـام بررسـي    . حاضر شد

منظــور تاييــد تشـــخيص   بــه   PCRمولكــولي توســط   
در بررسي بازآرايي كلونـال  . مورفولوژيك  توصيه شده بود

 . اين بيمار بازآرايي مونوكلونال مشاهده گرديد IgHژن 
 لازيـهاي رپ 9اره ـار شمــوژي بيمـولـزارش پاتـدر گ    
 ي به عنوان تشخيص مطرح گرديده بود امـا گـزارش  نشواك

1  2 3 4 5  6 7 8

100 bp 
  80 bp 
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 Bوجود لنفوم سـلول   ايمونوهيستوشيمي بيمار فوق به نفع
بود و تشخيص T (TCRBCL )بزرگ منتشر غني از سلول 

الگـوي مونوكلونـال   . كرد هاي رپلازي واكنشي را تاييد نمي
ــن بيمــار مشــاهده شــد   ــال اي ــازآرايي كلون      .در بررســي ب

هاي مشـكوك لنفوسـيتي در    با تجمع 8و  5بيماران شماره 
 .نشان دادند را IgHبازآرايي كلونال ژن   مزز استخوان

در بررســـي ميكروســـكوپيك و   7بيمـــار شـــماره      
ايمونوهيستوشيمي مشكوك بـه اخـتلال لنفوپروليفراتيـو از    

در گـزارش ايمونوهيستوشـيمي بيمـار     .بـود  Tنوع سـلول  
براي تاييد وجود  PCRانجام بررسي مولكولي توسط   فوق

ي اين مورد بـازآراي . اختلال لنفوپروليفراتيو توصيه شده بود
در  IgHبـازآرايي كلونـال ژن   . را نشان داد IgHكلونال ژن 

بيمار بـا تشـخيص هيسـتوپاتولوژيك مشـكوك بـه لنفـوم       
 (. 6بيمار شماره )مشاهده گرديد Bبدخيم سلول 

در مطالوه حاضـر يكـي از بيمـاران داراي دو گـزارش         
در يكي (. 4بيمار شماره )پاتولوژي با تشخيص متفاوت بود

تشخيص لنفوم هوچكين و در ديگري لنفـوم  ها  از گزارش
بزرگ با درجـه بـالا مطـرح     Bغير هوچكين از نوع سلول 

   IgHاين بيمار در بررسي بـازآرايي كلونـال ژن   . شده بود
      .مونوكلوناليتي را نشان داد

در هر دو بيمار با تشخيص هيستوپاتولوژيك ميكوزيس     
اهده مشــــ IgHبــــازآرايي كلونــــال ژن   فونگوئيــــدس

در مطالوه حاضـر  تنهـا در   (. 11  11بيماران شماره )گرديد
 IgHبررسـي بـازآرايي كلونـال ژن    ( موارد% 2/6)يك بيمار

  .(13بيمار شماره )نتيجه قطوي در بر نداشت
در گزارش پاتولوژي اين بيمار  تشـخيص هـاي رپلازي       

آتي يك پاراكورتيكال ذكر شـده بـود  در بررسـي بـازآرايي     
يك باند ضويف در زمينه اسـمير مشـاهده    IgHژن  كلونال
 . شد
بدين ترتيـ  تفسـير قطوـي نتيجـه حاصـل از بررسـي           

هـر دو  . در مورد اين بيمار  ميسر نگرديـد بازآرايي كلونال 
 IgHمورد كنترل مثبت مطالوه حاضر  بازآرايي كلونـال ژن  

جفـت   131تا  61را به صورت يك باند مشخص با اندازه 
كلونال در  الگوي پلي. آكريل آميد نشان دادند ل پليباز در ژ

ــمير واضــ  در ژل    ــه صــورت اس ــي ب ــرل منف ــوارد كنت م
 . آكريل آميد مشاهده شد پلي

 بحث
 يـوشيمـوهيستـك و ايمونـولوژيـاتـوپـي هيستـابـارزي    

اي از موارد منجر بـه   هاي لنفوسيتي بيماران در پاره جمويت
هـا نگرديـده و    ري ايـن سـلول  شناسايي دقي  ماهيت تكثي ـ

هـا را در   بـودن آن ( لنفـوم )يا بـدخيم ( واكنشي)خوش خيم
در چنين مواردي اسـتفاده از  . گذارد اي از ابهام باقي مي پرده
هاي تشخيص كمكي مانند بررسي مولكولي كلوناليتي  روش

توسط ارزيابي بازآرايي ژن زنجيره سنگين ايمونوگلوبـولين  
 (. 9  4  11)توصيه گرديده است

بيمـار بـا    13هـاي مربـوب بـه     در مطالوه حاضـر نمونـه      
تشخيص مورفولوژيك و ايمونوهيستوشيمي غير قطوـي يـا   

 IgHمشكوك به لنفوم بدخيم از نظـر بـازآرايي كلونـال ژن    
بـه مـواردي اطـلاق    « غير قطوي». مورد ارزيابي قرار گرفتند

شد كـه ارزيـابي هيسـتوپاتولوژيك يـا ايمونوهيستوشـيمي      
نمونه يك بيمار وجود بدخيمي لنفوئيدي را مطرح سـاخته  

انجام بررسي مولكولي توسـط    بود اما براي تاييد تشخيص
PCR هم چنـين بيمـاراني كـه در بررسـي     . توصيه شده بود

يك بـدخيمي لنفوئيـدي گـزارش    به مورفولوژيك مشكوك 
وارد مطالوـه حاضـر   « مشـكوك »به عنوان موارد  شده بودند

بــازآرايي كلونــال بــه   بيمــار مطالوــه حاضــر 13از  .شــدند
ماس . درصد مشاهده شد 75صورت الگوي مونوكلونال در 

پارافينــه بيوپســي مزــز اســتخوان هــاي  بلــوك  و همكــاران
ــاراني ــتوپاتولوژيك و   را بيمــ ــي هيســ ــه در بررســ كــ

ايمونوهيستوشــيمي بــه عنــوان مشــكوك و يــا غيــر قطوــي 
بـا   IgHكلونـال ژن   از نظر بـازآرايي   بندي شده بودند طبقه

. بررسـي كردنـد   FR3استفاده از آغازگرهاي مشترك ناحيه 
ــا در  آن ــال ژن   92ه ــازآرايي كلون ــورد ب ــد م را  IgHدرص

مشاهده شده در مطالوـه حاضـر   مشاهده كردند كه از مقدار 
بيمار مشكوك به لنفوم بـدخيم   19 ماروتو (.16)كمتر است

ــرد    ــابي كـ ــال ارزيـ ــازآرايي كلونـ ــر بـ  11و در را از نظـ
در مطالوـه  . بازآرايي كلونال را مشـاهده كـرد  %( 9/71)مورد
كلونـال را نشـان    يموارد مشـكوك  الگـوي پل ـ  % 9/31وي 

موارد نيز نتيجه قطوي در بررسي كلوناليتي % 1/7دادند و در
در مطالوـه حاضـر نيـز ماننـد مطالوـه      (. 14)حاصل نگرديد

% 2/6)انز بيمـار ابررسي بازآرايي كلونـال در يكـي   ماروتو 
در بررسـي بـازآرايي   . نتيجه قطوي در پـي نداشـت  ( موارد
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كلونال اين بيمار  يك باند ضويف در پس زمينه اسـمير در  
بدين ترتي  قراردادن ايـن  . آكريل آميد مشاهده شد ژل پلي

 . پذير نبود كلونال يا كلونال امكان مورد در گروه بيماران پلي
مطالوـه   1شـماره  در تشخيص هيسـتوپاتولوژيك بيمـار       

وجـود    حاضر كه داراي ضايوات پوستي اندام تحتاني بـود 
ارزيابي ايمونوهيستوشيمي . لنفوم بدخيم مطرح گرديده بود

اين مورد به نفع وجود يك فرآيند بدخيم نبود و تشـخيص  
در بررسـي بـازآرايي   . كـرد   هيستوپاتولوژيك را تاييـد نمـي  

. كلونال مشاهده شـد  اين بيمار  الگوي پلي  IgHكلونال ژن 
ــد    ــز مانن ــابراين نتيجــه حاصــل از بررســي مولكــولي ني بن

 . ايمونوهيستوشيمي با وجود بدخيمي سازگار نبود
ت پوسـتي  ضـايوا  IgHدر بررسي بـازآرايي كلونـال ژن       

. باشـد  مشكوك به لنفوم  بروز موارد منفي كاذه شايع نمـي 
ــت لنفوســيتي در  ــه جموي ــل از آن جــايي ك  در نقطــه مقاب
ضايوات پوستي مشكوك غالبـاً  بـه صـورت پراكنـده قـرار      
دارند و در اين ضايوات توداد سلول لنفوئيدي نيز محـدود  

باشد  بـروز مـوارد مثبـت كـاذه در بررسـي بـازآرايي        مي
هـاي مشـكوك پوسـت از امكـان بيشـتري       كلونال درگيري

 (. 31-32)برخوردار بوده و بايد مورد توجه قرار گيرد
ــ     ــط  هدر مطالو ــه توس ــت اي ك ــاران روي  تريول و همك
 Bبيمار با لنفوم پوستي از نوع سـلول   11هاي پارافينه  بلوك

ــال ژن   ــازآرايي كلون ــورد 4در  IgHانجــام شــد  ب %( 61)م
در مطالوـه وي بـا در كنـار هـم قـراردادن      . مشاهده گرديد

ايمونوهيستوشــيمي و  اطلاعــات حاصــل از بررســي بــاليني 
موارد مشكوك بـه لنفـوم   % 88در  IgHبازآرايي كلونال ژن 

  دســـتيابي بـــه تشـــخيص  Bپوســـتي از نـــوع ســـلول 
 (. 31)پذير گرديد لنفوم پوستي امكان( definite)قطوي
ي كـه بـازآرايي كلونـال در    ددر مـوار  توصيه كردنيهال     

از   ضــايوات پوســتي مشــكوك مشــاهده شــده اســت     
وان هاي طبيوي پوسـت بـه عن ـ   درماتوزهاي التهابي و سلول

كنترل منفي بررسي كلوناليتي استفاده شود تا از مثبت تلقـي  
 (. 33)ري گرددگيشدن موارد مثبت كاذه جلو

 واردي كه بر اساسـرد در مـاد كـن پيشنهـم چنيـوي ه    
در ضايوات پوستي توداد  Bهاي  سلول  ايمونوهيستوشيمي

حــدودي داشــته و بــه صــورت پراكنــده قــرار دارنــد  در م
در بررسـي مولكـولي     IgHبازآرايي كلونال  صورت وجود

انجام شـود و  ( triplicate)به صورت سه تايي PCRواكنش 
در صورت مشاهده بازآرايي كلونال در هر سه مورد  نتيجـه  

در مطالوه . بررسي بازآرايي كلونال  مثبت واقوي تلقي گردد
حاضر نيز واكنش زنجيره پليمـراز بيمـاران داراي ضـايوات    

وك به لنفوم به صورت سه تايي انجـام شـد و   پوستي مشك
 . تكرارپذيري قابل قبول مشاهده گرديد

در بررسـي مـوارد مشـكوك و يــا بـدون نتيجـه قطوــي          
هيستوپاتولوژيك  تشخيص افتراقي لنفوم بـدخيم از لنفـوم   

مطالوـه   3بيمـار شـماره   . اي است كاذه داراي اهميت ويهه
لزوم تشخيص افتراقي حاضر با گزارش پاتولوژي كه بيانگر 

لنفوسيتوماكوتيس از لنفوم كاذه بود بـه بخـش تشـخيص    
در بررسي كلونـاليتي  . مولكولي آزمايشگاه پيوند ارجاع شد

مشاهده  PCRبيمار فوق  منظره اسمير در تكرارهاي متودد 
مشـاهده  . كلونال گزارش شد گرديد در نتيجه اين مورد پلي

د لنفوم كاذه را مطرح وجو كلونال در اين بيمار الگوي پلي
 . ساخت و از تشخيص لنفوسيتوماكوتيس حمايت نكرد

هاي پوستي با افـزايش قابـل    اي از بيماري گروه گسترده    
بـراي درمـان   . ها در پوسـت همـراه هسـتند    توجه لنفوسيت

بيمـار در چنـين شـرايطي  تشـخيص افتراقـي هــاي رپلازي      
 هـوگس  .واكنشي از فرآيندهاي نئوپلاستيك ضروري است

بيمار با درگيري لنفوم  21هاي پارافينه  بلوك 3111در سال 
در . بررسـي كـرد   IgHپوستي را از نظر بازآرايي كلونال ژن 

بـا   IgHمطالوه وي نتايج حاصـل از بررسـي كلونـاليتي ژن    
ــام    ــيمي تم ــتوپاتولوژيك و ايمونوهيستوش ــخيص هيس تش

 (.39)بيماران ارزيابي شده مطابقت داشت
  با تشخيص مورفولوژيك لنفوم بـرونش  2ماره بيمار ش    

هـاي   با درجه پايين و اطلاعات باليني كه بيانگر وجود توده
ها بود  به بخش هماتولوژي مولكـولي جهـت    مكرر در ريه

بـر اسـاس   . ارجـاع شـد   IgHبررسي بـازآرايي كلونـال ژن   
ها با لنفوم بدخيم  تشخيص درگيري ريه  متودد هاي گزارش

در اين شرايط بررسي وجود جمويت كلونـال  دشوار بوده و 
توانـد بـه طـور غيـر      هاي آلوئولار مي در لنفوسيت Bسلول 

(. 35-37)مستقيم تشـخيص لنفـوم ريـوي را مطـرح سـازد     
هـا بـا    شك به درگيري ريه تتوصيه شده است كه در صور

به عنوان اولين اقدام بررسي بازآرايي كلونـال    لنفوم بدخيم
سـ س در   .انجـام شـود   (BAL)وئـولار نكوآلولاواژ بر مايع
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    PCRدر بررسي Bصورت مشاهده جمويت كلونال سلول 
از روش تهاجمي مانند بيوپسي بـا جراحـي بـراي ارزيـابي     

آميزي ايمونوهيستوشـيمي اسـتفاده     هيستوپاتولوژيك و رن 
در نمونـه   IgHمشاهده بازآرايي كلونال ژن (. 36-21)گردد

مطالوه حاضر  2نه بيمار شماره به دست آمده از بلوك پارافي
ها بود  از وجـود   هاي متودد مشكوك در ريه كه داراي توده

گزارش پاتولوژي بيمار ديگـر  . كرد لنفوم بدخيم حمايت مي
ــاي رپلازي ( 9بيمــار شــماره )مطالوــه حاضــر تشــخيص ه

هـاي بررسـي    واكنشي را مطرح كرده بود در حالي كه يافتـه 
بـزرگ   Bه نفع لنفوم سلول ايمونوهيستوشيمي بيمار فوق ب

ــي از ســلول  ــا T (TCRBCL )منتشــر غن اعــلام شــده و ب
از موارد  TCRBCL . تشخيص ميكروسكوپيك سازگار نبود

بنـدي   بـوده و در طبقـه   Bنادر لنفوماي غيرهوچكين سلول 
REAL    ــر گــروه (. 21)گــردد محســوه مــي DLBCLزي

ــي   ــخيص افتراق ــوم   TCRBCLتش ــاذه و لنف ــوم ك از لنف
ــوچكين ــوع هـ ــ  از نـ ــيت غالـ  Lymphocyte)لنفوسـ

predominant)  در بررسـي پاتولوژيـك   (. 23)دشوار اسـت
TCRBCL هاي  سلول با جمويت ناچيزB مشخص   بدخيم

واكنشي  Tدر بين توداد زيادي سلول وم فاين لنگردد كه  مي
از مـوارد   TCRBCLاز آن جايي كه  .(22)قرار گرفته است

اي  مطالوه  (موارد% 1-%2)گردد محسوه مي DLBCLنادر 
را با استفاده از يك جفت آغـازگر   IgHكه بازآرايي كلونال 

بـه هـر حـال    . (21)بررسي كند يافـت نگرديـد   FR3ناحيه 
هـاي   از يافتـه  9مشاهده بازآرايي كلونـال در بيمـار شـماره    

ايمونوهيستوشيمي حمايـت كـرده و مطـرح كننـده وجـود      
TCRBCL ي مشـكوك بـه   دو بيمار با گزارش درگيـر . بود

را نشــان  IgHبــازآرايي كلونــال ژن   لنفــوم مزــز اســتخوان
بدين ترتي  بررسي مولكـولي  (. 8و  5بيماران شماره )دادند

هــاي  نيـز از بــدخيم بـودن تجمـع    IgHPCRبـا اسـتفاده از   
لنفوسيتي مشكوك مشاهده شده در مزـز اسـتخوان ايـن دو    

هـــاي مورفولوژيـــك و  ويهگـــي. بيمـــار  حمايـــت كـــرد
هـا   ولوژيك متوددي وجـود دارنـد كـه بـر اسـاس آن     ايمون

تشخيص افتراقي يك بدخيمي لنفوئيد از يك روند واكنشي 
هاي لنفوسـيتي بـدخيم    به طور مثال تجمع. پذير است امكان

 ـتمايـل بـه     خـيم  انواع خوش ادر مقايسه ب تـر بـودن    زرگب
. شـوند  ي با توـداد بيشـتر مشـاهده مـي    يها داشته و در گروه

هـاي   هاي بدخيم مومـولاً  داراي حاشـيه   ين تجمععلاوه بر ا
هـاي   باشند و ممكـن اسـت سـلول    محدود و مشخص نمي

هـا را احاطـه    طبيوي مزز استخوان از جملـه مگاكاريوسـيت  
هـاي لنفوسـيتي    در بررسي ايمونولوژيك تجمـع (. 29)كنند

 CD20ماننـد   يهاي سلول از نظر شاخص   Bبدخيم سلول 
 ــ  ــه س ــالي ك ــتند در ح ــت هس ــر   لولمثب ــه از نظ ــايي ك ه

باشند به صورت پراكنده  مثبت مي Tهاي لنفوسيت   شاخص
هـاي   در نقطـه مقابـل تجمـع   . شـوند  و محدود مشاهده مـي 

تشـكيل   Tهـاي   خيم لنفوسيتي به طورعمده از سلول خوش
هاي خـوش   ها ميان تجمع با وجود اين تفاوت(. 25)اند شده

يص افتراقي خيم و بدخيم لنفوسيتي در مزز استخوان  تشخ
اي از موارد بسيار دشوار  اين دو جمويت از يكديگر در پاره

باشد  به خصوص در شرايطي كـه   و يا حتي غير ممكن مي
 بـن ـ ازرا   (.28)هـاي بـاليني بيمـار نيـز مـبهم اسـت       يافتـه 
بيمـار را از   16هاي لنفوسيتي بدخيم مزـز اسـتخوان    تجمع

مـوارد  % 99 وي در .بررسي كـرد  IgHنظر بازآرايي كلونال 
ــرد   ــاهده ك ــاليتي را مش ــوارد   . مونوكلون ــدام از م ــيك ك ه

خـيم در مزـز اسـتخوان داراي بـازآرايي      هاي خـوش  تجمع
اين . كلوناليتي را نشان دادند كلونال نبودند و تمام موارد پلي

توصيه كرد در مواردي كه تشـخيص قطوـي ماهيـت    محق  
اي ه ـ هاي لنفوسيتي مزز استخوان بـا تكيـه بـر روش    تجمع

از بررسي بـازآرايي    پذير نيست مرسوم مورفولوژيك امكان
سود برده شود تا با استفاده از  PCRتوسط  IgHكلونال ژل 

  هـاي بـاليني و مورفولوژيـك    در كنار يافتـه  PCRهاي  يافته
 . (25)پذير گردد يابي به تشخيص قطوي امكان دست
ــا دو         ــاتولوژي ب ــزارش پ ــه داراي دو گ ــاري ك در بيم
يص متفاوت لنفوم هـوچكين و لنفـوم غيـر هـوچكين     تشخ

مشاهده  IgHبا درجه بالا بود  بازآرايي كلونال ژن  Bسلول 
 (. 4بيمار شماره )گرديد
بيمار مبتلا بـه انـواع مختلـف لنفـوم      6و همكاران آيلو     

بررسي كردنـد   IgHهوچكين را از نظر بازآرايي كلونال ژن 
ــاران مونوك   ــدام از بيم ــيك ك ــاهده  و در ه ــاليتي را مش لون

ــد ــه   وان(. 27)نكردن ــتلا ب ــاران مب ــز در بيم و همكــاران ني
ــاهده  IgHكلونـــال ژن  الگـــوي پلـــي  هـــوچكين را مشـ

درصـد انـواع لنفـوم هـوچكين      31در  مـاروتو (. 26)كردند
در مطالوـه  (. 26)را مشـاهده كـرد   IgHبازآرايي كلونال ژن 
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ــر هــوچكين از نــوع ســلول  % 69وي    Bمــوارد لنفــوم غي
اي  در مطالوـه جداگانـه  (. 14)يي كلونال را نشان دادندابازآر

بـازآرايي كلونـال ژن     انجـام شـد   دن  و تامارو كه توسط
IgH هاي ريداشتنبرگ جدا شـده از مقـاطع بـافتي     در سلول

 (.24   91)مشاهده گرديد
هر چند تشخيص افتراقي لنفوم هوچكين و لنفـوم غيـر       

فاده از بررسـي بـازآرايي   بـا اسـت   Bهوچكين از نوع سلول 
  بر اساس اطلاعـات مـا تـاكنون در هـيك      IgHكلونال ژن 

اي بررسي نگرديده است  با توجه بـه ايـن كـه اكثـر      مطالوه
هستند   IgHموارد لنفوم هوچكين فاقد بازآرايي كلونال ژن 

مطالوـه   4در بيمار شماره  IgHمشاهده بازآرايي كلونال ژن 
ود لنفـوم غيـر هـوچكين از نـوع     اي به نفع وج حاضر  يافته

گردد و از تشخيص لنفـوم هـوچكين    محسوه مي Bسلول 
 . كند حمايت نمي

هر دو بيمار با تشـخيص هيسـتوپاتولوژيك ميكـوزيس        
فونگوئيدس و نيز بيمار مشكوك به اختلال لنفوپروليفراتيـو  

را نشـان دادنـد     IgH  بازآرايي كلونال ژن  Tاز نوع سلول 
در  Tلنفوماهاي سلول در  IgHايي كلونال ژن مشاهده بازآر

عـدم انطبـاق بـا رده     مطالوات متودد گزارش شده اسـت و 
 (.12   91  93)نام دارد (Lineage infidelity)سلولي
  سه بيمـار فـوق    IgHعلاوه بر بررسي بازآرايي كلونال     

 Tاز نظر بازآرايي كلونال ژن زنجيره گاماي گيرنـده سـلول   
كلونـال ژن   زيـابي قـرار گرفتنـد و الگـوي پلـي     نيز مورد ار

ــاي   ــره گامـ ــد  TCRزنجيـ ــان دادنـ ــي . را نشـ در بررسـ
ميكــوزيس فونگوئيــدس شــباهت   هيســتولوژيك مومــول

زيادي با درماتوزهاي التهابي خوش خيم داشته و تشخيص 
افتراقي اين بدخيمي لنفوئيـدي از رونـدهاي خـوش خـيم     

 (. 92)تواند دشوار باشد مي
 IgHجايي كه امروزه بررسي بازآرايي كلونـال ژن  از آن     

يـا مشـكوك لنفـوم غيـر     با تشخيص غير قطوي  يدر موارد
باشد  توجه به اقـداماتي   اي مي هوچكين داراي اهميت ويهه

كــه حساســيت و ويهگــي ايــن روش مولكــولي را ارتقــا   
 ه موارد زيرـاز جمله اين اقدامات ب. دهد ضروري است مي
 . دتوان اشاره كر مي
بـا اسـتفاده از    IgHهر چند بررسي بازآرايي كلونال ژن     

  داراي  FR3يك جفت آغـازگر متصـل شـونده بـه ناحيـه      

ويهگي قابل قبولي بوده و مـوارد مثبـت كـاذه آن محـدود     
اي ه ـ است  به منظور پرهيز از موارد كاذه احتمالي  واكنش

PCR   بايد به صورت دوتايي و يا سه تايي براي هـر بيمـار 
هـا    انجام شوند و در صورت مشاهده تكرارپذيري واكـنش 

حساسـيت   يبـراي ارتقـا  . نتيجه مثبت واقوي تلقـي گـردد  
  و پرهيز از موارد منفي كاذه IgHبررسي بازآرايي كلونال 

بـار تكـرار    3مراز هر بيمار بايد حداقل  واكنش زنجيره پلي
شود و در صورت عدم وجود بـازآرايي كلونـال در هـر دو    

علاوه بر اين بهتر اسـت از  . نتيجه منفي تلقي گردد  نش واك
و  FR1)شوند متصل مي  آغازگرهايي كه به مناط  دوردست

FR2)    ــاذه اســتفاده ــوارد منفــي ك ــوگيري از م ــراي جل ب
 (. 18)شود
هـاي بـافتي  كيفيـت     مساله مهم ديگر در ارزيابي نمونـه     

ز از قسـمتي ا  DNAدر صورتي كـه اسـتخرا    . نمونه است
نمونه بلوك پارافينه يا مزز استخوان انجام شود كه درگيري 

هاي توموري در  هاي توموري ندارد  يا ميزان سلول با سلول
در چنـين  . امكان بروز منفي كاذه وجود دارد  آن كم است

بسـيار توصـيه    Microdisectionمواردي استفاده از سيستم 
سـي  در مراكـزي كـه بـه ايـن سيسـتم دستر     (. 99)گـردد  مي

ها از بلوك پارافينـه و اسـتخرا     افزايش توداد برش  ندارند
DNA علاوه بـر ايـن   . شود ش از يك نوبت توصيه مييدر ب

با توجه به عدم استفاده از فرمالين بـافره در اكثـر مـوارد در    
از بلـوك پارافينـه ممكـن اسـت بـا       DNAكشور  استخرا  

  اسـتخرا  DNAمشكل مواجه شود  به همين دليل كيفيـت  
هاي دقي  كنترل كيفي مورد ارزيابي  شده بايد توسط بررسي

 . قرار گيرد
توجه داشت كه حضـور بانـد مونوكلونـال هميشـه     بايد     

گروهي از شـرايط خـوش خـيم      باشد موادل بدخيمي نمي
CD8مانند لنفوسيتوزيس 

CD4گـاهي  ) +
هـاي     گاموپـاتي (+

خـــــيم مونوكلونـــــال  مراحـــــل ابتـــــدايي   خـــــوش
مثبت  بيماران با نقص ايمني و  EBVهاي  راسيونلنفوپروليف

ماننــد  Tتكثيرهــاي خــوش خــيم پوســتي از نــوع ســلول  
. توانند منشا كلونال داشـته باشـند   لنفوماتوئيدپاپولوزيس مي

بنابراين نتايج بررسي كلونال همواره بايد با توجه به شرايط 
تشخيص مورفولوژيك و ايمونوهيستوشيمي بيمـاران   باليني 
 (. 95)گردد و به تنهايي مورد قضاوت قرار نگيرد تفسير
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 گيري نتيجه
نتايج مطالوه حاضر بـا سـاير مطالوـات انجـام شـده در          

ــاربرد  ــه ك ــي   IgHPCRزمين ــه تشــخيص قطو در كمــك ب
هاي غير هوچكين  قابل مقايسه است و بـا توجـه بـه     لنفوم

امكان انجام ايـن آزمـايش مولكـولي در ايـران  ارزيـابي و      
توداد بيشتر بيماران مشكوك نتايج ارزشـمندتري را   بررسي
 تواند به دنبال داشته و در امر تشخيص صـحي  بيمـاران   مي

هـاي ديگـر از    استفاده از بـازآرايي . ايراني كمك كننده باشد
جمله بازآرايي ژن زنجيـره سـبك ايمونوگلوبـولين از نـوع     

يـل  در تكم بتـا  و گاما از نوع Tژن گيرنده لنفوسيت و  كاپا
 . فرآيند تشخيص مفيد خواهد بود

 

 تشكر و قدرداني
بدين وسيله نويسندگان مقاله از دكتر محمدرضا عزيزي     

ــميمانه و     ــاري ص ــاطر همك ــه خ ــاني ب ــرا قرب ــر زه و دكت
هـاي ارزشمندشـان تشـكر و قـدرداني بـه عمـل        اهنمايير
 .    آورند مي
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Abstract 
Background and Objectives 

Malignant lymphoma may be very difficult to be diagnosed through routine histopathological 

methods because they may mimic reactive architecture or contain reactive infiltrates. Detection 

of the monoclonal lymphocyte population is one of the best methods of diagnosis since a 

monoclonal proliferation is strongly suggestive of neoplasia. By means of a PCR method it is 

possible to detect the immunoglobulin heavy chain (IgH) gene rearrangement and 

consequently the lymphocyte clonality.  

 

Materials and Methods 

We evaluated formalin-fixed, paraffin-embedded biopsies, and bone marrow aspiration of 12 

cases with non definite or suspicious histopathological diagnosis of non Hodgkin B cell 

lymphoma. After DNA extraction and quality control, semi-nested PCR was performed using 

consensus primers for amplification of CDR-3 region. PCR products were analyzed after 

heteroduplex analysis using polyacrylamide gel electrophoresis and silver staining.  

 

Results 

75% and 16.6% of patients showed clonal and polyclonal patterns respectively. One case 

showed weak monoclonal band in smear background and remained suspicious after duplicate 

PCR. 

 

Conclusions 

Our findings are comparable with other international studies and support the concept that 

molecular techniques such as PCR provide a helpful approach in detection of monoclonal 

immunoglobulin rearrangements in malignant lymphoma. This is especially true for suspicious 

cases, but always in combination with clinical and histopathological information.  
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