
 
 

881  

 مقاله پژوهشي 

  ییمو لولس یمسلو هب لابتم یانریان ارمایب در BRAF V600E شهج یبایرد یصیتشخ رزشا یبررس
  

   ،٥يفهانصا يمدن اهرهط، ٤ يفرص لايز، نا3 ورپيعير ربغاس، 2 تانسحميده را، 1 کپوپ ادزبه
 ٨ورپيروخس رهلاگ ،٧يلفسخشي مهطفا، ٦رپوريجهانگ يمحمدعل

  
  10/09/1394تاریخ پذیرش  07/07/1394تاریخ دریافت 

  
  دهيچک

 یابیو رد شدهمطرح (Hairy Cell Leukemia: HCL) ییسلول مو یلوسـم  یمارکر مولکول عنوانبه BRAF V600Eون یامروزه موتاس ـ  :زمينه و هدفپيش
 یرانیان ایمبتلا در يمارین بیا ییج در شناسایرا يهاروشگر یون مذکور با دیموتاس یابیرد یصیارزش تشخسه یافته است. مقای یو درمان یصیآن ارزش تشـخ 

  ن مطالعه است.یا یهدف اصل
ســه ارزش یقاصــورت گرفت. جهت م یمراز به روش افتراق آللیپل يارهیزنجواکنش مار، به کمک یب 17در  BRAF V600E جهش یابیرد :کار و روش مواد

ــابقه، هاروش ریســاجهش با ن یا یابیرد یصــیتشــخ ــدههیته يرهایدر اســم ییبا زوائد مو ییهاســلول یابیرداز انجام تســت  ياس و  مارانیب يهانمونهاز  ش
  شد. آوريجمعآنان  يتومترینگ به کمک فلوسیپینوفنوتامویا
 "یص قطعیتشخ "مورد  9ماران در  ین بینگ ایپیمونوفنوتایج ایماران گزارش شده است. نتاینفر از ب 14مربوط به  يرهایدر اسم ییمو يهاسلولوجود  :هاافتهي

ک یکروسکوپیم يهایبررس شده است. یابیرد هاآن یدر تمام BRAF V600Eون یموتاس کهیدرحالبوده،  "مشکوك"مورد  1و در  "ار مشکوكیبس"مورد،  4در 
  همراه بوده است. هاآندر  الذکرفوقون یموتاسن امر با عدم وقوع یو اکرده  ینفرا  ییسلول مو یوجود لوسممانده یمار باقیب 3ک در یتومتریو فلوس

ارزش  BRAF V600Eجهش  یابیدکه ر دیآیبرمن یچن گر بوده اســـت،یروش د 2ج ینتابر  يدییتأ یمولکول يزهایآنالج ینتا ازآنجاکه: گيريبحث و نتيجه
  است. یمناسب يدییدارد و تست تأ ییسلول مو یلوسم ییدر شناسا ییبالا یصیتشخ

  BRAF V600E ونیناز، موتاسیک نیترئون –ن ین سری، پروتئییسلول مو یلوسم ها:کليدواژه
  

  1394 دي ،881-889 صدهم،  شمارهششم، یست و بدوره ، یهارومی پزشکمجله 
 

  ،09121196422 تلفن:، 1495/19395:یران، کد پستی، تهران، ایابان خاقانی، خیعتیابان شریخ آدرس مکاتبه:
Email: bpoopak@gmail.com 

  
  مقدمه

ماران یاز ب یو همکارانش گروه Bouroncle، 1958در ســـال 
خص و مش ینیبال يهایژگیوس با یوزیکولواندوتلیرت یلوسـم  يدارا

ــایمتما ــیفراتیر اختلالات لنفوپرولیز از س  ردندف کیو مزمن را توص
ن بار واژه سلول یاول يبرا Schrekو  Donnellyسال  8پس از  ).1(

                                                             
 سنده مسئول)ينو(ران يتهران، تهران، ا ي، واحد علوم پزشکي، دانشگاه آزاد اسلاميهماتولوژ يتخصص يدکترا ،يشگاهيآزما علوم ياحرفه يترادک ١
 رانيتهران، تهران، ا ي، واحد علوم پزشکيک، دانشگاه آزاد اسلاميژنت ارشد ناسکارش ٢
 رانيوند، تهران، ايپ يو تخصص يص طبيشگاه تشخي، آزمايوتکنولوژيبس ارشد ناکارش٣
  رانيوند، تهران، ايپ يو تخصص يص طبيشگاه تشخي، آزمايمولکول يانکولوژ ارشد ناسکارش٤
  رانيوند، تهران، ايپ يو تخصص يص طبيشگاه تشخي، آزمايهماتولوژ ارشد ناسکارش ٥
  رانيوند، تهران، ايپ يو تخصص يص طبيشگاه تشخيسرطان، آزما يوشميارشد ب ناسکارش ٦
  رانيوند، تهران، ايپ يو تخصص يص طبيشگاه تشخي، آزمايمولکول و يسلول يشناس ستيز ارشد ناسکارش ٧
  رانيوند، تهران، ايپ يو تخصص يص طبيشگاه تشخيپزشک، آزما ٨

1 Hairy Cell Leukemia: HCL 

دند به کار بر يمارین بیم در ایبدخ يهاسلولف یتوص يرا برا ییمو
لام  یدر بررس هاسلولن یمو شکل ا یتوپلاسمیکه اشاره بر زوائد س

ه سبب گشتو ه کروسـکوپ فاز کنتراسـت داشت  یبا م یطیخون مح
ــت ا ــمرا  يمارین بیاس ــلول مو یلوس که  یند، اختلالنامبه 1ییس
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است خود اختصاص داده را به  هالوسمی یدرصـد از تمام  2 باًیتقر
)3،2(.  

ا ، امدارد ياگستردهف یط يمارین بیهرچند که سـن ابتلا به ا 
ــم زندگ  کثراًا ــشـ ــتر در مردان بروز یو ب یدر دهـه شـ  ، ابدییمشـ

ــبت مردانکه  ياگونهبه ا یدر اکثر نقاط دنمبتلا به زنان  مبتلا نسـ
بارز  يهایژگیواز  ).4( گزارش شــده اســت 1به  4توســط م طوربه
 یلو اســپلنومگا ی، آنمیتوپنیدوره کند، ســبه  توانیم يمارین بیا

 ولاًمعمو  یاتفاق صورتبهماران یاکثر ب هاآناشاره کرد که بر اساس 
ــکم ــ یبه دنبال درد ش ــدگبزرگاز  یناش ــطوح یطحال و  یش ا س

داده  صیچکاپ تشخک تست یدر  هاپلاکتو  هالکوسیتاز  ینییپا
د یشد ین و اسپلنومگالیهموگلوبن ییپاح و، سطبالاسن  و شوندیم

  .)5-7است (همراه  يبا پروگنوز بدتر هاآندر 
ــتاز  ــخ يمتعدد یکینیو کل ینیبال يهـا تسـ ص یجهت تشـ

زشک ، پینیبال يهایبررسدر  .شودیماستفاده  ییسلول مو یلوسم
مشاهده و  گرددیم شدهبزرگ يبه دنبال طحال و غدد لنفاو معمولاً
خون از  شدههیتهدر لام  یتوپلاسمیزوائد س ـ يدارا يهاتیلنفوس ـ

و  نیرتییابتدااز  یکیمغز استخوان  یوپس ـیا بی رهیآسـپ و  یطیمح
. است يمارین بیص ایتشخدر  یکینیکل يهاتسـت ن یترمهمالبته 

 يمارین بیک در ایلوســم يهاســلولآنکه  لیبه دلگر ید يســواز 
 ,B (CD19, CD20 يهاتیلنفوســ یعموم يهاژنآنتیعلاوه بر 

CD22) ،ــطح يهاژنآنتی و  CD11c, CD25چون  ياژهیو یسـ
CD103 ن یو چن کننــدیمان یــ، بزمــانهم طوربــه همآن ،را

ده یر اختلالات مشــابه دیدر ســا هاژنآنتین یان ایدر ب يایزمانهم
 منظوربه يتومتریفلوس نگ به روشیپینوفنوتاومیاز انشـده اسـت،   

ــرا ی، حتهاژنآنتین یا یابی ـرد ــطوح پا یطیدر شـ از  ینییکه سـ
ره مغز استخوان وجود یو آسپ یطیک در خون محیلوسم يهاسلول
 یررسب. شودیماستفاده  يزیتما یصیک تست تشخی عنوانبه، دارد

ارات مقاوم به تارت يد فسفاتازیت اسیفعال ازنظرک یلوسم يهاسلول
(TRAP) ژنیآنتان ی ـو ب  Annexin A1 ــتگر یاز د  يهــاتسـ

 ).8-11( باشندیمن اختلال یا یصیتشخ
 یلوســمعلائم  ینه بررســیزمکه در  ياریمطالعات بس ـ باوجود
آن صورت گرفته است هنوز  یص ـیتشـخ  يهاروشو  ییسـلول مو 
 هامدین دستبهن اختلال یا یکیدر مورد اساس ژنت یجامعاطلاعات 

ــتردهقات یازمنـد تحق ی ـنن امر یاو  ــت. يترگسـ  در حالنیباا اسـ
ــ ــ يدیکله نقش ب یمولکول يهایبررس در  BRAFون ژن یموتاس

  ).12(اشاره شده است  يمارین بیهدفمند ا ص و درمانیتشخ، بروز
بر وجود ژن  یمبن 2002ن گزارش در سال یپس از انتشار اول

BRAF يهاجهش تاکنون، یانســان  يهاســـرطاندر  افتهیجهش 
ــخیدای ـپن ژن در ارتبـاط بـا   یدر ا يمتعـدد  ص و درمان یش، تشـ

لون، تخمدان، وک يهاسرطان ازجمله یانسان يهايماریباز  ياریبس

 ــ  ــتـان، کـارسـ  ...ملانومـا و   ،ومـا ید، گلی ـروئیت يلارینوم پـاپ یپسـ
 BRAFون یرا موتاس هاجهشن یبخش عمده ا که شدهییشـناسا 

V600E 13-19( به خود اختصاص داده است.(  
را  B-rafن یپروتئو  قرارگرفته 7q34گاه یدر جـا  BRAFژن 

ر یمس ياز اجزا یکیک و یپروتوانکوژن ينازیک نیترئون –ن یکه سر
RAS – RAF – MEK – ERK – MAPK ــت  کندیمکد ، اس

در  T→Aترانسورس  جهشن ژن، یاون یموتاس ـ نیترعیشـا  ).20(
ــت کـه منجر  آن  1799د ی ـو نوکلئوت 15اگزون   ینیگزیجابـه اسـ
 يدیپپت یره پلیزنج 600ت ین در موقعیوال يجابهد یک اسیگلوتام
ــن اســاس اســت که یبر همو  شــودیم B-rafن یپروتئ ون یموتاس

ــز نین BRAF V600E صــورتبهمذکور را  . با وقوع دهندیم انش
 10ن تا آ ينازیت کیافته، فعالیک یت انکوژنین خاصیپروتئ ،جهش

ر یکثش رشد، تیو با افزا ابدییمش یبرابر نسبت به حالت نرمال افزا
برد یمش یک پیرات نئوپلاســتییط را در جهت تغیشــرا ییرایو نام

)22 ،21 ،13.(  
ش راً به نقیاخ کهاست  یاز اختلالات یکی ییسلول مو یلوسـم 

ــده و اهم  BRAF V600Eجهش  ــاره ش ن یا یابیت ردیدر آن اش
ــخدر جهش  ــاآن  یافتراقص یتش و یفراتیر اختلالات لنفوپرولیاز س

 یموردبررس، طحال ياهیحاش ـه یلنفوم ناح، همچون مزمن مشـابه 
ه از اختلالات مشاب ین لوسمیا یص افتراقیقرار گرفته اسـت. تشـخ  

ــت که یت یاهم جهتازآنخود  چون  ییهادرمان برخلافافته اسـ
 یببهبود نس، که منجر به نترفرون آلفایو اسـتعمال ا  یاسـپلنکتوم 

، شـــدندیمدر گذشـــته  ییســـلول مو یماران مبتلا به لوســـمیب
ــالوگ ازجملــه ینینو يهــادرمــان ن و یبیکلادر(ن یپور يهــاآن

ــتـات  ــدهجـاد  ین) ایپنتوسـ در  یقابل توجه یاثرات درمان که اندشـ
ــمیان به ای ـمبتلا  را در ياجهینتن یکه چنیدر حالدارند،  ین لوسـ

ن یبر اســاس ا  .نخواهند داشــت  یدر پ آنبه مشــابه  يهايماریب
 نیترجیرااز  یکی BRAF V600Eجهش  یابیــرد، هــاافتــهیــ

و یراتفیک اختلال لنفوپرولیاست که امروزه در مواجهه با  ییهاتست
  .)4( شودیممزمن درخواست 

در  BRAF V600Eنقش جهش  یاز بررس يگزارشات متعدد
 يدر سراسر جهان وجود دارد. برا ییسلول مو یان به لوسـم یمبتلا
نشـــان  2011در ســـال  يامطالعه یو همکارانش ط Tiacciمثال 

 یمورد بررس ییسلول مو یماران مبتلا به لوسمیب یدادند که تمام
، اندبودهخود  یژنوم DNAدر  BRAF V600Eحامل جهش  هاآن

 ياهلوســـمیا یگر  لنفوم ها یان به دیک از مبتلایچ یکه هیدر حال
ــلول  ــده توســـط  یابیارز Bسـ ــان  یانتین واریچن هاآنشـ را نشـ

ک مطالعه گذشته نگر در یاز  یگر در گزارشید ي. از سـو دادندینم
 یان به لوسمیدرصد از مبتلا 9ران نشـان داده شد که تنها  یغرب ا

 ).23،12( اندبودهون مورد بحث یحامل موتاس ییسلول مو
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ــ یابیت ردیبـا توجه به آنچه در باب اهم   BRAFون یموتاسـ

V600E کر ذ ییسلول مو یان به لوسمیص و درمان مبتلایدر تشخ
سلول  یچون لوسم ينادر يهايماریبکه  يازیک سـو و ن یشـد از  

 ین جا سعیگر، در اید يدارند از سو ترگسـترده به مطالعات  ییمو
ژن  یت جهشیوضـع  یکوچک در جهت بررس ـ هرچند یم گامیدار

BRAF ــل یبردار یرانیان ای ـدر مبتلا ن یاز انجام ا یم و هـدف اصـ
ــا  ــت که در کنار س ــتر یمطالعه آن اس ــخیرا يهاتس ص یج در تش

را در  BRAF V600Eجهش  یابیت ردی، اهمییسلول مو یلوسم
جه یا نتیم آیابیم و دریقرار ده یابیان، مورد ارزیمبتلا ییشــناســا  

ــل از رد  ــایبر نتا يدییتـأ  توانـد یمن جهش یا یابی ـحـاصـ ر یج سـ
  ر؟یا خیباشد  یصیتشخ يهاتست

  
  مواد و روش کار

ــتانجام  منظوربـه کـه   يمـار یب 17ن مطـالعـه   یدر ا  يهاتسـ
 يهاشهرستاناز  خود توسـط پزشـک معالج   یلیو تکم یص ـیتشـخ 

 وانعنبهوند، یپ یو تخصـص ــ یص طبیتشــخشـگاه  یآزما مختلف به
ــگاه یآزما  .ندقرار گرفت یابیارز، مورد شــده بودند یمعرف مرجع،ش

ــ ینیعلائم بالمورد مطالعه  مارانیب ــکم ازجمله یخاصـ ، یدرد شـ
 توانستیمکه  دادندیمطحال، ضـعف و ... را نشـان    یشـدگ بزرگ

 صیشخت منظوربه باشد. ییسلول مو یآنان به لوسـم  يبتلاانگر ایب
ون چ ییهاتستو  ینینات بالیمعااز انجام  ياسـابقه مار یه، هر بیاول

 یوپسیا بیره یآسـپ و  یطیخون محه شـده از  یته يها لام یبررس ـ
نگ یپیمونوفنوتایا و ییمو يهاسلولمشاهده  منظوربهمغز استخوان 
ه ک يایاختصاص يهاژنآنتی یابیجهت رد يتومتریبه روش فلوس ـ
 يهاتیلنفوسدر سطح همزمان  طوربه ییسلول مو یتنها در لوسم

B  ر در اکث آمدهدستبهج یهرچند نتاه است. داشـت را  ابندییمبروز
 ییسلول مو یوجود لوسممار، یب ینیبه همراه علائم بال هاتستن یا

ــان  ــخیمبتلا یدر برخ اما دادیمرا نشـ   يبرا ترقیدقص یان، تشـ
ه است. به شـتر بود یب يهایبررس ـازمند ین، يماریدرمان هدفمند ب

ــتاز  یکین منظور یا ــده برا  یلیتکم يهاتس ــت ش ن یا يدرخواس
ن یبوده اســت تا به ا BRAF V600Eون یموتاســ یابیردماران، یب

 انعنوبهراً یکه اخ یک مارکر مولکولیوجود  ازنظرمـاران  یب بی ـترت
ــته و در تع يماریعامل بروز ب ت یاهم یم درمانین رژییمطرح گشـ

 ن تستیانجام ارند. جهت یقرار گ یافته اسـت مورد بررس ی یفراوان
ماران استخراج یب یابیمورد ارز يهانمونهاز  یژنوم DNAد یباابتدا 
هدف اد ژن یمراز ازد یپل يارهیزنجسـپس به کمک واکنش  ه، شـد 

ــتفاده از یو در نها دریصـــورت گ ــخ يهاتیکت با اسـ ــیتشـ  یصـ
  د.وجهش انجام ش يغربالگر، یاختصاص

  :DNAستخراج ا

ــتخراج  ــب نوع نمونه  یژنوم DNAاس به  یابیمورد ارزبر حس
 یکه نمونه مورد بررس یدر مواقعگرفت. صورت  یمتفاوت يهاروش

 EDTA دضد انعقا يمغز استخوان حاو هریا آسـپ یو  یطیخون مح
 وتک یه بافیلا یطی، در خون محفوژیپس از انجام سانتره است، بود

استفاده از جدا نموده و با مان را یره مغز اسـتخوان سـد  یو در آسـپ 
ــتخراج ی ـکول کیمحلول فـا  ، )Fermentas ،USAفرمنتاز (ت اسـ

DNA اسـتخراج شدند.   ياهسـته د تک یسـف  يهاگلبول از یژنوم
ن و یکس شده در فرمالیفمغز استخوان  يها یوپسیدراستفاده از ب

ن برش از یابتدا چند، DNAن جهت استخراج یمحاط شده در پاراف
 جاملول انیبا استفاده از گز هاآننه کردن یو عمل دپاراف هیبافت ته

ک شب به یو به مدت شده  هاز الکل عبور داد هانمونهسپس   شـد. 
تا هضـــم  شـــدند يدرجه نگهدار 56 يدر دما Kناز یهمراه پروتئ

 DNAاستخراج  تیت با استفاده از کیدر نها. ردیصورت گ یمیآنز
 هاآن یژنوم  Roche-Germany(،DNA(نه یپاراف يهابـافـت  از 

  . شداستخراج 
DNA  ــده به لحاظ کم ــتخراج ش  DNAن غلظت یی(تع یاس

استخراج شده  DNAن درجه خلوص یی(تع یفیاستخراج شده) و ک
ــتفــاده از OD 260/280آن در  يبــا خوانش جــذب نور ) بــا اسـ

دســت   منظوربهآن پس از و  قرار گرفت یمورد بررسـ ـ وفوتومتریب
انجام شد د یل آمیآکرژل  يالکتروفورز رو ،مورد نظر DNAبه  یابی

) بــا واکنش BRAFژن  15اد ژن هــدف (اگزون یــازد تــاًینهــاو 
صــورت  نرمال و موتانت  يلل هاآ يبرا (PCR) مرازیپل يارهیزنج

  . گرفت
ــه روش افتراق  یپل يارهیزنـج ـ واکـنـش     Allelicآللی (مراز ب

Discrimination PCR): 
ــ منظوربهن مطالعه یدر ا به اد ژن یازدژن هدف،  یفیک یبررس
 Allelic) یمراز به روش افتراق آلل یپل يارهیزنجواکنش کمـک  

Discrimination PCR) صورت گرفت.  
ــ 40مراز در  یپل يارهیزنجواکنش   یژنوم DNA يکل برایس

کل یس 38ره مغز استخوان و یو آسپ یطیاستخراج شده از خون مح
ن و محاط یدر فرمالکس شــده  یمســتخرج از بافت ف DNA يبرا

تر یکرو لیم 5شامل (تر یکرو لیم 50 یین با حجم نهایشده در پاراف
کرو مولار، یم 25م با غلظت یزید منیتر کلریکرو لیم PCR ،3بافر 

ــا غلظــت dNTPتر یکرو لیم 1 ک از یــتر از هر یکرو لیم 1.5 ب
الگو با غلظت  DNAتر از یکرولیم 2، معکوسو  میمستق يمرهایپرا
 taqمراز  یپل DNAم یواحــد آنز 1تر، یکرولینــانو گرم در م 50

)Genetbio50بــه  ییکــه حجم نهــا ي) و آب مقطر (بــه مقــدار 
ــانده شــود)) برا یکرولیم هر در  ،نرمال و موتانت يآلل ها يتر رس

  جداگانه انجام شد. طوربهنمونه 
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ــب ا PCRمراحـل انجـام    چــه از  یژنوم DNAنکــه یبر حسـ
 یو توال 2 و 1 ول شــمارهادر جد ،اســتخراج شــده باشــد  يانمونه

  ذکر شده است. 3در جدول شماره  یمصرف يمرهایپرا
 TBE با بافر د یل آمی ـآکرژل  يلکتروفورز بر روان، ای ـدر پـا 

0.5Xییمحصــول نها يبرا PCR  ا عدم وجود یانجام شــد و وجود
ــاس باندها ــده   يجهش بر اس کنترل  يهانمونه يبرامشــاهده ش

شده  هیفیلید (طول قطعه امپیمشـخص گرد  یمثبت و کنترل منف
ــدیم 148bpموتانت و نرمال  يآلـل ها  يبرا افراد  ازآنجاکه). باشـ

 صورتبهرا  BRAF V600Eجهش  ییسلول مو یمبتلا به لوسـم 

ــورتکنندیمافت ی ـگوت دریهتروز ک فرد مبتلا را ی ی، تنها در صـ
انگر آلل موتانت و یکه هر دو باند نما میریگیمحامل جهش در نظر 

، قابل ياز و یابیهمزمـان در نمونـه مورد ارز   طوربـه  یعیآلـل طب 
مانند  یصیتشخ يهاروشگر ین مطالعه از دیدر ا مشـاهده باشـند.  

ــبر ــیعالف یرسـ ــفاتازیت اسـ  (TRAP)مقاوم به تارتارات  يد فسـ
ن یتوســط ا Annexin A1  ژنیآنتان یو بک یلوســم يهاســلول
ــلول ــل از بررسـ ـیآنکه نتا لیبه دل، هاس ر یدر ســا هاآن یج حاص

ــابه و د يهایمیبدخ ــلول يهاردهگر یمش  شــودیمز مثبت ین یس
  ).11، 24، 25( استفاده نشده است

  
  .شودیمضد انعقاد جدا  يره مغز استخوان حاویو آسپ یطیاز خون مح یژنوم DNAکه  یطیدر شرا PCRمراحل انجام  ):۱جدول (

  مرحله  دما  مدت زمان

  هیاول يواسرشت ساز  C°94  قهیدق 5
  کلیس 40                                                                                                              

  يواسرشت ساز  C°94  هیثان 30

  اتصال  C°59  هیثان 30

  گسترش  C°72  قهیدق 1

 ییگسترش نها  C°72  قهیدق 10

  
 .شودیمن جدا ین و محاط شده در پارافیکس شده در فرمالیاز بافت ف یژنوم DNAکه  یطیدر شرا PCRمراحل انجام ): ۲جدول (

  مرحله  دما  مدت زمان

  هیاول يواسرشت ساز C°95  قهیدق 5
  کلیس 38                                                                                                                         

  يواسرشت ساز C°95  هیثان 40

  اتصال C°58  قهیدق 1

  گسترش C°72 هیثان 30

 ییگسترش نها C°72  قهیدق 10

  
 Allelic Discrimination PCRبه روش  BRAF V600Eون یموتاس یابیبه کار رفته در رد يمرهایپرا یتوال ):۳(جدول 

 هاآن یمرها و توالیانواع پرا

 ’TAG GTG ATT TTG GTC TAG CTA CCG A - 3 -’5    :آل موتانت يم برایمر مستقیپرا

 ’GTA ACT CAG CAG CAT CTC AGG G- 3 -’5     :آلل موتانت يمر معکوس برایپرا

 ’TAG GTG ATT TTG GTC TAG CTA CCG T- 3 -’5      :یآلل وحش يم برایمر مستقیپرا

  ’GTA ACT CAG CAG CAT CTC AGG G -3  -’5     :یآلل وحش يمر معکوس برایپرا
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  هایافته
و  یص طبیشگاه تشخیبه آزما کنندهمراجعهمار یب 17ان یاز م
جود ، واندقرارگرفته یموردبررسن مطالعه یوند که در ایپ یتخصـص 
گزارش شده است که از  هاآنمورد از  14در  ییسلول مو یلوسـم 

 مؤنث) درصد7.14نفر ( 1) مذکر و درصد92.86نفر ( 13ان، ین میا
ســال  49.5 یمتوســط ســن) و 13:1 مؤنثبوده (نســبت مذکر به 

 يهاســـلول. اندداشـــتهســـال)  83ســـال و حداکثر  33(حداقل 
 يهانمونهه شــده از یر تهیشــکل در اســم ییبا زوائد مو يدیلنفوئ

ان ینحوه ب یبررســ. مشــاهده شــدماران یب نیانفر از  13مربوط به 
ــطح  يهاژنآنتی ــس ــت ماران ین بیا B يهاتیلنفوس با انجام تس

 یقطع طوربهمار یب 9در  يتومترینگ به کمک فلوسیپیمونوفنوتایا
مشکوك به  ،گرید ماریب 5 وبوده  ییسلول مو یانگر وجود لوسمیب

ت یوضــع یســت که بررســین در حالیا. اندبودهن اختلال یابتلا به ا
وجود  دهندهنشــانمار یب 14ن یا یتمام يبرا BRAFژن  یجهشــ

ــت. در  هـا آن یژنوم DNAدر  BRAF V600Eجهش  بوده اسـ
ک یرتومتیک و فلوســایکروســکوپیم يهالیوتحلهیتجزگر ید يسـو 

ــاهده  منظوربهمانده  یمـار باق یب 3 يبرا ــلولمشـ و  ییمو يهاسـ
ص یدر جهت تشخ B يهاتیلنفوسسطح  يهاژنآنتیبروز  یابیارز

ــمیا يانگر عدم ابتلاینوع اختلال، ب  ییســلول مو ین افراد به لوس
در ژنوم  BRAF V600Eون ین امر با عدم رخداد موتاسیبوده که ا

 یکروســکوپیم یبررســتســت  3ج یز همراه بوده اســت. نتاین هاآن
جهش  یابیو رد يتومترینگ به کمک فلوسیپیمونوفنوتاید، ایاسـلا 

ک یماران به تفکیک از بیهر  ي، برایابینوع نمونه مورد ارزبه همراه 
  نشان داده شده است. 4در جدول شماره 

 
 یابیو نوع نمونه مورد ارز BRAF V600Eون یموتاس یابینگ و  ردیپیمونوفنوتایک، ایکروسکوپیم يهایبررسج ینتا ):۴جدول (

PB: Peripheral Blood, BMA: Bone Marrow Aspirate, BMB: Bone Marrow Biopsy 

  

 یابیجه ردینت
 ونیموتاس

جه ینت
 نگیپیمونوفنوتایا

 یسطح يهاژنآنتیان یزان بیم
هاتیلنفوس  

زان یم
 يهاتیلنفوس

 يدارا غیرنرمال
 شکل ییزوائد مو

تیجنس سن نوع نمونه   فیرد 
CD103 CD25 CD11c 

  1  مذکر BMA/PB 63 ده شدهید 14% 9% 11% ار مشکوكیبس مثبت
  2  مذکر BMA 33 43% 72% 68% 40% یص قطعیتشخ مثبت

  3  مذکر PB 41 71% 75% 35% 87% یص قطعیتشخ مثبت

  4  مذکر BMA/BMB 34 64% 64% 70% 73% یص قطعیتشخ مثبت

  5  مذکر BMA/BMB 50 16% 6% 10% 23% یص قطعیتشخ مثبت
  6  مذکر BMA/PB 66 1-2% 24% 23% 10% مشکوك مثبت

  7  مذکر PB 43 31% 26% 68% 35% یص قطعیتشخ مثبت
  8  مذکر BMA/BMB 63 9% 19% 28% 25% یص قطعیتشخ مثبت
  9  مذکر PB 41 41% 33% 45% 46% یص قطعیتشخ مثبت
  10  مؤنث BMA/BMB 49 6% 14% 12% 34% یص قطعیتشخ مثبت
  11  مذکر BMA/BMB 47 1-2% 26% 18% 35% ار مشکوكیبس مثبت
  12  مذکر BMA/BMB 83 7% 36% 30% 70% یص قطعیتشخ مثبت
 13  مذکر PB 42 0% 10% 6% 2% ار مشکوكیبس مثبت

 14  مذکر BMA/PB/BMB 38 5-8% 11% 27% 22% ار مشکوكیبس مثبت

یمنف یمنف  %1< %1< %1< %0 PB/BMB 66 15  مذکر 

 16  مذکر BMA/PB 60 0% 16% 53% 1% یمنف یمنف

 17  مذکر BMA 43 1% 13% 26% >1% یمنف یمنف
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  گیرينتیجهبحث و 
و یفراتیمـار مبتلا بـه اختلالات لنفوپرول  یب 17ن مطـالعـه   یدر ا

ــودیمکه گفته  یک مارکر مولکولیوجود  ازنظر ــاس ژنت ش  یکیاس
قرار گرفتند  یابیمورد ارز ،کندیم يزیه ریرا پا ییسلول مو یلوسم
ن ویموتاس يه وجود انحصارید نظریرا نشـان دادند که مؤ  یجیو نتا

BRAF V600E ــم ــلول مو یدر لوس ــا یدر مقا ییس ــه با س ر یس
آن  یابیرد يبالا یصیو مزمن و ارزش تشخیفراتیاختلالات لنفوپرول

  بوده است. يمارین بیا ییدر شناسا
کل اگزون  یتوالن ییو همکارانش با تع Tiacci، 2011در سال 

 ســلول یک فرد مبتلا به لوســمیک یمربوط به ســلول لوســم يها
ســلول نرمال همان فرد به  ياگزون ها یســه آن با توالیو مقا ییمو

ود سنگر وج ین توالییبردند و با تع یپ یکیجهش سـومات  5وجود 
ــهاجهشن یاز ا یکید نمودند. یی ـرا تـأ  هـا جهشن یا ون ی، موتاسـ

BRAF V600E  ژن  15در اگزونBRAF  بوده است که سابقاً به
رامون آن یپ ياریاشاره و مطالعات بس هایمیبدخر ینقش آن در سا

ن ینه مطالعه ایقات خود را در زمیتحق هاآنن یانجام شده بود. بنابرا
ــخ ــمیجهش و نقش آن در تش ــلول  یص و درمان هدفمند لوس س

 یجیدادنــد و بــه نتــاز ادامــه یگر نید يمــار مبتلایب 47در  ییمو
 يدارا هاآنماران مورد مطالعه یب یتمام دادیمدند که نشــان یرســ

ر یماران مبتلا به سایک از بیچ یکه هیدر حال اندبودهجهش مذکور 
انجام شده  يهایبررسدر  ییسلول مو یاختلالات مشـابه به لوسم 

ــده نبودند. هاآنتوســـط  ــاره شـ آنکه در  باوجود حامل جهش اشـ
ک یلوسم يهاسـلول و همکارانش  Tiacci یمورد بررس ـ يهانمونه

ــنگر  ین توالییص به روش تعیجهت تشـــخ ياآســـتانهدر حد  سـ
قرار  یمورد بررس يانمونهو ممکن اسـت   اندداشـته وجود  (30%)

جه یک نبوده و لذا نتیزان سلول لوسمین میا يگرفته باشد که حاو
 هاآنگزارش شده باشد، اما  یکاذب، منف صـورت بهآن  يتسـت برا 

 یماران مبتلا به لوسمیکه وجود ب اندنگرفتهده ین موضـوع را ناد یا
 ینباشند و به عبارت BRAF V600Eکه حامل جهش  ییسلول مو

 یمورد بررس يرا جامعه آماریراست، زیباشد امکان پذ یقیحق یمنف
دك ر انایبس یماران مبتلا در سطح جهانیسه با تعداد بیدر مقا هاآن

 ).12( است
 یابیرد منظوربهو همکارانش  Xiکه توسط  يگریدر مطالعه د

انجام  ییسلول مو یان به لوسمیدر مبتلا BRAF V600Eجهش 
 هاآنمورد مطالعه  يمار مبتلایب 53ان ید که از میشد مشخص گرد

 را دارند BRAFژن  يرموتانت) الل های(غ  یعیمـار فرم طب یب 11
)26.(  

ک مطالعه یاز  2015ج منتشـر شده در سال  ینتان در یهمچن
مار مبتلا به یب 11 ينده و همکاران بر رویگذشــته نگر توســط پا 

 در زمان ینیران، که در آن علائم بالیدر غرب ا ییسلول مو یلوسم

، نوع درمان، نرخ بقا و یخون يهاسلول یص، شمارش افتراقیتشـخ 
قرار گرفته است،  یابیماران، مورد ارزیب BRAFوجود جهش در ژن 

سال  50 یماران، مذکر و با متوسـط سن یب یگزارش شـده که تمام 
حامل  هاآناز  9، اما تنها %اندداشته یتوپنیپان سا یو همگ اندبوده

 ).23( اندبودهدر ژنوم خود  BRAF V600Eجهش 
ــاس ا ــم هاافتهین یبر اس  یو آنچه که تا به امروز در مورد لوس

ز تلاش شده است تا ین مطالعه نیاثبات شده است در ا ییسلول مو
 یژگین ویچند ازنظر ین لوسمیمبتلا به ا یرانیماران ایاز ب يتعداد

 ه شده ازیته يرهایدر اسم ییمو يهاسلولوجود  ازجمله یکینیکل
ز مار، نحوه برویمغز استخوان ب یوپسیا بیره و ی، آسـپ یطیخون مح

 BRAFژن  یت جهشیو وضع B يهاتیلنفوسدر سطح  هاژنآنتی
مطالعات  یرند. در مطالعه حاضــر برخلاف برخیقرار گ یابیمورد ارز

ــت، ارتباط جهش   هاآنانجام شــده، که در بالا به  ــاره شــده اس اش
BRAF V600E  ــخ به درمان و م  یابیمار ارزیب يزان بقایبـا پاسـ

  ماران محدود است. ینشده و تعداد ب
انگر آن اسـت که متوسط  ین مطالعه بیدر ا آمدهدسـت بهج ینتا

در مطالعات  شدهگزارشزان یاز م ترکم یموردبررس ـان یسـن مبتلا 
ــت که ا یجهان ــانن امر یاس ــن يمارین بیبروز ا دهندهنش ن یدر س

ــبت به جمع یرانیت ایدر جمع يترپایین ــاینس ر نقاط جهان یت س
 به زنانر، نســبت مردان مبتلا یت درگیو به لحاظ جنســ باشــدیم

ــت 1بـه   13مبتلا  ــابه  مؤنثت جنس مذکر بر ی ـغـالب   .اسـ مشـ
در ســراســر  گرفتهانجامگر مطالعات یاز د آمدهدســتبه يهاگزارش
) 1،13(شــدگان نســبت مرد به زن در مبتلا هرچند. هســتجهان 

ــتر از مقـاد یب ــدهگزارشر یشـ ــد یم شـ  تواندیمزان ین می. ابـاشـ
ار یسب ین لوسمیبه ا یرانیزنان ا ين باشـد که ابتلا یا دهندهنشـان 

، هرچند دهدیمرخ  یاســت که در ســطح جهان يزینادرتر از آن چ
 يازمند جامعه آمارین هاآناز  گیرينتیجهو  هانســبتن یان ایکه ب
  است. يترعیوس

ارزش  ین مطالعه بررسـ ـیاز انجام ا یهدف اصــل که یآنجائاز 
 یبه لوسم انیدر مبتلا BRAF V600Eجهش  یابیرد یصیتشـخ 

 يمارین بیا ییدر شناسا ترجیرا يهاروشسه با یدر مقا ییسلول مو
 ییق مشاهده سلول مویماران از طریه بیاول يبوده است، لذا غربالگر

مغز  یوپســیا بیره و ی، آســپیطیاز خون مح شــدههیتهر یدر اســم
ن یا ییق در شـناسا یاما دق ییابتدا يهاروشاز  یکیاسـتخوان، که  

ــورت گرفت. مرحله دوم غربالگر يماریب ــت، صـ ــ ياسـ  یبا بررسـ
ــطح  يهـا ژنآنتیان ی ـب یچگونگ ــسـ به کمک  B يهاتیلنفوسـ
ت یعوض یبررس یلیتست تکم تیدرنهاانجام شد و  يتومتریفلوس ـ

ــد. در یب یتمام يبرا BRAFژن  یجهشـــ ماران در نظر گرفته شـ
مار گزارش شــده اســت یدر نمونه ب ییکه وجود ســلول مو يموارد

کرده  را اثبات يماریوجود ب طورقطعبها ینگ یپیمونوفنوتایجه اینت
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ــک به وجود بیو  ــت اما تحت ه يماریا شـ چ یرا گزارش کرده اسـ
 یالحن در ین اختلال را رد نکرده است و ایفرد به ا يابتلا یطیشرا

 یدر تمام BRAF V600Eون یوجود موتاس یکه تست بررس است
ــت.  یا ــده اس ــت ردیبنابران موارد مثبت گزارش ش  یابین چون تس

ج یرا يهاروشر یهمسو با سا ياجهینت BRAF V600Eون یموتاس
جه گرفت که ینت توانیمدارد،  ییسلول مو یلوسـم  ییدر شـناسـا  

ن یا رتقیدقص هرچه یمناسب در تشخ يدییک تست تأین تست یا
ــت و  ــکه در  یمارانیب یآنکه حت لیبه دلاختلال اسـ  يهایبررسـ

 یه لوسمب ينگ مشکوك به ابتلایپیمونوفنوتایا  ک ویکروسکوپیم
خود  یژنوم DNAون مذکور را در ی، موتاسباشندیم ییسـلول مو 

 یصین تست ارزش تشخیکه ا شودیمن حاصل ی، چنانددادهنشان 
ــه ب ییبالا ــاهده  يماریدارد. چنانچه س ــلولرا که عدم مش  يهاس
ــم ییمو ــدههی ـتهر یدر اسـ  یبا گزارش منف هاآن يهانمونهاز  شـ

ــیپیمونوفنوتایا  يبرا BRAF V600Eون ینگ و عدم وجود موتاس
ــت  هـا آن ن مطالعه در نظر یا یکنترل منف عنوانبههمراه بوده اسـ
 تیرنهاد. میاافتهیز یخود ن يهايریگجهینت يبرا يدییم، تـأ یریبگ

صورت گرفته که  یشـگاه یقابل ذکر اسـت که چون مطالعه در آزما 
 کندیمافت یران نمونه دریداشـــته و از اکثر مناطق ا یجنبه ارجاع

قابل اعتماد است، هرچند که  يادیتا حدود ز آمدهدستبهج یلذا نتا
ازمند ین یموردبررساندك است و موضوع  موردمطالعه يجامعه آمار

  است.  يترگستردهقات یتحق
  

  یتشکر و قدردان
ــت از کلیپا در ن مطالعه ما یکه در انجام ا يه افرادیان لازم اس

 يو هماتولوژ یبخش مولکول کـارکنان  ژهیوبـه ، انـد نموده ياری ـرا 
  م.ییوند تشکر نمایپ یو تخصص یص طبیتشخشگاه یآزما
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Abstract  
Background & Aims: BRAF-V600E mutation has recently been considered as a molecular marker in 
diagnosis of Hairy Cell Leukemia (HCL). Detection of this mutation has found a diagnostic and 
therapeutic value. The aim of the present study was comparing the diagnostic value of BRAF V600E 
mutation detection with other previous methods in diagnosis of HCL patients. 
Materials & Methods: Detection of BRAF V600E mutation in 17 patients was performed with allelic 
discrimination polymerase chain reaction (PCR). The ppatients’ history including results of previous 
diagnostic tests such as peripheral blood or bone marrow smears as well as flow cytometry 
immunophenotyping were also collected in order to compare the diagnostic value of BRAF V600E 
mutation testing with other routine methods in diagnosis of HCL. 
Results: Lymphoid cells with hairy-like projections were observed in smears of 14 patients. 
Immunophenotyping by flow cytometry for HCL in these patients were reported as “Definitely 
Diagnosed” in 9 cases, “Highly Suspicious” in 4 cases and “Suspicious” in 1 case, while BRAF V600E 
mutation were detected in all of them. Microscopic and flow cytometric analysis for three remaining 
patients ruled out the presence of HCL, which were related with absence of BRAF V600E mutation in 
these patients. 
Conclusion: Since the results of mutation detection confirmed the final report of two other tests, it can 
be concluded that BRAF V600E mutation detection has a high diagnostic value and is an appropriate 
confirmation test in this regard. 
Keywords: Hairy Cell Leukemia (HCL), Serine - threonine kinase protein, BRAF V600E mutation 
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