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 در بيماران ايراني مبتلا به نوروبلاستوما با MYCN ارزيابي تكثير ژنومي انكوژن
 (Real Time)  كيفي و كمي PCRاستفاده از دوروش 
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  چكيده
بر روي نمونه  MYCNبررسي تكثير ژنومي  ،امروزه در سراسر دنيا  اولين اقدام پس از تشخيص هيستوپاتولوژيك نوروبلاستوما :سابقه و هدف

 .آگهي و استراتژي درمان بيماران مبتلا به نوروبلاستوما داردنقش اصلي را در تعين پيش MYCNو بررسي وضعيت امپليفيكيشن  تومور
 نوروبلاستوما با استفاده با تشخيص پاتولوژي ) ماه5/1- 124(سال  1/4ميانگين سني  با دختر 32پسر و  43 شامل،  بيمار 75 :يسروش برر 
  . شدند بررسي MYCN از نظر تكثير ژنومي  PCR دو روش كيفي  و كمي از

 ،MYCN گروه با تكثير ژنومي در . را نشان دادندMYCNتكثير ژنومي ، با روش كمي  درصد47با روش كيفي و بيماران درصد  43 :هايافته
 SRCT درصد بيماران با تشخيص پاتولوژي 50 در MYCNتكثير ژنومي. داشتندسن  سال 1بيش از درصد  43كمتر از يك سال و درصد  28

 .مشاهده شد

اين روش به مقدار كمي نمونه . مي باشدMYCN سريع ، مقرون به صرفه و قابل اعتماد در بررسي تكثير ژنومي ي روش PCRروش : گيرينتيجه
 . بر روش كيفي ارجحيت دارد،شكارسازي تكثير ژنومي و كاهش موارد مشكوك آ درتوانايي بيشترو روش كمي به دليل سريعتر بودن . ردنياز دا

  .PCR، آمپليفيكاسيون، MYCNنوروبلاستوما،  :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
اي در  تـرين تومـور جامـد خـارج جمجمـه         نوروبلاستوما شـايع  

 درصد موارد مرگ و مير ناشـي از سـرطان           15 كودكان بوده و  

                                                 
  بهزاد پوپكدانشگاه آزاد اسلامي، واحد پزشكي، دكتر تهران، : نويسنده مسئولآدرس 

)email: bpoopak@yahoo.com(  
  30/9/1389: تاريخ دريافت مقاله
  20/2/1390 :تاريخ پذيرش مقاله

 درصـد مـوارد   96). 1( شودگي محسوب ميدر اين دوره از زند 
ويژگـي  ). 2(يابـد    سالگي بروز مي   10نوروبلاستوما قبل از سن     

 به طوري ،  باليني بارز نوروبلاستوما ناهمگوني گسترده آن است      
كه نحوه گسترش و پيشرفت بيماري با توجه به سن كودك در            

هــاي درگيــر و فاكتورهــاي بيولوژيــك زمــان تــشخيص، انــدام
 ).1( است (enigmatic) بسيار متفاوت و مبهم مولكولي
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 اكثـراً بيمـاري موضـعي       ، سـال  1طوركلي كودكان كمتر از     ه  ب
داشته كه توسط جراحـي بـه تنهـايي و يـا جراحـي و شـيمي                 

اين در حـالي اسـت كـه كودكـان          . قابل درمان هستند   درماني
 سـال معمـولاً در زمـان تـشخيص بيمـاري منتـشر و               1بالاي  

در  هاي درماني شـديد   اكثر آنها با وجود رژيم    شديدي داشته و    
اين ناهمگوني باليني بـا     ). 3-5(شوند  نهايت تسليم بيماري مي   

از ميان . فاكتورهاي بيولوژيك مولكولي بسياري در ارتباط است   
 سـال گذشـته مـورد       20ترين آنها كه در طي      اين عوامل، مهم  

 MYCN انكوژني بـا نـام       ،مطالعه گسترده محققين قرار گرفته    
 قـرار دارد    2 روي بازوي كوتاه كروموزم      MYCNژن  ). 1(است  

(2p24) . محــصول ژن MYCNاي يــك فــسفوپروتئين هــسته
 باعث فعال MAXهاي ديگر نظير است كه با اتصال به پروتئين  

 MYCNعرضه بيش از حـد      ). 6( گرددشدن نسخه برداري مي   
ك هـاي تحري ـ   رونويسي از گروهي از ژن     MAXو اتصال آن به     

 .دهـد اند را افزايش مـي    كننده تكثير سلولي كه هنوز ناشناخته     
 در MYCNانــد افــزايش عرضــه مطالعــات متعــدد نــشان داده

هـاي  هاي طبيعي موجب تبـديل شـدن آنهـا بـه سـلول            سلول
همچنين القـاي عرضـه بـيش از حـد          ). 8،  7( گرددبدخيم مي 

MYCN   هـا  هاي ترانس ژنيك، اين موش     در نورواكتودرم موش
مكانيـسمي كـه موجـب      ). 9(كند  ا به نورو بلاستوما مبتلا مي     ر

ــد   ــيش از ح ــه ب ــا   MYCNعرض ــي ي ــر ژن ــردد، تكثي ــي گ  م
Amplificationــت ــي از    . اس ــسمت خاص ــد ق ــن رون ــي اي ط

 گـردد كروموزوم به دفعات متوالي درون ژنوم سلول تكثير مـي         
)1،4 .(  

 درصد موارد نوروبلاسـتوما     25 در بيش از     MYCNتكثير ژنومي   
اند كه تكثيـر ژنـومي      مطالعات متعدد نشان داده   ). 1( وجود دارد 

MYCN     با مراحل پيشرفته نوروبلاستوما در كودكـان در ارتبـاط 
 تكثيـر يافتـه     MYCNاست و در بيماراني كه مبتلا به تومور بـا           

آگهي بدتر است   تر بوده و پيش   باشند، گسترش بيماري سريع   مي
كـه  صـورتي   در ،قيقـات همچنين بر اسـاس سـاير تح      ). 10- 12(

 تكثير يافته، تحت رژيـم درمـاني شـديد          MYCNبيماران داراي   
  ).3(يابد قرار گيرند ميزان بقاي آنها افزايش چشمگيري مي

هـا، انتخـاب    علاوه بر اين بديهي است كه مانند ساير بـدخيمي         
رژيم درماني مناسب براي بيماران مبتلا بـه نوروبلاسـتوما نيـز            

باشد و  ندي صحيح و دقيق امكان پذير نمي      بدون انجام درجه ب   
كه  امروزه براي تعيين درجه و پـيش آگهـي بيمـار              يياز آنجا 

 ضـروري   MYCNتكثيـر   دچار نوروبلاستوما آگاهي از وضعيت      
 در تمام بيماران در زمان      MYCNاست، بررسي وضعيت تكثير     

  ).14، 13، 4(تشخيص امري بسيار حياتي محسوب مي گردد 

 در نوروبلاسـتوما در     MYCNدم بررسـي تكثيـر      با توجه به ع ـ   
، روند درمـان    ميت اين بررسي در تعيين پيش آگهي      ايران و اه  

و نيز به منظور پرهيز از عوارض درمان شديد در كودكان فاقـد             
MYCN            تكثير يافته تصميم به پيشنهاد و انجام بررسـي فـوق 

     .گرفته شد
  

  مواد و روشها
شخيص اوليه نوروبلاستوما يا كودك با ت 75، در مطالعه حاضر

 كيفي وPCR مشكوك به نوروبلاستوما با استفاده از دوروش 

 32پسر و   بيمار43. شدند ارزيابي (Real Time PCR)كمي 
 ماه  5/1حداقل (  سال 1/4آنها نفر دختر بوده و ميانگين سني 

نمونه مورد ارزيابي شامل بلوك يا .  بود)ماه 124و حداكثر 
استخوان و در يك مورد  هاي مغزارافينه، آسپيرههاي پبلوك

 از بلوك پارافينه پس از DNAاستخراج . بافت در فرمالين بود
هايي از بلوك و دپارافينه كردن آن با گزيلول انجام تهيه برش

- در مورد نمونه .)High Pure PCR Template, Roche(شد 

ديان اي با گراهاي تك هستههاي مغزاستخوان ابتدا سلول
 جدا شده و سپس  (Ficoll: 1.077-1.080 g/cm2)غلظتي 

DNAبراي اطمينان از كيفيت .  استخراج شدDNA  استخراج
 )OD260/OD280(غلظت، درجه خلوص  گيرياندازه، شده

DNA استخراج شده  biophotometer) Eppendorf( ،
 به منظور ارزيابي درصد 1الكتروفورز بر روي ژل آگارز 

       ژن  پرايمرهاي با PCR يون و انجام آزمايشفراگمانتاس
β -به منظور بررسي تكثير. گلوبين انجام شد MYCN در روش 

 و دو جفت MYCNاز دو جفت پرايمر  براي ژن  ،PCR كيفي
 مرجعبه عنوان ژن GADPH  پرايمر براي ژن بتاگلوبين و ژن 
 dNTP از PCRبراي واكنش  . و كنترل داخلي استفاده گرديد

 Taq ،مول ميلي5/1 ، كلررومنيزيمميكرومتر 200 ه غلظتب

DNA polymerase  به ميزان يك واحد، پرايمرها به غلظت
pmol 10  ميزان .  ميكروليتر استفاده شد50در حجم نهايي
DNA تعداد سيكل .  نانوگرم بود100 بيمار براي هر واكنش
PCR  بر اساس كيفيت DNA  استخراج شده و نيز با در نظر 

تعيين   سيكل35 تا 25 بين PCRگرفتن مرحله لگاريتمي 
 استخراج شده از DNA كنترل مثبت از ،در هر آزمايش. شد

 عدد از ژن 50با تعداد كپي  IMR32رده سلولي نوروبلاستوم 
MYCNهاي بيماران با تكثير ژنومي تاييد شده  و نيز نمونه

ج شده از براي كنترل منفي نيز از نمونه استخرا. استفاده شد
اي طبيعي و نيز از نمونه خود بيماران كه هاي تك هستهسلول

عدم تكثير ژنومي در آنها تاييد شده بود به همراه كنترل بدون 
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DNA (Master mix control)سپس محصولات .  به كار رفت
PCR 60/  ولت200 (  درصد5آكريلاميد برروي ژل پلي 
 نقره براي مشاهده آميزيالكتروفورز شده و از رنگ) دقيقه

 MYCN مربوط به ژن تكثير شده   باندهاي.باندها استفاده شد
 151 و 178به ترتيب با دو پرايمر اختصاصي در محدوده 

 بتاگلوبين و مرجعهاي جفت باز و باندهاي مربوط به ژن
GADPH جفت باز مشاهده شد104 و 120 به ترتيب در  .

 مرجع به ژن MYCN ارزيابي تكثير ژنومي با مقايسه نسبت
  .تعيين شد

  
 هاي مورد استفادهتوالي پرايمرها و پروب - 1جدول 

پرايمر و  توالي
 پروب

5-GTGCTCTCCAATTCTCGCCT-3 MYCN 
forward 

5 -GATGGCCTAGAGGAGGGCT-3 MYCN 
reverse 

5-FAM-CACTAAAGTTCCTTCCACCCTCTCCT-
TAMRA-3 

MYCN 
probe

5-TGGGCAGACACATCGTAGCA-3 NAGK 
forward 

5-CACCTTCACTCCCACCTCAAC-3 NAGK 
reverse 

5-VIC-TGTTGCCCGAGATTGACCCGGTTAMRA-3 NAGK 
probe 

  

  كميPCR برنامه - 2جدول 

Time  Cycles   

95°C for 5 minutes Initiation 1 cycle 

95°C for 15 seconds 50 cycle 

60°C for 1 minute 50 cycle 

 

 ميكروليتـر شـرايط بـه       25ر حجم   د PCR زمايش كمي آبراي  
 5/1 به ميـزان  mgcl2 ميكروليتر X 10 5/2بافر: شرح ذيل بود

 taq،  نـانومول 20 نانومول، هـر پرايمـر   10ميكرومولار، پروب 

DNA  ميزان   ، يك واحدDNA     نـانوگرم  100 هر بيمـار . PCR 
 .  انجام گرديدRotorgene 6000 مدل  Corbettبا دستگاه  كمي

هـاي اسـتفاده شـده در روش كمـي در            پـروب  توالي پرايمـر و   
 2  كمي در جـدول    PCR و برنامه مورد استفاده براي     1جدول  

 با استفاده از نسبت MYCNتعداد كپي مربوط به    .اندذكر شده 
    .براي هر بيمار محاسبه گرديد NAKG به MYCNدوز ژن 

  
  هايافته

 و  درصـد بـا روش كيفـي       43،  در ارزيابي انجام شده از بيماران     
 . را نشان دادند   MYCNتكثير ژنومي     با روش كمي    درصد 47

 بندي سني انجام شـده بـراي گـروه بـا تكثيـر ژنـومي              در گروه 
MYCN ،28  43بيمــاران ســن كمتــر از يــك ســال و درصــد 

نتايج حاصل از روش مـورد    .  سال داشتند  1سن بيش از    درصد  
ــايج ارســالي از طــرف   ــا نت ــه ب ــرمطالع ــا دكت ــشگاه ( هيام دان

 10همچنـين از     .در تمامي موارد مطابقـت داشـت      ) روشيماهي
 Small Round Cell Tumor بيمـار بـا تـشخيص پـاتولوژي     

)SRCT(     درصد مـوارد    50 ،كه مشكوك به نوروبلاستوما بودند 
 در ارزيــابي .)3 جــدول(  بودنــدMYCNداراي تكثيــر ژنــومي 

از دو روش كيفي و كمي اسـتفاده شـد          ،  MYCN تكثير ژنومي 
   . نمايش داده شده است4يج آن در جدول كه نتا

 

نتايج بررسي بيماران مطالعه حاضر با هردو روش كمي و  -4 جدول
 PCRكيفي 

ــد  درصــ
مـــــوارد 

 مبهم 

موارد فاقد  درصد  
 MYCN تكثير

مـــوارد درصـــد 
ــر  داراي تكثيـ

MYCN 

ــداد  تعــ
  بيماران

14 43 43 75 PCR 
 كيفي 

4 49 47 75 PCR 
 كمي 

  
  بحث

هاي پيش آگهي مختلف، بررسي وضعيت تكثير      در ميان فاكتور  
 نحـوه  نقش اصلي را در تعـين پـيش آگهـي و             MYCNژنومي  

در واقـع مطالعـات    .درمان بيماران مبتلا به نوروبلاسـتوما دارد 
 با مراحل پيـشرفته     MYCNاند تكثير ژنومي    متعدد نشان داده  

 .نيز سـرعت گـسترش تومـور ارتبـاط مـستقيم دارد            بيماري و 
 تشخيص سريع، كم هزينه و صحيح وضـعيت انكـوژن         بنابراين  
MYCNتــاكنون .  اهميــت فراوانــي در انكولــوژي يافتــه اســت

 كمـي و    FISH، PCR هاي متعددي مانند سـاترن بـلات،      روش
در دنيا براي بررسي اين تكثير ژنومي مورد استفاده قرار  كيفي
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تـر بـودن     به دليل سـاده    PCR ،هادر ميان اين روش    .اندگرفته
، كمتر بودن هزينه و در عين حـال ايجـاد نتـايج             حل انجام مرا

. ، بيشتر از سايرين مورد توجه قـرار گرفتـه اسـت           بخشرضايت
كه در بـسياري از    نياز داردDNAساترن بلات به مقدار زيادي 

فـراهم كـردن آن دشـوار يـا          موارد به دليل ناچيز بودن نمونه،     
ها علاوه بر   وش نيز در مقايسه با ساير ر      FISH .غيرممكن است 

 روش  .)15-17( هزينه بالاتر از صحت كمتري برخوردار اسـت       
ــي  ــي بررس ــي داراي   MYCN كم ــا روش كيف ــسه ب      در مقاي

وارد محـيط    PCR محصولات   ،در روش كمي   .هايي است مزيت
ي و ايجـاد    لـودگ آ بنابراين احتمـال بـروز       ،شوندآزمايشگاه نمي 

مـشكلات    روش كمـي،  . رسـد اقل مي نتايج مثبت كاذب به حد    
روش كيفي از جمله وقـت گيـر و دشـوار            PCR مراحل پس از  

روش كمـي    . بودن مراحـل تهيـه و رنـگ آميـزي ژل را نـدارد             
 را  MYCN تعيـين دقيـق تعـداد كپـي        برخلاف روش كيفـي،   

 .سازد كـه از نظـر بـاليني اهميـت فراوانـي دارد            پذير مي امكان
 ـروش كمي بسيار سـريع     آن ر از روش كيفـي اسـت و نتـايج           ت

 بنابر اين حتي در صورت      ،شوندماده مي آ ساعت   3اكثر طي   حد
 .)18-21(زمايش را در يك روز كاري تكرار كرد آتوان نياز مي

فقـط در يـك   MYCN كمـي و كيفـي    PCRبا توجه به اينكه 
اند، در بررسي مطالعه بين المللي و به طور محدود مقايسه شده

ليني نوروبلاستوما بـا     بيمار با تشخيص پاتولوژي و با      75حاضر  
مـورد ارزيـابي قـرار      كمي و كيفيPCRاستفاده از هردو روش 

روش در بررسـي وضـعيت انكـوژن         تا توانـايي ايـن دو      گرفتند
MYCNمقايسه قرار گيرد و  در ايران نيز مورد ارزيابي.  

بــه ترتيــب بــا  بيمــاران درصــد)  نفــر35 (47 و ) نفــر32( 43
 را نـشان    MYCNير ژنومي   كيفي و كمي تكث    PCRاستفاده از   

 21،  در برزيل انجام شد2009ه در سال    اي ك عهلدر مطا  .دادند
تكثير ژنومي  ،PCRدو روش كمي و كيفي بيماران با هر درصد

MYCN   100روش   بنابراين همخـواني ايـن دو    .را نشان دادند 
شـيوع مـوارد داراي       هرچند در مطالعه حاضر    ).21( درصد بود 

بـا بررسـي كـه در برزيـل انجـام شـد               MYCNتكثير ژنـومي    
اما از نظر ، ) درصد21درصد در مقابل  47 و 43 (متفاوت است

كمي و كيفي، نتايج  ما با بررسـي ذكـر شـده               PCRهمخواني  
  .نزديك بوده و قابل مقايسه است
 در بيمـاران مطالعـه   MYCN بالاتر بودن شيوع تكثيـر ژنـومي    

در مراحــل حاضــر ممكــن اســت بــه دليــل مراجعــه بيمــاران 
 ذكـر ايـن     .تر بيماري يا تشخيص ديرتر بيماري باشـد       پيشرفته

نكته ضروري است كه اكثر بيماران مطالعه ما از مراكـز پيونـد             
مـسئله  . مغز استخوان معرفي شده و وارد مطالعه حاضر شـدند         

تواند بالاتر بودن ميانگين سني بيماران مطالعه حاضـر         اخير مي 

 . مراجعه كردندSRCT مشخصات و نتيجه بررسي تكثير ژنومي بيماراني كه با تشخيص -3جدول

MYCN سن بر حسب ماه/ جنس گزارش پاتولوژي يافته هاي باليني وضعيت  شماره 

negative Mediastinal mass Small cell malignant tumor 31/M 1 

positive Liver mass Small round cell tumor suggestive of 
Neuroblastoma 

3 /M 2 

positive Abdominal Malignant small round cell tumor ,Neuroblastoma 22/ F 3 

negative Abdominal Malignant small round cell tumor 60/F 4 

positive Supraclavicular lymph node Metastatic malignant small round cell tumor 60/F 5 

negative Pelvic mass Malignant small round cell tumor 24/M 6 

positive Abdominal Small blue round cell tumor with sever necrotic 
change 

48/F 7 

negative Retroperitoneal Small round cell tumor 24/F 8 

negative Spinal cord mass Small round cell tumor 38/M 9 

positive Posterior Mediastinal Mas Small round cell tumor 9/M 10 
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 ماه كه در اكثر مطالعـات  22ني  نسبت به ميانگين س   ) ماه 48(

  ).22،23(ذكر شده است را نيز توجيه كند 
 14در روش كيفــي در   درصــد مــوارد  و4در روش كمــي در 

 بنــابراين كــاهش ،زمــايش مــبهم بــودآدرصــد مــوارد نتيجــه 
هـاي روش   تـوان بـه محـدوديت     روش را مـي    همخواني بين دو  

از مـوارد  برخـي   كيفي از جمله دشوار بـودن تفـسير نتـايج در         
 مرجـع   و ژن     MYCN مقايسه چشمي شدت بانـد       .نسبت داد 

در روش كيفي از جملـه مـسائلي اسـت كـه            براي تفسير نتايج  
 .ممكن است دقت و صحت اين روش را كاهش دهد

  درصد بيماران كمتر از يك     28 كيفي   PCR با استفاده از روش   
 درصد بيمـاران داراي يـك سـال يـا بيـشتر تكثيـر              43 سال و 
سن بيش از يـك سـال فـاكتور    .  را نشان دادند MYCN ژنومي

ــه     ــتلا ب ــاران مب ــراي بيم ــستقل ب ــامطلوب م ــي ن ــيش آگه پ
 MYCNشود و شيوع تكثير ژنـومي       نوروبلاستوما محسوب مي  

دريك مطالعه   .در بيماران با بيش از يك سال سن بيشتر است         
  درصـد بيمـاران    64 و درصد بيماران كمتـر از يـك سـال         4/9

 را نـشان    MYCN يك سال سن تكثيـر ژنـومي         داراي بيش از  
 ،مـشاهده گرديـد  ي در بررسي ديگر نتـايج مـشابه   ).16( دادند

 درصد 7  درصد بيماران بيش از يك سال و60بدين ترتيب كه 
 بودنـد  MYCNسال داراي تكثير ژنـومي       بيماران كمتر از يك   

رفت در مطالعـه حاضـر      طور كه انتظار مي    هرچند همان ). 24(
 در  MYCN ميان شيوع تكثيـر ژنـومي        يدارف معني نيز اختلا 

 اما نتايج ما ،دو گروه سني كمتر و بيش از يك سال وجود دارد       
از نظر ميزان شيوع تكثير ژنـومي تفـاوت قابـل تـوجهي بـا دو               

ايـن تفـاوت ممكـن اسـت بـه دلايـل            . مطالعه ذكر شده دارند   
مختلف از جمله ساير فاكتورهـاي بيولوژيـك مـوثر بـر تكثيـر              

تفـسير نتـايج     نيـز تفـاوت در روش انجـام و          و MYCNوميژن
  .  باشدPCRزمايش آ

عوامـل متعـدد ديگـري      ،  MYCN علاوه بر ميزان تكثير ژنومي    
كـه  باشـند   نيز در تعيين پيش آگهي نوروبلاسـتوما مـوثر مـي          

كودكان زير يك سـال پـيش آگهـي بهتـري           (سن بيمار   شامل  
پيش آگهي بهتري تومورهاي خارج آدرنال ( محل تومور ،)دارند
، ميـزان   بندي ميكروسكوپي ، درجه بندي جراحي  مرحله ،)دارند

آگهـي  زايي بيشتر با پـيش رگ(زايي تومور  رگ،)Ki 67(تكثير 
آگهـي بـدتر همـراه      بـا پـيش   (، فعاليت تلومراز    )بد همراه است  

، )آگهي بهتر پيش(يلتراسيون لنفوسيتي داخل تومور     ، انف )است
پيش آگهـي  (هومو وانيليك پائين ادرار    ميزان وانيل مندليك و     

  ).25( هستند و بسياري موارد ديگر) بدتر
بررسي بافت شناسي در نوروبلاستوما نه تنها از لحاظ تشخيص          

هـاي  سيستم .بندي تومور حائز اهميت است    كه از جهت درجه   

 ولـي طبقـه     ،اندبندي متعددي در طول زمان به كار رفته       درجه
شود تكرار پذير بوده     رايج استفاده مي   بندي شيمادا كه به طور    

دراين سيستم   .دار است و از لحاظ تعيين پيش آگهي نيز معني       
 و   از سـن بيمـار و ميـزان تكثيـر          ،علاوه بر ميزان تمايز سلولي    

بنـدي بيمـاران در     هاي تومـوري جهـت تقـسيم      پوپتوز سلول آ
  ).26( شود مختلف استفاده ميپيش آگهيهاي هگرو

عمدتا بـر   و  بندي جراحي بوده    روبلاستوما مرحله بندي نو مرحله
ــستم  ــرد و در  انجــام مــيINSSاســاس سي ــزارش آگي ن از گ
هـاي  ين مواردي چون وجود يا فقدان عقده      يپاتولوژي جهت تع  

 در اين سيستم بيماري به پنج       .شودلنفاوي درگير استفاده مي   
شود كه بـدترين   تقسيم مي),2A, 2B,3,4, 4S 1 (مرحله اصلي

بيـشترين ميـزان تكثيـر      .  است 4ش آگهي مربوط به مرحله      پي
  .  گزارش شده است4  و3ژنومي در مرحله 
 مطلوب يا نـامطلوب بـودن هيـستولوژي بـر           ،در مطالعه حاضر  

هـا پـاتولوژي    بندي شيمادا در بـسياري از گـزارش       اساس طبقه 
 و  MYCNذكر نگرديده بود كه بررسي ارتبـاط تكثيـر ژنـومي            

شـود جهـت    توصـيه مـي   . كرد را دشوار مي   نماي بافت شناسي  
هـاي پـاتولوژي از سيـستم شـيمادا در          سازي گزارش استاندارد

كليه موارد نوروبلاستوما استفاده شده و در صورت عدم امكـان           
به عنوان مثال ناچيز بودن حجم بافت، تشخيص تومور در مغز (

  .دلايل آن در گزارش آورده شود..) استخوان و
اند بيولوژي مولكولي نوروبلاستوما نشان دادههاي متعدد   بررسي

افـزايش    منجر به مهار تمايز سلولي،     MYCN كه تكثير ژنومي  
 .گـردد تكثير سلولي و نيز افزايش ميتوزيس و كاريوركسي مـي         

ــومي  ــر ژنــ ــابراين تكثيــ ــد  MYCN بنــ ــوارد فاقــ  در مــ
ــايز ــايز   (undifferentiated)تم ــا تم ــا ب ــاچيز ي  poorly (ن

differentiated( ــر اســت ونوروبلاســتوما شــايع ــدكس  ت ــا ان ب
  ).27( بالا همخواني دارد (MKI)كاريوركسي  /ميتوزي

گهي در بيماري نوروبلاستوما نقش بـسيار مهمـي         آتعيين پيش 
هـاي  در انتخاب استراتژي درمان دارد و امـروزه از تمـام روش           

بنــدي دقيــق  و طبقــهي موجــود ماننــد بررســي مولكــول   
ــراي  ــيشهيــستوپاتولوژيك ب گهــي ايــن آمــشخص نمــودن پ

 نـوزادان مبـتلا بـه       ،به عنوان مثـال   . شودبدخيمي استفاده مي  
در صورت عـدم    ،  كه بيماري متاستاتيك دارند    INSS 4 مرحله

در اكثر موارد عاقبت بسيار خوبي       MYCN وجود تكثير ژنومي  
كـه درصـورت وجـود        در حالي  ،با شيمي درماني محدود دارند    

گهـي بـدي دارنـد    آ بيمـاران پـيش   اينMYCN  تكثير ژنومي
كه كودكان و نوزادان تحمل عوارض زودرس و         يينجاآاز  ). 28(

هــاي تهــاجمي و شــديد را ندارنــد، تــشخيص ديــررس درمــان
گهي مطلوب داشـته و بيمـار       آمواردي از نوروبلاستوما كه پيش    
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 اهميـت   ،هاي كم خطرتر بقاي مناسبي خواهد داشـت       با درمان 
 ،گهـي آتعيين دقيـق مرحلـه و پـيش    ).29( اي داردفوق العاده

بقاي كلي بيمـاران مبـتلا را در كـشورهاي مختلـف بـه طـور                
بديهي اسـت كـه بـراي بهبـود         . چشمگيري افزايش داده است   

عاقبت بيماران ايراني مبتلا به نوروبلاستوما بايـد ماننـد سـاير            
 بررســي مراكــز معتبــر بــا تركيــب اطلاعــات بدســت امــده از 

گهـي بيمـاري بـه      آمرحله و پيش   ،وپاتولوژيكمولكولي و هيست  
 .طور دقيق مشخص گردد

آگهـي   عـلاوه بـر تعيـين پـيش        MYCNبررسي تكثير ژنـومي     
، نقش مهمي در تشخيص افتراقي نوروبلاستوما از ساير         بيماري

-هاي بدخيم به صورت  سـلول      نها سلول آهايي كه در    بدخيمي

-ه مـي مـشاهد ) small  round cell tumor(هاي كوچك گـرد 

 ، رابدوميوسـاركوما  ،نوروبلاسـتوما، لنفومـا   . كنـد ايفا مـي   شوند،
 Ewing’s، لوسـمي لنفوبلاسـتيك و تومورهـاي         استئوساركوما
 كودكان )SRCT (هاي كوچك و گردهاي با سلول گروه سرطان 

تـشخيص و طبقـه بنـدي صـحيح         ). 30( دهنـد را تشكيل مي  
SRCT     زه نـه تنهـا      زيرا امرو  ، از اهميت بسياري برخوردار است

 بلكـه   ،شـكار دارد  آهاي  تفاوت هادرمان هر كدام از اين بيماري     
گهي و عوامل خطرساز در هر بيمـار نقـش بـسيار     آشيتعيين پ 

مهمي در انتخاب استراتژي درمان و در نتيجه عاقبت بيمـاري           
هاي مرسوم مانند ايمونوهيستوشيمي در      استفاده از روش   .دارد

    راقــي ايــن تومورهــا را ميــسر بــسياري از مــوارد تــشخيص افت
هاي آزمايشگاهي   اما اين روش نيز مانند ساير بررسي       ،سازدمي

هاي خاص خود برخوردار بـوده و در مـواردي بـه            از محدوديت 
ابهامات تشخيصي افزوده و آخرين آزمـايش مـورد نيـاز بـراي             

به عبارت ديگر   . شوددستيابي به تشخيص نهايي محسوب نمي     
از يكـديگر بـا      SRCT د،  تـشخيص افتراقـي     در پاره اي از موار    

و ايمونوهيـستوشيمي ممكـن      تكيه بـر بررسـي ميكروسـكوپي      
- بررسي ،در اين مواقع  . است بسيار دشوار و يا غير ممكن باشد       

هاي مولكولي در دسترسي به تـشخيص قطعـي بـسيار كمـك             
 افتراقي   تشخيص MYCNبا بررسي تكثير ژنومي      .كننده است 

ــتوما از لنف ــتيك نوروبلاس ــمي لنفوبلاس ــا، لوس ــاي  ،وم توموره
Ewing’s     زيرا تاكنون در    ،شود و استئوساركوما امكان پذير مي 

 .گزارش نگرديـده اسـت  MYCN  ها تكثير ژنومياين بدخيمي
 در رابدوميوســاركوما و رتينوبلاســتوما MYCNتكثيــر ژنــومي 

 بنابراين از اين بررسي مولكولار در تشخيص .گزارش شده است  
ــي ن ــتوما  افتراق ــاركوما و رتينوبلاس ــتوما از رابدوميوس   وروبلاس

  ).31-41 (توان سود بردنمي
ــومي   ــر ژن ــر تكثي ــه حاض ــا 10 در MYCNدر مطالع ــار ب  بيم

 كـه باتوجـه بـه    small round cell tumorتشخيص پـاتولوژي  

هاي باليني و مورفولوژيـك مـشكوك بـه نوروبلاسـتوما           ويژگي
ــد ــت  ،بودن ــرار گرف ــابي ق ــورد ارزي ــي  در . م ــشخيص افتراق  ت

 ، مثبت شدن نتيجه بررسي    SRCTنوروبلاستوما از ساير موارد       
MYCN     اما با توجه به اينكـه       ،به نفع وجود نوروبلاستوما است 

 درصــد مــوارد 35 حــداكثر در MYCN شــيوع تكثيــر ژنــومي
 نتيجـه منفـي ايـن آزمـايش         ،نوروبلاستوما گزارش شده اسـت    

بـا توجـه بـه عـدم         .زدساتشخيص نوروبلاستوما را منتفي نمي    
پيگيري وضعيت بيماران مشكوك مطالعه حاضر از نظـر پاسـخ           

توان نتيجه گرفـت    به درمان و عاقبت بيماري به طور قطع نمي        
  در چنـد درصـد مـوارد بـه           MYCNكه بررسي تكثير ژنـومي      

 عـلاوه بـراين بـراي       .تشخيص قطعي بيماري منجر شده اسـت      
تـشخيص افتراقـي    بررسي ميزان سودمندي ايـن آزمـايش در         

SRCT   ،تعداد بيشتري از مـوارد بايـد مـورد           در بيماران ايراني
، نتيجه بررسي   SRCTدر تشخيص افتراقي    . ارزيابي قرار گيرند  

هـا و نيـز     مولكولي بايد همواره با توجه به نتايج ساير آزمـايش         
به طور كلـي   .ني بيماران مورد تفسير قرار گيرد  هاي بالي ويژگي

هاي متعـددي كـه     نيز بررسي  ج مطالعه حاضر و   با توجه به نتاي   
در مـورد اهميـت      ،در كشورهاي مختلف صورت گرفتـه اسـت       

هاي بررسي آن به نكـات       و روش  MYCNارزيابي تكثير ژنومي    
 : ذيل مي توان اشاره كرد

ترين فاكتور بيولوژيك در تعيين      مهم MYCN  تكثير ژنومي  -1
 بيمـاري   خطرزان  گهي نوروبلاستوما است و در تعيين مي      آپيش

درمان بيماران مبتلا به نوروبلاسـتوما      . كندنقش مهمي ايفا مي   
 بيماري ممكـن اسـت      خطربدون تعيين دقيق مرحله و ميزان       

اخـتلال در    ،به از دست دادن عضو طـي عمـل جراحـي          منجر  
 عوارض نـاتوان كننـده يـا بـسيار          ف و هاي مختل عملكرد ارگان 

 ـ     الا گـشته و درنهايـت   جدي ناشي از شـيمي درمـاني بـا دوز ب
ين يـا   ي پـا  خطـر كيفيت زندگي و ميزان بقاي بيماران با درجه         

 از طـرف ديگـر بـا شناسـايي          .متوسط را به شدت كاهش دهد     
توان بـا تغييـر اسـتراتژي درمـاني يـا      خطر بيماري مي موارد پر 
  .تر كردن آنها عاقبت بسياري از بيماران را بهبود بخشيدوسيع

سـايي حـداقل بيمـاري باقيمانـده در         هاي شنا  امروزه روش  -2
 ـ    نوروبلاستوما به خوبي بررسي و توصيف شده       ويـژه  ه  انـد كـه ب

 بالا بسيار سـودمند     خطربراي پيگيري درمان بيماران با درجه       
  .باشندمي
سـت كـم      بايد توجه داشت كه درمـان بـيش از حـد يـا د               -3

رنـگ كـردن شـانس بقـاي         علاوه بر كم   ،گرفتن يك بدخيمي  
 هاي زيادي را به بيمار و نيز سيستم بهداشـت و   هزينهبيماران،  

  .كنددرمان يك كشور تحميل مي
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، مقرون به صرفه و قابل اعتماد در        ي سريع روش PCR روش   -4

ايـن روش بـه مقـدار       . مي باشـد   MYCNبررسي تكثير ژنومي    
 استخراج شـده از     DNAكمي نمونه نياز داشته و با استفاده از         

 آسـپيره مغـز اسـتخوان قابـل         فت تـازه و   هاي پارافينه، با  بلوك
، توانـايي بيـشتر     تر بودن روش كمي به دليل سريع     .انجام است 

در آشكارسازي تكثير ژنومي و كاهش موارد مشكوك بـر روش           
  .كيفي ارجحيت دارد

در بيماران ايراني داراي بيش از يك  MYCN  تكثير ژنومي- 5
  .تر استداري شايعسال سن به طور معني

ــومي   برر-6 ــر ژنـ ــي تكثيـ ــي  MYCNسـ ــشخيص افتراقـ تـ
هاي كوچك گرد را نوروبلاستوما از ساير تومورهاي داراي سلول 

در تفـسير نتيجـه ايـن بررسـي مولكـولي           . سازدپذير مي امكان
هـاي  هاي باليني بيمـار و نتـايج سـاير بررسـي          توجه به ويژگي  

   .هيستوشيمي بايد مد نظر قرار گيردآزمايشگاهي مانند ايمونو
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