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  چكيده
) اگزون(ن يكننده پروتئده و شامل قطعات متعدد كديچيگ، پ، بزريكي ژنتيهايماريكننده ب مستعديها از ژنياريبس :سابقه و هدف

تواند يم دين قطعه جدي است كه اDNAلكول بزرگ وسته از مويك قطعه به هم پيد ي توليد براي جديروشمونتاژ ژنها، . باشنديم
 .رديقرار گ يي نهايبررسارحساس مورد ي بسيهاتوسط روش

ژن مستعد كننده سرطان  (BRCA1 از ژن ۲،۲۰،۲۳،۲۴ يهان به شمارهيكننده پروتئچهار قطعه كد، مطالعه حاضردر : يروش بررس
 ياديار زيت بسي از اهم۲۰ و ۲دو قطعه . ز قرار گرفتيمورد آنالDNA  يابي يبه هم متصل شد و سپس توسط روش توال)  پستانيارث

 از يرينظور جلوگ لذا به م،باشنديزا ميماري بيكي ژنتيها داشتن جهشي برايعيشامل نقاط شا برخوردار بوده و BRCA1در عملكرد ژن
  .به هم چسبانده شد ۲۳-۲۰-۲-۲۴ب ي مربوطه، چهار قطعه فوق الذكر به ترتيكي ژنتيها جهشييعدم شناسا

 يابيي با روش توالDNAوسته ي به هم پ(Wild type)دن قطعات مذكور، ابتدا مولكول نرمال يد صحت نحوه چسبيي تايبرا: هايافته
، سه يكي جهش ژنتيين روش در شناساي ا بودنيسپس به منظور نشان دادن كاربرد. د شدييز قرار گرفته و صحت آن تايمورد آنال

 مورد ۳در هر .  قرار گرفتDNA يابي يز توالين چسب مورد آناليص داده شده، با استفاده از ايافته از قبل تشخيجهش  DNAنمونه 
 . شديي شناساDNAد ي مربوطه در مولکول جديكيجهش ژنت%) ۱۰۰(

  BRCA1/2ريده نظيچي پيها در ژنيكي ژنتيها جهشييتواند در شناساي ممونتاژ ژنهاروش نشان داد استفاده از مطالعه : يگيرنتيجه
 .ردي مورد استفاده قرار گي در سطوح مليا غربالگري و يكيص ژنتي تشخيهاشگاهيعتر در آزمايز سري كمتر و نيانهيد بوده و با هزيمف

لقوه  بايکاربردهاتواند يد است که ميده جديک ايک، ين تکني لکن اباشدين روش مي ايها از کاربرديکي يکي ژنتيها جهشييشناسا
   .ز داشته باشدي نيگريد

  .BRCA1، ژن ي ارث، سرطان پستانمونتاژ ژنها :واژگان كليدي
  

  ١مقدمه
 بـر اسـتفاده از      يكي ژنت يهاص جهش ي مرسوم در تشخ   يهاروش

 cDNAها از    روش ـ يبعض ـدر  .  استوار است  يكيدو نوع ماده ژنت   
(Complementary DNA) از يبرخــــدر  و DNA کامــــل 
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(genomic DNA)ــك كد  و قط ــات كوچ ــروتئ ع ــده پ ن يكنن
  .شوديها استفاده م جهشيي شناسايبه طور مجزا برا) اگزون(

ن اگــزون بــا ي كــه از چنـد ييهـا  از ژنcDNA يبررســد و ي ـتول
 يانـد كـار   ل شده يتشك) هانترونيا(گر  يكدياد از   ي ز يهافاصله

 ياصـل ) نمونـه ( مـوارد بافـت      ين در بعض ـ  يهمچن. دشوار است 
بـه  کامل   DNAباشد، لذا   يترس نم  در دس  cDNAه  يجهت ته 

ــاده ژنت  ــوان م ــيعن ــرا  يك ــب ب ــع مناس ــا منب ــتر ي بي، تنه ش
 آن  ي طـولان  يه و نگهـدار   ي ـشگاهها به خصوص از نظر ته     يآزما
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 کامـل ،   DNA ي بـر رو   ش  يانجام آزما گر  ياز طرف د  . باشديم
 يبـرا  ي مولکـول يبررس ـك اگزون را بـه عنـوان واحـد مـورد      ي

  . کندي مطرح ميكيجهش ژنت ييشناسا
 بزرگ بوده   ،)هاسرطان(ها  يماريكننده ب  مستعد يها از ژن  ياريبس

بـاً بـه    ي تقر يك ـي ژنت يهال و جهش  ي متعدد تشك  يهاو از اگزون  
ن در  ي ـ و ا  اندها پراكنده شده  ن ژن ي در سرتاسر ا   يصورت تصادف 

كها حدود  يوتيوكارياندازه متوسط هر اگزون در       است که    يحال
جهـت  ك ژن  ي ـ كامل   يبررسلذا   .)۱(باشد  يد م ي نوكلئوت ۱۴۰

ــييشناســـــــا ــهيها جهشـــــ ــناختهيا نقطـــــ    ناشـــــ
(Unknown point mutations)و در شات متعدديازمند آزماي ن 

. شـود ي م ـ يشات غربـالگر  ي كاهش سرعت در انجام آزما     جهينت
 انتخـاب    کـه  انـد  ابداع شده  ي متعدد ي غربالگر يهاامروزه روش 

مهـم  و  بـت كننـده     فاكتور رقا ت چند   ي از آنها مستلزم رعا    يكي
 روش  يدگي ـچي پ -۲،شيزان دقت آزما  ي م -۱ :باشد از جمله  يم

 .شينه انجام آزماي هز-۳، و انجام آن

ع يها كـه بـه طـور شـا     جهش يي شناسا يها از روش  يانجام بعض  
 آسان اسـت    يكي از نظر تكن   SSCP/HAشود مانند   ياستفاده م 

  DNA از يقطعـات كـوچك   يبررسها فقط قادر به  ن روش ي ا يول
گـر  ي د يبعض). ۲،۳(باشند  ي م يريزان دقت متغ  ي م يز دارا يو ن 

ن محـل  يي قادر به تع Protein Truncation Test (PTT)مانند
امـروزه تقاضـا    ). ۴،۵(د  نباشي م DNAجهش در قطعات بزرگ     

ق ين حال دقيع و در ع ي سر يصي تشخ يهافاده از روش   است يبرا
 بزرگ  يهابه خصوص در ژن    يکي ژنت يشات غربالگر ي آزما جهت

ن ي ـه شـده در ا    ي ـروش ارا . افتـه اسـت   يش  ي افزا يو چند اگزون  
ق تـا  ي ـ و دق يك روش كـاربرد   ي ـبه عنوان   د بتواند   يمطالعه شا 

  روش ن  ي ـابـا اسـتفاده از      . ن مشكلات را حـل كنـد      ي ا يحدود
 مورد نظر را به هم چسباند و  يهاتوان قطعات كوچك اگزون   يم

 يابي ـيروش تـوال  ق ماننـد    ي ـك روش دق  ي ـسپس با استفاده از     
DNA  را د ي ـك واكـنش، مولكـول بـزرگ و جد    ي ـ فقط   ي در ط
  .ودش يبررس

 يهــا در ژني متفــاوتيها توســط جهشــيســرطان پســتان ارثــ
ها ن جهش ـي ـا .شـود يجاد مي اBRCA1/BRCA2ر يمختلف نظ

. دن ـافتين دو ژن اتفـاق ب     ي ـ در طـول ا    ياتواند در هر نقطـه    يم
 بـه  ) عدد۲۶ و ۲۲ب يتبه تر (ن ژنهايمتعدد ا يها اگزونيبررس

بـا  . باشـد ي م ـ ري ـگوقـت نه و   ي، پرهز  دشوار يطور جداگانه كار  
ن دو ژن   ي ـاز ا  يعدد مت يهاتوان اگزون يمن روش   يااستفاده از   

ك ي ـ به هم چسباند و سپس با استفاده از    را بدلخواه انتخاب و     
را  DNA دي ـ مولكـول جد DNA يابييتوالروش حساس مانند 

توانـد  ي م ـياختصاص ـبه طـور  ن روش  يا .قرار داد  يبررسمورد  
 كه هتروژنوس بوده    ير سرطان پستان ارث   ي نظ ييهايماري ب يبرا

 از  يو نقـاط خاص ـ   ) ك ژن در بروز آن دخالت داشته      يش از   يب(
 ربردکـا  داشـتن جهـش را دارنـد،         ي بـرا  يشتريژنها احتمال ب  

  . باشد داشتهياديز
  

  مواد و روشها
 يافتـه اسـت کـه ط ـ      ير  ي ـي تغ  PCRروش  ک نوع   يمونتاژ ژنها   

بر اساس اصول   ) PCRمحصول  (د شده   يمراحل آن قطعات تول   
 دو مرحلـه انجـام      يدر ط ـ ن روش   يا. چسنديک بهم م  يزيفويب
 ۲و ۱ شـماره  يهادر مرحله اول همانطور كه در شـكل    . شوديم

ــده،  ــتفاده از روش کامــل  DNAنشــان داده ش ــا اس  و PCRب
  انجـام  يدر ط . شودير م ي تكث ي اختصاص يمرهاير كم پرا  يمقاد

ر شـده غلظـت     ي ـ تكث DNAش غلظت   يبا افزا  PCRمرحله اول   
مرهـا در   يموجـود پرا   ريلـذا مقـاد    ابـد و  ييمرها كاهش م ـ  يپرا

 ير كـاف  ي ـل نمودن قطعه در حـال تكث      ي طو ي برا PCRواكنش  
وستن قطعات متصـل كننـده بـه    ين موضوع به پ ي ا .نخواهد بود 

و نـوع مولكـول     د آمـدن د   ي ـكند و باعـث پد    يگر كمك م  يگدي
DNA د ي ـ از آنها بعلت داشتن نوكلئوت    يكيشود كه فقط    ي مA 

ــا ــه طو  '3يدر انته ــادر ب ــ خــود ق ــز ي   ميل شــدن توســط آن
Taq polymeraseل ي ـگـر از ادامـه رونـد طو   يباشد و نوع دي م

 شـكل (شود ي خارج م PCRند واکنش   يفرآشدن باز مانده و از      
 ي قطعات بزرگترروديش مي به پPCRند  يهمانطور كه فرآ  . )۱

د ي ـت منجـر بـه تول    ينهادر  د كه   يآي بوجود م  DNAاز مولكول   
  . شودي مورد نظر مDNAل شده يقطعه طو

 يك واكـنش معمـول  يمانند  (PCRبا انجام مرحله دوم واكنش   
 PCR (   محصول    از ر كم يبا استفاده از مقاد PCR     مرحلـه اول و 
قطعـات   (Internal nested primers)ي داخل ـيمرهـا يز پراي ـن

نوان مـاده   د شده كه متعاقبا بع    ي در غلظت بالا تول    DNAبزرگ  
مـورد   DNA يابي ـ ير تـوال  ي نظ ي بعد يصي تشخ يها روش يبرا

  . )۲ شكل( رديگيقرار ماستفاده 
  

  :)مرهاي پراي در طراحينكات اساس(مرها ي پرايطراح
ــ ــ دقيطراحـ ــده   مريق پرايـ ــل كننـ ــات متصـ ــا و قطعـ  هـ
 . برخوردار استياوق العادهت في از اهم (Linkers)ياختصاص

  Tm مقـدار  يبـا دارا  ي كه تقر  کامل DNA از   يقطعات اختصاص 
زان يم. شونديها انتخاب م  مري پرا ي طراح ي هستند برا  يمشابه

GCهاكننده قطعات متصل )Linker segments (د در حدود يبا
سـت   يبايهـا م ـ  كننـده  قطعـات متصـل    Tmمقدار  . باشد%  ۵۰

 کامل DNA ي شده براي طراحيمرهاي پرا Tmشتر از مقدار يب
د ي ـ باشـد كـه از تول  ياد بـه گونـه    ي ـمرهـا با  ي پرا يطراح. باشد

  ) (Internal secondary structure يه داخلي ثانويساختمانها
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•۳شماره   • ۲۹ دوره  /  و همکاروحیدرضا یاساییدکتر                                                                                            ۸۴ پاييز   
۲۵۵ 

  
 در فرايند مونتاژ ژنها PCR مرحله دوم  - ٢شکل 

 
  

 در فرايند مونتاژ ژنها PCR مرحله اول - ١شکل 
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 ين بهنگـام طراح ـ يهمچن. دي نمايري  جلوگ PCRدر محصول
كننده  ن قطعه متصل  ي ب (A)د  يك نوكلئوت يست  يبا يمرها م يپرا
د در  ي ـن نوكلئوت ي ـاضـافه نمـودن ا    .  کامل اضافه نمود   DNAو  

sense sequence باعث اضافه شدن (T) قطعـات  '3 ي درانتهـا 
antisense sequenceيي در محصول نها PCRشود ي م.  

 (Linkers)يكننده اختصاص  مرها شامل قطعات متصل   يهمه پرا 
 DNA در نمونه Alu repeat sequences يد از نظر هومولوژيبا
ن ي ـ اير بـرا ي ـت ز ياستفاده از وب سـا    . دن شو يرد نظر بررس  مو

 .د استيمنظور كاملا مف

http://www.ncbi.nlm.gov/cgi-bin/BLAST/nph-blast 

د بـه   ي ـ نوكلئوت ۱۳متشـكل از     يكننده اختصاص  قطعات متصل 
 چسباندن چهار اگزون مهـم      ي برا ياص اختص يمرهايهمراه پرا 

ــا BRCA1ژن  ــه نامه ــا اگزوني ب ــرا۲۴و  ۲۳ ،۲،۲۰ يه  ي ب
ــه اول   ــتفاده در مرحل ــو نPCR   اس  يمراختصاصــيز دو پراي

 اسـتفاده در مرحلـه   ي  برا(specific internal primer)يداخل
مرهـا چنـد   ين پراي ـ ايمحـل طراح ـ .  شـد يطراح PCR     دوم 

 specificي خــارجيمرهــايتر از پرانييد بــالاتر و پــايــنوكلئوت

external primer) ( قرار دارد) ۱جدول.(  
د ي ـپس از چسباندن چهـار اگـزون فـوق الـذكر، محصـول جد             

)(chimeric DNA moleculeــ ــ ي ط ــط  ي ــنش توس ك واك
  .  قرار گرفتييز نهاي مورد آنالDNA يابي يتوال

 يها داشـتن جهش ـ   ي برا يعي شامل نقاط شا   ۲ و   ۲۰ يهااگزون
د سـرطان   ي ـتوانـد منجـر بـه تول       يزا است كه م ـ   يماري ب يكيژنت

 يي از عـدم شناسـا     يرينظـور جلـوگ   لذا به م  .  شود يپستان ارث 
ن نقـاط مهـم، چهـار قطعـه         ي ـ مربوطـه در ا    يكي ژنت يهاجهش
 به هـم چسـبانده شـد بـه       ۲۳-۲۰-۲-۲۴ب  يالذكر به ترت   فوق
رار د ق ـ ي ـ جد DNA كه دو اگزون فوق در وسط مولكول         يطور

 يهـا  يتـوان بـا طراح ـ     يها را م ـ  وه قرار گرفتن اگزون   نح. گرفت
  .ن نمودييها از قبل و به دلخواه تعمري پراياختصاص

  
بـا اسـتفاده   PCR  توسط DNAد ير مولکول جديروش تکث

  روش مونتاژ کردن ژنهااز 
DNA  ر مورد استفاده قرار گرفتي تکثيبعنوان نمونه براکامل .

  مـول کروي م ٢/٠ ياس غلظت ـ ي ـ شـده در مق    ي طراح يمرهايپرا
ع بـا فشـار بـالا    ي مـا ي کروماتوگرافساخته و با استفاده از روش    

(HPLC) هرگونـه   مـاده سـاخته شـده از    ص شد تا وجود   ي تخل 
 نـامطلوب حـذف گـردد و فقـط          يمرهـا يانواع سنتز شـده پرا    

د ي ـر مولکول جد  يند تکث ي با اندازه مورد نظر در فرآ      ييمرهايپرا
DNA  ن روش  ي ـابـا اسـتفاده از      د  يمولکول جد . ندي شرکت نما

  . د شدي تولPCR دو مرحله و با استفاده از روش يط

 DNA نـانوگرم  ١٠٠ از ي، مخلوط PCRدر مرحله اول واکنش
 ٤٠بـا غلظـت   ) ١جـدول  (مـر  يتر از هر پرا   يکروليک م ي،  کامل
 ٥ با غلظـت     dNTPs از مخلوط      تريکرولي م ٢تر،  يمول در ل  نانو
 ١٠   بـا غلظـت  Bتر بـافر  يولکري م٢ ، dNTPمولار از هر  يليم

ــ  PH ، KCl١٠٠=۸ مــولار يلــي م٢٠ Tris-Hclشــامل  (ربراب
مـولار،   يل ـيک م ي ـ DTTمـولار،    يلي م ١/٠ EDTAمولار،     يليم
ــرول يگل ــد، ٥٠ســ ــد و٥/٠  Tween 20 درصــ    درصــ

 Nonidet-P40 ــر منيکرولي م٣، ) درصـــد٥/٠ ــتـ  ٢٥م يزيـ
   بـر Taq DNA polymeraseم يتر آنزيکروليک ميمولار،  يليم

شـرکت پرومگـا و شـماره       (اساس دسـتورات شـرکت سـازنده        
ل تـا حجـم     يمانده حجـم، آب اسـتر     يو باق ) M1665کاتولوگ  

  . تر آماده شديکرولي م٢٠ يينها
 ٩٧٠٠کلر مـدل  ي با اسـتفاده از دسـتگاه ترموس ـ     PCRواکنش  
 ٣ بمـدت  PCRمخلـوط  : ر انجـام شـد  ي ـبشرح زABI  شرکت 

 قـرار داده شـد و سـپس    ٩٤°C ياه در دم ـ  ي ـقه و بطور اول   يدق
ک ي،  ٩٤°C يقه در دما  يک دق ي بار بصورت    ٣٠ يبلافاصله برا 

 تي ـنهادر  و ٧٢°C يقه در دماي دق ٢ و   ٦٠°C يقه در دما  يدق
  .  قرار گرفت٧٢°C يقه در دماي دق١٠بمدت 

تـر از محصـول     يکرولي م ٥، مقـدار    PCR در مرحله دوم واکنش   
 يمرهـا يتـر از پرا يکرولي م٢ به اضافه   PCRواکنش مرحله اول    

تــر از يکرولي م٢، )تــريکرومــول در لي م٥بــا غلظــت (نترنــال يا
  Bتر بـافر  يکرولي م٢مولار،  يلي م٥/٢ با غلظت dNTPsمخلوط  

تـر  يکرولي م ٢ ،   PCRات مشـابه در واکـنش اول          يشامل محتو 
  م يتــــر آنــــزيکروليک ميــــمــــولار،  يلــــي م٢٥م يزيــــمن

Taq DNA polymeraseات شـرکت سـازنده     براساس دستور
مانده حجم،  يو باق ) M1665شرکت پرومگا و شماره کاتولوگ      (

وب يــک تيــتــر در يکرولي م٢٠ ييل تــا حجــم نهــايآب اســتر
برنامـه انجـام مرحلـه دوم واکـنش         .  ه شد يفوژ ته يکروسانتريم

PCR کــاملا مشــابه مرحلــه اول واکــنش  PCRط ي  و بــا شــرا
تر يکرولي م ٣ مقدار   ،پس از اتمام مرحله دوم    . انجام شد کسان  ي

و سـنتز مولکـول   ن روش ياد عملکرد يياز محصول آن جهت تا    
  .ز قرار گرفتيمورد آنال%  ١ آگاروز ي بر روDNAد يجد
   از ژل آگاروز  PCRافت محصول مرحله دوم واکنش يباز

ت ي ـ ژل آگـاروز جـدا و توسـط ک         ي از رو  DNAد  يمولکول جد 
JetsorbTM  از شرکت  Genome Inc.اس دسـتورات   و بر اس

 نـانوگرم از آن مـورد       ٦٠مقدار. ص شد يشرکت سازنده آن تخل   
ــوال ــ يت ــر دو جهــت DNA يابي  و Forward sequence در ه

Reverse sequenceاب ي ـ ي تـوال يت اختصاصي با استفاده از ک
BigDyeاب ي ي و دستگاه توال(DNA Sequencer)  ٣٧٧ مـدل 

  .ز قرار گرفتي  مورد آنالABIاز شرکت 
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  يافته ها
  :)ها اگزون(مرها قبل از اتصال قطعات يد صحت عملكرد پراييتا

  كيــ ـبـــا  PCR يكـــه همـــه واكنشـــها   يياز آنجـــا
Annealing temperatureاست  ي ضرور،شود ي مشابه انجام م 

ها،   مربوط به اتصال اگزون   PCRها قبل از انجام     مريعملكرد پرا 
) ها اگزون( قطعات  PCR ن كار با انجام   يا. رديد قرار گ  ييمورد تا 

ر نشـان  ي ـهمانطور که در شکل ز. رديگ ي انجام م بطور جداگانه 
خوب مرها  يكاركرد خوب پرا  و   PCRمحصول  ،   است داده شده 

  و شـود  ي مشاهده نم  ياختصاصريچگونه محصول غ  يه. باشد يم
ح ي قطعـات صـح  انـدازه غلظت محصول در حـد قابـل قبـول و         

   .باشد يم
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  ۲۴و  ۲۳ ،۲۰، ۲چهار اگزون  PCRمحصول  يسبرر -۳شكل 
%  ١٥د يل آمي ژل آكريبر روها  نمونه(  بطور مجزاBRCA1ژن 
 دوم ستون ،DNA marker سمت چپ ن ستونياول. اند شده يبررس

 ٣٢٠ زي  با سا٢٠ اگزون سوم ستون ،دي نوكلئوت٣٢٢ز ي با سا٢٤اگزون 

 پنجمد و ستون يوكلئوت ن١٨٧ز ي با سا٢٣اگزون چهارم  ستون ،دينوكلئوت
  .)باشند يد مي نوكلئوت١٦٩ز ي با سا٢اگزون 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  

  :)ها اگزون(مرها بعد از اتصال قطعات يد صحت عملكرد پراييتا
 آگـاروز  ي رو Molecule DNA (Chimeric (ييمحصـول نهـا  

 ،مشهود است ۴شكل شماره  همانطور كه در . شديبررس% ۲/۱
 مختلـف  يهـا  د بدست آمده از نمونهي جد DNAاندازه مولكول   

و ) دي ـ نوكلئوت۸۵۰(مطـابق انتظـار بـوده    ) ۵ تـا  ۱ يسـتونها (
 يابي ـ ي اسـتفاده در روش تـوال      يغلظت محصـول مربوطـه بـرا      

DNAباشد يم ي به نظر كاف.  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

بده شده چهار يمحصول چس( DNA مولكول بزرگ -۴شكل 
  )BRCA1    ژن۲۴و  ۲۳ ،۲۰، ۲اگزون 

  

د و بـزرگ بـا    ي ـ جد DNA مولکول   يدهاي نوکلئوت ين توال ييعت 
  :روش مونتاژ کردن ژنهااستفاده از 

 

کامل برای اتصال  DNAهای اختصاصی برای مرآننده و پراي قطعات متصل - ١جدول 
 BRCA1 ژن ٢٤و  ٢٣ ،٢٠، ٢های  اگزون

شمار
 ه

 Sequence 5'          3' Tm genomic طول نام
segment (°C) 

Tm Linker 
(°C) 

01 Ex 23F (ext.) 25 atgatgaagtgacagttccagtagt 59.9 __ 

02 Ex 23R-L1F 35 ctgcgcggcggctAcaaaaggaccccatatagcac 59.8 65 

03 Ex 20F-L1R 35 agccgccgcgcagAgtgtctgctccacttccattg 59.3 65 

04 Ex20R-L2F 38 tcgggcccgcggaAcctgtgtgaaagtatctagcactg 59.7 64 

05 Ex2F-L2R 38 tccgcgggcccgaAtgtgttaaagttcattggaacaga 60.3 64 

06 Ex 2R-L3F  37 aggccgggccgctAcccaaattaatacactcttgtgc 59.6 65 

07 Ex 24F-L3R 36 agcggcccggcctAcgattgattagagcctagtcca 59.9 65 

08 Ex 24R (ext.) 23 agtagccaggacagtagaaggac 59.7 ___ 

09 Ex 23F (int.) 24 TCCTACTTTGACACTTTGAATGCT 61.1 ___ 
10 Ex 24R (int.) 21 GTCCTGTGGCTCTGTACC TGT 59.8 ___ 

، قسمت اند ، هر يک از آنها از سه نوع حروف تشکيل شدهمختلف پرايمربه منظور وضوح بخشهای 
زرگ بصورت حرف ب) A(کننده بصورت حروف کوچک ايتاليک در ابتدای پرايمر، باز آلی ادنين  متصل

کشيده در وسط پرايمر و قسمت ژنوميک پرايمر بصورت حروف کوچک معمولی در بخش خط ضخيم  زير
 همگی پرايمرهای داخلی بوده و شامل سه جفت قطعه متصل ٧ تا ٢های شماره  پرايمر.انتهايی پرايمر

 ٩پرايمرهای شماره . باشند يمرهای خارجی میا پر٨ و ١پرايمرهای شماره . دنباش  می(linker=L1-L3)کننده 
ل١ ط اخل ا ضناشPCR(Nested PCR)ا ت اهم لحاظ
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ده ي بهم چسـب   يها ح قطعات اگزون  يد اتصال صح  ييبه منظور تا  
 قـرار  DNA يابي ـ يمرحله دوم مورد تـوال PCR  شده، محصول 

  . د قرار گرفتييمورد تان روش ياگرفته و صحت عملکرد 
، ۲۴ ي قطعات اگزونهايدهاي کامل نوکلئوتي توال ۶ و ۵ اشکال

رو  ده را در هر دو جهت جلورو و عقـب         ي بهم چسب  ۲۳  و ۲،  ۲۰
دهنـد   يالذکر نشـان م ـ    همانطور که اشکال فوق   . دهد ينشان م 

ــ  ويوســتگي در پيبــيا تخريــچگونــه خطــا و يه ات يــا محتوي
ده مشاهده نشد و قطعات مورد نظـر        ي بهم چسب  يدهاينوکلئوت

 بهـم متصـل   ي بدرستي قبلي و طبق طراحيگري پس از د  يکي
  .اند شده

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 شده بـا اسـتفاده از    مشخص از قبل    يكي جهش ژنت  ۳ ييشناسا
  :DNA يابي يو توال روش مونتاژ کردن ژنها

ص جهـش در  ين چسـب در تشـخ  ي بودن ا يد کاربرد يي تا يبرا
 سه نمونـه جهـش   (mutant samples)افته ي جهش يها نهنمو

 
 جلوبرنده الكتروفوروگرام - ۵شکل 

 (Forward Sequence)   شامل توالی کامل
اگزونهای (متصل شده  تمامی قطعات
٢۴ ،٢٣، ٢، ٢٠( 

  
عقب برنده  الكتروفوروگرام - ۶ شکل

 (Reverse Sequence)   شامل توالی کامل
اگزونهای (متصل شده  تمامی قطعات
٢۴ ،٢٣، ٢، ٢٠( 
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 ۲ و   ۲۰ ي شده در اگزونهـا    ييگوت از قبل شناسا   يافته هتروز ي
قـرار  DNA  يابي ـ يتوال توسط روش يبررسمورد BRCA1 ژن 

  ). ۶(گرفت 
افتـه بـا اسـتفاده از چسـب         ي هر سـه نمونـه جهـش         ييشناسا

ارد  درصـد مـو   ۱۰۰گـر در    يبعبـارت د  . د شـد  ي ـيز تا ي ن يکيژنت
ــتفاده از ا ــاس ــخروش ن ي ــيدر تش ــاوت در يهاص جهش  متف

  ها ن جهشيمشخصات ا. د واقع شديافته مفي جهش يها نمونه
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

، delAG 185: شـامل BRCA1 در اگـزون دو ژن  ؛ عبارتنـد از 
185-186 insA ست ژن يدر اگزون ب و BRCA1 12: شاملbp 

duplication [IVS20+48]  .مربوطـه در  يهـا  الکتروفوروگرام 
  .اند  مشخصات جهشها را نشان داده۷-۹اشکال 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 (Linker3R) آن  متصل آننده بهمراه٢ و٢۴ الكتروفوروگرام جلوبرنده اگزون - ٧شكل 
 آه با پيكان[A]همانطور آه در شكل فوق نشان داده شده است اضافه شدن نوآلئوتيد (

نمايش داده شده است باعث حرآت يك آلل به جلو شده و توالی يكسان دو آلل را بر هم
 اگر چه محدوده.نيستکامل  Linker 3Rقطعه  متصل آننده وضوح  لذا ) (Frameshift mutationزده است

 ). بر روی سكانس مشخص شده است٢۴ و نيز شروع اگزون ٢قطعه مربوطه و انتهای اگزون 

Intron –Exon 2 
boundary -Fwd seq

 

Linker 2R 
 

Intron –Exon 20 
boundary -Fwd seq 

 

 
 آن  بهمراه متصل آننده٢ و٢٠ الكتروفوروگرام جلوبرنده اگزون - ٨شكل  

)(Linker2R 
ها آه باعث حرآت يك آلل به جلو از آلل را در يكی[AG] پيكان محل حذف دو نوآلئوتيد

محدوده قطعه  متصل. می دهدنشان را ، والی يكسان دو آلل را بر هم زدهشده و ت
Linker 2R 

Intron –Exon 2 
boundary -Fwd seq 

 

Intron –Exon 20 
boundary -Fwd seq 

 

Linker 2R 
 

 
 آن  بهمراه متصل آننده٢ و٢٠ الكتروفوروگرام جلوبرنده اگزون - ٩شكل  

)(Linker2R 
ن ش ا ت١٢محل آلئ آللك[gtattccactcc]ن نشاناز تا ا ش ا
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  بحث
 هــا و ســرطانها ماننــد ســرطان پســتان و    يماري از بيبعضــ

ک ژن در بـروز     ي ـش از   يب(رفکتا، هتروژنوس   مپيس ا ياستئوژنز
 مسـتعدکننده   ي ژنها  از ياريبس. باشند ي م ،) نقش دارد  يماريب
 يو دارا  متعـدد    يها  شامل اگزون  ،بزرگ ي سرطانها وها  يماريب

 .باشـند  يطـول خـود م ـ     در سراسر    يا  نقطه يهاجهشپراکنش  
ن ي ـ از ا  (BRCA) يکننده سـرطان پسـتان ارث ـ      مسـتعد  يژنها

 يهاي در بررس ـ  يگدي ـچيات باعث پ  ين خصوص يا. هستنددسته  
شــات ي آزمايهــا نــهيش هزيکــاهش ســرعت و افــزا، يمولکـول 
  . شود ي ميغربالگر

ک ياستفاده توام از و روش مونتاژ ژنها با استفاده از د بتوان   يشا
ــ يماننــد تــوالار حســاس يروش بســ ــا حــدود  DNAيابي  يت

در  يالذکر را برطرف نموده و آنرا بطور اختصاص ـ        مشکلات فوق 
زا يماري ب يها که جهش  ييهايماري ب ي برا يتي جمع يها يغربالگر

باعـث بـروز آنهـا    ) BRCA يماننـد ژنهـا  (ک ژن   ي ـش از   يدر ب 
  . به کار گرفت ،شود يم
تـا  ن روش ي ـام با اسـتفاده از  يما توانستن مطالعه  يچه در ا  اگر 

اطلاعـات  (م  يشش قطعه مختلف را بطور دلخواه بهـم بچسـبان         
 لکـن انجـام مطالعـات       )ه نشده اسـت   ين مقاله ارا  يمربوطه در ا  

   . استيا ضروره ر ژنيم آن در ساي جهت تعميشتريب
را در  ن روش   ي ـا اسـتفاده همـراه از       ياي ـن مطالعـه مزا   يج ا ينتا

 يي شناســايکهــايتکن کــه قــبلا از يصــي تشخيشــگاههايآزما
  اسـتفاده   PTT  وDGGE, CSGE, DHPLCر ي ـها نظجهش ـ

 DHPLCک،  ي ـن تکن يدتري ـجد. دهـد  ياند را نشان م ـ    کرده  يم
رات ي ـي تغييله قابل اعتماد در شناسـا يک وسيکه بعنوان  است  

گاهها را  ش ـي از آزما  ياريرا توجـه بس ـ   ي اخ  و رود يبکار م  يکيژنت
ک، ي ـن تکني ـ لکـن اسـتفاده از ا   ).۷(بخود جلـب کـرده اسـت        

ن مربوطـه   ياد ماش يز اريه بس ي اول يساز آماده و   يطراحازمند  ين
باشـد و    يم ـ PCRدر محصـول    ) اگزون(هر قطعه    يبررس يبرا

را طلـب  ن آلات مربوطـه  يد ماش ـي خرياد برا ي ز يگذار هيسرما
  . کند يم

ک بـودن آن و سـرعت   ين، اتوماتين ماشي استفاده از ا  ياياز مزا 
ز هر نمونـه، عـدم      ينه آنال ين بودن هز  ييها، پا   نمونه يز بالا يآنال
اد ا متصــل شــده بــه مــويــ و ي اختصاصــيمرهــاياز بــه پرايــن

%) ۱۰۰حدود (اد يت زي، حساسويواکتير مواد رادي نظياختصاص
روش .  توان نام برد يها را م انواع جهش ييت شناسا ي قابل ج و يتان

  . رديک مورد استفاده قرار گين تکنيتواند بهمراه ا يممونتاژ ژنها 
 يي کـه توانـا    DNA يابي ـ ي تـوال  ير در تکنولوژ  ي اخ يشرفتهايپ

ک واکنش فراهم نموده، سبب يد را در ي نوکلئوت۱۰۰۰خواندن 
 DNAتـاژ ژنهـا و   مون(روش دو ن ي ـشده کـه همـراه کـردن ا   

Sequencing(   نه يت بالا و هز   يج با حساس  ين نتا ي با کسب بهتر
 يابي ـ يانتخـاب روش تـوال    .  ن انتخاب باشد  ين، بهتر ييار پا يبس

DNA   رات  ييص تغ ي تشخ ييک نها ي  بعنوان تکنDNA   همراه با 
 ي اختصاصــيمرهــايامکــان اســتفاده از پراروش مونتــاژ ژنهــا 

(linker)      کوچکتر و با مقدار GC ن ي ـشتر را فراهم نموده و ا     ي ب
  . شود ي مPCR ييبنوبه خود منجر به بهتر شدن محصول نها

 ممکـن   يص ـيک روش تشخ  ي ـش از   ي، توام نمودن ب   به هر حال  
ن ارتبـاط  ي ـدر ا. از باشديک ژن مورد نيز کامل   ي آنال ياست برا 

ه ي ـمجـاور ناح  يدهاي ـ نوکلئوتيتـوال ساختمان ژن مورد نظـر،   
splice site  کوچک و بزرگ يها ون، وجود اگزونيموتاس، نوع 

 يي فاکتورهـا  ژنهـا ينـواح  يبرخ ـ بودن AT rich  وک ژنيدر 
 همـراه بـا   يص ـيک روش تشخيتواند در انتخاب  يهستند که م  

  . موثر باشدروش مونتاژ کردن ژنها 
 يابي ـ ي تـوال ييز نهـا ي آنالين مطالعه چهار قطعه با روشها    يدر ا 

DNA        و سه و شش قطعه با روش   PTT) ن مقالـه  ي ـج در ا  ينتا
بهـم چسـبانده   روش مونتاژ ژنها با استفاده از ) ه نشده است  يارا

ند پـنج قطعـه را بهـم بچسـبانند     ا  تاکنون محققان توانسته   .شد
ت ي ـک مز ي ـشـتر   يت در چسباندن تعداد قطعـات ب      ي، موفق )۸(

ن مطالعه شـش قطعـه      يدر ا .  شود يمحسوب م ن روش   يا يبرا
   و۵′ يي و قطعات انتها BRCA1 ژن ۲۰، ۲ يها شامل اگزون

ــا۱۱  اگــزون ′۳ ــانتخــاب ا(  BRCA1, BRCA2ي ژنه ن ي
ن منـاطق و عـدم      ي ـزا در ا  يماري ب يهاقطعات بعلت وجود جهش   

بهم چسبانده  ) باشد ي م PTT آنها توسط روش     ي قطع ييشناسا
ز قـرار گرفـت، چـرا کـه طـول           ي مورد آنال  PTTو توسط روش    

د بوده و بزرگتر از     يوکلئوت ن ۲۸۰۰ حدود   DNAد  يمولکول جد 
ر يا سـا  ي ـ و   DNA يابي ـ ي روش تـوال   طتوس ـبتوان  آن است که    

   .نمود يبررسآنرا کها يتکن
 ينه سـاز ياز به بهيشتر باشد نيبهر حال هر چه تعداد قطعات ب   

 DNAص مولکول ين تخليهمچن. باشد ي م PCRشتر واکنشيب

از ص آن   يسه با تخل ـ  ي در مقا  DHPLCد چنانچه با روش     ي  جد
 بـدنبال  ييز نهـا  ي در آنـال   يج بهتـر  ي نتـا  ،ژل آگاروز انجام شود   

  . خواهد داشت
 يها به فاکتور  ين قطعات به طور محسوس    ت در چسباند  يموفق

  : داردير بستگيز
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•۳شماره   • ۲۹ دوره  /  و همکاروحیدرضا یاساییدکتر                                                                                            ۸۴ پاييز   
۲۶۱ 

  % ۵۰ حدود GC ي با محتواي اختصاصي هاLinker يطراح •
 ي و طراحــي اصـل يمرهــاي پرايانتخـاب محـل مناســب بـرا    •

 هي ثانويود ساختمانهاح آنها  از نظر عدم وجيصح

 يهاLinker و يمر اصلين پرايب) نيآدن (Aد يافزودن نوکلئوت •
 ياختصاص

مـر  ي پراي  بـرا  Tmار مشـابه  ير بس ـي و محاسبه مقاديطراح •
 ي اختصاصي هاLinker و ياصل

 و سکانس ي اختصاصي هاLinkerن ي بيعدم وجود هومولوژ •
 ي موجود مورد بررسيژنوم

 يام ساخت از نظر وجود انحصـار      مرها بهنگ يخالص بودن پرا   •
 ز مورد نظريمرها با سايپرا

بهر حال بر اساس مطالعات موجود، اثرات اندازه و تعدد قطعات 
 اسـت کـه همچنـان    ي سواليکيت عملکرد چسب ژنت  يدر موفق 

  .باشد يشتر ميقات بيازمند تحقي پاسخ مانده و نيب
ون از  تواند بـا اهـداف گونـاگ       يمروش مونتاژ ژنها    بطور خلاصه   

  مورد نظـر يهانيئد و بدنبال آن پروت ي جد يساختن ژنها جمله  

 قابـل   يهـا جـاد محل  ي و ا  ي عملکـرد آنـان، طراح ـ     يسر بر يبرا
ــرا  ــدن بــ ــته شــ ــاي آنزيشكســ ــميمهــ ــده  هضــ   كننــ
(Restriction enzymes)مـورد نظـر   ي در سكانس ژن که قبلا 

 مورد استفاده ،گري ديوجود نداشته است و کاربردها) وكتورها(
 (Mutation Detection) جهـش هـا   ييلذا شناسـا .  ردير گقرا
  . باشدي آن مي از کاربرد هايکي

، وقـت و ارتقـا      نـه ي در هز  ييجو هن روش صرف  ي مهم ا  ياياز مزا 
ک ، کوچ ـ  چرا که تعدد قطعـات اگزونهـا       باشد يمج  يت نتا يفيک

ــراکنش تصــادف  ــا و پ ــودن آنه ــا و  جهشــها در سراســر ژنيب ه
 آنهــا را ي مولکــوليســهــا برريرمايب يهتروژنــوس بــودن بعضــ

 يههاشـگا ين مطالعـه آزما  ي ـد ا يشـا . کند ينه م يهزبر و پر   زمان
 را در فرصــت ي متعــدديهــا  مرجــع را کــه نمونــهيصــيتشخ
ن ي ـ و پاسـخ دهنـد بـه اسـتفاده از ا           يست بررس يبا ي م يکوتاه

  .ب کنديروش ترغ
ا ن در استفاده از روشـه    ي محقق يمطالعه راهگشا ن  يد است ا  يام

  .بشود يصي تشخيشات مولکوليد در آزماي جديهاکيوتکن
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