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  هچكيد
 انجـام  Real-Time PCRبا روش تولد  پيش از نشانگان داون منظور بررسي امكان تشخيص به عه اين مطال:هدف
 بـا   DNA دسـتيابي بـه      براي آمنيوسيتهاي    از نمونه  DNAدر اين راستا، تعيين روش مناسب براي تخليص         . شد

  . قرار گرفتمورد توجهكيفيت بالا نيز 
 خطر شيميايي و سونوگرافي  بيو از طريق سنجش نشانگرهاي      لگريي كه در غربا    ابتدا زنان باردار   :ها مواد و روش  

 گيري نمونهها  منيوسنتز معرفي شده و از مايع آمنيوتيك آنآ به مركز بالاي ابتلاي جنين به نشانگان داون را داشتند،     
هـا شـامل روش       ايـن روش   انجام شـد كـه    هاي مختلف     نمونه مايع آمنيوتيك با روش     59  از DNAتخليص   .شد

   DNPTMاز خــون و بافــت بــا كيــت  DNAدســتورالعمل اســتخراج دهــي بــا نمــك،  ، روش رســوباندنجوشــ
 DNA Isolation Kit for cells and tissuesاز سـلول بـا كيـت     DNA، دسـتورالعمل اسـتخراج   )سـيناژن (

(Roche) دستورالعمل استخراج ،DNA    از بافـت بـا كيـت MagNa Pure DNA Isolation (Roche) كيـت و  
QIAamp DNA Micro (Qiagen) وسـيله دسـتگاه    هاي تخلـيص شـده بـه    سپس كيفيت و كميت نمونه. بودند
با اسـتفاده از رنـگ    Real-Time PCRواكنش . دشارزيابي  NanoDrop® ND-1000اسپكتروفتومتر نانودراپ 

و ژن  DSCAM و DYRK1A2هاي  منظور تكثير اختصاصي ژن  بهI (Applied Biosystems, UK)سايبرگرين 
اي چرخه آسـتانه     ها با استفاده از روش مقايسه      آناليز داده . شدهاي تخليص شده انجام       روي نمونه  PMP22مرجع  

  . صورت گرفت21هاي كروموزوم  براي تعيين ميزان ژني و تعيين تعداد نسخه
    كيـت  ازهـاي مـايع آمنيوتيـك بـا اسـتفاده             اسـتخراج شـده از نمونـه       DNA ايـن بررسـي نـشان داد كـه           :نتايج

QIAamp DNA Microهاي هدف و مرجع انجـام و   تكثير اختصاصي ژن.  داراي كميت و كيفيت مطلوب است
  .دشتفاوت گروه طبيعي و گروه مبتلا براساس اختلاف در چرخه آستانه مشخص 
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   و همكارانفهيمه شاهرخي   براي تشخيص نشانگان داونReal-Time PCRروش 
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 تخلـيص شـده از   DNAهـاي    روي نمونـه Real-Time PCR تـشخيص پـيش از تولـد بـا روش     :گيـري  نتيجه
 از  مـشابه حاصـل   نتايج حاصـل بـا نتـايج        . پذير است   امكان Qiagenمايع آمنيوتيك با استفاده از كيت       هاي   سلول
  .هاي متداول سيتوژنتيك قابل مقايسه است روش

  

 نانودراپ، DNAنشانگان داون، تخليص ، Real-Time PCRتشخيص پيش از تولد،  :كليدواژگان
  

   مقدمه-1
يكـي  ) 21يزومي تر ((Down Syndrome) نشانگان داون

هاي كروموزومي شايع در بـين نـوزادان بـوده و از              از ناهنجاري 
وجـود  ]. 2،  1[د  شو ماندگي ذهني محسوب مي    علل عمده عقب  

 انـساني موجـب     21يك نـسخه اضـافي از كرومـوزوم شـماره           
هـاي مـستقر     شناختي ناشي از بيان غيرطبيعي ژن      تغييرات آسيب 

 ـ خطـر ]. 3[شود   بر اين كروموزوم مي    الاي ابـتلاي جنـين بـه        ب
ترين دليل براي تـشخيص پـيش از تولـد           نشانگان داون، معمول  

از سوي ديگردر غربـالگري و تـشخيص پـيش از تولـد،             . است
تشخيص نشانگان داون با بـالاترين درجـه دقـت و حـساسيت             

ــا اســتفاده از روش]. 4[ دارد ضــرورت هــاي  در حــال حاضــر ب
 بيـشتر   در معـرض خطـر    ه  ك ـبـارداري   هاي   خانم  ابتدا غربالگري

شـوند كـه     ابتلاي جنين به نشانگان داون قرار دارند مشخص مـي         
 تـشخيص  بـراي     مولكولي ي و هاي سيتوژنتيك  روش آن از    پس از 
اسـتفاده  هاي پرخطر   جنين در بارداريي يا عدم ابتلا   ي ابتلا قطعي
 ك ســيتوژنتيي وژنتيكهــاي اســتاندارد ســيتو روش]. 5[د شــو مــي

 (Fluorescent In Situ Hybridization: FISH) مولكــولي
 نشانگان  براي تشخيص  معمولصورت   هايي هستند كه به    روش
ي بسيار دقيق بـوده     هاي سيتوژنتيك  روش. شوند  استفاده مي  داون

سـاير اخـتلالات     تشخيص اين اختلال و       درصد موارد  99و در   
ي  آزمايـشگاه  روشد، ولـي ايـن      شـو  پذير مي  امكان كروموزمي

ــان ــر زم ــوده ب ــاري  ب ــد ناهنج ــيش از تول ــشخيص پ ــاي  و ت ه
 با استفاده از روش   . ]6[گيرد    وقت مي  روز 22 تا   7كروموزومي  

FISH  ــشخيص ــان ت ــشانگان امك ــريع ن ــود دارد  داون س    وج
 بـوده و نيـاز بـه سـلول زنـده و             پرهزينـه ها نيز    ولي اين روش  

   STR-PCRمبتنــي بــر  روش]. 8، 7 [اســتمهــارت تكنيكــي 

  
(Short Tandem Repeat-PCR)     يـك روش انتخـابي بـراي

ــاي ايــن روش. اســت 21تريزومــي تــشخيص مولكــولي   مزاي
   عدم نياز به كـشت سـلولي، اسـتفاده از مقـادير كـم               عبارتند از 

نقطـه  . آسان و سريع بودن اين روش تشخيصي      مايع آمنيوتيك،   
 وقـوع    امكـان  ،STR-PCRهاي مبتنـي بـر        اصلي روش  ضعف

  هـا   بـا اسـتفاده از ايـن روش       اشتباه در تشخيص پـيش از تولـد         
  ].9 [است

Real-Time PCR  اسـت كـه    مولكـولي يها روشيكي از 
 ـ  داون نشانگان  تشخيص  در تواند مي از ايـن   . فتـه شـود   كارگر هب

 و حـساس در    دقيـق يـك روش سـريع،      عنوان   بهتوان    مي روش
تشخيص پيش از تولد نشانگان داون استفاده كـرد تـا از ميـزان              

هاي اجبـاري ايجـاد شـده در ايـن           و هزينه بروز اين ناهنجاري    
ي  سنجش كممبتني بر Real-Time PCR سيستم. راستا كاست

 در نتهاي ژني از طريق سنجش ميزان نـشر نـور فلورس ـ      نسخه
 در اين سيـستم از      .است PCRصاعدي از واكنش    تطول مرحله   

ــژه متــصلتيــك رنــگ فلورســن ــه  وي ــر DNA شــونده ب  نظي
شود كه تنها پـس    استفاده ميI (SYBR Green I)سايبرگرين 
 ت فلورسـن (Signal) علامـت   ،اي  دو رشـته   DNAاز اتصال به    

اين رنگ فلورسنت طي واكـنش،      ]. 11،  10[كند   قوي منتشر مي  
 نـور   ،متناسب با ميزان محـصولات توليـد شـده از هـر چرخـه             

فلورســنت ســاطع كــرده و ميــزان نــشر فلورســانس آن توســط 
هاي اوليه حاصل    داده. شود ثبت مي نمايانگر دستگاه شناسايي و     

تواننــد بــا اســتفاده از روش   مــيReal-Time PCRاز انجــام 
 بررسـي  (Threshold Cycle: Ct)اي چرخـه آسـتانه    مقايـسه 

اي اسـت كـه در آن افـزايش           چرخـه  (Ct)چرخه آستانه   . ندشو
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عدي  طول مرحله تكثير تـصا     در انسان فلورس داري در ميز   معني
PCR  بديهي است    .شود مشاهده مي Ct طور معكوس با مقـدار       به
بـا توجـه بـه سـرعت،        ]. 12[ متناسب اسـت      ژنومي DNAاوليه  

، ايـن  Real-Time PCRحساسيت و قـدرت تشخيـصي بـالاي    
عنوان روشي مناسـب بـراي تـشخيص پـيش از تولـد        سيستم به 

  ].4[نشانگان داون پيشنهاد شده است 
بـالايي  كه اين روش داراي دقـت و حـساسيت           از آن جايي  
هاي تخليص شده، بايـد عـلاوه بـر           نمونه DNAاست، بنابراين   

ها   تا بتوان نمونه   كميت مناسب، كيفيت مطلوبي نيز داشته باشند      
 با توجه به .كردارزيابي  Real-Time PCRوسيله دستگاه  را به

هـاي جنينـي در مـايع        وجود پروتئين زياد و تعـداد كـم سـلول         
كل بوده و نياز بـه اسـتفاده         از آن مش   DNAآمنيوتيك، تخليص   

 تا بتوان علاوه بر غلظت بالا،       استاز يك روش مناسب و بهينه       
منظور تعيين كميت و كيفيت      به. دست آورد   را به  يكيفيت مطلوب 

DNA ــانودراپ  از دســتگاه  ®NanoDropاســپكتروفتومتر ن

ND-1000  شود كه علاوه بر غلظت        استفاده ميDNA   ميـزان ،
 تخليص شـده را نيـز تعيـين         DNAل  خلوص و كيفيت مولكو   

  تواند مقادير كم نمونه را بـا دقـت           دستگاه نانودراپ مي  . كند مي
اين اطلاعات از طريق جـذب      . گيري كند  و حساسيت بالا اندازه   

 260، 230هاي   در طول موج(Optical Density: OD)نوري 
طور كلي اسـيدهاي نوكلئيـك       به. آيد دست مي   نانومتر به  280و  
)DNA   وRNA (    هـا در      نانومتر و پـروتئين    260در طول موج

 زيـاد در طـول مـوج        OD.  را دارنـد   OD نانومتر بيشترين    280
 يـا   DNA دهنده آلودگي با بافرهاي استخراج      نانومتر نشان  230

 تخليص شده   DNAاز اين رو سنجش     . است غيرآليساير مواد   
. گيـرد   صورت مـي   230/260 و OD 280/260با محاسبه نسبت    

هايي با كيفيت مطلوب، عدد حاصل از نسبت         اي داشتن نمونه  بر
OD 280/260   اگـر  .  باشـد  9/1 تا   7/1 بايستي بين    230/260 و

 باشـد   7/1تـر از      ، پـايين  OD 280/260عدد حاصـل از نـسبت       
 باشـد بيـانگر     9/1نشانگر آلودگي با پـروتئين، و اگـر بـالاتر از            

  ].13[ است RNAآلودگي با 

  ها مواد و روش -2
  DNAگيري و استخراج   نمونه-2-1

 از طريـق    ي كـه درغربـالگري    در طرح حاضر، زنان بـاردار     
ــيميايي    ــشانگرهاي شـ ــنجش نـ و  AFP ،free ß-hCGسـ

 بـالاي ابـتلاي جنـين بـه نــشانگان داون را     خطـر  سـونوگرافي، 
ــتند، ــز داش ــه مرك ــدند آ ب ــي ش ــنتز معرف ــس از اخــذ .منيوس  پ
توسط  تر مايع آمنيوتيك  لي   ميلي 20-15نامه از هر بيمار،      رضايت

 بعـد از  كـه   گرفتـه شـد  حت شرايط اسـتريل   تناتولوژيست   پري
براي كشت آمنيوسـيت     ليتر آن   ميلي 15-12انتقال به آزمايشگاه    

(Amniocyte)    ليتر مـايع      ميلي 5 تا   3 . مورد استفاده قرار گرفت
ــك ــتخراج   آمنيوتي ــراي اس ــهDNAب ــالكن   درون لول ــاي ف  ه
(Falcon)     گـراد زيـر صـفر        درجه سـانتي   20ماي  د( در فريزر (

 نمونه مـايع آمنيوتيـك بـا        59 از   DNA تخليص. نگهداري شد 
هــا شــامل روش  ايــن روش. هــاي مختلــف انجــام شــد  روش

ــاندن  ــوب(Boiling)جوشـ ــك    ، روش رسـ ــا نمـ ــي بـ   دهـ
(Salting out) دستورالعمل استخراج ،DNA   از خون و بافـت

از  DNAخراج  ، دسـتورالعمل اسـت    )سـيناژن ( DNPTMبا كيت   
 DNA Isolation Kit for cells and tissuesســلول بــا 
(Roche)،  دســتورالعمل اســتخراجDNA ــا ــتاز بافــت ب   كي

MagNa Pure DNA Isolation (Roche) كيــــتو  
QIAamp DNA Micro (Qiagen) سـپس كيفيـت و   . بودند

وسيله دستگاه اسـپكتروفتومتر     هاي تخليص شده به    كميت نمونه 
  .شدندرزيابي نانودراپ ا

  
2-2- Real-Time PCR  

ــنش  ــتگاه در دReal-Time PCRواك  ABI 7300 س

.Sequence Detection Systems (Applied Biosystems, 

Foster City, CA) 96 هـر چاهـك از پليـت    درون. انجام شد 
  ميكروليتر5/12 از متشكل ميكروليتر 25 حجم به مخلوطي اي خانه

 (SYBR Green Master Mix)مخلــوط اصــلي ســايبرگرين 
(Applied Biosystems,UK) ،2ــر از ــاي ر آغازگ ميكروليت ه
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(Primers) ميكروليتر از  4 ژن،    هر اختصاصي  DNA   ژنومي و 
برنامه زماني و دمايي واكنش      .دشتهيه  آب مقطر    ميكروليتر 5/6

 در ABI 7300 مدل Real-Time PCRانجام شده در دستگاه 
  :سه مرحله عبارت است از

 Taqسـازي آنـزيم      فعالمنظور له اول در يك چرخه به     مرح
  و(Hot start Taq polymerase)پليمـــراز شـــروع داغ 

 الگـو بـا دمـاي       DNA اوليه   (Denaturation)سازي   واسرشت
صـورت    دقيقه، مرحلـه دوم بـه  10مدت   گراد به    درجه سانتي  95

گـراد     درجـه سـانتي   95 چرخـه بـا دمـاي        40متناوب در طـول     
 دقيقـه انجـام     1مدت   گراد به    درجه سانتي  60 و   ثانيه 15مدت   به
 يـك چرخـه     منظور رسم منحني تفكيك    ، به در مرحله سوم  . شد

 درجـه   60 ثانيـه،    15مـدت    گـراد بـه      درجـه سـانتي    95با دماي   
 15مـدت     به گراد    درجه سانتي  95 ثانيه و    30مدت    به گراد   سانتي
درجــه  95در ايــن مرحلــه كــاهش دمــا از  . اعمــال شــد،ثانيــه
 درجـه   03/0 بـا سـرعت      گـراد     درجـه سـانتي    60 به   گراد   سانتي
.  دقيقـه طـول كـشيد   20 بر ثانيه انجام شد و حـدوداً   گراد   سانتي

 تكثير و تفكيك با استفاده      هاي پس از اتمام مرحله سوم، منحني     
  . آناليز شدSDS ABI 7300افزار  از نرم

ــه، ژن  ــن مطالعـ ــاي   در ايـ  DYRK1A2 و DSCAMهـ
ــه ــو بـ ــوزم  عنـ ــدف روي كرومـ    PMP22 و ژن 21ان ژن هـ
  .  انتخــاب شــدند 17عنــوان ژن مرجــع روي كرومــوزم    بــه

آغازگرهاي اليگونوكلئوتيدي براي اين سـه ژن براسـاس تـوالي           

ــود در ــاه دادهموجـ ــاي   پايگـ ــايت Gene Bankهـ    در سـ
ــي  ــتفاده از   http://www.ncbi.nlm.nih.govاينترنت ــا اس و ب

   0/3 نـسخه  Primer Expressو  Gene Runner افزارهاي نرم
(Applied Biosystems, Foster City CA)   طراحـي شـد 

 ها براي بررسي عملكرد و ويژگي آغازگرها، واكنش      . )1جدول  (
همـراه يـك واكـنش بـدون          بـه  (Duplicate)صورت دوتايي    به

DNA   الگو (NTC)   سپس براي تعيـين    . دشانجام    براي هر ژن
هاي متوالي بـراي آغازگرهـا صـورت          غلظت بهينه واكنش رقت   

هـاي    بـراي آغازگرهـاي ژن    سازي و تنظيم غلظـت     بهينه. گرفت
DSCAM  ،DYRK1A2   و PMP22   براي تعيين  . دش محاسبه

    هـاي متـوالي بـا پـنج غلظـت           منحني اسـتاندارد واكـنش رقـت      
ــانوگرم در 50 و 25، 5/12، 25/6، 13/3(  ــر نــ از ) ميكروليتــ

DNAــه ــومي ب ــه  ژن ــايي  صــورت س ــت (Triplicat)ت    در پلي
د و شيب خط منحني استاندارد مربـوط بـه    ش چاهكي انجام    96
 Real-time PCRسـپس واكـنش   . دش ـهاي نامبرده تعيـين   ژن

هـاي داون و طبيعـي       هـاي هـدف و مرجـع در نمونـه           براي ژن 
ام گرفـت    چاهكي انج  96تايي و همزمان در پليت        صورت سه  به

 . بـراي هـر ژن محاسـبه شـد         (Ct)هاي آستانه      و ميانگين چرخه  
هـاي جنينـي      دست آمده از نمونـه     هاي آستانه به     براساس چرخه 

 tCΔΔهـاي    ها در فرمول    مبتلا به داون و طبيعي و قرار دادن آن        
هـاي هـدف و مرجـع بـا يكـديگر             ، نسبت ميـزان ژن    ΔΔCt–2 و

  .دشمقايسه 
  

  هاي هدف و مرجع هاي طراحي شده براي ژن توالي آغازگر1جدول 

  ترتيب توالي  نوع اليگو  نام ژن
  دماي ذوب

  )ادگر تيدرجه سان(
درصد 

GC  
طول آغازگر 

  )باز جفت(
DSCAM 5 جلويي'-CCGGGCAGTCTAATTCCAGAAC-3'  8/60  55  22  
DSCAM 5 برگشتي'-AGTATGTGCACTCAGAAACCAGCTG-3'  7/60  48  25  
DYRK1A 5  جلويي'-AATGGTGTGCACAGGATGTGAAC-3'  7/60  48  23  
DYRK1A 5  برگشتي'-ATTCCGGTGAAACAAGTCATGAAG-3'  2/60  42  24  
PMP22 5  جلويي'-GGAGGAGAGAAGGCTTGAATGC-3'  3/60  55  22  
PMP22 5  برگشتي'-GTTCCACATGCACACAGAAACG-3'  0/60  50  22  
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   نتايج-3
نتايج حاصل از ارزيابي كميت و كيفيـت        -3-1

DNAراپراج شده با دستگاه نانود استخ  
هـا بـا دسـتگاه       با توجه به نتايج حاصـل از ارزيـابي نمونـه          

ــانودراپ ــه ،)2جــدول ( ن ــا روش   نمون   هــاي تخلــيص شــده ب
  

ــوب ــه   رس ــك ب ــا نم ــي ب ــيص    ده ــان تخل ــدم امك ــت ع   عل
DNAهاي تخليص شده با  ، نمونهDNA Isolation Kit for 

cells and tissues (Roche) كيت  وMagNa Pure DNA 

Isolation (Roche)ــه ــامطلوب     ب ــت ن ــت و كمي ــت كيفي   عل
DNA   در ارزيـابي بـا روش ،Real-Time PCR كارگرفتـه    بـه
  .نشدند

  وسيله نانودراپ هاي مختلف به هاي تخليص شده با روش  ارزيابي نمونه2جدول 

تعداد نمونه   DNAروش استخراج 
(n)  

 DNAغلظت 
نانوگرم در هر (

  )ميكروليتر

ي جذب نور
280/260  

جذب نوري 
230/260  

  29/0  0/1  2/138  10  جوشاندنروش 
      -  2 دهي با نمك روش رسوب

از بافت با  DNAدستورالعمل استخراج 
 با اضافه شدن )سيناژن( DNPTMكيت 

  آنزيم پروتئاز و پروتئاز بافر
1  1/38  1/3  09/0  

از بافت با  DNAدستورالعمل استخراج 
زايش ميزان  با اف)سيناژن( DNPTMكيت 

  آنزيم پروتئاز و پروتئاز بافر
1  40  6/1  14/0  

از بافت با  DNAدستورالعمل استخراج 
 با افزايش ميزان )سيناژن( DNPTMكيت 

آنزيم پروتئاز و پروتئاز بافر و انكوبه كردن 
 درجه 55 ساعت در دماي 2مدت  نمونه به

  گراد سانتي

1  1/29  8/1  71/0  

 DNAا از سلول ب DNA استخراج روش
Isolation Kit for cells and tissues 

(Roche)  
2  3/1  93/0  19/0  

كيت  از بافت با DNAروش استخراج 
MagNa Pure DNA Isolation (Roche)  

2  7/17  66/0  05/0  

  QIAamp DNA Micro (Qiagen)  40  06/13  8/1  5/1كيت 
  

حاصـل از   Real-Time PCRمقايسه نتـايج   -3-2
  كيـت  ،جوشـاندن شده با روش    هاي تخليص    نمونه

DNPTM )كيت و)سيناژن  QIAamp DNA Micro 
(Qiagen).  

Ct  ــل از ــراي ژنReal-Time PCRحاصــ ــاي   بــ هــ
DYRK1A2،DSCAM  و PMP22هــاي تخلــيص   در نمونــه

در  جوشـــاندن و روش )ســـيناژن( DNPTMشـــده بـــا كيـــت 
هـا در    بـراي ايـن ژن     Ctكـه     اسـت، در حـالي     32-31هاي   چرخه
 QIAamp DNA Micro  كيـت تخلـيص شـده بـا   هـاي   نمونـه 

(Qiagen)    ايـن موضـوع    ). 3 -1 هاي شكل( است   25در چرخه
 تخليص شده با اين روش      DNAدهنده كيفيت بسيار خوب      نشان
هـاي   به عبارتي ديگـر كيفيـت عملكـرد تكثيـر در غلظـت            . است

واسـطه   به همچنين.  برابر بهبود يافته است    25 تا   DNAمساوي از   
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ــا ــرات دم ــاليز منحنــي ذوب تغيي  Dissociation)يي كــه در آن

curve)  پذيرد، هر قطعه      صورت ميDNA   اي موجـود     دو رشـته
 در دماي ذوب    CGدر محصول براساس طول و محتواي بازهاي        

اي شـده و ايـن تغييـر حالـت توسـط            اختصاصي خود، تك رشته   

نتـايج  . شـود   نمـايش داده مـي     (Peak)صورت يك قله     سيستم به 
دهـد    از آناليز منحني ذوب در اين مطالعه نـشان مـي     دست آمده  به

صورت اختصاصي و فاقـد محـصولات        كه محصول هر سه ژن به     
 ).4شكل  (استغيراختصاصي نظير آغازگر دايمر 

  

  
  

  
  

  
  

 نمونه تخليص شده DSCAM ژن Ct )ب، )67 و 26چرخه آستانه  (QIAamp DNA Micro (Qiagen)  كيت نمونه تخليص شده باDSCAM ژن Ct ) الف1شكل 
  )48 و 33چرخه آستانه  ()سيناژن( DNPTM  كيت نمونه تخليص شده باDSCAM ژن Ct )ج، )48 و 33چرخه آستانه  (جوشاندنبا روش 
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23  

  
  

  
  

  
  

مونـه   نDYRK1A2 ژن Ct) ب، )47 و 24چرخـه آسـتانه    (QIAamp DNA Micro (Qiagen)  كيـت  نمونـه تخلـيص شـده بـا    DYRK1A2 ژن Ct)  الف2شكل 
  )62 و 34چرخه آستانه  ()سيناژن( DNPTM  كيت نمونه تخليص شده باDYRK1A2 ژن Ct )ج، )34 و 12چرخه آستانه  (جوشاندنتخليص شده با روش 
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24  

  
  

  
  

  
  
خليص شده بـا   نمونه تPMP22 ژن Ct ) ب،)25 و 13چرخه آستانه  (QIAamp DNA Micro (Qiagen)  كيت نمونه تخليص شده باPMP22 ژن Ct)  الف3شكل 
  )32 و 27چرخه آستانه  ()سيناژن( DNPTM  كيت نمونه تخليص شده باPMP22 ژن Ct) ج، )84 و 35چرخه آستانه  (جوشاندنروش 
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25  

  
  

  
  

  
  
   ،QIAamp DNA Micro (Qiagen)  كيـت هـاي تخلـيص شـده بـا      در نمونـه PMP22 و DSCAM ،DYRK1A2اي ه ـ ن آناليز منحنـي ذوب بـراي ژ  ) الف4شكل 

هـاي    آنـاليز منحنـي ذوب بـراي ژن        )ج جوشـاندن، هـاي تخلـيص شـده بـا روش            در نمونه  PMP22 و   DSCAM  ،DYRK1A2هاي   ناليز منحني ذوب براي ژن     آ )ب
DSCAM ،DYRK1A2 و PMP22كيتهاي تخليص شده با  در نمونه  DNPTM )سيناژن(  
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 رسم منحني استاندارد و محاسبه كـارايي        -3-3
  واكنش تكثير

منحني اسـتاندارد  افرازها  در بيشتر نرم ،ان آزمايشپس از پاي 
 XYصـورت نمـوداري روي محـور         بـه ها    براي هر كدام از ژن    

در اين نمودار لگاريتم مقدار نمونـه الگـو روي          . شود  ترسيم مي 
 در  ؛ها قرار دارد  Y روي محور    (Ct)ها و چرخه آستانه     Xمحور  

 آمـده   دسـت  بـه نمودارهاي منحني استاندارد بايستي شيب خط       
 كه در مطالعه حاضر براي هـر سـه ژن            باشد -1/3 تا   -6/3بين  

شيب خط منحني اسـتاندارد بـراي       . در اين محدوده قرار داشت    
  ، بــراي ژن ) الــف-5شــكل  (-315/3 برابــر DSCAMژن 
  

DYRK1A2 ــر ــكل  (-324/3 برابـ ــراي ژن )  ب-5شـ و بـ
PMP22   با توجـه بـه      ). ج -5شكل(دست آمد     به -258/3 برابر 

يي واكـنش بـراي     ايج حاصل از نمودار منحني استاندارد، كار      نتا
 PMP22 و DSCAM ،DYRK1A2هـــاي  يـــك از ژن هـــر

  :شدصورت زير محاسبه  به
  DSCAM ژن PCRارايي واكنش ــك] =10 )-1/-315/3([-1 =

002/2-1 =002/1 × 100= درصد 100  
  DYRK1A2 ژن PCRكارايي واكنش ]=10 )-1/-324/3([-1 =

997/1-1 =997/0 × 100=د  درص1007/99  
  PMP22 ژن PCRكـــارايي واكنش ] =10 )-1/-258/3([-1 =

027/2-1 =027/1 × 100= درصد 105  

           
  

  
  
، Y=الگـو   لگاريتم مقـدار نمونـه   ،m=شيب خط ، Y= آستانه چرخه. (Y=mX+b)  ترسيم شده استExcel كه با برنامه   DSCAM نمودار منحني استاندارد ژن    ) الف 5شكل  

. (Y=mX+b)  ترسـيم شـده اسـت   Excel كه با برنامـه  DYRK1A2 نمودار منحني استاندارد ژن )ب.  نيز بايستي در نظر گرفته شود     r2ت  ضريب ثاب ؛  b=عرض از مبدا    
 نمـودار منحنـي اسـتاندارد ژن    )ج. شـود  نيز بايستي در نظر گرفتـه  r2ضريب ثابت ؛ b=عرض از مبدا    ،  Y= لگاريتم مقدار نمونه الگو      ،m=شيب خط   ،  Y= آستانه   چرخه

PMP22     كه با برنامه Excel   ترسيم شده است  (Y=mX+b) .آستانه   چرخه =Y  ،   شيب خط=m،      لگاريتم مقدار نمونه الگو =Y  ،    عرض از مبدا=b  ضريب ثابـت    ؛r2   نيـز 
  .بايستي در نظر گرفته شود
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آناليزها و محاسبات آماري براي تشخيص       -3-4
   جنينيهاي نگان داون در نمونهپيش از تولد نشا

 براي هر   (Ct)هاي آستانه      پس از محاسبه ميانگين چرخه    
ــه ژن، ــول tCΔ س ــا فرم ــابق ب ــع( «: مط ژن ( -  Ct) ژن مرج

مـورد  نمونـه   («:  مطـابق بـا فرمـول      C=CtΔ«  ،CtΔΔ)هدف
و نـسبت   » CtΔ = CtΔΔ) طبيعـي نمونه   (-  CtΔ) آزمايش
 محاسـبه و    »نـي نـسبت ژ   = CtΔΔ -2«: وسـيله فرمـول    ژني بـه  

. دش ـهاي جنيني طبيعـي و داون فـراهم          امكان تفكيك نمونه  
 جنـين مبـتلا بـه    3نتايج حاصل از سـه آزمـايش مـستقل در         

 نمـايش داده    3 جنـين طبيعـي در جـدول         3نشانگان داون و    
  هـاي طبيعـي در محـدوده        ايـن نـسبت در نمونـه      . شده است 

  

ــه1/1 - 85/0 ــشانگان داو    و در نمون ــه ن ــتلا ب ــاي مب  در نه
منظـور بـالا     به). 3جدول  ( قرار داشت    95/1 - 40/1 محدوده

هـاي مربـوط بـه دو ژن هـدف           بردن دقت آزمايش، از نسبت    
عنوان مبنـاي تفكيـك      ميانگين گرفته شد و از اين ميانگين به       

هاي طبيعي از مبتلا استفاده شـد كـه باعـث محـدودتر              نمونه
هـاي   نمونهدر  ) 1/1 - 95/0(ها به    شدن دامنه تغييرات نسبت   

 21هاي مبـتلا بـه تريزومـي         در نمونه ) 8/1 - 40/1(طبيعي و   
 Real-Time PCRهاي آزمايش شده با  سپس در نمونه. دش

، (SD)ميانگين نـسبت ژنـي و ميـزان انحـراف از اسـتاندارد          
 و بـا انجـام آنـاليز    Excelافـزار    با استفاده از نـرم .شدتعيين  
دسـت   داري به معنيتفاوت ) t-test) 02/0= P valueآماري 

  ).4جدول (آمد 

 هاي جنيني طبيعي و مبتلا به نشانگان داون  آناليزها و محاسبات آماري براي تشخيص پيش از تولد در نمونه مقايسه نتايج3جدول 
  ميانگين  نسبت -CtΔΔ  طبيعي  ناشناخته    
      PMP22  هدف PMP22  هدف    

DSCAM 80/25  25/26  57/27  42/27  60/0  52/1   نمونه مبتلا به
نشانگان 

  DYRK1A2  66/26  25/26  33/28  42/27  50/0  41/1  1 -داون
47/1  

  ميانگين  نسبت  -CtΔΔ  طبيعي  ناشناخته    
      PMP22  هدف  PMP22  هدف    

DSCAM  64/23  21/24  57/27  42/27  72/0  65/1   نمونه مبتلا به
نشانگان 

  DYRK1A2  51/24  21/24  33/28  42/27  61/0  53/1  2 -داون
59/1  

  ميانگين  نسبت  -CtΔΔ  طبيعي  ناشناخته    
      PMP22  هدف  PMP22  هدف    

DSCAM  04/26  82/26  57/27  42/27  93/0  91/1   نمونه مبتلا به
نشانگان 

  DYRK1A2  05/27  82/26  33/28  42/27  68/0  60/1  3 -داون
76/1  

  ميانگين  نسبت  -CtΔΔ  طبيعي  ناشناخته    
      PMP22  هدف  PMP22  هدف    

DSCAM  94/28  70/28  57/27  42/27  09/0-  94/0  نمونه طبيعي- 
1  DYRK1A2  50/29  70/28  33/28  42/27  11/0  08/1  

01/1  

  ميانگين  نسبت  -CtΔΔ  طبيعي  ناشناخته    
      PMP22  هدف  PMP22  هدف    

DSCAM  96/23  82/23  57/27  42/27  01/0  01/1  نمونه طبيعي- 
2  DYRK1A2  67/24  82/23  33/28  42/27  06/0  04/1  

03/1  

  ميانگين  نسبت  -CtΔΔ  طبيعي  ناشناخته    
      PMP22  هدف  PMP22  هدف    

DSCAM  82/29  74/29  57/27  42/27  07/0  05/1  نمونه طبيعي- 
3  DYRK1A2  83/30  74/29  33/28  42/27  18/0-  88/0  

97/0  
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28  

  t-test هاي جنيني طبيعي و مبتلا به نشانگان داون و آناليز در نمونه (SD) محاسبه ميانگين نسبت ژني همراه با انحراف از استاندارد 4جدول 
 t-test   انحراف از استاندارد±ميانگين   تعداد  

  61/1 ± 09/0  5  نمونه نشانگان داون
  03/1 ± 05/0  29  نمونه طبيعي

02/0= P value 

  

   بحث-4
 داون و نـشانگان  مبـتلا بـه   هـاي جنينـي   نمونـه  اين مطالعه   در
 Real-Time PCR روش توسط سنجش نسبت ژني براي طبيعي

هـاي   ژن. ندشدمطالعه  Iرين  اده فلورسنت سايبرگ  با استفاده از م   
 DYRK1A2 هـدف    هاي مورد مطالعه در اين تحقيق شامل ژن      

   انـساني و ژن 21كروموزوم ناحيه اساسي   واقع بر    DSCAMو  
  از نظر تئوري در. هستند17 واقع بر كروموزوم PMP22مرجع  

 و در افـراد     21از كرومـوزوم    ) تريزومـي (افراد بيمار سـه كپـي       
هـاي   بنـابراين نـسبت ژن    . وجود دارد ) ديزومي(طبيعي دو كپي    

در ]. 4[ برابر افراد طبيعـي اسـت        5/1،  21موجود بر كروموزوم    
 امكان  هاي فوق  دست آمده براي ژن    هاي به   حاضر، نسبت  مطالعه
 داون از گروه كنترل     شانگانن بيماران مبتلا به     هاي  نمونه تفكيك
 در 21 و حضور سه نـسخه از كرومـوزوم   آورد فراهم   را طبيعي

هاي استاندارد متداول     با روش   اين يافته . دشييد  أگروه بيماران ت  
 ](Karyotype) كاريوتيپ[شامل آناليز كروموزومي سيتوژنتيك   

  .شدييد أ تمقايسه و نتايج حاصل
هـاي مـايع     نمونـه  از   DNAسازي اسـتخراج     منظور بهينه  به

ــك  ــامل روش    ، روش(Amniotic)آمنيوتي ــف ش ــاي مختل ه
 دسـتورالعمل اسـتخراج     دهي با نمـك    ، روش رسوب  جوشاندن

DNA  ــا ــون و بافـــت بـ ــتاز خـ ــيناژن( DNPTM  كيـ ، )سـ
 DNA Isolationاز سـلول بـا    DNAدستورالعمل اسـتخراج  

Kit for cells and tissues (Roche)  دستورالعمل اسـتخراج ،
DNA هـاي   كيتاز بافت با MagNa Pure DNA Isolation 

(Roche)و  QIAamp DNA Micro (Qiagen) بررســي 
 DNA Isolationاز سـلول بـا    DNA روش استخراج .ندشد

Kit for cells and tissues (Roche).    براسـاس يكنواخـت
   دترژنــت آنيــوني كــردن نمونــه، ليــز ســلولي در حــضور     

(Anionic detergent)پروتئيناز  قوي و K  حـذف ،RNA   بـا
Rnase       وسـيله رسـوب دادن آن و        بـه  پـروتئين  و از بين بـردن

كاربرد ايـن روش بـراي تخلـيص        . گيرد سانتريفيوژ صورت مي  
DNA         علت حجم    از بافت جفت و مايع آمنيوتيك است ولي به

كم مـايع آمنيوتيـك در دسـترس، اسـتفاده از ايـن روش نتـايج           
ــوبي نداشــت  ــا DNAج اســتخرا]. 14[مطل  كيــت از ســلول ب

MagNa Pure DNA Isolation (Roche) ــر ــز ب اســاس لي
اي   بـه ذرات شيـشه     DNAسلولي، غيرفعال كردن نوكلئازها، اتـصال       

شستــشوي  ،(Magnetic Glass Particle: MGP)ربــا  آهــن
DNA  براي تخلـيص   اين روش نيز    . استسازي    و رقيقDNA 

 بـر   PCRود و   ر كـار مـي     و مـايع آمنيوتيـك بـه       از بافت جفت  
علـت   هـاي تخلـيص شـده نتيجـه مطلـوبي دارد، امـا بـه               نمونه

كـار    بـه DNA بـه كيفيـت   Real-Time PCRحساسيت زيـاد  
 تخليص شـده،    DNA غلظت مطلوب    با وجود رفته در واكنش،    

 DNAبرنامه اسـتخراج    ]. 15[استفاده از اين روش مناسب نبود       
ليز سلولي  ، براساس   )سيناژن( DNPTM  كيت از خون و بافت با    
 نـامحلول   DNA كـه در نهايـت       اسـت  DNAو سپس رسوب    

 اسـتفاده از ايـن كيـت در         .دشـو  زدايـي مـي    شسته شده و نمك   
دست آوردن كيفيـت و       از خون و بافت براي به      DNAتخليص  

 از  DNA مؤثر بوده امـا بـراي اسـتخراج          DNAكميت مطلوب   
 روش  بـا  DNAتخليص  . مايع آمنيوتيك نتيجه مطلوبي نداشت    

 بـا   DNAبراساس ليز سـلولي و رسـوب        دهي با نمك،     رسوب
 از خـون، روش     DNAاين روش بـراي اسـتخراج       . استنمك  

 از مـايع    DNAبسيار مفيد و مـؤثري بـوده و بـراي اسـتخراج             
 ؛]16،  4[ليتر نيز گزارش شده اسـت         ميلي 10آمنيوتيك با حجم    

علـت حجـم كـم       ولي استفاده از اين روش در طرح حاضـر بـه          
در روش  . هاي مـايع آمنيوتيـك نتيجـه مطلـوبي نداشـت           مونهن
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، ترپسين بافت را سست كرده و جوشاندن سبب ليـز           جوشاندن
از بافت جفتـي     DNAاين روش براي تخليص     . شود سلولي مي 

شـود ولـي      اسـتفاده مـي    PCRو مايع آمنيوتيك و سپس انجـام        
 ايـن   نبردنكـار   تخليص شده سـبب بـه      DNAكيفيت نامطلوب   

    كيـــت بـــاDNAاســـتخراج . دشـــ ايـــن مطالعـــه روش در
QIAamp DNA Micro (Qiagen)  ،ــز ســلولي براســاس لي

 DNA، شستشو و رقيق شدن      MinEluteبه ستون    DNAاتصال  
 بـراي اين كيـت  . است AE (Adames-Evans Buffer)با بافر 

هاي بـا مقـادير كـم كـاربرد داشـته و              از نمونه  DNAاستخراج  
 هاي مـايع آمنيوتيـك   نمونه از DNA  آن در تخليصاستفاده از

  ].17[كيفي مطلوبي داشت  نتيجه كمي و
 بـا اسـتفاده از      21ارتباط با تشخيص مولكولي تريزومي      در  
 صـورت گرفتـه    محـدودي مطالعات Real-Time PCRروش 
ــت ــرمن     . اس ــارد زيم ــط برن ــده توس ــام ش ــات انج در مطالع

(Bernhard Zimmermann)ــارانش، از ــت و همكــ    كيــ

High-pure PCR template (Roche) براي تخليص DNA 
 (Yali Hu)، يالي هو ]18[از مايع آمنيوتيك استفاده شده است 

ليتري مايع آمنيوتيـك      ميلي 10ش، با استفاده از حجم      و همكاران 
 Young)يونگ هو يانـگ   و] 4[دهي با نمك  از روش رسوب

Ho Yang)كيت ش از و همكاران Wizard genomic DNA 

purification (Promega)   ــتخراج ــراي اس ــايع DNAب  از م
 DNAكه   زماني ، اين مطالعه  در]. 19[اند   آمنيوتيك استفاده كرده  

  هـاي يكـسان     هـاي مختلـف بـا غلظـت        دست آمـده از روش     به
هـا   آن Real-Time PCRمـورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد، نتـايج      

ايـن موضـوع ناشـي از كيفيـت         . تفاوت واضـحي را نـشان داد      
DNA خرد شـدن     نشانگرليص شده بوده و      تخ DNA    و افـت 

 بـا   DNAاگرچـه   . اسـت هـاي فـوق      كيفيت آن در اكثـر روش     
هـاي مولكـولي     توانـد در اكثـر روش      كيفيت متوسط و پايين مي    

هـاي مبتنـي بـر آن         معمولي و ساير روش    PCRتر مانند    قديمي
 و وجـود درصـد      DNAكار گرفته شود ولي ناهمگون بـودن         به

شود كـه     باعث مي  PCRالصي و عوامل مهاركننده     بالايي از ناخ  
قابـل تكـرار و قابـل     Real-Time PCR حـساس  روشنتايج 

 كمتر باشد يعني    Ct ها چه در آزمايش   از طرفي هر  . اعتماد نباشد 
دسـت آمـده     بالاتر بوده، دقت نتايج بـه      PCRكارايي و عملكرد    
  .بالاتر خواهد بود

 مبـتلا بـه     جنينـي  يهـا   نمونـه   امكان تفكيك   حاضر در مطالعه 
 DNAطبيعي تنها با اسـتفاده از        هاي جنيني  نمونه داون از    نشانگان

 QIAamp DNA Micro (Qiagen)تخليص شده توسط كيـت  
دسـت آمـده از ارزيـابي         بنابراين بـا مقايـسه نتـايج بـه         .ميسر شد 

 Real-Time PCRهاي تخليص شده با نانودراپ و انجـام   نمونه
 QIAamp DNA Microاستفاده از كيت هاي ذكر شده،  بر نمونه

(Qiagen) عنـوان روش قابـل قبـول بـراي تخلـيص              بهDNA  از 
هاي مايع آمنيوتيك براي تـشخيص پـيش از تولـد بـا روش               نمونه

Real-Time PCRاين يافتـه در همـاهنگي بـا    . در نظر گرفته شد 
 و (Yu-ning Zhu)نتايج مطالعه انجام شـده توسـط يونينـگ ژو    

 زن باردار در معرض خطر بيشتر   563 كه روي    تاسهمكارانش  
 جنين به نشانگان داون و در كشور چين انجام شده و در             يابتلا

 .QIAamp mini (or midi) (Qiagen, Germany)آن از كيت 
 استفاده شده است كه نتايج دقيـق و قابـل           DNAبراي تخليص   

در .  داشته است  21اعتمادي در تشخيص پيش از تولد تريزومي        
دار و   نـــشان(Probes)هــاي   ن مطالعــه از سيــستم پــروب   آ

 21منظـور تعيـين كپـي اضـافه كرومـوزم            بهدوگانه  هاي   واكنش
 ].17[استفاده شده است 

از سوي ديگر، در اكثر مطالعات انجـام شـده از ژن مرجـع              
GAPDH (Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase). 

 بيــشتر در كــه (Housekeeping)دار  هــاي خانــه يــا ســاير ژن
عنـوان ژن مرجـع      بـه شـوند     مـي  كار بـرده   بهژني  مطالعات بيان   

 ـ    ها  ژن اين. ]20[  شده است  استفاده ومي و  مناسب مطالعـات ژن
 ـ    انتخـاب ژن مرجـع در مطالعـات        . يـست ي ن سنجش ميـزان ژن

سنجش ميزان ژني اهميت بسياري دارد زيـرا ميـزان ژن هـدف             
بنـابراين بايـستي    . دشـو  نسبت به اين ژن مقايسه و محاسبه مـي        

از اين  . صورت دايزومي باشد   ميزان ژن مرجع همواره ثابت و به      
عنــوان ژن مرجــع   بــهPMP22ژن   در مطالعــه انجــام شــدهرو

عنوان ژن مرجـع     هاي لازم به   اين ژن داراي ويژگي   . دشانتخاب  
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 بوده و   (Pseudogenes)هاي كاذب    كه، فاقد ژن   نخست آن : است
حذف يا اضـافه شـدن   (ونه تغيير در ميزان ژني  گ هراز سوي ديگر،    

  هــاي ايــن ژن  در يــك نــسخه از آلــل) اي هــاي نقطــه يــا جهــش
 هاي شود و نيازي به آزمايش      مي مشاهدهصورت فنوتيپ بيماري     به

   شناسـايي افـراد طبيعـي       منظـور  بـه  ايـن ژن     برايژنتيك مولكولي   
 HNPP  منجــر بــه بيمــاري  PMP22حــذف در ژن . يــستن

(Hereditary Neuropathy with liability to Pressure Palsies). 
 مـاري تـوث    - منجر به بيمـاري شـاركوت       ژن و مضاعف شدن  

(Charcot marie tooth)شود  مي.  
 در مجموع، بـا توجـه بـه نتـايج حاصـل از ايـن مطالعـه و            

عنـوان    بـه Real-Time PCR، روش  انجام شده قبليمطالعات
 ــ  ــق در كن ــريع و دقي ــولي س ــاير روشروش مولك ــاي  ار س   ه

  

تشخيص پيش از تولد نـشانگان داون       سيتوژنتيك متداول، براي    
چـه   اگـر . شـود  هاي كروموزومي پيـشنهاد مـي      و ساير ناهنجاري  
 تأييد حساسيت و ويژگي اين روش       برايتري   مطالعات گسترده 

 .منظور كاربردهاي باليني لازم است به

  

  تشكر و قدرداني-5
قدرداني خود را نـسبت بـه كليـه         نويسندگان مراتب تشكر و     

ها و نيز تمامي همكـاران   هاي محترم آن هاي باردار و خانواده    خانم
آمنيوسـنتز  بخش پزشكي مولكولي انستيتو پاستور ايـران و مركـز           

اين طرح با پشتيباني مـالي  . دارند  اعلام مي بيمارستان الزهراء تبريز  
  .انجام شد) 417طرح شماره (انستيتو پاستور ايران 
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