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  چكيده
هايي كـه منجـر بـه وقـوع انـواع       ها است؛ به ويژه حذف يك منطقه مستعد براي وقوع انواع بازآرايي22q11.2  ناحيه :هدف

تـرين ويژگـي بيمـاران داراي ايـن           شـاخص . شـوند   جرج و ولوكارديوفاسـيال مـي       مختلفي از اختلالات ژنومي از جمله دي      
 (FISH) روش اسـتاندارد بـراي تـشخيص ريزحـذف، روش         . ع كونوترانكال اسـت   ريزحذف، نقايص قلبي مادرزادي از نو     

با اين حال اين روش داراي اشكالاتي از جمله گران بودن قيمت تمام شده وحساسيت كمتر ايـن روش در شناسـايي              . است
  .هاي غير شايع و كوچكتر از معمول است ريزحذف
 فرد با علائم مشخصه نـشانگان دي جـرج و داراي ناهنجـاري              10مل   گروه مورد مطالعه در اين تحقيق شا       :ها  روشمواد و   

عـلاوه  . انـد  ه بررسي شده بـود TUPLE1و كاوشگر  FISH مادرزادي قلبي از نوع كونوترانكال بودند كه با استفاده از روش
 ـ     . انـد   ه كنترل منفي ريزحـذف فـوق در ايـن تحقيـق داخـل شـد               عنوان  بهبراين سه فرد نرمال      ا اسـتفاده از   در ايـن مطالعـه ب

.  طراحـي شـد  (SQMPCR) نيمـــه كمـــي   PCRداخــل و خــارج منطقه مـــورد مطالعه، واكــنش STS نشـانگرهاي 
  . تجزيه و تحليل شدTotalLabنتايج با استفاده از نرم افزار 

 تنها نشان دهنـده  FISHروش  . يد كننده وجود ريزحذف است    أي درصد نشان دادند كه ت     60 بيمار دوز ژني كمتر از       4 :نتايج
  . يك بيمار مبتلا به ريزحذف بوده است

 شده در اين تحقيق توانست در بيماران مبـتلا بـه نـاراحتي مـادرزادي قلبـي نـوع       اندازي راه SQMPCR روش   :گيري نتيجه
 شناخته  بيمار مبتلا و بدون مشكل   3به عبارت ديگر در     .  درصد بيماران مشخص كند    40كونوترانكال وجود ريزحذف را در      

 يهـا  روش قبلي هم نشان دهنده حساسيت بيشتر   هاي  بررسي. ، حذف تشخيص داده شده است     FISHشده ژنتيكي با روش     
هاي غيـر شـايع در    اين تحقيق نشان دهنده وجود ريزحذف. هاي ناحيه مورد نظر بوده است مولكولي در تشخيص ريزحذف  

و هـا   اگرچـه آزمـايش  .  اسـت  FISHيي بعضي از موارد منفي با روش        جامعه مبتلايان ايراني و توانايي روش فوق در شناسا        
تواند در تشخيص مـوارد   رسد كه اين روش مي    مي نظر  به بيشتري براي تعيين حساسيت اين روش لازم است اما           هاي  بررسي

  . شود  استفاده22q11DS ولي داراي فنوتيپ كامل نشانگان FISHريزحذف بدون علت شناخته شده ژنتيكي در بررسي 
  

  .، نشانگان دي جرج22q11.2، SQMPCR ريزحذف : كليدواژگان
  

  مقدمه ـ1
ـــر ــا دو 22q11.2 در زحذفيـــ ــشانگانبـــ ــرج  دي نـــ   جـــ

(DiGeorge Syndrome :DGS)ال يوفاســــي و ولوكارد
(VeloCardioFacial Syndrome :VCFS)ن يــا . در ارتبــاط اســت

ــير ــد90ش از يزحـــذف در بـ ــاران ي ب درصـ ــد75 و DGSمـ     درصـ
  

   22q11.2ريزحــــذف . افــــت شــــده اســــت يVCFSاران ـمــ ـيب
  نـــــشانگان، در بيمـــــاراني بــــا  VCFS  وDGSعــــلاوه بــــر   

(ConoTruncal Anomaly Face Syndrome) CTAFS، Cayler 

cardiofacial، CHARGE association نشانگان وOpitiz GBBB   
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هـاي ناشـي از ايـن        نـشانگان  مجموعـه  بـه . ]1[ است   مشاهده شده 
ه داده شـد   del22q11 (22q11DS) نـشانـگان  كلـي  ريزحذف نام 

  بيمـاري قلبـي مـادرزادي    22q11DSيـويژگ ـ ترين اخصـش .]2[است 
(Congenital Heart Disease :CHD)  كونوترانكالاز نوع(Conotruncal) 

tetralogy of Fallot, interrupted aortic arch, ventricular  (
septal defect, and truncus arteriosus)  75اســت كــه تقريبــاً در 

  .]2[ شود درصد بيماران مشاهده مي
ه  ك ـ22  تكـراري كـم تعـداد ويـژه كرومـوزم     هاي شناسايي توالي 

LCR (Low Copy Repeat) 22 شوند درون ناحيه ناميده ميq11.2 
 مخـصوص   Mb 3و در داخل يا در مجاورت نقـاط انتهـايي حـذف             

DGS/VCFS   ييـرات ژنـومي در ناحيـه        مكانيسم تغ  به شناخت  منجر
22q11.2 بر اساس اين فرضيه نـوتركيبي همولـوگ بـين          . ه است  شد

كرومـوزوم   هـاي  در ايجاد حـذف    22 ويژه كروموزوم    LCRهاي    كپي
 LCR22 عـدد    8 حداقل داراي    22q11.2ناحيه  . ]3[  دخالت دارد  22

 22q11DS معمـول  هاي درون يا مجاور حذفها   تا از اين4است كه  
 بـه   (Centromere) هـا از سـانترومر    LCR ايـن . )1شكل   (قرار دارد 

، LCR22-2 :انـد   گذاري شـده   صورت نشانه اين   به   (Telomere) تلومر
LCR22-3a ،LCR22-3b و  LCR22-4]4[. نوتركيبي همولوگ بين 

در ايـن ناحيـه     ها    ريزحذف  مختلف توضيح دهنده انواع    LCRنواحي  
يـك  )  درصـد  99- درصـد  22q11DS )98 مبتلا بـه     اكثر افراد . است

  دارند در حـالي  LCR22-2 درون   (Proximal)ابتدايي  نقطه شكست   
 90در. توانـد متغيـر باشـد    ميها   آن (Distal)انتهاييكه نقطه شكست 

گيرد كه توليد يـك   مي  قرارLCR22-4درصد بيماران اين نقطه درون    
 TDR (Typical Deleted Region)  كـه بـه  كنـد   ميMb 3 حذف

گيـرد    قرار مي  LCR22-3aان درون   ر درصد بيما  7و در   معـروف است   
البته گـروه كـوچكي هـم        ]3،5،6[ كند مي Mb 5/1 كه توليد يك حذف   

  .]3،4[  غير معمول هستندهاي جايي يا جابهها  داراي حذف
هايي به صورت    توان انتظار داشت كه در اين ناحيه نوتركيبي        مي

تـه  بال. ]7[م روي دهد     ه (Microduplication)ميكرودوپليكاسيون  
ها دراين ناحيه بسيار كمتر از  ميكرودوپليكاسيون موارد گزارش شده

   متفـاوت   (Phenotype)تواند فنوتيپ     مي بوده كه علت  ها    ريزحذف
  

پ با اين حال در مواردي بيماراني با فنوتي. و ملايم دراين افراد باشد 
ــشانگان  ــشابه نـ ــد22q11DSمـ ــزارش شـ ــد ه گـ ــه داراي انـ  كـ

  .]8[ اند هميكرودوپليكاسيون بود
  بـــــــرايو اســـــــتاندارد طلايـــــــي روش متـــــــداول 

  روش 22q11DS در نــــشانگان 22q11حــــذف ريز شناســــايي
(Fluorescent In Situ Hybridization) FISH با اين . ]9[ است

اولاً اين روش بيشترين    : معايب و مشكلاتي دارد    FISHروش  حال  
. ]10[ص باشـند    كارآيي را زماني دارد كه نقاط شكست كاملا مشخ        

به عبارت ديگـر در مـواردي كـه نقـاط شكـست بـه علـت وجـود           
LCR     هاي مختلف متفاوت است استفاده از روشFISH توانـد    مـي

توانـد مـوارد     نميFISHياً روش  ثان. داراي جواب منفي كاذب باشد    
ثالثاً اين روش حساسيت    . ]10[ميكروداپليكاسيون را تشخيص دهد     

 . كوچك داردهاي ي مولكولي در ريزحذفها روشكمتري از 

 اسـتفاده از روش     ه تمام اين موارد و ايـن كـه اصـولاً          با توجه ب  
FISH                در اين نشانگان در ايـران فراگيـر نـشده اسـت و تـشخيص 

 بـراي   22q11مولكولي در بيمـاران مبـتلا بـه نـشانگان ريزحـذف             
 PCRروش  لازم است،   ها    مديريت بيماري در بيماران و خانواده آن      

  (Semi-Quantitative Multiplex PCR :SQMPCR)نيمه كمي
هاي ناحيـه     و ميكروداپليكاسيون ها    جديدي براي شناسايي ريزحذف   

22q11.2شداندازي  طراحي و راه .  
  

  ها روشمواد و  ـ2
  انتخاب بيماران مناسب براي مطالعه ـ1ـ2

 از جملـــه DGSم مـــشخص يـ ـ بيمـــار داراي علا10تعــداد  
 صورت و نواقص قلبي كونوترانكال  (Dysmorphism)ديسمورفي

مراحـل  هـا     والـدين آن   نامـه از    گرفتن رضايت  ب شد و پس از    انتخا
 عنـوان   بـه  نرمـال      نمونـه  3 علاوه بر اين،  . بعدي تحقيق انجام گرفت   

بـا   FISH آزمـون  روي ايـن بيمـاران    قـبلاً . استفاده شد كنترل منفي   
ــگر  ــتفاده از كاوش ــشخيص  ]TUPLE1 ]11 (Probe)اس ــراي ت  ب

  . انجام گرفته بود22q11DS نشانگان
  

TEL  5/20 20 5/19 19 5/18  18  5/17  17  CEN  
  

  

 استفاده شده در روش TUPLE1 توپر، كاوشگر يها  به صورت مربعSQMPCRدر شكل نشانگرهاي ژنتيكي استفاده شده در روش   . 22q11.2 نقشه ناحيه    1شكل  
FISH به صورت دايره توپر و LCRاند هاي خاكستري نشان داده شده ها به شكل جعبه. 
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  DNAاستخراج  ـ2ـ2
 بـا اسـتفاده     DNAماران، استخراج   يطي از ب  يبعد از گرفتن خون مح    

  .]12[ انجام گرفت (Salting out) دهي با نمك  رسوباز روش
  

  هاآغازگر و  نشانگرهاانتخاب  ـ3ـ2
جفـت   3كه  ) 1جدول(انتخاب شد    آغازگر جفت   5در مجموع   

شـناخته   STS (Sequence Tagged Site)ي هانـشانگر آن بـراي  
 ـاز ا:  ]13[ نـد ا هطراحـي شـد  شده در ناحيـه حـذف       جفـت، 3ن ي

ــه 2 ــت درون منطقــ ــد  Mb 3  جفــ ــرار دارنــ   D22S944: قــ
ــذف  درون ــه ح ــه درون منطD22S936 و Mb 5/1 منطق   Mb 3 ق

يـك جفـت ديگـر در       .  قرار دارد  Mb 5/1و خارج از منطقه حذف      
ــه )D22S636(خــارج از ايــن منطقــه     كنتــرل داخلــي درعنــوان ب

ــد  ــه ش ــر گرفت ــشانگر .نظ ــدايي P15567 از ن ــاي ابت ــه در انته    ك
ــذف ــد   Mb 3 ح ــتفاده ش ــز اس ــرار دارد ني ــشانگر . ]13[ ق ــن ن   اي

ــت   ــذف اسـ ــاران داراي حـ ــي از بيمـ ــداد كمـ ــا در تعـ ژن . تنهـ
Hypoxanthine-guanine Phosphoribosyltransferase) HPRT( 

 P15567 كنتـرل داخلـي در بررسـي نيمـه كمـي نـشانگر               عنوان  به
  .]14[ استفاده شد

  
  توالي آغازگرهاي استفاده شده در اين مطالعه 1جدول 

Tm 

PCR 
اندازه 
  محصول

 نام آغازگر توالي آغازگر

0/55  
9/63  

 bp 166 CAT GTG AAA GAT GCT ACT TCC 
ATC CCA TGC TCC TCC CCA T 

D22S944-F 
 

D22S944-R 
9/59  
1/64  

bp  180 CAA TCT TGG CAG CCA GTT TAG 
CAG CAT CTT CCT GGT GGC C 

D22S936-F 
 

D22S936-6 
9/57  

9/57  
bp  123 AAC CTT CTG ATG GCT CCT CT 

CAT GGA GCT GAC ACT GAG TG 

D22S636-F 
 

D22S636-R 
3/57  

3/57  
bp  89 ACG TCT TGC TCG AGA TGT GA 

CCA GCA GGT CAG CAA AGA AT 

HPRT-F 
 

HPRT-R 
8/59  

4/57  
bp  119 

GCC AGA GGA TAG GGA GTG C 
GTG GAA GCA GTC AAA CAG 

AAC 

P15567-F 
 

P-15567-R 

  
  SQMPCRروش  ـ4ـ2

 املـش  ليتر ميكرو 25 جم نهاييـ در حSQMPCR هاي نشـواك
 ـ 25/0  dNTP 2، مخلــوط )Cinnagen(  پليمـراز Taqزيم ـ واحـد آن

براي تكثير ) (X1 PCR) Cinnagen ، بافر(Cinnagen) ميلي مولار 
بـراي  ) (Cinnagen (X2 PCR ، يا بافر  )P15567-HPRTهمزمان  

از هـر   مـولار    ميكـرو  10 و) D22S936-D22S636تكثير همزمان   
 بـا   D22S944-D22S636تكثيـر همزمـان     .  انجـام گرفـت    آغازگر
 و )Qiagen ( (Multiplex PCR)چندگانـه   PCRاده از كيـت استف

 PCRهـاي   برنامـه .  انجام گرفت (Hot start)به صورت شروع داغ
  .نشان داده شده است 3 و 2سازي شده در جداول  بهينه

  
 و D22S636- D22S936 چندگانه PCR شرايط بهينه براي دو واكنش 2جدول 

P15567-HPRT  

ايي
ن نه

شد
يل 

طو
  

 واسرشتگي  اتصالطويل شدن
واسرشتگي 

  اوليه
PCRچندگانه  

  دقيقه10
°C72  

   ثانيه30
°C72  

   دقيقه1
°C62  

   دقيقه1
°C94  

   دقيقه5
°C 94  

D22S936, 
D22S636  

  دقيقه10
°C72  

  دقيقه1

°C72  
   دقيقه1

°C55  
   دقيقه1

°C94  
   دقيقه5

°C94  
P15567, 
HPRT  

  
   لگـــاريتمي در مرحلـــه درPCRدر ايـــن تحقيـــق محـــصولات 

 . درصـد بـرده شـد   5/7كريلاميد آ  روي ژل پلي28  و25، 22 چرخهسه  
   (Ethidium bromide)برومايـــد توســـط اتيـــديومســـپس هـــا  ژل

   (Ultraviolet :UV)ها زير نـور مـاوراء بـنفش    باند آميزي شده و رنگ
) UV-Transilluminator UVP US  (ــشاهده ــورد( . شــدندم   در م

  آميــزي نيتــرات نقــره نــگ رD22S636 و D22S944تكثيــر همزمــان 
  ).]15[انجام شد 

  

 -D22S636 چندگانه  PCR شروع داغ در واكنش PCR برنامه3جدول 
D22S944  

ايي
ن نه

شد
يل 

طو
  

  واسرشتگي  اتصال طويل شدن
فعالسازي 
  پليمراز

PCRچندگانه   

قه  دقي10
°C72  

 ثانيه 90
°C72  

 ثانيه 90
°C61  

 دقيقه 1
°C94  

 دقيقه 15
°C94  

D22S944, 
D22S636  

  

  نتايج ـ3
  SQMPCRج ينتا ـ1ـ3

ــدار محــصولات   ــراي محاســبه مق ــسه آنPCRب ــا  و مقاي  از ه
بعـدي در    اسـتفاده شـد و محاسـبات   TotalLab TL100افزار  نرم

Excelافـزار  در واقع توسط نـرم .  انجام گرفتTotalLab TL100 
نشانگر شدت نسبي باند قطعه مورد نظر و قطعه كنترل با استفاده از             
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bp 150  

PI5567   bp119  

HPRT bp 98  

  الف  06/1نسبت بيمار به كنترل 

  28  25  22 شناساگر  28  25  22
  كنترل  -P 154           بيمار 

  22  25  28  شناساگر  22  25  28
  كنترل  -P 125        بيمار 

  ب  54/0نسبت بيمار به كنترل 

bp 150  

PI5567   bp119  

HPRT bp 98  

 بانـد  DNA اسـاس نـسبت    ايـن بركمي شد وسپس وزن استاندارد  
  .شدمورد نظر به باند كنترل براي هر فرد بيمار محاسبه 

شـده   انجـام  28و   25،  22اين محاسبات هر بار در سه چرخـه         
بـراي  . شـد   نرمال طبيعيسه با فرد    يامقدر  در انتها اين نسبت      .است

در سه نوبـت    آمده هر واكنش دست  بهاطمينان از تكرارپذيري نتايج     
  . جداگانه تكرار شد و نتايج نهايي به صورت ميانگين بيان شده است

در  (Hemizygous) زيگوس هميدر صورت وقوع حذف     
 شـدت ، نـسبت    P15567 يا   D22S936  ،D22S944نشانگر  

  واكـنش   رفتـه در آن كـار  بـه باند كنتـرل داخلـي   باند مربوط به 

PCR يعني كنترل داخلي (چندگانهD22S636  برايD22S936 
در فـرد   ) P15567براي   HPRT و كنترل داخلي     D22S944و  

فرد نرمال خواهد بود، يعنـي   بيمار حدود نصف همان نسبت در     
و در صورت عـدم وجـود         خواهد شد  5/0نسبت نهايي برابر با     

كنتـرل نرمـال بـا هـم برابـر           نسبت در فرد بيمـار و     حذف، اين   
اما با توجه .  خواهد شد1با  خواهد بود؛ يعني نسبت نهايي برابر

 نيمـه كمـي از      PCRو اجـراي     يند آناليز آبه شرايط حاكم بر فر    
در هـر    )مار بـه كنتـرل    يب (6/0≤ نسبتجمله خطاي نرم افزار،     

 ـ  وجود حذف در قطعه مربوط و        دهنده  نشانواكنش   ن ي نسبت ب
 عدم وجود حذف در قطعـه مربـوط در           دهنده  نشان 3/1تا   6/0

  .نظر گرفته شد
مطابقـت    نشان دهنده  28 و 25 ،22بررسي نتايج در سه چرخه      

  .بوده است ،PCRو در مرحله لگاريتمي بودن واكنش ها  نسبت
  ، P-19نتايج حاصل از آناليز نيمه كمي نـشان داد كـه چهـار بيمـار                

34-P ،40-P125  و-Pــسبت ــاي  داراي نـ ــرهـ ــشانگر 6/0 زيـ  در نـ
D22S944        نـشانگر   زيگـوس   بودند كه اين به معني وجود حذف همي
D22S944    22 در ناحيهq11.2       125بيمـار    . در ايـن بيمـاران اسـت-P 

 نيـز  P15567 بـراي  6/0  داراي نسبت زير  D22S944نشانگر   علاوه بر 
 ايـن  .احيه است زيگوس در اين ن     وجود حذف همي    دهنده  نشانكه   بود

منجـر   فقـط  بيماران  انجام شده روي اين   FISHدر حالي است كه آناليز      
آنـاليز   نهـايي  نتـايج  . شـده بـود  P-40به شناسايي ريزحـذف در بيمـار        

SQMPCR شده است داده  نشان4 به تفكيك بيمار در جدول.  
دهد كه     مثالي از آناليز نيمه كمي انجام شده را نشان مي          2شكل  

و عدم وجود ) الفD22S944  وجود حذف در نشانگر ه دهند نشان
  .است)  بD22S936حذف در نشانگر 

  

 نسبت نهايي نرمال شده براي هر نشانگر به تفكيك بيمار نشان داده شـده   4جدول  
 داري  P-125 و   P  ،34-P  ،40-P-19 كه مشخص است، بيمـاران       طور  همان. است

 علاوه بـر نـشانگر      P-125مار  بـي.  هستند D22S944 براي نشانگر    6/0نسبت زير   
D22S944     براي نـشانگر     6/0 داراي نسبت زير P15567    ولـي سـاير    .  نيـز اسـت

  . هستند3/1 و 6/0داراي نسبت بين  نشانگرها بيماران در كليه
  

P15567 D22S936 D22S944 نام بيمار  
78/0  06/1  26/0  19-P 

7/0  05/1  53/0  34-P 

17/1  01/1  238/0  40-P 

20/1  95/0  2/1  108-P 

06/1  99/0  73/0  114-P 

54/1  90/0  53/0  125-P 

88/0  94/0  1  127-P 

27/1  99/0  1/1  151-P 

17/1  92/0  74/0  153-P 

06/1  98/0  06/1  154-P 

  
  

  

  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
   
  
  
  
  
كـه نـسبت    ) الـف  P-40اي از آناليز نيمه كمي انجام شده در بيمار            نمونه 2شكل  
  نشان (98/0 كه نسبت نهايي     ) ب P-154و بيمار   ) ده حذف نشان دهن  (23/0نهايي  
  . آمده استدست به)  عدم حذفدهنده

  



  1386، تابستان 2، شماره 10دوره       مجله علوم پزشكي مدرس 

75 

  بحث ـ4
DGS    تـرين نـشانگان از        تولد زنده شايع   4000 در   1 با فراواني

 روش استاندارد بـراي تـشخيص     . ]4[نوع ريزحذف در انسان است      
 با استفاده كاوشگرهاي اختصاصي  FISHريزحذف در اين بيماران،

 قـادر بـه    ولي اين روش اگرچه]9[است TUPLE1 مانند كاوشگر 
اسـت ولـي بعـضي از       )  درصـد  90-85(شناسايي اكثريت بيمـاران     

، قابـل تـشخيص      22q11DSهاي فنوتيپي حذف      بيماران با ويژگي  
در واقع بعضي از اين بيماران به خـاطر   . ند نيست FISHتوسط روش   

داشتن حذف غير معمولي كه خارج از ناحيه تحت پوشش كاوشگر           
TUPLE1     كـه در ايـن      ]10[شـوند     نمـي   قرار دارد تـشخيص داده 

  .تواند نتيجه منفي كاذب داشته باشد  ميFISHصورت بررسي 
روش جديدي كه در ايـن تحقيـق بـراي تـشخيص ريزحـذف              

 اسـت كـه بـر پايـه تكثيـر      SQMPCRاستفاده شـده اسـت، روش       
   كنترل داخلي تكثير كنندةعنوان بههمزمان دو جفت آغازگر كه يكي      

اي درون    اي خارج از حذف است و ديگري قطعه         اي در منطقه    قطعه
سپس شـدت  . كند، بنا شده است  را تكثير ميTDRي Mb3  ناحيه

در صـورت وجـود   . شـوند  باندهاي مورد نظر كمي شده نرماليزه مي 
 دست  بهحذف در ناحيه تكثير شده توسط يك جفت آغازگر نسبت           

در اين تحقيق علاوه . يابد بايد به نصف حالت نرمال كاهش  آمده مي
 22q11.2 مثبتي بـراي ريزحــذف       FISHه   كه نتيج  P-40بر بيمار   
 نرمـالي  FISH كـه نتـايج   P-125 و P ،34-P-19 بـيمار 3داشت،  

 . شناسايي شدندSQMPCRداشتند نيز با روش 

 PCRله يوس ـه بها  ژنبررسي نيمه كمي    مهم براي   شرط  حداقل دو   
 و اسـتفاده    PCRبايد در نظر گرفته شود؛ اولاً بررسي كمي محـصولات           

 اوليه تنها در مرحله لگاريتمي امكان پذير        DNAاسبه مقدار   از آن در مح   
كه مقـدار محـصولات بـه     است نماييند يآك فري  در واقع PCR.است

اما در يـك ناحيـه مـشخص كـه          . كند  صورت تصاعدي افزايش پيدا مي    
شـود، آهنـگ توليـد محـصولات كنـد        ناميده مي (Plateau)مرحله كفه

. كند  نسبت نامعيني افزايش پيدا مي     با   PCRشود و ميزان محصولات       مي
نـسبت  DNA  بـا مقـدار اوليـه    PCRتنها در مرحله لگاريتمي محصول 

 در مرحله لگـاريتمي بـا       PCR ثانياً نرماليزه كردن محصول      .مستقيم دارد 
گر وابسته به شرايط      ثير عوامل مداخله  أتواند ت   استفاده از كنترل داخلي مي    

هر در واقع   .  را از بين ببرد    PCRازده   و ب  DNAداخلي مانند مقدار اوليه     
 عنـوان   بـه  آغـازگر  شامل تكثير همزمان يك جفت       SQMPCRواكنش  

  . درون ناحيه ريزحذف استآغازگركنترل داخلي و يك جفت 
واضح است كه با توجه به تعداد كم نشانگرهاي اسـتفاده شـده             

   آمـده تخمـين صـحيحي از انـدازه     دست بهتوان بر اساس نتايج       نمي

  
توان اين چنين اسـتنباط       هاي شناسايي شده داشت ولي مي       زحذفري

 را ندارنـد زيـرا   Mb 3  بيمار هيچ كدام حذف معمول4كرد كه اين    
 D22S936 بـراي نـشانگر     6/0همه اين بيماران داراي نسبت بالاي       

.  قـرار دارد  Mb  3ايـن نـشانگر در انتهـاي ناحيـه حـذف     . هـستند 
 TDRذف ابتدايي نسبت بـه   داراي يك ريزح   P-125همچنين بيمار 

بديهي اسـت ايـن روش بـا انتخـاب نـشانگرهاي بيـشتر در               . است
و مناطق مجاور آن قادر به تعيـين دقيـق    Mb  3سراسر طول حذف

 FISHبزرگي و حدود ريزحذف خواهد بود، در صورتي كه روش           
فقط قادر به شناسايي وجود يا عدم وجود ريزحذف است و بزرگي            

  .كند  نميا مشخصو ناحيه دقيق حذف ر
 كــه در مقدمــه ذكــر شــد در برخــي مــوارد وجــود  طــور همــان

 گزارش شده اسـت     DGS در بيماران داراي علايم       ميكروداپليكاسيون
هــا   قـادر بـه شناسـايي ايـن ميكروداپليكاسـيون     FISH كـه روش  ]8[

 بـه خـوبي     SQMPCRدر صورت استفاده از روش      . ]9[نخواهد بود   
ها را شناسايي كرد كـه در ايـن حالـت             توان اين ميكروداپليكاسيون    مي

 ـ    .  خواهد شد  2برابر با    نسبت نهايي تقريباً    اي  هالبته در اين تحقيق نمون
تواند به دليل نادرتر بـودن        مي ها مشاهده نشد كه     از ميكروداپليكاسيون 

 SQMPCRروش  . اين ناهنجاري و تعداد نمونه مورد بررسـي باشـد         
كـه  هـا      بالقوه به وسيله طراحي آغازگرهايي در ساير كروموزوم        طور  به

شود قادر بـه       مي 22q11DSيمي شبيه به    منجر به علا  ها    حذف در آن  
 . خواهد بود22q11DSشناسايي اين گروه از مبتلايان به 

ــزارشاز طــرف ديگــر  ــاي گ ــواحي  ي ازه  ،4qريزحــذف در ن
10p13، 18q21 17 وp13 ]16-18[ــ ــاران ني  22q11DS ز در بيم

تواند   نمي با استفاده از كاوشگرهاي متداولFISH روش .شده است 
 در SQMPCRاســتفاده از روش . ايــن بيمــاران را تــشخيص دهــد

روي هر كرومـوزوم    صورت استفاده از آغازگرهاي منطقه مورد نظر      
  .تواند در تشخيص اين بيماران كمك كننده باشد  ميدرگير

 در ايـران وابـسته بـه خريـد          FISHنولوژي  تك از طرف ديگر،    
هـيچ شـركت    .  خـارجي اسـت    هاي  كاوشگرهاي مربوطه از شركت   

هاي  ايراني يا گروه تحقيقاتي ايراني موفق به ساخت مستقل كاوشگر      
روش  در اين بيماري نـشده اسـت، در حـالي كـه              FISHمربوط به   

SQMPCR        اندازي آن در     يك روش در دسترس است كه امكان راه
با اين حال بايد توجـه   .  ژنتيك ميسر است   هاي  ري از آزمايشگاه  بسيا

 يك آزمون ژنتيكي در بالين احتياج بـه انجـام           كارگيري  بهداشت كه   
در ايــن .  آن داردهــاي مطالعــات گــسترده در شناســايي محــدوديت

ــواعي از    ــي ان ــه ايران ــه در جامع ــشخص شــده اســت ك ــق م تحقي
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و اسـتفاده  FISH  روش شود كه با  مي غير شايع ديدههاي ريزحذف
ي در  هاي  چنين ريزحذف . از كاوشگرهاي رايج قابل شناسايي نيستند     

رسد در چنين شرايطي   مينظر  به. اند  همطالعات ديگر هم گزارش شد    
 جايگزين حداقل در شـرايط خاصـي        يها  روش و مطالعه    اندازي  راه

 بـدون علـت     22Q11DSمانند موارد كلاسيك نشانگان ريزحـذف       
.  ضـروري اسـت    FISH ژنتيكـي در مطالعـه بـا روش          شناخته شده 

 استفاده از روش ارايـه شـده در مطالعـه حاضـر در تحقيقـات آتـي               
  . تواند برآورد دقيقي از حساسيت اين روش را حاصل نمايد مي
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