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Nowadays, the science of genetics and relevant issues have influenced vari-
ous fields of science, particularly the fields of medical sciences (research and 
clinical field). Considering the high prevalence of hereditary and non- he-
reditary genetic disorders, especially in our country due to the relatively high 
prevalence of consanguineous marriages, application of genetic testing for 
diagnosis, treatment, prognosis, etc. is of considerable importance. However, 
evolution in the field of genetic testing is very fast and better introduction 
of different genetic tests can effectively help the scientific community to fol-
low these extensive developments. In this paper, a brief introduction to differ-
ent genetic tests based on their functional purposes will be provided. In the 
following, we will present a brief description of the processes, applications, 
advantages and disadvantages of some of the most commonly used genetic 
tests in both cytogenetics and molecular genetics fields. In the field of cytoge-
netics, karyotyping, flow cytometry, FISH, and CGH will be included and in the 
field of molecular genetics, PCR-based methods, multiplex PCR quantification 
such as MAPH / MLPA, microarrays and related technologies and next genera-
tion sequencing (NGS) will be discussed.
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تسـت هـای ژنتیکـی بـه تمـام روش هـا و تکنیـک هایـی گفتـه مـی 

شـوند کـه بـه شناسـایی اختـلالات ژنتیکـی کمـک مـی کننـد. هـدف 

ایـن تسـت ها فراهـم نمودن اطلاعـات کافی از توالی DNA اسـت تا 

بتـوان پـس از ارزیابـی آن جهـش هـا و واریانـت هـای درگیـر در یک 

اختـلال ژنتیکـی را کشـف کـرد. بعبـارت دیگـر بـه هـر نـوع آزمایش 

پزشـکی گفتـه مـی شـود که به تشـخیص هـر نـوع تغییر در سـاختار 

کرومـوزوم هـا، ژنهـا و پروتئین ها که منجر به نوعـی اختلال ژنتیکی 

مـی شـوند، مـی پـردازد. بـا توجـه بـه تعـداد بسـیار زیاد تسـت های 

ژنتیکـی و افزایـش روز افـزون آنهـا ارائه یک تقسـیم بندی اسـتاندارد 

و جامـع دشـوار اسـت از ایـرو برخـی آنهـا را بـر اسـاس متودولوژی، 

برخـی براسـاس ژنهـای مـورد مطالعـه و گروهی نیز مبتنـی بر هدف 

انجـام ایـن تسـت هـا، آنهـا را دسـته بنـدی مـی کننـد. متـداول ترین 

تقسـیم بنـدی براسـاس هـدف انجـام تسـت هـا مـی باشـد.در ادامه 

یـک تقسـیم بنـدی کامـل از تسـت هـای ژنتیکـی بسـته بـه هـدف 

چکیـده/ امـروزه علـم ژنتیـک و مباحـث پیرامون آن بطور گسـترده در علوم مختلـف و بویژه در حوزه علوم پزشـکی )تحقیقاتی و 

بالینـی( نفـوذ قابـل توجهـی داشـته اسـت. بـا توجه به شـیوع بالای بیـماری هـای ژنتیکی ارثـی و غیر ارثـی بویژه در کشـور ما که 

شـیوع ازدواج هـای فامیلـی نسـبتا بـالا می باشـد، کاربرد انواع تسـت های ژنتیکـی در زمینه های تشـخیص، درمان، پیـش آگهی و 

بسـیاری از حوزه های دیگر اهمیت بسـزایی یافته اسـت. با این وجود سـیر تحول در حوزه تسـت های ژنتیکی چنان سرعتی دارد 

کـه معرفـی هرچـه بیشـتر انواع تسـت های ژنتیکی می تواند کمک موثری برای همراه شـدن جامعه علمی کشـور بـا این تحولات 

گسـترده باشـد. ایـن مقالـه بـرآن اسـت تـا پس از معرفی مختصری از انواع تسـت هـای ژنتیکی بر اسـاس هدف کاربـردی آن ها، به 

معرفی فرایندها، کاربردها، معایب و مزایای برخی از پرکاربردترین تسـت های ژنتیکی در دو حوزه سـیتوژنتیک و ژنتیک ملکولی 

بپردازد. از جمله در حوزه سـیتوژنتیک به معرفی تسـتهای کاریوتایپنگ، فلوسـیتومتری، FISH، CGH و در حوزه ژنتیک ملکولی 

انـواع روش هـای مبتنـی بـر PCR، کمی سـازی PCR و PCR چندگانه مثـل MAPH/MLPA، انواع روش های مبتنی بر تکنولوژی 

ریزآرایـه )Microarray( و تکنیـک هـای نسـل جدید توالی یابی )NGS( پرداخته خواهد شـد.  

NGS ؛CGH ؛ ریزآرایه ها؛MLPA ؛PCR ؛ روش های مبتنی برFISH واژگان کلیـدی: تست های ژنتیکی؛ کاریوتایپنگ؛ فلوسیتومتری؛
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. کنند

3( تست های ژنتیکی تعیین وضعیت حاملی3 

برخـی از جهـش های ژنتیکی فقط هنگامیکه دو نسـخه از آن جهش 

وجـود داشـته باشـند باعـث بـروز علائـم بیـماری مـی شـوند. تسـت 

هـای حاملـی بـرای شناسـایی افـرادی کـه فقـط حامل یک نسـخه از 

چنیـن جهـش های ژنی هسـتند و بنابراین علائم بیـماری را بروز نمی 

دهنـد اسـتفاده مـی شـوند. این تسـت ها بـرای افرادی اسـتفاده می 

شـوند که یا دارای سـابقه خانوادگی یک اختلال ژنتیکی هسـتند و یا 

افرادیکـه از گـروه هـای قومیتـی خاصـی هسـتند که ریسـک ابتلا به 

یـک بیـماری ژنتیکـی در آنها بالا می باشـد. در این مـوارد چنانکه هر 

دو والـد از نظر ژن مفروضی تسـت شـوند میتـوان اطلاعاتی در مورد 

ریسـک ابتـلای فرزنـدان ایـن زوج در ابتـلا بـه یـک بیـماری ژنتیکـی 

بدسـت آورد. در واقـع این تسـت هـا جهش های ارثی را بررسـی می 

کننـد که وجود یک نسـخه از چنین جهش هایـی تاثیری روی افزایش 

ریسـک بیـماری در فرد ندارد، ولی ریسـک داشـتن فرزنـدی با بیماری 

ژنتیکـی مورد نظـر را افزایـش خواهد داد.

4( تست های ژنتیکی سلول های سوماتیک4  

ایـن گـروه از تسـت هـا به بررسـی سـلول ها یـا بافت هـای )معمولاً 

بافـت تومـوری( فـرد از نظر جهش هـای غیرارثی مـی پردازند. هدف 

از انجـام ایـن گونـه آزمایـش هـا معمـولاً تشـخیص دقیـق و یـا کمک 

بـه  انتخـاب یـک درمان مناسـب بـرای یک سرطـان خاص می باشـد.

5( تست های ژنتیکی پیش از کاشت5  

شـامل تکنیـک هایـی اسـت کـه مـی تواننـد ریسـک داشـتن فرزندی 

بـا اختـلالات ژنتیکـی و کروموزومـی خـاص را کاهـش دهنـد. بـرای 

شناسـایی تغییـرات ژنتیکـی در جنیـن بوجـود آمده بـه کمک تکنیک 

هـای تولیدمثـل کمکی مثل لقاح مصنوعی اسـتفاده می شـوند. لقاح 

مصنوعـی شـامل برداشـتن سـلول هـای تخـم از تخمـدان یـک زن و 

بـارور سـاختن آن بـا سـلول های اسـپرم در بیـرون بدن می باشـد؛ که 

بـرای انجـام تسـت های ژنتیکـی پیش از کاشـت )PGD( تعـدادی از 

کاربـردی آنهـا ارائـه مـی گـردد. سـپس بـرای معرفی بهتر تسـت های 

ژنتیکـی آنهـا را مبتنـی بـر تکنیـک هـای بـکار رفتـه در آزمایـش )بـر 

اسـاس متودولـوژی( بـه دو گروه کلی سـیتوژنتیک و ملکولی تقسـیم 

کـرده و بـه سـیر تحولـی آنهـا از گذشـته تا حال مـی پردازیـم. در این 

رونـد اشـاره ای بـه کاربرد هر تسـت، مزایا و محدودیـت های آن نیز 

خواهد شـد. 

انواع تست های ژنتیکی بر اساس هدف کاربردی آنها:
براسـاس تعریف کتابخانه ملی پزشـکی آمریکا تسـت های ژنتیکی را 

بـر اسـاس هـدف کاربـردی شـان می تـوان به گـروه های زیر تقسـیم 

)1( کرد: 

1( تست های ژنتیکی تشخیصی1 

این تسـت ها بر روی فرد بیمار برای شناسـایی جهش ها و تغییراتی 

کـه در DNA فـرد منجـر به یک اختلال ژنتیکی شـده اند، صورت می 

گیـرد. این تسـت ها جهـش در یک یا تعدادی ژن را بررسـی می کنند 

کـه قابلیـت بـه ارث رسـیدن را دارنـد. این گروه از تسـت هـا معمولاً 

بـه منظـور تایید یک تشـخیص در مـواردی که وجود بیـماری فقط بر 

اسـاس یکسری علائم و نشـانه های فیزیکی و ظاهری مشـخص شـده 

اسـت، بـکار می روند. تسـت های تشـخیصی می توانند قبـل از تولد 

و یـا در هـر دوره ای از زندگـی فرد انجام شـوند. نتایـج حاصل از این 

تسـت هـا مـی تواننـد به فـرد در زمینه تصمیـم گیری بـرای مدیریت 

و درمـان بیماری خـود کمک کنند.

2( تست های ژنتیکی پیش گویانه2  
ایـن گـروه از تسـت هـا بـرای شناسـایی جهـش هـای ژنـی مسـئول 

اختلالاتـی اسـتفاده مـی شـوند کـه علائـم آنهـا پـس از تولد یا سـنین 

بالاتـر زندگـی فـرد بـروز مـی یابند. به زبان سـاده این تسـت ها برای 

افـرادی پیشـنهاد می شـوند که یک یـا چند نفر از اقوامشـان مبتلا به 

بیـماری ژنتیکـی بـوده و احتـمال بـه ارث رسـیدن ژن معیـوب به فرد 

وجـود دارد بـا ایـن حال هنوز علائـم بیماری در او بروز نیافته اسـت. 

پـس هـدف ایـن تسـت ها شناسـایی جهـش هایی اسـت که ریسـک 

ابتـلا بـه یـک بیـماری ) مثـل بسـیاری از سرطـان هـا( در آینـده را در 

فـرد مشـخص مـی سـازند. نتایـج ایـن تسـت هـا نیـز مـی= توانند به 

فـرد بـرای تصمیـم گیـری در مـورد مراقبـت هـای پزشـکی آتی کمک 

معرفی تست های ژنتیکی و مقایسه مزایا و معایب

ژنتیک در هزاره سوم. سال دوازدهم / شماره 2

1. Diagnostic testing for heritable mutations
2. Predictive and presymptomatic testing
3. Carrier testing for heritable mutations
4. Somatic cell genetic testing
5. Preimplantation genetic diagnosis  (PGD) / (PIGD)
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کـه روی آسـیب پذیـری افـراد یـک خانواده نسـبت به بیهوشـی تاثیر 

مـی گـذارد. دانسـتن واریانـت فردیکـه افـراد خانـواده وی پـس از 

بیهوشـی مبتـلا بـه MH مـی شـوند بـرای پزشـک اهمیـت دارد.

مثـال دو: آباکاویـر12  دارویـی اسـت کـه در درمـان ایـدز مـصرف می 

شـود. واکنـش های حساسـیتی شـدید نسـبت بـه این دارو به شـدت 

وابسـته بـه وجـود الـل HLA-B*5701 مـی باشـد. تسـت غربالگـری 

HLA-B*5701 بـرای مبتلایـان بـه بیـماری ایـدز و بـه جهـت کاهش 

خطـر چنیـن واکنـش هـای شـدید حساسـیتی توصیه مـی گردد. 

تسـت هـای ژنتیـک دارویـی عمدتـاً بـه دو دسـته تسـیم مـی 

شـوند: 1( تسـت هایـی کـه هدفشـان تعییـن دز مناسـب یـک دارو 

بـا توجـه بـه نـوع واریانـت هـای ژنتیکـی اسـت. 2( تسـت هایی که 

هـدف مشـخص کـردن این امر اسـت که آیـا تجویز دارویـی مفروض 

بـرای یـک بیـماری ژنتیکی کـه بیمار واریانـت ژنتیکی خاصـی را دارد 

مفیـد خواهـد بود یـا خیر.

9( تست های ژنتیکی تعیین هویت13 

در ایـن تسـت هـا از توالـی DNA برای شناسـایی هویت یـک فرد با 

اهـداف قانونـی اسـتفاده مـی شـود. برخـلاف تسـت های قبلـی این 

تسـت هـا بـرای شناسـایی جهـش هـای ژنـی مرتبط بـا بیـماری های 

ژنتیکـی اسـتفاده نمـی شـوند. ایـن نـوع تسـت هـا را برای شناسـایی 

هویـت یـک جانـی،  قربانیـان یـک فاجعـه و بـرای اثبـات یـا رد ظن 

نسـبت بـه یـک مجرم و یا بـرای اثبات وجود رابطه زیسـتی بین افراد 

)تعییـن هویـت یـا شناسـایی والدین یـک فرد( بـکار می برنـد )1،2(.

تسـت های ژنتیکی را از نظر متدولوژی به سـه دسـته تقسیم 

می کنند )1(:

1. تسـت هـای ژنتیـک کروموزومی14 )سـیتوژنتیک(: تسـت هایی که 

بـه مطالعـه کل کروموزوم یا توالی نسـبتاً بلنـدی از DNA پرداخته تا 

هرگونـه تغییـرات بـزرگ ژنتیکـی مثل حذف یـا وجود نسـخه اضافی 

ایـن سـلول هـا را قبل از کاشـت از جنین جدا کـرده واز نظر تغییرات 

ژنتیکـی مـورد ارزیابـی قـرار مـی دهنـد. در آخـر فقـط جنیـن هایی 

کـه فاقـد اختـلالات ژنتیکـی باشـند بـرای رشـد در رحـم زن کاشـت 

می شوند.

6( تست های ژنتیکی پیش از تولد6  

تسـت هایـی کـه بـه بررسـی و شناسـایی تغییراتـی در ژن هـا یـا 

کرومـوزوم هـای جنیـن قبـل از بدنیـا آمـدن مـی پردازنـد. ایـن نـوع 

تسـت ها در مواردیکه احتمال بالایی از وجود اختلالات کروموزومی 

یا ژنتیکی در جنین وجود داشـته باشـد پیشـنهاد می شـوند.در برخی 

مـوارد ایـن تسـت ها مـی توانند ابهامات و اسـترس زوجیـن را کاهش 

داده و بـه آنهـا کمک کنند تا تصمیم درسـتی درمـورد حاملگی فعلی 

یـا بعـدی اتخـاذ نماینـد. البتـه بایـد توجه داشـت این تسـت هـا قادر 

نیسـتند همـه اختـلالات ارثـی و یـا نقایص تولـد را شناسـایی نمایند.

7( تست های ژنتیکی پس از تولد7 

تسـت هایـی کـه بلافاصلـه پـس از تولـد و طـی دوران نـوزادی انجام 

شـده و هـدف آنهـا شناسـایی اختلالات ژنتیکی اسـت که مـی توانند 

در اوایـل زندگـی درمـان شـوند. در حـال حـاضر تسـت هایـی مثـل 

بررسـی از نظـر فنیـل کتونوریا8  و هیپوتیروئیدیسـم مـادرزادی9  جزء 

تسـت های رایـج پـس از تولـد محسـوب می شـوند.

8( تست های ژنتیک دارویی10 

ایـن گـروه از تسـت هـا برای بررسـی یـک واریانـت ژنتیکی کـه روی 

چگونگـی و روش متابولیـز شـدن یک دارو اثر می گـذارد، انجام می-

شـوند. این واریانت ها ممکن اسـت شـامل تغییراتی در سـلول های 

سـوماتیک و یـا لایـه زایـا باشـند. در واقـع مشـخص شـده اسـت کـه 

افـراد بـا واریانـت های مختلـف واکنش های متفاوتی نسـبت به یک 

نـوع دارو یـا درمـان نشـان میدهـد و با دانسـتن نـوع واریانـت بیمار 

پزشـک مـی توانـد بهترین درمـان را انتخاب کند یا اینکـه صلاح بداند 

مـصرف یـک دارو میتوانـد خطراتی برای بیمار داشـته باشـد.

مثـال یـک: هایپرترمـی بدخیـم )MH(11 ، نوعی عارضه شـدید و نادر 

متعاقـب بیهوشـی محسـوب مـی شـود. MH نوعـی بیـماری ارثـی 

بـا تـوارث اتوزومـی غالـب اسـت.MH از نظـر ژنتیکـی یـک اختـلال 

هـتروژن بـا واریانـت های مختلـف در چندین ژن متفاوت می باشـد 

سید مهدی حسینی، فاطمه منتظری، علی محمد فروغمند و همکاران

6. Prenatal testing
7. Newborn screening
8. phenylketonuria
9. congenital hypothyroidism
10. Pharmacogenetic testing
11. Malignant hyperthermia (MH)
12. Abacavir
13. Forensic testing
14. Chromosomal genetic tests
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هـا را مرتفـع سـاختند. بـا ابـداع روش هـای نواربنـدی-  كروموزومی، 

امـكان مطالعـه  برتغییـرات تعـدادی،  افـزون  در دهـه 70 میـلادی 

بسـیاری ازتغییـرات سـاختاری كرومـوزوم هـا )بـا قدرت تفکیـک 5 تا 

10 مگاباز( نیزفراهم آمد. از جمله کاربردهای اسـتفاده از روش های 

جدیـد نواربنـدی در آن زمان می توان شناسـایی سـندرم WAGR26  و 

جاکوبسـون27 را ذکـر نمـود )3,4(.

بانـد(  تـا550   450( شـامل  )متافـازی(  کروموزومـی  آنالیـز  یـک 

اسـتاندارد برای تشـخیص بسـیاری از اختلالات کروموزومی بخصوص 

ناهنجاریهـای تعـدادی مثـل تریزومـی هـا یـا مونوزومی ها مناسـب 

 ،high-resolution banding تـر،  حسـاس  تسـت  یـک  اسـت. 

کرومـوزوم هـا را در پرومتافـاز و بـا قـدرت تفکیـک بیشـتر )در حـد 

3 تـا 5 مگابـاز( بررسـی می کنـد و اجازه مشـاهده باندهای بیشـتری 

)550 تـا850 بانـد( را نسـبت بـه کاریوتایپ اسـتاندارد مـی دهد. این 

تکنیـک بـا بهبـود قـدرت تفکیـک کاریوتایپ سـنتی امکان شناسـایی 

اختـلالات سـاختاری28 کروموزومی مانند مضاعف شـدگی هـا29 ، جابه 

جایـی هـا30 و حـذف های درونی و یا انتهایـی31 را افزایش داد و منجر 

بـه کشـف اولین سـندرم هـای ناشـی از ریزحـذف هـای کروموزومی 

مانند پرادر-ویلی32، دی جرج33 و اسـمیت-مگنیس34 گردید. در بیشـتر 

مراکـز 7 تـا 14 روز بـرای کاریوتایـپ اسـتاندارد و بیـش از 3 هفتـه 

بـرای high-resolution banding زمـان لازم اسـت و ایـن نیـز یکـی 

از معایـب ایـن تکنیـک در مـواردی اسـت که نیاز به تشـخیص سریع 

اختـلالات مـی باشـد )5,6(. 

کرومـوزوم هـا را مـی تـوان از منابـع مختلفـی شـامل لیمفوسـیت 

هـای خـون محیطـی، خـون بنـد نـاف، فیروبلاسـت هـای پوسـت، 

از یـک کـرووزوم کامـل را کـه مـی تواننـد علت یـک اختـلال ژنتیکی 

باشند شناسـایی نمایند.

2. تسـت هـای ژنتیـک مولکولـی15 : ایـن تسـت هـا بـه مطالعـه یک 

ژن منفـرد یـا یـک توالـی کوتـاه از DNA پرداختـه تـا واریانـت هـا و 

جهـش هایـی کـه ممکـن اسـت منجر بـه یک اختـلال ژنتیکی شـوند 

را شناسـایی نمایند.

3. تسـت هـای ژنتیـک بیوشـیمیایی16: بـه مطالعـه مقدار یا سـطح 

فعالیـت پروئیـن هـا می پردازنـد که مـی توانند نشـاندهنده تغییری 

در DNA باشـند کـه منجـر بـه یـک اختلال ژنتیکی شـده باشـند.

I.تکنیک های سیتوژنتیک و سیتوژنتیک ملکولی
سـیتوژنتیک شـامل مطالعـه سـاختارهای سـلولی بـا  تمرکـز بیشـتر بر 

روی تغییـرات تعـدادی و سـاختاری کرومـوزوم هـا مـی باشـد. آغـاز 

بـه کار مطالعـات سـیتوژنتیک بـه دهـه 1950 برمـی گـردد کـه بـرای 

اولین بار و به کمک این مطالعات مشـخص شـد ژنوم انسـان شـامل 

46 عـدد کرومـوزوم می باشـد. مطالعات سـیتوژنتیک را مـی توان به 

روش هـای سـنتی ماننـد کاریوتایپینـگ و فلوسـیتومتری و روش های 

مـدرن )سـیتوژنتیک ملکولی( مانند دورگه سـازی فلوئورسـانت درجا 

)FISH(17 و دورگـه سـازی ژنومی مقایسـه ای )CGH(18 تقسـیم کرد 

کـه در ادامـه بـه معرفی آنهـا خواهیـم پرداخت.

1. کاریوتایپینگ
هـارا  كرومـوزوم  تغییـرات  بررسـی  امـكان  كـه  روشـی  نخسـتین 

کـه  بـود  سـنتی19(  )سـیتوژنتیک  كاریوتایـپ  تهیـه  نمـوده،  فراهـم 

درسـال 1956معرفـی شـد.به كمـك ایـن روش بسـیاری ازناهنجـاری 

هـای تعـدادی و نیـز ارتبـاط تغییـرات تعدادكرومـوزوم هـا بـا برخی 

بیماری هـا شناسـایی شـدند. از جملـه میتـوان بـه شناسـایی سـندرم 

داون20، پاتـو21، ادوارد22 و ترنـر23و همچنیـن شناسـایی برخـی حـذف 

هـای انتهایـی ماننـد حـذف بـازوی کوتاه کرومـوزوم 5، عامل سـندرم 

صـدای گربـه24 و یـا حـذف بـازوی کوتـاه کرومـوزوم 4، عامل سـندرم 

ولف-هیرشـورن25 اشـاره کرد. اگرچه نیازبه سـلولهای تقسـیم شـونده 

)بـرای بدسـت آوردن گسـتره هـای متافازی مناسـب( و قدرت تفكیك 

پایین ) در حد 20 تا 30 مگاباز( و عدم شناسـایی بسـیاری ازتغییرات 

كوچـك سـاختاركروموزوم هـا ازعمـده ضعـف هـای ایـن روش بـود؛ 

ابداع روشـهای گوناگون نواربندی باتفكیك بالا بسـیاری از این ضعف 

معرفی تست های ژنتیکی و مقایسه مزایا و معایب

ژنتیک در هزاره سوم. سال دوازدهم / شماره 2

15. Molecular genetic tests
16. Biochemical genetic tests
17. Fluorescent in situ  hybridization (FISH)
18. Comparative Genomic Hybridization (CGH) 
19. Conventional Cytogenetic
20. Down‘s syndrome
21. Patau’s syndrome
22. Edward’s syndrome
23. Ullrich-Turner’s syndrome
24. cri du chat syndrome
25. Wolf-Hirschhorn‘s syndrome
26. Wilms tumor-Aniridia-Genitourinary anomalies-
mental Retardation syndrome
27. Jacobsen’s syndrome
28. Structural Chromosome Disorders
29. Duplications
30. Translocations
31. Interstitial or terminal deletions
32. Prader-Willi
33. DiGeorge
34. Smith-Magenis
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خـاص در مخلوطـی از انـواع مختلف سـلول ها اسـتفاده می شـد. در 

فلوسـیتومتری از یک رنگ فلوئورسـانت برای نشـاندار کردن جمعیت 

هـای سـلولی هـدف اسـتفاده مـی شـود. بطـور خلاصـه سـلول هـای 

منفـرد و مجـزا در مخلـوط مورد مطالعـه، ضمن عبـور از میان بخش 

هـای مختلـف دسـتگاه فلوسـیتومتری تحـت تاثیـر نـور تابـش شـده 

از منبـع لیـزر دسـتگاه قـرار گرفتـه تـا در نهایـت بـر اسـاس انـدازه و 

شـکل از هـم تفکیـک گردنـد. در واقـع سـلول هـای نشـاندار شـده 

با فلوئورسـانت بر اسـاس اندازه و شـدت سـیگنال فلوئورسـانت طی 

فراینـدی بنـام تفکیـک سـلولی ناشـی از فلوئورسـانت )FACS(35  در 

تیـوب هـای مجـزا تفکیـک مـی شـوند. چنـدی بعـد محققـان از این 

تکنیـک بـرای جـدا سـاختن کروموزوم هـای انسـانی اسـتفاده کردند. 

در ایـن روش سوسپانسـیونی از سـلول هـای میتـوزی )کـه کروموزوم 

های آن در متافاز متوقف شده اند( تهیه کرده و غشای سیتوپلاسمی 

آنهـا را پـاره کـرده تـا کروموزوم هـای متافـازی رها شـوند. کروموزوم 

هـا را بـا دو رنـگ فلوئورسـانت مختلـف یکـی هوخسـت 33269 37 

)بـه جفـت بازهـای A-T متصـل میشـود( و دیگـری کرومومایسـین 

A 38 )بـه جفـت بازهـای C-G متصـل میشـود( نشـاندار مـی کنیـم. 

سـپس میتـوان طـی فراینـد FACS همـه کرومـوزوم هـای نشـاندار 

مایـع آمنیوتیـک، پرزهـای کوریونـی و مغـز اسـتخوان همـراه با خون 

محیطـی بدسـت آورد و مـورد آنالیـز قـرار داد. سـلول هـای مایـع 

آمنیوتیـک، اولیـن و مناسـب ترین منبع بـرای آنالیزهـای کروموزومی 

از تولـد محسـوب مـی شـوند. آمنیوسـنتز بطـور روتیـن در  پیـش 

هفته هـای 15 تـا 16 جنینـی انجـام مـی شـود. بـه هـر حـال 1 تـا 3 

هفتـه مراحـل کشـت و برداشـت سـلول هـای مایـع آمنیوتیـک طول 

مـی کشـد تـا کروموزوم هـا بـرای آنالیـز آمـاده شـوند. نمونـه گیـری 

از پرزهـای کوریونـی معمـولاً بیـن هفتـه هـای 10 تـا 12 جنینـی و 

 )trans abdominally یـا trans cervically( بصـورت تهیـه بیوپسـی

از ناحیـه پـرز ماننـد پـرده کوریونـی صـورت مـی گیـرد. ایـن نتایـج 

معمـولاً طـی 10 تـا 14 روز آماده می شـود. مزیت اصلی اسـتفاده از 

نمونـه پرزهـای کوریونـی در مقایسـه بـا آمنیوسـنتز که در سـه ماهه 

دوم انجـام مـی شـود این اسـت کـه نتایج خیلـی زودتـر و در مراحل 

اولیـه بـارداری گزارش می شـوند. اخیراً در کارهایی کـه در زمینه لقاح 

مصنوعـی )IVF( انجـام می شـود، تشـخیص قبل از کاشـت اختلالات 

کروموزومـی و نقائـص تـک ژنـی امـکان پذیـر مـی باشـد. تشـخیص 

ژنتیکـی قبـل از کاشـت، شـامل آنالیـز کروموزومـی و بررسـی جهـش 

هـای بلاسـتومر حاصـل از IVF مـی باشـد )7,8(.

2. فلوسیتومتری
این تکنیک در ابتدا برای مطالعه و جداسـازی جمعیت های سـلولی 

شـکل A(1(: طرحی شـماتیک از چگونگی تفکیـک کروموزوم ها 

فلوسیتومتری توسط 

 شـکل B(1(: نمودار نشـاندهنده اندازه هر کروموزوم بر اسـاس شـدت 
رنگ سـاطع شـده )برای توضیحات بیشـتر به متن مراجعه شـود(36 

35. Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS)
36. http://flowbook.denovosoftware.com/Flow_Book/Chapter_10%3A_
Some_Other_Applications
37. Hoechst 33269

سید مهدی حسینی، فاطمه منتظری، علی محمد فروغمند و همکاران
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کـه ایـن متـد بـا کروموزوم، سـلول یـا بافتی انجام می شـود کـه روی 

یـک اسـلاید میکروسـکوپی تثبیـت شـده اسـت. هـدف ایـن تکنیـک 

پیـدا کـردن توالی هـای RNA یـا DNA در کروموزوم هـای متافازی، 

از پـروپ هـای  بافتـی اسـت و  اینترفـازی و قطعـات  سـلول هـای 

فلوئورسـنتی اسـتفاده مـی کند که تنها بـه بخش هایـی از کروموزوم 

متصل می شـوند. ورود این تکنیک به سـیتوژنتیک منجر به شناسـایی 

علـت بسـیاری از سـندرم هـای ناشـی از ریزحـدف ها40مثـل سـندرم 

ویلیام-بـرن41 و ریزحـذف 1p36 شـد و همچنین اولین سـندرم ناشـی 

شناسـایی  نیـز   22q11.2 ناحیـه هـا42 در  ریـز مضاعـف شـدگی  از 

گردیـد)12,13(. 

مراحـل انجـام ایـن تکنیـک FISH )شـکل 2( بطـور خلاصـه شـامل 

پیـش تیـمار سـلول هـای تثبیـت شـده روی لام بـا محلول هـای نمکی 

و چنـد دترجنـت بـرای حـذف پس زمینـه اضافی و نفوذپذیر سـاختن 

سـلول هـا سـپس واسرشـت کـردن دو رشـته DNA هـم پـروپ و هم 

کرومـوزوم بـه طـوری کـه آنهـا بتوانند بـه همدیگر متصل شـوند. در 

مرحلـه بعـد پـروپ بـر روی اسـلاید قـرار داده مـی شـود و یک لامل 

شـده انسـانی بجـز کرومـوزوم هـای 9، 10، 11 و12 را بطـور جداگانه 

تفکیـک نمـود. این روش را میتوان برای شناسـایی یکـسری از تغییرات 

تعـدادی و سـاختاری کرومـوزوم ها نیز بکار برد. بطـور کلی محتوای 

بـازی هـر یـک از کرومـوزوم هـا مفـروض و مشـخص اسـت. بدیهـی 

 C-G و A-T اسـت کـه با افزایـش اندازه کرومـوزوم ها تعدادبازهـای

و در نتیجـه شـدت جـذب رنگهـای هوخسـت و کرومومایسـین نیـز 

فزایـش خواهـد یافـت. برای مثـال کروموزوم  21 کـه از همه کوچکتر 

اسـت کمتریـن شـدت رنـگ و در مقابل کرومـوزوم هـای 1 و 2 که از 

بقیـه بزرگترنـد بیشـترین شـدت رنگ را نشـان خواهنـد داد )9,10(.

بـا وجـود تحولاتـی کـه تـا ایـن زمـان در تکنیـک هـای سـیتوژنتیک 

سـنتی بـرای بهبـود معایـب آنهـا رخ داده بـود همچنـان تکنیک های 

موجـود بسـیار زمـان بـر بـوده و قـدرت تفکیـک پائینـی داشـتند و 

تغییـرات کوچـک در کرومـوزوم هـا  از  بسـیاری  امـکان شناسـایی 

وجـود نداشـت. در ایـن زمان بـا اختراع تکنیک PCR و توانایی سـنتز 

الیگونوکلئوتیدهـای فلوئورسـانت ، سـیتوژنتیک ملکولی پـا به عرصه 

تسـت هـای تشـخیصی اختـلالات ژنتیکـی نهـاد. از جملـه FISH و 

CGH کـه بـا کمک هیریداسـیون در جـای پروبهای فلوئورسـانت به 

نواحی هدف امکان شناسـایی بسـیاری از تغییرات خیلی جزئی ژنوم 

را در زمانـی بسـیار کوتاهـتر از روش هـای قبلـی فراهـم نمودنـد.

 

)FISH( 3. هیبرید سازی فلوئورسانت درجا
در سـال 1977 نخسـتین شناسـایی فلوئورسنت وابسـته به آنتی بادی 

اسـیدهای نوکلئیـک بدسـت آمـد. درسـال 1980 نخسـتین شناسـایی 

در جـا39  بکمـک نشـانگرهای فلوئورسـانت صورت گرفـت. زمانی که 

انتهـای 3پریـمRNA به طور مسـتقیم با فلوروفور نشـاندار شـد و به 

عنـوان یـک پـروپ بـرای توالی هـای خـاص DNA به کار گرفته شـد. 

هیریـد سـازی فلوئورسـانت درجـا )FISH(،در ایـن سـال بعنوان یک 

تکنیک اسـتانداردمعرفی شـدكه آغازی برای سیتوژنتیك مولكولی بود 

.)11,12(

FISH روشـی اسـت کـه طـی آن نمونـه بصـورت همـراه و یـا جـدای 

از پروبهـای DNA کنـترل بـا کرومـوزوم هـای متافـازی هیریـد شـده 

تـا انواعـی از اختـلالات تعـدادی و سـاختاری شناسـایی شـود. واژه 

فلوئورسـانت بـه معنـای سـاطع شـدن نـور از از یک ملکـول فلوئرفر 

پـس ازتحریـک آن مـی باشـد، و In Situ اشـاره بـه این حقیقـت دارد 

معرفی تست های ژنتیکی و مقایسه مزایا و معایب

ژنتیک در هزاره سوم. سال دوازدهم / شماره 2

38. Chromomycin A
39. In Situ Detection
40. Microdeletions
41. Williams- Beuren syndrome
42. Microduplication syndrome

شـکل 2: طرحـی شـماتیک از مراحل کلـی انجام فرایند دورگه سـازی 

فلوئورسـانت درجـا )FISH( بـه دو روش مسـتقیم و غیـر مسـتقیم 

)13(
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II. پـروپ هایـی کـه بـه توالـی هـای تکـراری سـانترومریک متصـل 

می شـوند. 

در تهیـه کاوشـگرهای گـروه دوم )سـانترومریک(، توالی هـای تکراری 

DNA آلفـا سـاتلایت کـه عـاری از نواحـی کـد کننده ژن بـوده و پلی 

مورفیـک نیـز هسـتند مورد اسـتفاده قـرار مـی گیرند. افـراد مختلف 

تعـداد واریانـت هـای متفاوتـی از ایـن توالـی هـا را دارنـد. اکثریـت 

ایـن توالـی هـا یکسـان بـوده بـا ایـن حـال حـدود 2 تـا 3 % از توالـی 

هـا در کرومـوزوم هـای مختلـف متفـاوت بـوده کـه از ایـن نواحـی 

بـرای طراحـی کاوشـگرهای اختصاصـی هـر کرومـوزوم اسـتفاده مـی 

شـود. بـه اسـتثنای کروموزوم هـای 21 و 13 و همچنیـن 22 و 14 که 

بدلیـل همولـوژی زیـادی کـه در توالـی هـای تکـراری آلفـا سـاتلایت 

سانترومرشـان وجود دارد نمی توان از کاوشـگرهای سـانترومریک برای 

ردیابی شـان اسـتفاده کرد. این کاوشـگرها را معمولاً بعنوان نشـانگر 

کروموزومـی و یـا شناسـایی آنیوپلوئیـدی ها اسـتفاده مـی کنند.

III. پروپ هایی که به نواحی تلومریک متصل می شوند.

بـرای طراحـی کاوشـگرهای گروه سـوم )تلومریک و سـاب تلومریک( 

نواحـی نزدیک بـه تلومرهای )انتهای( هر کرومـوزوم که حاوی توالی 

هـای تکـراری و اختصاصـی هـر کرومـوزوم مـی باشـد را هـدف قرار 

می دهند. این کاوشـگرها را برای مشـخص سـاختن انتهای کروموزوم 

هـا به منظور شناسـایی حذفهای انتهایی، شناسـایی جابـه جایی های 

مخفـی  و همچنیـن در نقشـه بـرداری ژنها و یافتن یـک لکوس خاص 

روی یـک کرومـوزوم خـاص بکار گرفته می شـوند.

IV. پروپ هایی که کل کروموزوم را رنگ آمیزی می کنند.

کاوشـگرهایی که کل کروموزومWCP( 49( را رنگ می کنند همچنین 

بنـام کاوشـگرهای رنـگ کننـده50 مرسـوم هسـتند. ایـن کاوشـگرها 

چندیـن ناحیـه شـامل لکـوس هـای منحـر و توالـی های تکـراری را 

هـدف قـرار میدهنـد و در کنـار هـم بنظـر مـی رسـد کل کرومـوزوم 

رنگ گرفته اسـت. این گروه از کاوشـگرهای را معمولاً برای اسـتفاده 

بـر روی گسـتره هـای متافـازی بـکار مـی برنـد زیـرا در سـلول هـای 

اینترفـازی ترکیـب در همـی از رنگهـا را میدهـد کـه بـه هیـچ عنـوان 

قابل آنالیز نمی باشـند. بهترین راه برای شناسـایی بسـیاری از اختلالات 

شیشـه ای بـر روی آن گذاشـته مـی شـود. بـرای جلوگیـری از تبخیـر 

آن لبـه هـای لامـل  با چسـب مهرو موم می شـود. سـپس اسـلاید در 

انکوباتـور )37 درجـه سـانتیگراد( در مـدت یـک شـب قـرار داده می 

شـود تـا پـروپ ها با جایگاه هـای مکمل خـود روی کروموزوم هدف 

هیریـد شـوند. در طـول شـب، DNA پـروپ توالی هدف خـود را در 

کرومـوزوم خـاص جسـتجو مـی کنـد و بـه آن متصـل مـی شـود. روز 

بعـد لامـل برداشـته مـی شـود و اسـلاید در محلـول دترجنـت یا نمک 

شسـته مـی شـود تـا هر پروپی کـه به کروموزوم متصل نشـده اسـت 

برداشـته شـود. در آخـر یـک رنـگ فلوئورسـنت متمایـز43 بـه اسـلاید 

اضافـه مـی شـود تـا کل کرومـوزوم هـا رنـگ بگیرنـد. بـه طـوری که 

آنها با اسـتفاده از میکروسـکوپ فلوئورسـنت قابل مشـاهده و آنالیز 

شـوند. رنـگ هایـی کـه بطـور معمـول بـرای رنـگ آمیـزی کروموزوم 

هـای متافـازی یا هسـته هـای اینترفـازی اسـتفاده می شـوند عبارتند 

از پروپیدیـوم یدیـد )PI(44  و دی آمیدینـو فنیل اینـدو )DAPI(45  که 

بسـته به رنگ کاوشـگرهای بکار گرفته شـده رنگی که تمایز بیشـتری 

ایجـاد کنـد مورد اسـتفاده قرار مـی گیـرد )13,14(. 

همانطـور کـه در شـکل 2 مشـاهده مـی شـود، دو روش کلـی بـرای 

مسـتقیم  روش  در  دارد.  وجـود  هـا  پـروپ  کـردن  دار  برچسـب 

رنـگ فلوئورسـنت یـا فلوئوروکـروم  بـه طـور مسـتقیم بـه پـروپ 

متصـل می  گـردد ولـی در روش غیرمسـتقیم یـک مولکـول هاپـتن بـه 

نوکلئوتیدهـای خاصـی از پـروپ متصـل مـی شـود و محـل اتصـال 

فلوئوروکـروم را بـه پروپ مشـخص می کند. پس در ایـن روش از یک 

عامـل کمکـی اسـتفاده مـی شـود و نمـی گذاریـم نشـان دار بـه طور 

مسـتقیم بـه پـروپ متصـل شـود )13(. در ایـن تکنیک معمـولاً چهار 

نـوع کاوشـگر مختلـف از نظر محل اتصـال آنها وجود دارنـد و توالی 

هایـی از DNA کـه در تهیـه هریک از انواع کاوشـگرها اسـتفاده می 

شـوند نیـز متفاوت اسـت.

I. پروپ هایی که به لکوس خاصی46 متصل می شوند.

معمـولاً در ایـن گروه، کاوشـگرها به قطعات کوچـک و اختصاصی از 

یک کروموزوم متصل میشـوند و به همین دلیل به آنها کاوشـگرهای 

شناسـاگر لکـوس هـای اختصاصـیLSI( 47( نیـز گفتـه میشـود. ایـن 

کاوشـگرها بیشـتر در شناسـایی سـندرم های ناشـی از ریزحدف ها و 

ریـز مضاعـف شـدگی هـا و نیز بسـیاری از انکـوژن ها کاربـرد دارند. 

کاوشـگرهای اختصاصـی لکوس نواحی غیر تکـراری DNA که معمولاً 

کـد کننـده یـک ژن خاص هسـتند را هـدف قرار مـی دهند.

43. Counter stain
44. Propidium Iodide (PI)
45. Diamidino-2-phenylindole (DAPI)
46. Unique sequence probes
47. Locus-Specific Identifier probes (LSI)
48. Cryptic translocations
49. Whole chromosome probes (WCP)
50. Painting Probes

سید مهدی حسینی، فاطمه منتظری، علی محمد فروغمند و همکاران
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 DNAبـه طـور وسـیع جهـت بررسـی تغییـرات تعـداد کپی ) CGH(

در یـک موقعیـت کروموزومـی بـه کار مـی رود. CGH اولیـن بـار 

درسـال 1999 توسـط کالیونیمـی54 و همکارانـش معرفـی شـد )18(. 

فراینـد تکنیـک بـه این صـورت اسـت که ابتـدا یک گسـتره ی متافازی 

با کاریوتایپ نرمال تهیه می شـود ) DNA تثبیت شـده روی اسـلاید 

DNAهـدف نـام دارد(. سـپس بـا DAPI جهـت قابل تفکیـک بودن 

کرومـوزوم هـا از هـم رنـگ مـی شـود. در ادامـه DNA فـرد بیـمار 

 Nick نمونـه( و فـرد سـالم )مرجـع( اسـتخراج مـی شـود و توسـط(

Translation بـا دو فلوروکـروم متفاوت نشـان دار می شـوند. مقدار 

برابـری از DNA مرجـع و نمونـه بـا هـم و بـا DNAکنترل غیر نشـان 

دار )جهـت پوشـاندن نواحـی تکـراری( مخلـوط وبـر روی گسـتره ی 

متافـازی نرمـال هیریـد می شـود.

پس از شستشـو، با میکروسـکوپ فلوئورسـانس ، تفاوت نسـبت رنگ 

) شـدت فلورسـنت ( نمونه به مرجع در امتداد کروموزوم ها بررسـی 

مـی شـود. سرانجـام نسـبت شـدت فلوئورسـانس نمونـه بـه مرجع در 

امتـداد هـر کرومـوزوم بـه یـک پروفایـل کمـی تبدیـل مـی شـود کـه 

تفـاوت هـای تعـداد کپی را نشـان می دهـد ) شـکل3(. مزیت اصلی 

ایـن تکنیـک، بررسـی کل ژنـوم در یـک آزمایـش و شناسـایی هرگونه 

بدسـت آوردن55  یـا از دسـت دادن56 ناحیـه ای از ژنـوم بـا سرعـت و 

کارایـی بالاسـت، امـا قـدرت تفكیـك کمـی دارد ) در حـد 10 مگابـاز 

کروموزومـی اسـت کـه توسـط سـایر تکنیـک هـا قابـل شناسـایی 

نمی باشند. 

بسـته بـه اینکـه از چـه نـوع کاوشـگرهایی و با چـه هدفی اسـتفاده 

شـود، امروزه انواع مختلفی از FISH معرفی شـده اسـت و همچنان 

نیـز بـر تعـدادآن افزوده می شـود. یکـی از انواع آن فیـش چندگانه51 

اسـت کـه در آن کاوشـگرهایی با رنگ های مختلـف به طور همزمان 

بـرای ردیابـی چنـد ژن مختلـف اسـتفاده مـی شـود. در ایـن زمـان با 

کمـک تکنیـک فلوسـیتومتری کـه امـکان جداسـازی کرومـوزوم هـای 

انسـان بصـورت تـک بـه تـک را فراهـم سـاخته بـود و همچنیـن بـا 

کـه  انسـانی  ژنـوم  پـروژه  از  آمـده  بدسـت  اطلاعـات  از  اسـتفاده 

توالـی کامـل همـه کرومـوزوم هـا را در اختیـار دانشـمندان قـرار 

داد، متخصصـان سـیتوژنتیک توانسـتند مجموعـه ای از 24 کاوشـگر 

مختلـف را طراحـی کـرده کـه هریـک از کرومـوزوم هـا را بـا رنگـی 

متفـاوت متمایـز سـازد. ایـن تکنیـک قدرتمند )بـا قدرت تفکیـک 1 تا 

2 مگابـاز( بـا بکارگیـری این 24 کاوشـگر بر روی یک گسـتره متافازی 

امـکان ردیابـی همزمـان همـه کرومـوزوم هـا را فراهـم کـرده اسـت. 

ایـن تکنیـک را هـم با اصطـلاح مولتیپلکـس فیـش)M-FISH( و هم 

بـا عنـوان اسـکای فیـش )SKY()کاریوتایپ طیفی(52 می شناسـند. از 

کاربردهـای ایـن تکنیـک شناسـایی بازآرایی هـای بیـن کروموزومی53  

وبسـیاری از درج هـا، حـذف هـا و معکـوس شـدگی هـا و همچنیـن 

آنیوپلوئیـدی هـا می باشـد. از آنجـا کـه در این تکنیک هـر کروموزوم 

رنـگ خـاص خـود را دارد یافـتن جابجایـی هـا از طریق ردیابـی رنگها 

بسـیار سریعـتر و بـا دقـت بیشـتری صـورت میگیـرد. SKY قـادر بـه 

شناسـایی مضاعـف شـدگی هـای روی یـک کرومـوزوم نیسـت زیـرا 

رنگـی کـه ایـن ناحیـه مـی گیـرد بـا نواحـی کنـاری مشـابه بـوده و 

تفکیـک آن را دشـوار مـی سـازد. بـا وجـود مزایـای ذکر شـده یکی از 

عمـده تریـن محدودیـت هـای تکنیک هـای مبتنی بـر FISH هزینه 

هـای بـالای تجهیـزات و کاوشـگرهای مـورد اسـتفاده اسـت. ایـن فن 

قـدرت تفكیـك خوبـی )در حـد 40 تـا 250 کیلوبـاز ( دارد امـا بـه 

اطلاعـات قبلـی در مـورد توالـی نیـاز دارد، همچنیـن زمان بـر بوده و 

کل ژنوم را اسـکرین نمی کند. همچنین در SKY  نیاز به یک گسـتره 

کروموزومـی نوعـی محدودیـت محسـوب مـی شـود )14-17(.

)CGH( 4. تکنیک دورگه سازی ژنومی مقایسه ای
بیـش از یـک دهـه اسـت کـه فـن دورگـه سـازی ژنومـی مقایسـه ای 

معرفی تست های ژنتیکی و مقایسه مزایا و معایب
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51. multiplex-FISH (M-FISH)
52. Spectral karyotyping (SKY)
53. Interchromosomal rearrangements
54. Kalioniemi

شـکل 3: نمایـش شـماتیک تکنیـک دورگه سـازی ژنومی مقایسـه ای 

)18( ) CGH(
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ایـن مرحلـه بـه دلیل فـراوان بودن اجـزا و ترکیبـات واکنـش، واکنش، 

کارایـی 100% دارد. پـس از هـر چرخـه 2 برابـر شـدن محصـولات 

صـورت می گیـرد. ب( فـاز خطـی60؛ پـس از مـصرف شـدن ترکیبـات 

واکنـش و کاهـش مـواد، واکنـش تکثیـر کنـد شـده، دو برابـر شـدن 

محصـولات PCR در انتهـای هـر چرخـه رخ نمـی دهـد. بـه عبارتـی 

تکثیـر از حالـت نمایـی بـه صـورت خطـی مـی شـود. حتـی در طـول 

ایـن فـاز مقـدار تکثیر نمونـه های تکراری بـه علت تفـاوت در مقدار 

ترکیبـات و مـواد موجـود در واکنـش و تفـاوت در تجمـع محصـولات 

دچـار تغییـر و تفـاوت مـی شـود. ج( فاز سـکون61؛ سرانجـام به دلیل 

تمـام شـدن ترکیبـات واکنـش، واکنـش متوقف شـده، هیـچ محصولی 

سـاخته نمی شـود و اگـر محصـولات PCR بـرای مـدت زمـان طولانـی 

در ایـن مرحلـه بـه حـال خـود رهـا شـود، شروع بـه تجزیـه شـدن 

می نماینـد)21(.

در ادامـه بـرای مرئـی سـازی، محصـول واکنـش را روی ژل بـرده تـا با 

روش هـای الکتروفورتیـک باندهای مختلف تکثیر شـده را جداسـازی 

نماییـم. براسـاس شـدت باند مشـاهده شـده پـس از تصویربـرداری با 

دسـتگاه ژل داکیومنتیشـن مـی تـوان بـه وجـود یـا عدم وجـود توالی 

مـورد نظـر در نمونـه مورد بررسـی پـی برد. ایـن روش بسـیار زمان بر 

بـوده و بیشـتر بـرای مطالعـات کیفـی بـکار مـی رونـد و حساسـیت 

بالایـی نـدارد. در سـالهای بعـد همزمـان بـا پیشرفتهایـی در حـوزه 

بیوانفورماتیـک، بهبـود روشـهای الکتروفورتیـک و کشـف آنزیـم های 

پلیمـراز و هضـم کننـده کاراتـر کیفیـت و حساسـیت تکنیـک هـای 

مبتنـی بـر PCR افزایـش یافتـه و در نتیجـه کاربـرد آن در حوزه های 

مختلـف افزایـش یافت که در ادامه برخـی از آنها را معرفی می کنیم.

 62)PCR-RFLP(و پلی مورفیسم قطعات طولی محدود PCR .2

امـروزه یکـی از روش های اسـتاندارد در شناسـایی پلی مورفیسـم ها 

)توالـی هـای چنـد شـکلی( تکنیـک PCR-RFLP اسـت. ایـن روش 

مبتنـی بـر هضـم الگـو توسـط اندونوکلئازهـای اختصاصـی بـوده که 

هریـک جایـگاه های شناسـایی و برش خـاص خود را دارند. بیشـترین 

کاربـرد ایـن تکنیـک بررسـی واریانـت هـای کروموزومـی و نقشـه 

که مشـابه قدرت تفکیک روش های سـنتی سـیتوژنتیک اسـت( )20- 

18(. ایـن تکنیـک مقدمـه ای بـود بـر ایجاد یـک تکنیک بسـیار قوی 

تـر، بـا قـدرت تفکیـک خیلـی زیـاد بنـام فـن آرایـه ی دورگـه سـازی 

ژنومـی مقایسـه ای)aCGH(57 کـه بدلیل بکارگیری آرایـه ای از توالی 

هـای نرمـالDNA بجـای گسـتره کروموزومـی بیشـتر آن را در حـوزه 

تکنیـک هـای تشـخیصی ملکولـی قرار میدهنـد که در بخـش دوم به 

آن مـی پردازیم.

II. تکنیک های ژنتیک ملکولی
امـروزه تسـت هـای تشـخیصی ملکولـی بعنـوان ابـزار مناسـبی در 

شناسـایی، مانیتـور و هـدف قـرار دادن بیماری های انسـانی، حیوانی 

و گیاهـی شـناخته شـده اسـت. بـا قاطعیـت مـی تـوان گفـت اختراع    

PCR نقطـه عطفـی در سـیر تحولـی تکنیـک هـای ژنتیـک ملکولـی 

بـود. بـا اخـتراع PCR رویکردهای جدیدی در اختیـار محققان و کادر 

درمانـی بـرای تـلاش در جهـت بهبـود کیفیـت زندگـی و افزایش طول 

عمـر انسـان قـرار گرفـت. گزارشـات حاکـی از این اسـت کـه در دهه 

گذشـته کاربـرد تسـت هـای تشـخیصی ملکولـی سـالانه 11% افزایش 

نشـان داده و پیـش بینـی مـی شـود تا سـال 2015 تحول چشـمگیری 

در ایـن حـوزه مشـاهده شـود. در ادامه بـه معرفی برخـی از متداول 

تریـن و جدیدتریـن تکنیـک هـای مبتنـی بـر DNA در تسـت هـای 

تشـخیصی ملکولـی مـی پردازیم.

 58)PCR( 1. واکنش زنجیره ای پلیمراز

واکنـش زنجیـره ای پلیمرازی )PCR( اسـاس بیولـوژی مولکولی مدرن 

در سرتـاسر جهـان اسـت. معرفـی ایـن تکنیک توسـط کـری مولیس و 

مایـکل اسـمیت در سـال 1993 باعث شـد تـا آنها جایزه نوبل شـیمی 

را از آن خـود کننـد. یکـی از کاربردهـای PCR، مقایسـه مقـدار اولیه 

DNA و mRNA در بیـن دو یـا چنـد نمونـه اسـت. در صورتـی کـه 

هـر دو نمونـه بـا کارایـی یکسـانی در حیـن PCR تکثیر شـوند، نمونه 

ای کـه پـس از تکثیـر، مقـدار بیشـتری ازDNAرا نشـان میدهـد، قبل 

از تکثیـر نیـز مقـدار بیشـتری از آن DNA را داشـته اسـت. به عبارتی 

هـر توالی متناسـب بـا مقدار اولیـه اش در نمونه تکثیر مـی یابد. این 

منجـر بـه تکامل متدهـای رایج بـرای تعیین کمیت مقـدار ژن و بیان 

ژن موسـوم بـه PCR کمـی و PCR نیمـه کمـی گشـته اسـت کـه در 

ادامـه برخـی از آنهـا را معرفـی خواهیم کرد. 

بـه طـور کلـی PCR شـامل 3 مرحلـه اسـت: الـف( فـاز نمایـی59؛ در 

55. Gain
56. Loss
57. array Comparative Genomic Hybridization(aCGH)
58. Polymerase Chain Reaction (PCR)
59. Exponential
60. Linear
61. Plateau
62. Restriction Fragment Length Polymorphism(RFLP)

سید مهدی حسینی، فاطمه منتظری، علی محمد فروغمند و همکاران
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مـی باشـد. از جملـه میتـوان 64CAPS، 63AFLP و 65ASO را نـام بـرد 

.)24(

 66)RAPD( 3. تکثیر تصادفی قطعات چند شکلی
 PCR تغییـر و اصـلاح دیگـری که منجر به کشـف تکنیک وابسـته به

جدیـدی شـد، مبتنـی بـر تکثیـر تصادفـی یـا رنـدوم DNA اسـت که 

اولیـن بار توسـط ویلیـام وهمکارانـش در دهه 1990 معرفـی گردید. 

ایـن تکنیـک را بـه اختصـار RAPD-PCR می نامند. در ایـن روش از 

یـک پرایمـر غیـر اختصاصی به طـول 12-8 یـا )15-5( نوکلئوتید برای 

 PCR اسـتفاده مـی شـود. پـس از الکتروفورز محصـول PCR واکنـش

در نمونـه هـای مختلف برای هـر نمونه یک پروفایل نسـبتاً منحصربه 

فـردی بدسـت مـی آیـد کـه مـی تـوان از آن بـرای شناسـایی سریـع 

بسـیاری از پاتـوژن هـای باکتریایـی اسـتفاده کـرد. از نقاط قـوت این 

تکنیـک ایـن اسـت کـه بـرای بدسـت آوردن پروفایـل RAPD نیاز به 

داشـتن اطلاعات قبلی از توالی DNA مورد نظر نیسـت و این مزیت 

باعـث کاربـرد گسـترده ایـن تکنیـک در تسـت-های میکروبیولوژیک 

شـده اسـت. با وجود راحتی، ارزان بودن و سرعت بالای این تکنیک، 

قـدرت تفکیـک و حساسـیت آن در مقایسـه با بسـیاری از روش های 

هدفمند PCR کمتر می باشـد.پس از این بیشـتر تکنیک ها به سـمت 

کمـی سـازی و بدسـت آوردن معیارهایـی بـرای بیـان تعـداد نسـخه 

اولیـه یـا میـزان بیـان ژن در شرایط مختلـف می پردازنـد )24(.

)ddPCR( تمایزی دوگانه PCR 4. تکنیک
  68)ddPCR( تمایزی دوگانه PCR 67  و)dPCR( تمایـزی PCR تکنیـک

روش هـای تشـخیصی ارزشـمندی هسـتند کـه توسـط آنهـا مـی توان 

نسـبت تعـداد رونوشـت ژن هـای مختلـف را بصـورت کمـی تعییـن 

کـرد. ایـن روش بطور فـوق العاده ای برای تخمیـن حذف و مضاعف 

شـدگی ژن هـا در بافـت هـای سرطانی مفیـد اسـت. در PCR تمایزی 

یـا dPCR یـک رونوشـت ژنـی منفـرد )بـه عنـوان مثـال β-گلوبین یا 

HBB( بـه عنـوان ژن مرجـع69  و ژن مـورد نظـر )کـه مـی توانـد یـک 

پروتوانکـوژن باشـد( را در یـک لولـه مشـترک بطـور همزمـان تحـت 

بـرداری از پلـی مورفیسـم هـای مرتبـط بـا بیـماری هاسـت. اولیـن 

گـزارش قطعـی از کاربـرد PCR در تشـخیص هـای ملکولـی مربـوط 

کـم خونـی  شناسـایی  بـرای   PCR-RFLP تکنیـک از  اسـتفاده  بـه 

سـیکل سـل مـی باشـد. علیرغـم زمـان بر بـودن ایـن متود هنـوز هم 

در مطالعاتـی کـه در آنهـا انتخـاب بکمـک نشـانگر انجـام می شـود، 

مثل تسـتهای تشـخیصی میکروبیولوژی مورد اسـتفاده قرار می گیرد 

.)22,23(

 همانطـور کـه در شـکل 4 می بینیـد پس از اسـتخراج DNA از نمونه 

 ،PCR هـای مختلـف و تکثیـر کـردن توالـی مـورد نظـر بـه کمـک

آنهـا را تحـت تاثیـر آنزیـم هـای محدودالاثـر اختصاصـی قـرار داده 

و محصـولات هضـم آنزیمـی هـر نمونـه را در چاهـک جداگانـه ای 

اکتروفـورز مـی کنیـم. بدلیل تفـاوت در محل قرار گیـری جایگاه های 

شناسـایی و بـرش آنزیـم هـای مورد اسـتفاده در نمونه هـای مختلف، 

محصـول هضـم آنزیمی هـر نمونه حاوی تعـداد متفاوتـی از قطعات 

با طول های متفاوت می باشـد. با تفسـیر مناسـب باندهای بدسـت 

آمـده روی ژل میتـوان پلـی مورفیسـم هـای مختلفـی را شناسـایی و 

ارتبـاط آنهـا بـا بیـماری  یـا دارویـی خـاص مـورد مطالعـه قـرار داد. 

بـه مـرور شـاهد ایجـاد تکنیک هـای مکمـل PCR-RFLP شـدیم که 

برخـی حتـی امـروزه جایگزیـن روش اولیـه شـدند و هـدف همه این 

تغییـرات افزایـش سرعـت و دقـت در شناسـایی پلـی مورفیسـم های  
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63. Amplified Fragment Length Polymorphism
64. Cleaved Amplified Polymorphic Sequences
65. Allele Specific Oligonucleotide probes
66. Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD-PCR)
67. Differential PCR
68. double differential PCR (ddPCR)

شـکل 4: دیاگرامـی شـماتیک از تکنیـک PCR-RFLP ، بـرای توضیحات 

بیشـتر به مـتن مراجعه شـود )24(.
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و در مراحـل اولیـه واکنـش یعنـی در فـاز نمایـی و زمانـی کـه تکثیـر 

توالی هدف بسـیار کارا اسـت با اسـتفاده از تکنولوژی فلوئورسـانت 

انـدازه گیـری کنـد. یعنی در حیـن انجام PCR، با افزایـش تعداد کپی 

هـای ژن هـدف ناشـی از تکثیـر، نـور فلوئورسـانت سـاطع شـده از 

نشـانگرهای فلوئورسـانت افزایـش مـی یابـد کـه ایـن افزایش توسـط 

دتکتـور انـدازه گیـری و محاسـبه شـده و به یک مقدار عـددی تبدیل 

مـی شـود.  ایـن امکان پـس از ورود نسـل جدیـدی از ترموسـایکلرها 

با سیسـتم فلورومتری که اجازه پایش پیوسـته خاصیت فلوئورسـانس 

محصـول PCR در زمـان جمـع شـدن را می دهد، فراهم شـد.

ایـن روش قـادر بـه آشـکار سـازی و نیـز اندازه-گیـری یـک یـا تعـداد 

بیشـتری توالـی هـای ویـژه در نمونـه DNA مـی باشـد. ایـن روش 

در سـال 1992 بـرای نخسـتین بـار و توسـط هیگوچـی76 و همـکاران 

معرفـی گردیـد )28, 27(.برای انجام PCR در زمان واقعی از دسـتگاه 

Real Time PCR Thermal Cycler اسـتفاده می شـود. این دستگاه 

قـادر بـه تکثیـر محصـولات PCR و همچنین آنالیز داده های بدسـت 

 Real آمـده بطـور همزمان می باشـد. برای انجـام این دو کار، ماشـین

Time PCR بـا فلئومترهـا و نمایشـگرهایی کـه هـم توانایـی تحریک 

فلئوروکـروم و هـم توانایـی تشـخیص نـور سـاطع شـده را دارنـد، 

ترکیـب شـده اسـت. مدل هـای متفاوتـی از Thermal Cycler وجود 

دارد. سـاده تریـن آنهـا ماشـین تـک کاناله کـم هزینه برای تشـخیص 

سـایرگرین یعنـی Bio-Rad DNA Engine Optic اسـت. عـلاوه بـر 

آنهـا ماشـین هـای ABI Sequence DeteCt ion و Light Cycler و 

 Real-Time PCR System یـک ماشـین چندکانالـه پیچیـده شـامل

from Applied Biosystem 7500 مـی باشـد )21(.

نتایـج یـک واکنـش Real Time PCR بـه فـرم یـک گرافی می باشـد 

کـه در ایـن گـراف تعـداد چرخـه هـای PCR )محـور X( در مقابـل 

افزایـش فلوئورسـانت )محـور Y( نشـان داده می شـود. این منجر به 

رسـم منحنـی تکثیـر می شـود. خط افقـی روی منحنی نشـان دهنده 

یک حد آسـتانه اسـت )شـکل6(. خط آسـتانه سـطحی از تشـخیص یا 

نقطه ای اسـت که در این نقطه شـدت فلوئورسـانت سـاطع شـده به 

بالاتـر از حـد پایه می رسـد.

PCR قـرار مـی دهنـد. در انتهـا دو محصول از PCR بدسـت می آید 

کـه مـی تـوان بـا روش هـای کمـی سـازی معیـاری کمـی از تعـداد 

رونوشـت آنها بدسـت آورد. 

نهایتـا اطلاعاتـی در مـورد نسـبت کمـی قطعـات ژنـی تکثیـر شـده 

یـا  بـار ژن70  ایـن نسـبت  بـه  کـه  آیـد  توسـط PCR بدسـت مـی 

71AGCN گفتـه می شـود و نشـان دهنـده میانگین تعداد رونوشـت 

ژن مـورد نظـر )مثلا پروتوانکـوژن ها در نمونه های سرطانی( نسـبت 

بـه تعـداد رونوشـت ژن مرجـع در سـلول مـی باشـد. در سـلول های 

نرمـال ایـن نسـبت را یـک در نظـر مـی گیرنـد )AGCN=1(. حـال 

اگـر در نمونـه هـای مـورد بررسـی نسـبت کمـتر از یـک بدسـت آمـد 

)AGCN>1( نشـان دهنـده حـذف، و اگـر نسـبت بیشـتر از یـک 

بدسـت آمـد )AGCN>1( حاکـی از مضاعـف شـدگی در آنهـا مـی 

باشـد. در روش PCR تمایـزی دوگانـه یـا ddPCR همیـن فرآینـد را با 

دو ژن مرجـع انجـام مـی دهنـد. بـرای ژن مرجـع دوم مـی تـوان بـه 

عنـوان مثـال از ژن سوپراکسـید دیسـموتاز )SOD(72 اسـتفاده کـرد. 

نسـبت 1:1 بدسـت آمـده بـرای دو ژن مرجع نشـان دهنـده عملکرد 

مناسـب پرایمرهای اسـتفاده شـده و غلطت مطلوب آنها در آزمایش 

بـوده اسـت )شـکل 5(. مزیت دیگر این روش نسـبت بـه dPCR این 

اسـت کـه نسـبت 1:1 دو ژن مرجـع را مـی تـوان بـرای تاییـد صحـت 

نتایـج حاصـل از کمـی سـازی بـکار بـرد )25,26(. 

5. واکنش زنجیره ای پلیمرازی در زمان واقعی
واکنـش زنجیره پلیمرازی در زمان واقعی73که واکنش زنجیره پلیمرازی 

حرکتـیKPCR( 74( یـا واکنش زنجیری پلیمـرازی کمی75)QPCR( نیز 

نامیـده مـی شـود، یک روش آزمایشـگاهی بر اسـاس PCR اسـت که 

بـرای تکثیـر و تعیین کمی مولکول DNA یا mRNAبه طور همزمان 

به کار می رود. این تکنیک مشـابه PCR سـاده اسـت. با این تفاوت 

کـه قـادر اسـت تکثیـر یـک توالـی هـدف را در حیـن انجـام واکنـش 

70. Gene load
71. Average Gene Copy Number (AGCN)
72. Superoxide dismutase
73. Real Time PCR
74. Kinetic PCR
75. Quantitative PCR
76. Higuchi

شـکل 5: دیاگرامی شـماتیک از تکنیک ddPCR ، برای توضیحات بیشتر 

به متن مراجعه شـود )24(.

سید مهدی حسینی، فاطمه منتظری، علی محمد فروغمند و همکاران
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نمونـه ای بـا مقـدار Ct کمتر دارای مقدار آغازی توالی هدف بیشـتری 

اسـت. زیـرا در صورتـی کـه در نمونـه ای مقـدار اولیـه کپـی هـای ژن 

هـدف افزایـش یابـد، افزایـش در نـور فلوئورسـانت سـاطع شـده در 

طـی واکنـش PCR زودتـر رخ مـی دهد و منحنی زودتـر و در چرخه 

کمـتری بـه حـد آسـتانه می رسـد و Ct آن نمونـه کمتر می شـود)21(.

تعییـن کمیـت DNA یـا RNA توسـط Real Time PCR بـه دو 

صـورت اسـت:

 DNA کمـی سـازی مطلـق77: در ایـن نـوع تعییـن کمیـت از یـک

اسـتاندارد اسـتفاده مـی شـود. اسـتاندارد DNA هـمان توالـی ژن 

هـدف اسـت. یـک سری رقـت از ایـن DNA اسـتاندارد تهیـه شـده و 

هـر رقـت توسـط پرایمرهـای اختصاصـی ژن هـدف تکثیر می شـود. 

منحنـی تکثیـر هـر رقـت رسـم شـده و Ct  هـر رقـت محاسـبه مـی 

گـردد. سـپس منحنـی اسـتاندارد ) Ct  هـر رقـت در مقابـل غلظت یا 

تعـداد کپـی هـر رقت( رسـم مـی گردد. سـپس هـر نمونه با اسـتفاده 

از پرایمرهای اختصاصی ژن هدف PCR می شـود. Ct  ژن هدف در 

هـر نمونـه محاسـبه می گـردد. ایـن Ct با منحنی اسـتاندارد مقایسـه 

شـده و از روی منحنـی اسـتاندارد غلظـت یـا تعـداد کپـی ژن هـدف 

محاسـبه می شـود. از طـرف دیگـر بـه دلیـل متفـاوت بـودن جـرم 

بافتهـای مختلـف، تفـاوت در تعـداد سـلولهای هـر بافـت، مقـدار و 

ماهیـت DNA اسـتخراج شـده متفـاوت اسـت. پـس بـرای نرمالیـزه 

نمـودن تعییـن کمیـت ژن هـدف در هـر نمونـه از یـک ژن کنـترل 

اسـتفاده می گـردد.

کمـی سـازی نسـبی78: در ایـن نـوع از تعییـن کمیـت مقـدار ژن یـا 

مقـدار بیـان ژن در نمونـه بیـمار در مقایسـه بـا نمونـه نرمـال و بـه 

صـورت نسـبی بیـان مـی شـود. در ایـن حالت نیز بـه دلیـل متفاوت 

بـودن مقـدار DNA اسـتخراج شـده از نمونـه هـای مختلـف، نتایـج 

مربـوط بـه ژن هـدف اغلـب با یک ژن کنـترل نرمالیزه می گـردد. ژن 

کنترلـی کـه در Real Time PCR اسـتفاده مـی شـود، ژنـی اسـت که 

در شرایـط مختلـف و در بافـت هـای مختلـف ثابـت و بـدون تغییـر 

باشـد. در بررسـی بیـان ژن از ژن هـای خانـه دار بـه عنـوان ژن کنترل 

اسـتفاده مـی گردد. این ژن ها معمولا شـامل آلبومیـن، گلیسرآلدهید 

فسـفات دهیدروژنـاز، بتا اکتین، بتاگلوبین، یوبـی کویتین، توبولین و 

... مـی باشـند )21,29(.

6.روشهای مبتنی بر PCR چند تایی

 برای تعیین مقدار آسـتانه نخسـت باید مقدار سـیگنال فلوئورسـانت 

پایـه شناسـایی شـود. در طـول 3 تـا 15 چرخـه اول، میانگیـن مقـدار 

فلوئورسـانت سـاطع شـده بـه عنـوان اسـاس محاسـبه مقـدار پایـه 

محسـوب مـی شـود. مقـدار آسـتانه در 3 انحـراف اسـتاندارد بـالای 

مقـدار متوسـط فلوئورسـانت پایـه تعییـن می شـود. این خط آسـتانه 

در طـول فـاز لگاریتمـی واکنـش قـرار دارد. 

چرخـه ای کـه در آن چرخه سـیگنال فلوئورسـانت ) یا منحنی تکثیر( 

بـه ایـن حـد آسـتانه مـی رسـد و بالاتـر از سـطح پایه قـرار مـی گیرد 

بـه عنـوان Ct معـروف اسـت. از Ct برای انـدازه گیری تفـاوت میزان 

DNA یا mRNA بین نمونه ها اسـتفاده می شـود. مقدار Ct نشـان 

دهنـده مقـدار اولیـه کپـی ژن هـدف در نمونه مـورد نظر اسـت. هر 

چـه مقـدار Ct نمونـه ای کمـتر باشـد، نشـان دهنـده مقـدار آغـازی 

DNAیـا mRNA بیشـتر در آن نمونـه اسـت. در یـک واکنـش %100 

کارا، محصـولات در هـر چرخـه دو برابـر شـده، در نتیجـه تفـاوت در 

مقـدار Ct بیـن نمونـه های متفـاوت با تفاوت در مقـدار آغازی توالی 

هـدف مرتبـط اسـت. تفـاوت در مقـدار اولیـه DNA هـدف در بین 

2 نمونـه در صـورت یکسـان بـودن کارایـی تکثیـر در هـر دو نمونـه از 

معادلـه زیر بدسـت مـی آید:

2)Ct 1-Ct 2(=تفاوت مقدار توالی هدف بین دو نمونه

Ct 
2
 Ct / Ct  نمونه دوم= 

1
Ct نمونه اول=

در صورتـی کـه دلتـا Ct معـادل 1 باشـد، یعنـی تفـاوت دو برابری در 

مقـدار آغـازی توالی هـدف بیـن دو نمونه وجـود دارد.

معرفی تست های ژنتیکی و مقایسه مزایا و معایب

ژنتیک در هزاره سوم. سال دوازدهم / شماره 2

77. Absolute quantization
78. Relative quantization

شـکل 6: مراحـل مختلـف تکثیـر، خـط آسـتانه و سـیکل آسـتانه یک 

گـرافReal Time PCR مشـخص شـده اسـت.
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اعتـماد اسـت، اسـتفاده از آن دشواراسـت. ایـن روش نیازمنـد لكـه 

گـذاری نمونـه هـایDNA  بـرروی قطعـه هـای كوچـك فیلترنایلونی، 

مرحله پیش ازدورگه سـازی، دورگه سـازی، چندین مرحله شستشـوی 

PCR  دو مرحلـه ،  PCRلولـه هـای بـه  فیلترهـا  انتقـال  فیلترهـا، 

 PCR وسرانجـام آنالیـز فـرآورده هـای )PCR چندتایـی )مولتیپلكـس

اسـت)30,31(.            

درسـال 2002، اسـکوتن80 و همكارانش درهلند روشی جدید و کارامد 

  )MLPA( 81باعنـوان تكثیـر کاوشـگر وابسـته بـه الحـاق چندتایـی

مشـابه بـا MAPH ابـداع نمودندكه جزییـات آن درپی میآید. روشـی 

باكارآیـی بالااسـت كـه برای مشـخص كردن تعداد نسـخه هـای 40 تا 

50 توالـی  DNA ژنومـی در یـك واكنش كـه برمبنای DNA چندتایی 

 MLPAمی باشـد، توسـعه یافته اسـت. قطعه های تكثیری حاصل از

، بیـن 100تـا 500 نوكلئوتیـد طـول دارنـد كـه قابـل جداسـازی وكمی 

سـازی بـه وسـیله الكتروفـورز موئینه هسـتند.MLPA را مـی توان بر 

روی تـا96 نمونـه بـه طورهمزمان انجـام داد و به نتایـج آن در دو روز 

دسـت یافت.

در ایـن روش از بیـش از 40 کاوشـگر اسـتفاده مـی شـود کـه هر یک 

اختصاصـی یـک توالی متفاوتـی )عمدتاً نواحی اگزونـی را هدف قرار 

میدهنـد( از DNAمـی باشـد. هـر کاوشـگر از دو نصفـه کاوشـگر 5 

پریـم و 3 پریـم تشـکیل شـده و هـر یـک از نصفه کاوشـگرها شـامل 

یـک توالـی اختصاصـی هدف و یـک توالی پرایمر عمومی می باشـد. 

ایـن متـود امـکان تکثیر همزمان همه کاوشـگرها را طـی یک واکنش 

DNA فراهم می سـازد. همچنین هر نصفه کاوشـگر حاوی قطعاتی 

تصادفـی بـا طـول های متغیر هسـتند تـا امکان تفـاوت انـدازه مورد 

نیـاز برای تفکیک باندهـا پس از الکتروفورز را فراهـم نمایند)30,31(.

درخـلالPCR  نمونـه DNA هـدف تكثیر نمی شـود، بلكه پروب های 

MLPA كـه مكمـل DNA هـدف هسـتند و بـا آن هیریـد میشـوند، 

تكثیـر مـی گردند. این روش حساسـتر از MAPH بوده و اسـتفاده از 

آن آسانتر است. افزون براین، برخلاف MAPH در MLPA بی جنبش 

سـازی نمونـه هـا ی اسـید نوكلئیـك و حـذف پروبهـای اضافـی لازم 

نیسـت. با وجود آنکه دو روش فوق الذکر دارای اصول اولیه یکسـان 

و نتایـج مشـابهی هسـتند ولـی تفاوت هایـی در مزایـا و معایب آنها 

وجـود دارد. از جملـه اینکـه مرحلـه تهیه پروب بـرای MAPH خیلی 

 ،)MAPH(79در روش هیرید سـازی کاوشـگر تكثیرشـونده چندتایـی

تعـداد زیـادی )40 تـا 50 توالـی( توالـی هـدف ویـژه كمـی سـازی 

مـی گردنـد.MAPH  از کاوشـگرهای اختصاصـی اسـتفاده میكندكـه 

بـا توالیهـای اسـیدنوكلئیكی ویـژه از DNA ژنومـی تثبیت شـده روی 

غشـا، هیرید می شـوند .سـپس غشـا را شسته تا کاوشـگرهای متصل 

نشـده حـذف گردنـد کاوشـگرهایی کـه اتصـال اختصاصـی یافتـه اند 

بطـور نسـبی حاکـی از تعـداد کپـی هدفشـان مـی باشـد. در آخـر 

کاوشـگرها از غشـا جـدا شـده و بـا اسـتفاده از یـك جفـت پرایمـر 

)universal( تكثیرمـی گـردد و یـك فرآورده تكثیـری با اندازه منحصر 

بـه فـرد ایجـاد مـی كنـد .تعـداد نسـخه توالـی هـای هـدف، پـس از 

الکتروفـورز و مقایسـه نسـبی باندها قابـل ارزیابی می باشـد .اگرچه  

MAPHدرتشـخیص حـذف هـا و مضاعـف شـدگی هـا بسـیار قابـل 

شـکل 7: مراحـل مختلـف تکنیـک MLPA را میتـوان بـه 4 مرحلـه تقسـیم 

کرد: 1( واسرشـت شـدن DNA و سـپس هیرید پروبها به توالیهای هدف؛ 2( 

 PCRواکنشـهای مربـوط بـه اتصال دو نصفه پـروب به یکدیگـر؛ 3( تکثیرهای

بـه کمـک پرایمرهـای عمومـی؛ 4( تفکیـک محصـولاتPCR بـا الکتروفـورز و 

آنالیـز داده ها )30(

79. Multiplex Amplifiable Probe Hybridisation (MAPH) 
80. Schouten 
81. Multiplex Ligation-dependent Probe amplification (MLPA)

سید مهدی حسینی، فاطمه منتظری، علی محمد فروغمند و همکاران
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نقاط میکروسـکوپی اسـت که هر یک شـامل هزاران توالی شناسـاگر 

مشـابه اسـت کـه بـه سـطح جامـدی از جنـس شیشـه، پلاسـتیک و یا 

بیوچیپ های سـیلیکونی متصل می شـوند.

2- نـوع دیگـر آن کـه بیـد آرایه ها87  گفته می شـود حـاوی مجموعه 

ای از ذرات پلـی اسـتیرن میکروسـکوپی اسـت کـه هـر یـک از آنهـا 

دارای یـک نـوع شناسـاگر ویـژه بـه همـراه نسـبتی از دو یـا چندیـن 

رنگ مختلف که نشـانگر آن شناسـاگر ویژه هسـتند، می باشـند. این 

رنـگ هـا بـا رنـگ هـای متصل بـه توالی هـای هـدف تداخلـی ایجاد 

نمی کننـد )34(.

بـراى تهیـه ریزآرایـه باید طبـق مراحل زیـر عمل كـرد: 1( نمونه گیرى 

2( خالـص سـازى نمونـه و جداسـازى mRNA هـا 3( انجـام رونویسى 

رنگهـاى  بـه   cDNA کـردن  متصـل   )4  cDNAتهیـه و  معكـوس 

فلوئورسـنت ماننـد CY3 5( ریخـتن محلول برروى سـطح ریزارایه كه 

ازقبل توسـط توالیهاى ژن مورد نظر پوشـیده شـده اسـت، مدتى صر 

میكنیـم تا هیریداسـیون میـان cDNA هـا و توالیهاى سـطح ریزارى 

انجـام گیـرد 6( شستشـو 7( بـررسى وپـردازش داده هـا )شـکل 8(.

 اسـاس این روش بر هیریداسـیون بین نمونه های DNA مورد بررسی 

و مجموعـه ای از قطعـات DNA که بصورت نقاط میکروسـکوپی به 

یـک سـطح جامـد متصـل هسـتند، مـی باشـد. هر یـک از ایـن نقاط 

میکروسکوپی حاوی چندین پیکومول از یک توالی ویژه DNA است 

کـه بـه عنوان شناسـاگر عمـل می کننـد. توالی هدف معمـولا به یک 

نورتاب شـیمیایی88 ، فلوروفور و یا نقره متصل شـده و هیریداسـیون 

بیـن هـدف- شناسـاگر باعـث شناسـایی و تعییـن مقـدار نسـبی آن 

مـی شـود. هرچـه جفـت بازهاى بیشـترى باهـم مكمل شـوند، پیوند 

هیـدروژنى قـوى تر می باشـد. چنین اتصالى دراثرشستشـو از بین نمى 

رود درحـالى كـه اتصالهـاى ضعیـف، كـه جفـت بازهـاى كمـترى را به 

اشـتراك مـى گذارنـد، با شستشـو از سیسـتم حـذف مى شـوند. میزان 

شـدت وقـدرت سـیگنال نهایـى وابسـته بـه میـزان نمونه هایى اسـت 

كـه باتـوالى هـاى روى سـطح، اتصـال قـوى برقراركـرده اند.بـه علـت 

فراهـم کـردن چندین هـزار شناسـاگر در یک ریزآرایـه، از این تکنیک 

مـی تـوان جهت بررسـی سـطح بیـان چندیـن ژن بطور همزمـان و یا 

سـاده تـر از تولیـد پـروب بـرای تکنیـک MLPA اسـت ) کـه نیازمنـد 

کلونینـگ بـه کمـک M13 مـی باشـد(. امـا محدودیـت پـروب هـای 

MAPH این اسـت که ذاتاً قابل تکثیر بوده و دارای ریسـک آلودگی 

بیشـتری نسـبت بـه پـروب هـای MLPA مـی باشـد که فقـط پس از 

مرحلـه اتصـال تکثیـر مـی گردند. بعـلاوه مرحله شستشـو در تکنیک 

MAPH کـه بـرای حـذف پروب های متصل نشـده صـورت می گیرد 

نیـز احتـمال آلودگـی را بـالا مـی بـرد. تکنیـک MLPA در فـاز کامـلاً 

مایـع پیـش مـی رود و بنابرایـن امـکان انجـام خـودکار تعـداد زیادی 

نمونـه را فراهـم کـرده اسـت؛ کـه ایـن مسـئله کارایی آن را نسـبت به 

MAPH افزایـش داده اسـت. تفـاوت دیگـر ایـن دو تکنیـک مقـدار 

نمونـه DNA مـورد نیاز اسـت بطوریکه، MAPH نیازمنـد 1µg نمونه

 DNA 20 نمونـهng بـا تنهـا MLPA اسـت درحالیکـه تکنیـک DNA

جـواب مـی دهـد؛ البتـه در برخـی مطالعـات وجـود 200ng-100 از 

نمونـه DNA بـرای دسـتیابی بـه نتایج مطلـوب ضروری گزارش شـده 

اسـت )شـکل 7( )31-33(.

7.ریز آرایه ها و تکنولوژی های مرتبط82 

تكنولـوژى ریزآرایـه روشى بسـیار قدرتمنـد بـرای بررسـی بیـان هزاران 

ژن بصـورت همزمـان و شناسـایى هزاران واکنش پروتئینى می باشـد. 

"ریزآرایـهDNA" و  تكنولـوژى دو زیرمجموعـه عمـده شـامل  ایـن 

  DNA ریزآرایـه پروتئیـن" را شـامل می شـود. بـا اسـتفاده ازریزآرایه"

بـررسى بیـان هـزاران ژن به صورت همزمان فراهم مى شـود . اهداف 

اینگونـه تحلیـل هـاى ژنى عبارتنـد از 1( چگونگـى تاثیـر بیـان هر ژن 

منفـرد بـر بیان ژنهـاى دیگر 2( چگونگى بیان ژن درسـلول هاى سـالم 

و بیـمار. اولیـن بـار ایـن رویکـرد ریزآرایـهDNA  یـا DNAchip برای 

شناسـایی قطعـات ویـژه ای از DNA در بیـن انبوهـی از توالـی های 

DNA ناشـناخته مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت. در واقـع تکنولـوژی 

ریزآرایـه شـکل تکامـل یافتـه ای از تکنیـک سـاترن بلاتینـگ83 اسـت 

کـه در آن قطعـات DNA بـه سـطح یـک سوبسـترا متصـل شـده و با 

یـک قعطـه مشـخص از DNA بـه عنـوان شناسـاگر84 مورد شناسـایی 

قـرار مـی گیـرد. پـس از آن از ایـن روش بـرای شناسـایی RNA نیـز 

اسـتفاده شـد، بطوریکـه امکان شناسـایی یک RNA خـاص را در بین 

ترانسـکریپتوم85 سـلول فراهم کـرد )34(.

ریزآرایه ها به دو صورت وجود دارند:

1- نوع سـنتی آن که ارای فاز- جامد86 می باشـد حاوی مجموعه ای از 

معرفی تست های ژنتیکی و مقایسه مزایا و معایب

ژنتیک در هزاره سوم. سال دوازدهم / شماره 2

82. Microarrays and related technologies
83. Southern blotting
84. Prob
85. Transcriptome
86. Solid-phase array
87. Bead array
88. Chemiluminescence
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تعییـن ژنوتیـپ چندیـن ناحیه در طول ژنوم اسـتفاده کـرد. از این رو 

ریزآرایـه بطور چشـمگیری باعث افزایش سرعـت تحقیقات در بخش 

های مختلف بیولوژی و پزشـکی شـده اسـت.

برخی از كاربردهاى مهم ریزآرایه DNA عبارتند از: 

1(بـررسى بیـان ژن وتغییـرات آن در اثرعوامـى ماننـد درمـان، عوامل 

بیـمارى زا، آسـیب سـلول و غیـره ...؛ 

 ،) array CGH(ریزآرایـه ی دورگـه سـازی ژنومـی مقایسـه ای )2

تعییـن محتـواى ژنـوم موجـودات زنـده ومقایسـه آنهـا بـا یكدیگر بر 

روی ریزآرایـه هـای تهیـه شـده؛ 

3( شناسـایى چندشـكى هـاى تك نوكلئوتیدى به کمـک ریزآرایه های 

چند شـکلی تک نوکلئوتیدیSNP array(  89(؛ )34-36(.

نیـز   )Array- CGH( دورگـه سـازی ژنومـی مقایسـه ای ریزآرایـه

قـادر بـه شناسـایی حذف هـا ودوتاشـدگی هـا مـی باشـد. ایـن فـن 

  DNA بیـمار ومرجع باقطعه هـای كوتاه DNA شـامل دورگه سـازی

 DNA متصـل بـه اسـلایدهای شیشـه ای اسـت. توالـی هـای هـدف

بـا اسـتفاده از دسـتگاه هایـی روی لامهای میكروسـكوپ لكـه گذاری 

مـی شـوند تـا یـك ریزآرایه تولید شـود كه هـر DNA هـدف روی آن 

دارای موقعیت منحصربه فردی اسـت. پس ازدورگه سـازی وشستشـو 

)بـرای برداشـتنDNA  متصـل نشـده(، سـطح نسـبی فلئورسـانس بـا 

اسـتفاده ازنـرم افـزار رایانهـا انـدازه گیـری مـی شـود ایـن روش سریع 

 )100Kb بـوده و قابلیـت خـودكاری وقـدرت تفكیـك بالایـی )حـدود

دارد و همچنیـن قـادر اسـت بطور همزمان نسـبت بـه ارزیابی کامل 

 CGH  ژنـوم مـورد اسـتفاده قـرار گیـرد .یكـی ازمحدودیتهـای آرایـه

درمـواردی  ویـژه  بـه  نتایـج  تفسـیر  ازتولـد،  پیـش  درتشـخیص های 

اسـت كـه علایـم بالینـی یـك تغییـر كروموزومی ویـژه به طـور دقیق 

مشـخص نیسـت. از دیگـر محدودیـت هـای ایـن تکنیـک تشـخیص 

اختـلالات سـاختاری کروموزومی مرتبـط با بازآرایی هـای متعادل91 و 

تـا حـدودی تشـخیص دقیق اختلالات موزائیسـم می باشـد. همچنین 

ایـن فـن قـادر بـه شناسـایی نوارایی هـای متعادل نیسـت. بـه علاوه 

بـی تعادلـی هـای تعـداد کپـی را نسـبت به دیگـر توالی هـای همان 

ژنـوم مـی سـنجد و نمی توانـد پلی پلوئیدی را نشـان دهـد. از مزایای 

فـن aCGH، بـازده و قـدرت تفكیـك بالا،امـکان اتوماسـیون فراینـد ، 

نیـاز بـه زمـان انـدک ، نیـاز بـه مقـدار نمونـه ی کـم ، قابلیـت نشـان 

دادن موزائیسـم هـا، نشـان دادن بـی تعادلـی های پیش بینی نشـده 

از مزایـای ایـن فن مـی باشـد )37,38(. 

کشـف ژن بیـماری، شناسـایی تغییـرات ژنـوم سـوماتیک در سرطـان، 

شناسـایی پلـی مورفیسـم هـای جمعیت انسـانی، مطالعـات تکاملی، 

کشـف سـندروم هـای جدیـد، تشـخیص پیـش از تولـد، از کاربردهای 

ایـن فـن هسـتند. ایـن کاریوتایـپ مولکولی جهت کشـف ژن بیماری 

هـای تـک ژنی کـه مکانیسـم بیماریزایی شـان ناکارامـدی هاپلوئیدی 

اسـت ، کاربـردی اسـت.البته تغییـرات بایـد انـدازه قابـل تشـخیص با 

تکنیـک بـه کار رفته را داشـته باشـند )39,40(.

 )SNP array( روش ریزآرایـه هـای چنـد شـکلی تـک نوکلئوتیـدی

جهـت شناسـایی پلـی مورفیسـم تـک نوکلئوتیـدی یـا SNPهـا بـکار 

مـی رود. SNPهـا رایـج ترین شـکل تنـوع در ژنوم هسـتند. به عنوان 

مثال بیش از 50 میلیون SNP در ژنوم انسـان شناسـایی شـده اسـت. 

از آنجایـی کـه SNPهـا در طـول تکامل و در جمعیـت های مختلف 

حفـظ شـده انـد، نقشـه SNPهـا بـه عنـوان نشـانگرهای ژنوتیپـی 

بسـیار خوبـی بـکار می رونـد. مهمترین کاربرد ایـن تکنیک در تعیین 

حساسـیت بیـماری92 و طراحـی داروهـای اختصاصـی بـرای هـر فـرد 

می باشـد. روش آنالیز پیوسـتگی ژنها بر پایه 93SNP در نقشـه برداری 

لکـوس هـای بیـماری و در تعییـن ژنهای حسـاس به بیـماری در افراد 

شـکل 8: طرحـی شـماتیک از مراحل کار با ریزآرایه هـا )برای توضیحات 
بیشـتر به متن مراجعه شـود(90 

89. Single Nucleotide Polymorphism Array (SNP Array)
90. http://people.uwec.edu/piercech/tox/techniques.htm
91. Balanced Rearrangements
92. disease susceptibility
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معرفی تست های ژنتیکی و مقایسه مزایا و معایب

   SNP مختلـف مـورد اسـتفاده قـرار می گیرد. اسـتفاده از نقشـه های

همـراه بـا انجـام SNP array مـی توانـد در شناسـایی بیماری-هـای 

ژنتیکـی کـه دارای صفـات فنوتیپـی پیچیده ای هسـتند، کمک کننده 

باشـد. در واقـع SNP  هـا در تشـخیص حـذف ها و اضافه شـدگی ها 

در ژنـوم اسـتفاده مـی شـوند. ایـن مطالعـات درزمینه هـاى مختلفى 

مـى تواننـد موثر باشـند ماننـد: تعیین ژنوتیـپ، اندازه گیـرى احتمال 

ابتلابـه برخـى از بیـمارى ها،تخمیـن جهـش هـاى سـلولهاى زایـا و 

جهـش هاى سـوماتیك درسرطـان، آنالیزهای پیوسـتگى ژنتیكى، تعیین 

كاهـش چنـد تخمی بـودن و بسـیاری از مـوارد دیگـر )41-43(.

)NGS( 948.تکنولوژی های نسل جدید توالی یابی

روش توالی یابی اتومات شـده سـانگر )همان روش تجزیه شـیمیایی( 

را امـروزه بـه عنـوان تکنولـوژی توالـی یابی نسـل اول95 می شناسـند 

و روشـهای پیشرقتـه تـر را توالی یابی نسـل جدیـد )NGS ( می نامند 

کـه معمـولاً بـه دو گروه نسـل دوم و نسـل سـوم تقسـیم می شـوند. 

روشـهای توالـی یابـی نسـل چهارم هـم که هنـوز در اول راه هسـتند 

از تکنولـوژی نانـو و توالـی یابـی بـه کمـک اگزونوکلئازهـا بهـره برده 

و هنـوز کارایـی آنهـا ارزیابـی نشـده اسـت. در واقع تکنولـوژی های 

توالـی یابـی نسـل جدیـد ترکیـب متنوعـی از انـواع روش هـای آماده 

سـازی اولیـه نمونـه، توالـی یابـی، تصویـر بـرداری یـا مرئـی سـازی، 

روشـهای قطعـه قطعـه کـردن ژنـوم مـورد مطالعـه، سرهـم کـردن 

قطعـات توالـی یابـی شـده و آنالیـز داده هـا مـی باشـد. تکنولـوژی 

را بـر اسـاس الگویـی کـه بـرای توالـی یابـی اسـتفاده می شـود به دو 

دسـته تقسـیم مـی کنند:

1( الگوهـای تکثیـر شـده بصـورت کلنی؛ که بـرای تکثیرشـان از روش 

PCR در مایـع و یـا روش هـای تکثیر بر روی سـطوح جامد اسـتفاده 

می شـود؛ 

2( الگوهایـی کـه بصـورت تک ملکول مورد اسـتفاده قـرار می گیرند. 

متداول ترین روشـهای توالی یابی مورد اسـتفاده هم شـامل ماکسـام 

گیلـرت و سـایر روشـهای شـیمیایی، روش سـانگر و سـایر روشـهای 

آنزیمـی، پیروسکوئنسـینگ و توالـی یابـی تـک ملکـول بـه کمـک 

اگزونوکلئـاز هـا مـی باشـد. توسـعه و پیشرفـت روز افـزون دانـش 

پزشـکی و همچنیـن اسـتفاده از تکنولوژی های تشـخیصی جدید در 

ایـن رشـته در زمینه ژنتیک پزشـکی -بویژه پس از تکمیـل پروژه ژنوم 

انسـانی- باعـث پیشرفـت سریـع دانـش ژنتیـک در زمینـه روش های 

جدیـد توالـی یابـی گردیـد کـه منجـر بـه ظهـور نسـل جدیـد توالـی 

یابـی ژنومـی یـا NGS  گردیـد. از کاربردهای این تکنولـوژی پیشرفته 

در سـطح ژنـوم )توالـی یابـی de novo، توالـی یابی مجـدد کل ژنوم، 

بررسـی هـای جامـع تمـام SNPهـا ، تغییـرات سـاختاری و تغییـر در 

تعداد  نسـخه ژنها، شناسـایی چند شـکلی ها و جهشـهای نقطه ای(، 

در سـطح ترنسـکریپتوم )بررسـی بیـان ژنهـا، شناسـایی جهـش هـای 

 small سـماتیک و شناسـایی پـردازش جایگزیـن، تعیین پروفایل بیـان

RNA(، در سـطح اپـی ژنـوم )تعییـن فاکتورهای رونویسـی و جایگاه 

هـای هـدف مسـتقیم آنهـا، پروفایـل ژنومـی اصلاحـات مربـوط بـه 

هیسـتونها، الگوهای متیلاسـیون DNA و پروفایل موقعیت قرارگیری 

نوکلئوزومها( و در سـطح متاژنوم )بررسـی اثرات محیط و پاتوژنها را 

بـر ژنـوم انسـان( می تـوان نـام بـرد )47- 45(.

نتیجه گیری
همانطـور کـه از مقالـه پیـش رو و کـثرت متـون نوشـته شـده بـا 

رویکردهـای متفـاوت پیرامـون انـواع تسـت هـای ژنتیکـی مشـخص 

اسـت، علـم ژنتیـک روز بـه روز گسـترده تـر شـده و نفـوذ بیشـتری 

در حـوزه هـای علمـی مختلـف و بویـژه در علـوم پزشـکی در هر دو 

عرصـه تحقیقاتـی  و بالینـی پیدا می کند. امروزه تسـت های ژنتیکی 

مختلـف در عرصـه بالینـی و در حـوزه هـای تشـخیص، درمـان، پیش 

آگهـی و بسـیاری از دیگـر مـوارد اهمیـت بسـزایی یافتـه اسـت. 

مسـلم اسـت بـا این تحـول سریع تسـتهای ژنتیکـی و کاربردی شـدن 

این تسـتها در حوزه های مختلف معرفی هرچه بیشـتر آنها از دیدگاه 

هـای مختلـف و همچنین اشـاره به معایب و مزایـای هریک میتواند 

بـه جامعـه علمـی، اسـاتید و دانشـجویان کمـک کنـد تا با دیـدی باز 

و در جـای مناسـب از ایـن تکنیـک هـا و تسـت هـا بـرای رسـیدن به 

اهـداف تشـخیصی، درمانـی و تحقیقاتـی خـود در زمینـه های علمی 

مختلـف اسـتفاده نماینـد. از ایـن رو در این مقاله سـعی بر آن شـد تا 

بـه اختصـار بـه معرفـی تکنیکی کاربـردی تریـن تسـتهای ژنتیکی در 

دو حیطـه سـیتوژنتیک و ژنتیـک ملکولـی پرداختـه و در کنار تشریح 

مکانیسـم عمـل و کاربردهـای آنهـا بویـژه در علوم پزشـکی به برخی 

از مزایـا و معایـب هریـک نیز اشـاره شـود.   -

ژنتیک در هزاره سوم. سال دوازدهم / شماره 2

93. SNP map
94. Next generation sequencing
95. first-generation’ technology
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