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مقدمه
بررسى  است،امكان  قدرتمند  بسيار  روشى  كه  آرايه  ريز  تكنولوژى 
بيان هزاران ژن بصورت همزمان و شناسايى هزاران فعل و انفعال 
پروتئينى را فراهم ميكند.اين تكنولوژى دو زيرمجموعه عمده دارد: 
ريز آرايه DNA  و پروتئين. با استفاده از ريز آرايه DNA امكان 

اهداف  مى شود.  فراهم  همزمان  صورت  به  ژن  هزاران  بيان  بررسى 
اينگونه از تحليل هاى ژنى عبارتند از:1) چگونگى تاثير بيان هر ژن 
منفرد بر بيان ژن هاى ديگر 2)چگونگى بيان ژن در سلول هاى سالم و 
بيمار. به عنوان مثال انواع سرطان، نشانه هاى مورفولوژيكى مشابهى 
شيوه هاى  مى توان  ژن  بيان  داده هاى  از  استفاده  با  بنابراين  دارند 
پروتئينى  آرايه  ديگر،  سوى  از  كرد.  فراهم  را  مستقيمى  تشخيصى 
نوعى روش اندازه گيرى مى باشد كه مى تواند متخصصان پزشكى را 
در اندازه گيرى و وجود پروتئين ها در نمونه هاى زيستى، مانند خون، 
يارى دهد. اين روش با توجه به پتانسيل بالاى خود، مى تواند يكى از 
ارزشمند ترين روش هاى پروتئوميكس محسوب شود. امروزه به خوبى 
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مشخص شده است كه پيچيدگى پروتئوم1 انسان بسيار بيشتر از ژنوم 
اوست. از اين رو سرمايه گذارى تجارى در اين زمينه از بيوتكنولوژى 

بسيار مهم مى باشد.

DNA2 آرايه
در آرايه DNA، آرايه اى از پروب3 هاى مولكولى وجود دارند   كه 
مكمل توالى هاى خاصى از cDNA بوده و  بر روى يك فاز جامد 
سازى  ثابت  اين   (1) شده اند.  ثابت  شيشه اى  اسلايد  مثال  به عنوان 
معمولا توسط ربات هايى كه اصطلاحا arrayer4 ناميده مى شوند، 
انجام ميشود (2).شناس ايى در اين تكنيك بيشتر بر اساس خواندن 
 ،DNA ريزآرايه  اساس  مى باشد.  فلوئورسانت  شناساگر هاى 
هيبريداسيون ميان رشته هاى DNA مى باشد. هرچه جفت باز5 هاى 
چنين  ميباشد.  قوى تر  هيدروژنى  پيوند  شوند،  مكمل  هم  با  بيشترى 
اتصالى در اثر شستشو از بين نمى رود در حالى كه اتصال هاى ضعيف، 
از  شستشو  با  مى گذارند،  اشتراك  به  را  كمترى  باز هاى  جفت  كه 
سيستم حذف مى شوند. ميزان شدت و قدرت سيگنال نهايى وابسته 
به ميزان نمونه هايى است كه با توالى هاى روى سطح، اتصال قوى 

برقرار كرده اند.

 DNA معرفى برخى ازسطوح مورد استفاده در ريز آرايه
سطوح مورد استفاده براى اين نوع از ريز آرايه ها عبارتند از شيشه، 
پلاستيك و سطوح سيليكون. پلاستيك  ميتواند توليد بار الكتريكى 
مثبت كند، درنتيجه مولكول هاى DNA  را كه حاوى بار الكتريكى 
نيز  سيليكون  كند.  ثابت  و  جذب   خود  سطح  روى  بر  هستند  منفى 

توانايى اتصال به مولكول هاى DNA  را دارد.
    DNA مراحل كار با ريزآرايه

به طور كلى براى تهيه ارايه DNA  بايد  طبق مراحل زير عمل 
كرد:

mRNA ها   جداسازى  و  نمونه  سازى  خالص   (2 گيرى  نمونه   (1
كردن  متصل   (4   cDNA تهيه  و  معكوس6  رونويسى  انجام   (3
cDNA  به رنگ هاى فلوئورسنت مانند cy3 5) ريختن محلول بر 
روى سطح ريز ارايه كه از قبل توسط توالى هاى ژن مورد نظر پوشيده 
شده است، مدتى صبر ميكنيم تا هيبريداسيون ميان cDNA  ها و 
توالى هاى سطح ريزارى انجام گيرد 6) شستشو 7) بررسى  و پردازش 

نتايج

 DNA كاربرد هاى ريزارايه
برخى از كاربرد هاى مهم ريزارايه DNA عبارتند از:

1) بررسى بيان ژن و تغييرات آن در اثرعواملى مانند: درمان،عوامل 
بيمارى زا،آسيب سلول (5).

2) هيبريد سازى مقايسه اى ژنوم7: تعيين محتواى ژنوم موجودات زنده 
و مقايسه آن ها با يكديگر (6,7).

اين  از  استفاده  با  نوكلئوتيدى8:  تك  چندشكلى هاى  شناسايى   (3   
ميان  در  را  نوكلئوتيدى  تك  شكلى هاى  چند  مى توان  تكنولوژى 
جمعيت هاى مختلف مطالعه كرد.اين مطالعات در زمينه هاى مختلفى 
مى توانند موثر باشند مانند: تعيين ژنوتيپ، اندازه گيرى احتمال ابتلا به 
برخى از بيمارى ها، تخمين جهش هاى سلول هاى زايا و جهش هاى 
كاهش  تعيين  ژنتيكى،  پيوستگى  تحليل  سرطان،  در  سوماتيك 

چندتخمى بودن9(8) .

شكل1: هيبريداسيون ميان cDNA  و توالى هاى  ژنى موجود روى 
(21)  DNA سطح ريزارايه

 مجموعه پروتئين هاى موجود زنده1. 
2. http://learn.genetics.utah.edu/content/labs/microarray/
3. Probe
4. Contact-printing robot
5. Base pair
6. Reverse transcriptase
7. Comparative genomic hybridization
8. Single nucleotide polymorphism (SNP)
9. Loss of heterozygosity

ژنتيك در هزاره سوم، سال نهم، شماره سوم، پاييز90 2482

فناورى ريز آرايه

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

آرايه پروتئين
ارايه پروتئينى يك روش قدرتمند براى شناسايى پروتئين ها مى باشد. 
آرايه پروتئينى امكان بررسى هزاران فعل و انفعال را به صورت همزمان 
فرآهم ميكند. پروتئين هاى به كار رفته در اين روش را ميتوان به شكل 
نوتركيب تهيه كرد كه در اين صورت ارتباط مستقيم و تنگاتنگى ميان 

نتايج ارايه پروتئينى و توالى DNA  وجود خواهد داشت.
دو روش مرسوم آناليز پروتئوم ها الكتروفورز ژل دو بعدى و طيف سنجى 
جرمى مى باشد  اما با وجود موثر بودن  اين روش ها، محدوديت هايى نيز 
وجود دارد.دراين روش ها ممكن است پروتئين هاى مورد نظر كه داراى 

فراوانى كم مى باشند، ثبت نگردند. در نتيجه براى كارهاى تشخيصى 
چندان مناسب نبوده چراكه اغلب، پروتئين هاى با فراوانى اندك براى 
تشخيص مورد توجه هستند. در نتيجه به يك روش جامع تر و كامل تر 
مانند آرايه پروتئينى نياز است. در حال حاضر اين تكنولوژى به عنوان 

تكنولوژى محورى پروتئوميكس مد نظر ميباشد (9).

ملاحظات مربوط به ارايه پروتئينى و اساس آزمايش
ثابت كردن پروتئين بر روى سطح

از مشخصات خوب يك ريز ارايه پايدارى شيميايى سطح ارايه بعد و 
قبل از فرآيند اتصال مى باشد. لكه گذارى مناسب،حداقل پيوند غير 
اختصاصى، داشتن پس زمينه10 مناسب، سازگار بودن با سيستم هاى 
پروتئينى  آرايه  يك  مهم  و  خوب  خصوصيات  از  شناسايى  متفاوت 
ميباشد. روش ثابت سازى پروتئين بايد برگشت پذير و براى  انواع 
پروتئين ها مناسب باشد. هر دو روش كووالان و غير كووالان ثابت 
سازى پروتئين ها مزايا و معايب خود را دارد. انتشار از سطوح پر منفذ 
ايجاد  سبب  كه  مى باشد  موفق  روشى  آميد)  آكريل  پلى  ژل  (مانند 
اين  در  مى شود.  پروتئين  و  هيدروژل  ساختار  بين  كوالان  غير  پيوند 
از  پروتئين  عملكرد  آن  بر  علاوه  و  بوده  مناسب  زمينه  روش،پس 
از  انواعى  براى  كه  بوده  پايدار  كوالان،پيوندى  پيوند  رود.  نمى  بين 
پروتئين ها قابل استفاده مى باشد و بازگشت پذيرى خوبى دارد اما با 
اين وجودممكن است برخى از خواص پروتئين ها تغيير يابد. به طور 
كلى هر روش اتصالى مناسب بايد چنين ويژگى هايى داشته باشد:1) 

اتصال قوى 2) حفظ عملكرد پروتئين 3) پس زمينه  ناچيز11 (10).
مزايا و معايب روش هاى اتصالى را در جدول 1 بررسى ميكنيم (9).

معرفى برخى از سطوح مورد استفاده در آرايه پروتئينى 
و  نيتروسلولز   ،PVDF از  عبارتند  ارايه  سطوح  ترين  آل  ايده 
آميد و  آكريل  مانند پلى  مختلف  عوامل  با  شده  پوشيده  اسلايد هاى 

سيلان (11,12).
 PVDF 12 (1

به عنوان عايق بر روى بعضى از سيم هاى الكتريكى استفاده مى شود، 
PVDF   انعطاف پذير، سبك و مقاوم به حرارت و مواد شيميايى 

شكل2: با استفاده از ريز آرايهDNA  مى توان بيان هزاران ژن را به 
  cDNA تبديل به  mRNA صورت همزمان بررسى كرد, ابتدا نمونه هاى

مى شوند و سپس با فلئورسانت نشان دار ميگردند. نمونه هاى نشان 
دار شده با هم مخلوط شده و سپس اجازه مى دهيم كه با مولكول هاى 
DNAسطح اسلايد هيبريد شوند. بعد از انكوبه شدن،شستشو انجام 
ميدهيم و نتايج را بررسى ميكنيم.لكه هاى قرمز حاكى از آن هستند كه 

ژن نمونه 1 بيان بيشترى نسبت به ژن نمونه 2 دارد.لكه هاى سبز نشان 
دهنده بيان بيشتر ژن نمونه 2 نسبت به نمونه 1 ميباشد.لكه هاى زرد 

به معناى بيان برابر دو ژن ميباشند.در مكان لكه هاى سياه،بيان كم و يا 
عدم بيان هر دوژن را داريم.( 20)

10. Back ground
11. Low back ground
12. Polyvinylidene fluorid
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ID 13گذارى لكه  براى  غشا  عنوان  به  آن  از  زيستى  علوم  در  مى باشد.  
انتقال  الكتريسيته  بوسيله  پروتئين ها  روش  اين  در  مى شود.  استفاده 
پيدا ميكنند. در ساختار PVDF   گروه مشخصى از مولكول ها به 
عنوان دو قطبى عمل كرده و مى توانند در ميدان الكتريكى جهت يابى 
كنند. وقتى كه پليمر قطبى شد، در اثر حرارت منبسط شده و فضاى 
بارالكتريكى  تغيير  سبب  چيزى  چنين  ميكند.  تغيير  دوقطبى ها  بين 

سطحى مى شود.
  PVDF به مواد حلا ل مقاوم است در نتيجه براحتى چندين بار 

قابل استفاده مى باشد.
2) نيترو سلولز

اسيد هاى  سازى  ثابت  براى  كه  بوده  ضخيم  غشايى  نيتروسلولز 
 northen و   southern blotting روش هاى  در  نوكلئيك 
blotting استفاده مى شود (14).  نيترو سلولز به شكل وسيعى در 

تست هاى تشخيصى  مبتنى بر واكنش آنتى بادى و آنتى ژن  مانند 
باردارى و CPR كاربرد دارد. 

PVDF و نيتروسلولز غالبا براى آرايه پروتئينى مناسب نيستند.اين 
سطوح اجازه ايجاد تراكم بالا و مناسب از پروتئين را نداده و ممكن 
مسئله  اين  و  شوند  پخش  سطوح  اين  روى  بر  شده  ثبت  مواد  است 
سبب ميشود كه حداكثر سيگنال مورد نظر را نداشته باشيم. بنابر اين 

در اكثر آزمايش ها از اسلايد هاى ميكروسكوپى استفاده مى شود.
3) اسلايد هاى ميكروسكوپى

براى تهيه اين نوع از چيپ ها،اكثر مواقع،اسلايد ها ى ميكروسكوپى را 
به آلدهيد و سيلان آغشته مى كنند (15). انواع ديگرى از اسلايد هاى 
ميكروسكوپى را ميتوان با استفاده از ژل پلى آكريل آميد تهيه كرد 
(16). اين روش مبتنى بر  ميانكنش گروه هاى آلدهيدى باگروه هاى  
14ميباشد.  باز  شيف  نوع  از  اتصال   ست.  پروتئين ها  از  α-آمين 

شكل3: تغيير بار سطحى  PVDF در اثر جريان الكتريكى (19)

جدول 1- مزايا و معايب روش هاى اتصالى

ثال نوع اتصال  مزايا معايب 

ژل پلى آكريل آميد،آگاروز به خوبى ثابت نشدن پروتئين 
بواسطه انتشار در ژل عدم تغيير پروتئين، پس زمينه ناچيز انتشار

PVDF نيتروسلولز، دناتوره شدن پروتئين ها،پخش شدن 
پروتئين ها بر روى سطح پس زمينه ناچيز جذب سطحى1

سطوح سيلان دار دناتوره شدن پروتئين ها اتصال قوى،حساسيت بالا،تثبيت منفرد و 
مناسب پروتئين ها پيوند كوالان

بيوتين-آويدين دناتوره شدن پروتئين ها اتصال قوى،پس زمينه ناچيز، تثبيت منفرد 
و مناسب پروتئين ها

جذب تمايلى2

13. Spotting
14. Schiff base
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پروتئين هاى معمول ميزان زيادى اسيد آمينه لايزين بر روى سطح 
خود دارند؛ در نتيجه مى توان انتظار داشت كه ميزان بيشترى α-آمين 
فعال در Nترمينالشان داشته باشند. از اين رو، پروتئين ها مى توانند در 

جهت يابى هاى متفاوت به اسلايد متصل شوند (17).

انواع آرايه پروتئينى 
مقياس  در  كه  هستند  چيپ هايى   :Functional array  (1
وسيع، تحليل پروتئينى را انجام مى دهند. اين چيپ ها از تعداد زيادى 
پروتئين هاى خالص شده كه بر روى سطح جامد ثابت شده اند ساخته 
شده اند و در مورد سنجش طيف وسيعى از واكنش هاى بيوشيميايى 
 ،DNA-پروتئين پروتئين-پروتئين،  انفعالات  و  فعل  دارد:  كاربرد 
آنزيمى،  فعاليت  بررسى  همچنين  و  كوچك  مولكول هاى  پروتئين- 

شناسايى آنتى بادى ها و تعيين خصوصيات آن ها.

Capture array (2: اين نوع از چيپ ها شامل معرف هاى تمايلى، 
اين  از  ميباشند.  پروتئينى15  داربست هاى  يا  و  اوليه  بادى هاى  آنتى 
روش براى شناسايى و بررسى كمى محلول هايى  مانند پلاسما،سرم 

و استخراجات بافتى استفاده مى شود.
تجزيه  از  محصولات حاصل  روش  اين  در   :Reverse array  (3
آنتى  توسط  سپس  و  شده  ثبت  چيپ  سطح  روى  بر  بافت  و  سلول 
بادى هايى كه بر روى آن ها قرار مى گيرد، شناسايى انجام ميشود (9).

كيت هاى آرايه پروتئينى در جا16 و بدون سلول17
اساس  روش 

گيرنده  عوامل  يا  و  بادى ها  آنتى  توسط  آرايه  ،سطح  روش  اين  در 
از  شده،  سنتز  پروتئين هاى  سپس  و  است  شده  پوشانده  پروتئين 
ريبوزوم رها شده و با استفاده از توالى برچسب 18 خود كه در قسمت 

شكل 5: مراحل مختلف روش PISA به صورت شماتيك (18)

شكل 4: مراحل مختلف روش NAPPA  به صورت شماتيك (18)

15. Protein scaffold
16. In situ
17. Cell free
18. Tag
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C و يا N  ترمينال قرار گرفته است، به عوامل روى سطح متصل 
ميشوند. برچسب هايى كه در اين روش ها استفاده مى شوند عبارتند از 
پلى هيستيدين و گلوتاتيون-S- ترانسفراز19. در اين راستا روش هاى 
مختلفى ارائه شده است كه به طور كلى در سه گروه قابل جمع بندى 

مى باشند (17).
روى  بر    DNA قطعات  روش  اين  در   :  NAPPA20 روش   (1
سطح جامد با استفاده از معرف هاى تمايلى مانند بيوتين21 و آويدين22 
بر روى سطح اسلايد ثابت ميشوند. رشته DNA  به بيوتين متصل 
بوده و بر روى سطح جامد، آويدين قرار گرفته است. سپس محلول 
به  ترجمه  آنزيم هاى  و  رونويسى  آنزيم هاى  ريبوزوم،  حاوى  سلولى 
عنوان  به  مى تواند  سلولى  محلول  اين  ميشوند.  اضافه  مجموعه  اين 
مثال شبكه آندوپلاسمى خرگوش باشد. در نهايت زنجيره پلى پپتيدى 
حاوى برچسب گلوتاتيون ترانسفراز ساخته شده و به آنتى بادى ضد 
گلوتاتيون ترانسفراز رو ى سطح متصل ميشود. بواسطه اين روش، 

ارايه DNA  به ارايه پروتئينى تغيير مى يابد. 
استفاده  سلولى  چرخه  پروتئين هاى  مطالعه  براى  تكنيك  اين  از 

مى شود (18). 

  PISA23 (2
در اين روش پروتئين ها مستقيما از DNA  هايى ساخته مى شوند كه 

بر روى سطح جامد ثابت نشده اند. پروتئين ها در حين ساخته شدن 
به سطح ارى متصل ميگردند كه اين اتصال به واسطه شناخت يك 
توالى مخصوص و برچسب ميباشد. در اين روش رونويسى و ترجمه 

همانند روش قبل همزمان صورت ميگيرد (20).

DAPA24 (3
اين روش نسبت به ساير تكنيك هاى مذكور پيشرفته تر ميباشد.دراين 
آن  سطح  روى  بر  كه   DNA آرايه  داريم: 1)  جداگانه  آرايه  دو  جا 
الگوهاى DNA  قرار گرفته اند.2) آرايه پروتئينى كه بر روى سطح 
آن عوامل به دام اندازنده برچسب پروتئين وجود دارند. اين دو ارايه 
توسط يك غشاى نفوذپذير كه حاوى محتويات سلولى ميباشد از هم 
جدا شده اند. پروتئين هاى برچسب دار از روى  DNA  ترجمه شده 
و سپس از فضاى بين دو غشا عبور مى كنند و با كمك عوامل روى 

سطح ارايه پروتئينى، بر روى آن ثابت مى شوند (21).
روش هاى درجا مزاياى بيشترى نسبت به روش هاى سنتى تر آرايه 
پروتئينى دارند. برخى از اين مزايا عبارتند از تبديل سريع اطلاعات 
آن ها   بيان  كه  پروتئين هايى  آوردن  بدست  پروتئينى،  به  ژنتيكى 
برخلاف  براين،   علاوه  و  است  دشوار  كارى  زنده  ميزبان هاى  در 
در  برخوردارند؛  بيشترى  ثبات  از    DNA مولكول هاى  پروتئين ها، 
نتيجه نگهدارى طولانى مدت  اين نوع ريز ارايه ها امكان پذير است.

شكل6: مراحل مختلف روش  DAPA  به صورت شماتيك (18)

19. Glutathione s-Transferase (GST).
20. Nucleic acid programmable protein array
21. Biotin
22. Avidin
23. Protein In Situ Array
24. DNA Array to Protein Array
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كاربرد هاى آرايه پروتئينى
نمونه هاى  در  ژن  آنتى  و  بادى  آنتى  شناسايى  تشخيصى:  موارد   (1
خونى، پيدا كردن ماركر هاى جديد براى انواع بيمارى ها، بررسى غذا 
و محيط، بيمارى هاى خودايمنى، آلرژى و سرطان. به عنوان مثال،  
با كمك اين روش ميتوان در مورد بيمارى سرطان مطالعات موثرى 
از قبيل شناسايى پاسخ آنتى بادى هاى ضد تومور، كشف معرف هاى 
زيستى براى تومور هاى مخصوص، بررسى پاسخ هاى ميزبان و تعيين 

كميت بيان آنتى ژن هاى تومور را انجام داد.
2) پروتئوميكس: بررسى بيان پروتئوم

3) آناليز عملكردى پروتئين ها: انفعالات پروتئين-پروتئين، خصوصيات 
گيرنده هاى متصل شونده به ليگاند، فعاليت آنزيم ها

4) طبقه بندى آنتى بادى ها: بررسى اختصاصى بودن و هم پوشانى 
عملكردى آنتى بادى ها و نقشه اپى توپى آن ها (9).

جمع بندى
دراين مقاله تلاش بر اين بود كه به صورت اجمالى اما موثر تكنولوژى 
آرايه و به خصوص آرايه پروتئينى معرفى گردد.اين فناورى روشى كم 
هزينه، موثر و پر بازده مى باشد و مى تواند در يافتن راه حل هاى درمانى 
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و  تحولات  حال  در  كه  مى باشد  نوين  روشى  آرايه  باشد.  پيشتاز 
پيشرفت هاى روزانه بوده و مى تواند نقص هاى موجود در روش هاى 
قديمى را پوشش دهد. از مزاياى بى رقيب اين فناورى، امكان بررسى 
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Review of Nevoid Basal Cell Carcinoma Syndrome (Basal Cell Nevus Syndrome, Gorlin Goltz Syndrome) and

 Report of a Case

 كه در شماره چهارم سال هشتم صفحه 2245-2240 چاپ شد در موقع چاپ از قلم افتاده بود. بدين وسيله ضمن عذرخواهى  از 
نويسندگان محترم اين مقاله، بدين وسيله تصحيح مى گردد 
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