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OBJECTIVES: In order to determine whether the three heterozygous CYP3A4 gene mutations (a 9 bp insertion at -845, an A→G 
transition at -392 and a G→ A transition at +14269) found in genomic DNA amplification from one subject were in the same 
allele, linkage analysis was performed. Methods: An initial amplification and cloning (using pSEAP-Basic plasmid, Clontech) of 
the 5′-proximal promoter region (−1201/−61) was used to separate the alleles and determine if the two mutations in this region 
are linked. Using the recombinant plasmid DNAs as template, PCR amplification of 592 bp (to cover both mutations) of the 
CYP3A4 promoter (−929/−337) was performed and sent directly for sequencing. Following this, “long-range (–858/+14536) 
allele-specific PCR” was performed using specific primers discriminating the two alleles. Resulting PCR products were then used 
as templates after gel extraction and purification to amplify each corresponding exon 6. The exon 6 PCR products were then 
sequenced to identify on which allele the exon 6 mutation was present. Results: The results of cloning and sequencing 
experiments on promoter region revealed that both mutations are in the same allele. The results obtained from “long-range allele-
specific PCR” again showed that all three mutations found in CYP3A4 gene are in fact present on the same allele introducing a 
novel CYP3A4 allele “CYP3A4*15B”. Conclusion: This work has revealed successful application of carefully designed cloning 
and “long-range allele-specific PCR” experiments to linkage analysis of mutations found in different locations of a gene. 
Key words: Long-range allele-specific PCR, Cloning, CYP3A4 gene. 

 
  

، جابجائي ‐۸۴۵ در موقعيت bp۹ جايگزيني ( CYP3A4موتاسيون هاي هتروزيگوت مكشوفه در حين آناليز ژن  آرايش  اين کار به منظور پی بردن به نحوة: هدفزمينه و 

A→G و  ‐۳۹۲ در موقعيت G→A ۱۴۲۶۹در موقعيت (+درallele ور نزديک ژندر ابتدا ناحية پروموت :روشها.  هاي احتمالي انجام گرفته است CYP3A4 )۶۱‐/۱۲۰۱‐ ( که

 قطعة مزبور و تعيين PCRبا ( کلون و در مرحلة بعد توالی آن  pSEAP2-Basic (Clontech) تکثير، سپس با استفاده از پلاسميدPCRدوتا از سه موتاسيون در آنجا قرار داشتند با 

 ناحية كد كنندة ژن قرار داشت از ۶ از آنها و در اکسون kb۱۵ ن ها با موتاسيون سوم که در فاصلة براي تعيين ارتباط اين موتاسيو. مشخص گرديد )آن در پلاسميد توالي

که يکي حامل موتاسيون ها و ) ۶ در ناحية پروموتور تا انتهاي اکسون ‐bp ۸۵۸از ( بدست آمده PCRدو محصول بلند . استفاده شد"long-range allele-specific PCR" تکنيک

نهايي، اين مسئله که PCR با تعيين توالي محصولات .  بکار گرفته شدند۶ مجدد اکسون PCRنها بود پس از استخراج از ژل و خالص سازی، بعنوان الگو برای ديگری فاقد آ

 معلوم گرديد که دو موتاسيون مربوط به و کلون کردن ناحية پروموتور PCR در مرحلة اول با انجام :يافته ها .، معلوم گرديد واقع استallele در کدام ۶موتاسيون اکسون 

 ژن مشخص شد و در نتيجه ۶در مرحلة بعدی نيز ارتباط و وابستگي اين موتاسيون ها با موتاسيون اكسون .  قرار دارندalleleاين ناحيه در ارتباط با يکديگر ودر روی يک 

alleleجديدی از ژن CYP3A4   تحت عنوان CYP3A4*15B اين تجربيات امکان استفاده از تکنيک :  گيرینتيجه .معرفی گرديد"long-range allele-specific PCR " برای تعيين

  . دقيقتر ژنتيکی را نويد مي دهد و موتاسيون های هتروزيگوت با فواصل طولاني از هم را بخوبي نشان داده و توسعة آناليز وسيعتر allelicارتباط 

   .CYP3A4کلون کردن، ژن ، long-range allele-specific PCR  :واژه هاي كليدي

 دانشكده ، استاديار سم شناسي مولكولي،حسين حمزه ايدكتر : نويسنده مسئول*

         ٣٣٤٤٧٩٨ :، نمابر ٣٣٧٢٢٥١ :تلفنداروسازي دانشگاه علوم پزشكي تبريز، 
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  مقدمه ‐۱
CYP3A4 ايزوآنزيم اصلي از دسته سيتوكروم P450 در كبد انسان 

فعال بالغ بوده و عامل متابوليسم تعداد زيادي از تركيبات 

تفاوت . و سوبستراهاي آندوژن است لوژيك با منشاء خارجيبيو

بر اساس (  برابر۴۰بين افراد در سطوح كبدي اين آنزيم تا حد 

 ميدازولام و ،متابوليسم سوبستراهاي اختصاصي مانند تريازولام

اساس اين تفاوت تابحال . است مشاهده شده) سيكلوسپورين

تيكي، محيط زيستي،  علل ژن مي تواندمانده است وليناشناخته 

 مربوط به تغذيه داشته باشدحالات پاتولوژيك، هورموني و يا 

آن كد كنندة  طول داشته و ناحيه kb ۲۷  تقريباٌ اين آنزيمژن. )۱(

ه اگر چ. )۴،۳(  است7q22.1 اكسون واقع در كروموزوم۱۳شامل 

در ) ۵( ۱۹۹۷ تا سال CYP3A4فيسم ژنتيك رنشانه اي از پلي مو

موتاسيون هايي ) ۷،۶(ولي بعد از آن محققين چندي دست نبود 

گزارش ) ۹(كد كننده و هم ناحيه ) ۸(را هم در ناحيه پروموتور 

 و mRNAبا اينكه تاثير اين موتاسيون ها روي بيان . كرده اند

فعاليت آنزيم چندان مورد پژوهش قرار نگرفته است ولي تلاشها 

  .همچنان ادامه دارد

 A→Gجابجائي  (allele CYP3A4*1Bضه ما بين باط مفروـهمچنين ارت

 سرطان پروستات در و افزايش در ابتلا به) ‐۳۹۲در موقعيت 

  و همكارانشSataبا اينحال . )۱۰،۱۱ (مطالعات بعدي تاييد نگرديد

درون   بصورتallele CYP3A4*2 (Ser222Pro)ه داده اند كنشان ) ۹(

فاوت ــين دارد ولي تيفديپــسم نــفعاليت كمتري در متابوليبدني 

هيدروكسيلاسيون تستسترون با آنزيم  ‐بتا ‐۶داني در فعاليت ـچن

ون يه موتاسـس) ۱۲( و همكاران Hsiehعلاوه بر اين،  .اصلي ندارد

ا ـها را ب رده وآنـرا گزارش ك CYP3A4 ژن  كد كنندةديگردر ناحيه

اد كورتيزول در افر/هيدروكسي كورتيزول‐بتا‐۶كاهش نسبت ادراري 

  .هتروزيگوت مرتبط دانسته اند
در اين مطالعه و حين جستجوي موتاسيون هاي احتمالي جديد 

 ورد ميك در CYP3A4 ژن كد كنندة پروموتور و  هايدر ناحيه

بررسي شده  نمونه انساني ١٠١ از ) اروپائيمرد سفيد پوست(

 bp ۹ جايگزيني(  سه موتاسيون هتروزيگوت،)۱۳(قبلي  مطالعهدر

در  G→Aو  ‐۳۹۲ در موقعيت A→G، جابجائي ‐۸۴۵عيت در موق

اين يافته سوال مهمي در پي .  مشاهده گرديد+)۱۴۲۶۹موقعيت 

آيا اين موتاسيون ها در روي كروموزوم واحد مستقرند و : داشت

كروموزوم هاي دوگانه پراكنده اند؟ براي پاسخ به اين يا روي 

 کردن ناحية و کلون PCRانجام سوال روش آناليزي بر اساس 

 long-range" فاده از تکنيکـ است ودر مرحله اول روموتورــپ

allele-specific PCR" )ازbp ۸۵۸‐ در ناحية پروموتور تا انتهاي 

که دو شد  معلوم در مرحله بعدي طراحي گرديد و) ۶اکسون 

تور با موتاسيون واقع در اكسون  پروموموتاسيون مربوط به ناحيه

  اين. قرار دارندallele ودر روی يک بوده ديگر در ارتباط با يک۶

allele جديد تحت عنوان  CYP3A4*15B  معرفی گرديده است

)۱۳.(  

  

  مواد و روشها ‐۲

تمامي مواد شيميايي و تركيبات مورد مصرف از شركت سيگما 

موارد استثنايي . خريداري شده اند) دورست، انگلستان(آلدريچ 

  .در بخش مربوط ذكر خواهد شد

       CYP3A4 نكلون كردن ناحيه پروموتور نزديك ژ: ۲‐۱

ناحية ) ، آمريكاpSEAP2-Basic ) Clontechبا استفاده از پلاسميد

  :مذكور به ترتيب زير كلون گرديد

در اين . ر گرديداين ناحيه تكثي  ازPCR ،bp ۱۱۴۱ با واكنش ‐۱

هايي كه باعث بوجود آمدن انتها هاي حساس به واكنش از پرايمر

 در محصول مي شوند EcoRI  وHindIIIآنزيم هاي محدود كنندة 

  .استفاده گرديد

5′−cccaagcttGACCACTGCCCCATCATTGC−3′ (Forward) 

5′−ccggaattcTGCTGGGCTATGTGCATGGAGC−3′ (Reverse) 

  quick PCRكيت خالص سازي با استفاده از PCR محصولات ‐۲

)QIAGENEندمورد خالص سازي واقع شد) ، آلمان.  

توسط  pSEAP2-Basic  محصولات خالص شده و پلاسميد‐۳

.  مورد برش واقع شدندEcoRI  و HindIIIآنزيمهاي محدود كنندة

ص سازي دوباره، در واكنش لمحصولات برش شده بعد از خا

 pX-SEAP2 وارد شده و به اين ترتيب پلاسميدهاي نو تركيبليگاسيون 

 ژن موتانتت و غير حاوي پروموتورهاي موتانحاصل شدند كه

CYP3A4 ماهيت هتروزيگوت موتاسيون هاي بخاطر ( بودند

اصالت پلاسميد هاي جديد با انجام برش دوباره با ). كشف شده

آنزيم هاي فوق الذكر، انجام الكتروفورز محصولات برش شده و 

مورد نظر از پلاسميد هاي نو تركيب مورد تأييد  ناحيةPCR  نيز

  .قرار گرفتند

 )‐bp۵۹۲) ۳۳۷‐/۹۲۹  براي تكثير محصولي با اندازة PCRش واكن ‐۴

ر بر بگيرد با استفاده از كه هر دوي موتاسيون هاي پروموتور را د

 پلاسميد جدا ۱۰ و با استفاده از هاي ذيل طراحي گرديدپرايمر

شده از كلوني هايي كه بصورت راندم انتخاب شده بودند بعنوان 

  .دواكنش مزبور انجام گرديالگو، 

5′−AGAATCACAGAGGACCAGCC−3′ (Forward) 

5′−CTTATCAGAAACTCAAGTGG −3′ (Reverse) 

  براي مشخص كردن ارتباط دو فوقتمحصولاتعيين توالي 

  .موتاسيون اقدام بعدي بود

  در محدودة طولاني PCRواكنش : ۲‐۲

چند بار تلاش براي انجام اين واكنش با استفاده از كيت هاي 

 در PCRموفقيت همراه نبود و محصولات تجارتي مختلف با 

نواري از الكتروفورز فاقد باند اختصاصي مورد نظر و بصورت 

در نهايت با استفاده . ظاهر مي شدندمحصولات غير اختصاصي 
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انجام )  آلمانEppendorfشركت  (Triplemaster® PCRاز سيستم 

 به  باندهاي اختصاصي مربوط.واكنش امكان پذير گرديد

ند تا  مورد نظر از غلظت كافي برخوردار بودPCR محصولات

 بتوان آنها را از ژل استخراج كرده و بعد از خالص سازي بعنوان

). ۱تصوير( بعدي مورد استفاده قرار داد PCR براي واكنش الگو

 تا انتهاي اكسون ‐bp ۸۵۸از( kb ۵/۱۵واكنش هاي مزبور با اندازة 

هاي رو به جلو اختصاصي با استفاده از پرايمر ) CYP3A4 ژن ۶

  :   ذيل هايبا توالي) موتانت و غير موتانت (allele هر

or ) wild type (′3−TCACCAGAAAATGACCTAAGAAG−′5

)mutant-insertion(  ′3− ATGGAGTAGAATGACCTAAGAAG−′5 

  ركـــــتـــشــــــ مبـــــه عقــــــ رو برــــمـــرايـــو پ

 5′−TGGATATGTAAACCCTGGCCC−3′ مربوط به انتهاي اكسون

  .  انجام داده شدند۶

براي هر واكنش در لوله هاي ميكروسانتريفوژ استريل دو مخلوط 

 لولة اول حاوي :بصورت جداگانه و با مشخصات زير تهيه گرديد

ng (1 µl) ۲۰۰‐۱۰۰از  genomic DNA الگوبعنوان ، µl ۶ از 

اقد نوكلئاز تا و آب ف)  از هركدامpmol ۱۵(مخلوط دو پرايمر 

µl۱۰ بود كه بعد از بهم زدن و سانتريفوژ كردن روي يخ قرار داده 

بافر مخصوص * ۱۰ از محلول µl ۵لولة دوم نيز حاوي . شد

از مخلوط ) دو واحد (dNTP، µl ۴/۰*۱۰ از مخلوط µl  ۵ واكنش،

عمل اختلاط و .  بودµl ۴۰ و آب تا ®TripleMasterآنزيمي 

 هم انجام شد و بلافاصله قبل  اين لولهات محتويسانتريفوژ روي

 با  به يك لولة واحد منتقل و سپس محتوي دو لولهPCRاز انجام 

و فوراً در دستگاه ترمال )  بار۳‐۴ ( مخلوط شدهكاملاًًكمك پيپت 

رسيده بود قرار   سانتي گراد درجه۹۴سايكلر كه قبلاً به حرارت 

  :شرايط واكنش عبارت بودند از. داده شد

  94 ºC for 2 minutes (initial denaturation)  1 cycle 

  94 ºC for 25 seconds (denaturation) 

  62 ºC for 30 seconds (annealing)                    28 cycles 

  68 ºC for 12 minutes (extension) 

  68 ºC for 10 minute (final extension)      1 cycle 

 محصولات مربوط به ، واكنش و انجام الكتروفورزمبعد از اتما

 موتانت را از ژل جدا كرده و با موتانت و غيرkb ۵/۱۵باند هاي 

خالص Ultra Clean™ 15 DNA (MO BIO, USA) كيت خالص سازي

 كه محتوي ۶ ناحيه اي از اكسون PCRو سپس براي نموده 

توالي . ندمورد استفاده قرار گرفت الگوموتاسيون سوم بود بعنوان 

 ۶ اين ناحيه از اكسون PCRپرايمر هاي مورد استفاده براي 

 :عبارت بودند از
5′−TGTCCTTCTGGGACTAGAGTC−3′ (forward)    

5′−GGGAGAAGATCCTTTTCCTCC−3′     reverse)    

  .در مرحلة بعدي مورد تعيين توالي قرار گرفتند) تصوير( PCRمحصولات 

 نتايج ‐۳

 ة پلاسميد هاي نوتركيبزط به كنترل اندا نتيجة مربو۲تصوير 

pX-SEAP2آگارز را نشان ميدهد ژل در الكتروفورز  . 

 lambdaماركر) CYP3A4) .M در محدودة طولاني ژن PCRواكنش : ۱تصوير 

DNA/HindIII) .A(كنترل منفي. )B ( محصولPCR مربوط به alleleموتانت  .

)C ( محصولPCR مربوط به alleleغيرموتانت .  

.  در الكتروفورز ژل آگارزpX-SEAP2كنترل اندازة پلاسميد نوتركيب : ۲تصوير 

)M (ماركر kb DNA۱) .A (پلاسميد pSEAP2-Basic) .B,C,D ( سه پلاسميد

 .) CYP3A4 از پروموتور ژن bp ۱۱۴۱حاوي (نوتركيب تصادفاً انتخاب شده 

  با آنزيم هاي محدودpX-SEAP2برش پلاسميدهاي نوتركيب : ۳تصوير

.  CYP3A4 از پروموتور ژن bp ۱۱۴۱ براي كنترل وجود HindIII  و EcoRIكنندة

)M (ماركر  kb DNA۱) .A,B,C,D,E (پنج پلاسميد نوتركيب تصادفاً انتخاب شده.  

 با استفاده از پلاسميدهاي نوتركيب تصادفاً انتخاب شده بعنوان PCRانجام : ۴تصوير
 و  CYP3A4 نمودن پروموتورهاي غيرموتانت و موتانت ژن الگو به منظور جدا

) A. (kb DNA ۱ماركر ) genomic DNA) .M انجام شده از PCRمقايسة آنها با 
) C,D,E,F,G. (genomic DNA با استفاده از PCRمحصول ) B( .كنترل منفي

  . با استفاده از پلاسميدهاي نوتركيبPCR تمحصولا
  

 از bp ۱۱۴۱حاوي ( نوتركيب اندازة بزرگتر سه پلاسميد

فاً انتخاب شده بطور واضح ديده دتصا)  CYP3A4پروموتور ژن 

 نتايج حاصله از برش اين پلاسميدها ۳در تصوير شمارة . ميشود
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توسط آنزيم هاي محدود كننده ديده مي شود و باز هم دليل 

   .ديگري بر موفقيت آميز بودن واكنش كلونينگ است

 با استفاده از پلاسميدهاي PCRانگر انجام  هم نش۴تصوير شمارة 

نوتركيب تصادفاً انتخاب شده بعنوان الگو و به منظور جدا نمودن 

 و تعيين توالي  CYP3A4ورهاي غيرموتانت و موتانت ژن ــروموتـــپ

نتايج حاصله از كلونينگ وتعيين توالي پروموتورهاي  .آنها است

 و تعيين توالي  CYP3A4ژن ) ۶تصوير(و موتانت ) ۵تصوير(غيرموتانت 

  . بودalleleآنها نشان دهندة قرار داشتن دو موتاسيون در روي يك 
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 .نشانگر محل آغاز رونويسي ژن است *.  فلش ها موقعيت نوكلئوتيد هاي مورد موتاسيون در مطالعه را نشان مي دهندCYP3A4توالي پروموتور غيرموتانت ژن : ۵تصوير

 فلش ها موقعيت  . مي باشدalleleكه نشان دهندة قرار داشتن دو موتاسيون در روي يك pX-SEAP2  بدست آمده از پلاسميد CYP3A4موتور موتانت ژن توالي پرو: ۶تصوير
  .موتاسيون هاي مورد مطالعه را نشان مي دهند
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و allele با محدودة طولاني و اختصاصي هر PCR نتايج ناشي از 

هم ) ۷تصوير (۶يون در اكسون  ناحية حاوي موتاسPCRسپس 

نشانگر ارتباط موتاسيون هاي ناحية پروموتور با اين موتاسيون 

 تصوير). alleleيعني استقرار هر سه موتاسيون در روي يك (بود 

 جداسازي و تعيين هويت موفقيت آميز موتاسيون در ناحية ۸

 allele مربوط به PCR را از طريق تعيين توالي محصول ۶اكسون 

  .ي موتاسيون را نشان مي دهدحاو

 تحت عنوان  CYP3A4 جديدي از ژن alleleبعلت معرفي قبلي تر 

CYP3A4*15A اسيون ــوتــاوي مــقط حـه فـك G→A ۶در اكسون 

احية ـــي در نـون اضافــكه دو تا موتاسيallele ن ـــاست، اي

  ت ــايــــ در س"CYP3A4*15B"وان ــحت عنــپروموتور دارد، ت

)http://www.imm.ki.se/CYPalleles/cyp3a4.htm ( ثبت شده است)۱۳.(  
 

 
 با استفاده از محصولات ۶ ناحية حاوي موتاسيون در اكسون PCR: ۷تصوير

PCRبا محدودةطولاني بعنوان الگو ) .M ( ماركر kb DNA۱) .A(كنترل منفي. 
)B ( محصولPCR ۶ مربوط به اكسون alleleموتانت ) .C ( محصولPCR  

 غيرموتانتallele ۶مربوط به اكسون 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
فلش ها موقعيت موتاسيون . ۷ موتانت بدست آمده از واكنش نشان داده شده در تصوير allele ۶ مربوط به اكسون PCR از محصول DNAتعيين توالي هر دو شاخة :  ۸ تصوير

 .را نشان مي دهند

 
 
  بحث ‐۴

 محصولات توليد شده در ، با محدودة طولانيPCRدر واكنش 

خيلي بلندتر  )bp  ۵۰۰۰‐۱۰۰ حدوداً( معمولي PCRمقايسه با 

 تا  PCRدست آوردن محصولاتــظر تئوريك بـاز ن. هستند

 با كيفيت خيلي genomic” DNA“ از kb  ۲۰اندازه هاي حدود

ولي در . خوب و رعايت دقيق شرايط واكنش امكان پذير است

 با PCRجام ــــان. شكل مي باشدعمل انجام اين كار خيلي م

 پليمراز DNAاندازه هاي بزرگتر متكي به استفاده از مخلوط چند 

 پليمراز بخاطر كارايي بالا و Taqاست كه معمولاً يكي از آنها 

 معمولاً ( ”proofreading ′5-′3“ پليمراز با فعاليتDNAديگري يك 

Pfu ياPwo  (سيون خاصي علاوه بر اين، شرايط و فرمولا. ميباشد

 در دماي بالا و زمان هاي pH قاي ـا ابـافر لازم است تـاز ب

در   الگوDNAتر را ممكن ساخته و در نتيجه از تخريب  طولاني

در اين بررسي امكان طراحي  .اقل برساندرا به حد pHاثر تغييرات 

 با محدودة PCR از جمله PCRواكنشهاي توام كلون كردن و 

 هاي جداگانه بخوبي نشان داده alleleي طولاني و اختصاصي برا

جدا سازي موفقيت آميز PCR   ازبا اجراي اين تكنيك. شده است

حي و تعيين رابطة موتاسيونهاي هتروزيگوت واقع در نواallele  هر

 معرفي شده تحت allele. گرديدمختلف و دور از هم امكان پذير

گيري ي جا.  خصوصيات جالبي داردCYP3A4*15Bعنوان 

)insertion (۹ ۸۴۵ نوكلئوتيد در موقعيت‐)  نوكلئوتيد آن با ۸كه 

در پروموتور  )HFL-a’) human fetal liver‘توالي عنصر جوابدهي 
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موجب تشابه اين ناحيه از ژن )  يكسان استCYP3A7ژن 

CYP3A4  با ژنCYP3A7 با توجه به اينكه بيان . مي شودCYP3A7 

 يكي از وجوه ’HFL-a‘در بزرگسالي متوقف مي شود و توالي

  CYP3A4 وCYP3A7ز معدود ما بين توالي پروموتورهاي ـتماي

 نوكلئوتيد ۹مي باشد، در ابتدا بنظر مي رسيد كه جاي گيري اين 

 در ولي.  اعمال نمايدCYP3A4 ژن روي بيانكاهندگي بتواند اثر 

 وي عملكرد پروموتورهاي موتانت ژن ربررسيهاي بعدي

CYP3A4يد نگرديد اين نظر تاي.  

تفاوت ) allele )CYP3A4*15Bپروموتور اين  فعاليت بطوريكه

 در A→Gداراي موتاسيون  alleleچنداني با فعاليت پروموتور 

نداشت كه نشان دهندة عدم تاثير  )CYP3A4*1B (‐۳۹۲موقعيت 

 ).۱۴( نوكلئوتيد در فعاليت پروموتور مي باشد ۹جاي گيري اين 

يز با وجود اينكه موجب تغيير اسيد  ن۶موتاسيون ناحية اكسون 

 ،مي شود CYP3A4 آمينة گلوتامين به آرژينين در ساختمان آنزيم

ظاهراً نبايستي تاثير اساسي روي فعاليت آن داشته باشد چرا كه از 

 فعاليت اين جابجائي از نوع جابجائي ‐ديدگاه مطالعات ساختمان

  ).۱۶و ۱۵(محسوب مي شود محافظه كارانه 

 
  ه گيري نتيج‐۵

با توجه به نتايج حاصله از اين بررسي بايد اذعان  در خاتمه و

 در دسترس بودن مواد و  باداشت كه در شرايط مساعد كنوني و

با محدوده هاي  PCRو  cloningكيت هاي با كيفيت بالا براي 

طولاني تر، امكان بررسي هاي مشابه روي ژن هاي ديگر بوجود 

 .آمده است
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