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بهينه سازي روش I-PEP و تأثير آن بر نتايج حاصل از تعيين طرح واره با 
DNA استفاده از تعداد اندك نسخه هاي
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 چكيده

ــكي قانوني  ــخيص هويت در پزش مقدمه: تعيين طرح واره ي DNA (DNA Profiling) يكي از قدرتمندترين و قابل اعتمادترين ابزارهاي تش
است. هرگاه مقدار  DNA حاصل از اجساد و بقاياي مواد زيستي موجود در صحنه ي جرم كم باشد (كمتر از 100پيكوگرم يا 33 نسخه)، تعيين 
 (WGA) با استفــاده از روش هــاي تكثيــر كلي ژنوم ، DNA طرح واره با مشكل مواجه خواهد شــــد. تكثيـــر تعــداد اندك نسخــه هاي

مانند روش خاص I-PEP PCR (Preamplification Improved Primer Extension) امكان پذير است. 
ــتيابي به روش بهينه اي كه  ــر روي رقت هاي متفاوت DNA، تلاش در جهت دس ــيوه هاي موجود PEP و I-PEP ب ــا: با ارزيابي ش روش ه
ــت كه از پرايمرهاي 15  ــامل نوعي PCR اس با كمترين مقدار DNA الگو، طرح واره اي قابل اعتماد را ارايه دهد، انجام گرفت. اين روش ش

نوكلئوتيدي تصادفي استفاده مي شود. به دنبال اين روش، تكثير اختصاصي DNA با پرايمرهاي اختصاصي مختلف انجام شد. 
يافته ها: پس از بهينه سازي روش I-PEP و تكثير كلي ژنوم با روش جديد، كه ما آن را KI-PEP PCR ناميديم، تعيين طرح واره با تنها 2/5 

پيكوگرم از DNA اوليه صورت گرفت. هم چنين با استفاده از پرايمر هاي اختصاصي، قطعه اي به طول 1106 باز به راحتي تكثير شد. 
ــوم  ــري: روش KI-PEP نه تنها توانايي تكثير مقادير كم DNA را دارد، بلكه با توجه به طول STR هاي موجود در كيت هاي مرس نتيجــه گي

تشخيص هويت، طول مناسب براي تعيين طرح واره را نيز ايجاد مي كند. 
 KI-PEP PCR ؛(WGA) ؛ تكثير كل ژنومDNA واژگان كليدي: پزشكي قانوني؛ تشخيص هويت؛ تعيين طرح واره ي
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مقدمه

ــي از قابل اعتمادترين روش هاي  تعيين طرح واره ي 1DNA، يك
تشخيص هويت در مسايل جنايي و پزشكي قانوني است. در اين روش، 
ــتي موجود در صحنه ي  ــاد و بقاياي مواد زيس از DNA حاصل از اجس

جرم، براي شناسايي مجرمين، تعيين هويت اجساد گمشده يا قربانيان 
ــخصي از  ــود و انواع مش ــتفاده مي ش به جا مانده از حوادث جمعي اس
تكرارهاي كوتاه پشت سرهم(STR) 2 موجود در ژنوم انسان با استفاده 

مجله علمي پزشكي قانوني / دوره 16 ، شماره 2 ، تابستان 1389،   107-117

مقاله پژوهشي

1 - DNA profiling or DNA fingerprinting or DNA typing
2 - Short Tandem Repeat
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ــوند (1،2).  ــوم در تعيين هويت، تكثير مي ش از كيت هاي تجاري مرس
اين كيت ها معمولاً به 200 پيكوگرم تا 3-2 نانو گرم DNA اوليه نياز 
دارند (3)، اما با توجه به آن كه شواهد زيستي هم چون بقاياي موجود 
 DNA ــخه از ــت3، اغلب كمتر از 100 پيكوگرم يا 33 نس در اثر انگش
ــد، امكان تعيين طرح واره از چنين نمونه هايي با تعداد  را در برمي گيرن
ــخه هاي DNA4، با استفاده از روش هاي متداول وجود ندارد  اندك نس

يا طرح واره اي ناقص و غيرقابل اعتماد به دست مي آيد (4-7).
ــه تعيين طرح واره  ــتيابي به روش هايي ك امروزه تلاش براي دس
ــازند،  ــخه هاي DNA را امكان پذير س ــتفاده از تعداد اندك نس ــا اس ب
 PCR هم چنان ادامه دارد (3،4،8،9). اگرچه افزايش تعداد چرخه هاي
ــاده ترين روش به نظر مي رسد، اما وجود مشكلاتي چون خطر  (10)، س
گسترده ي آلودگي و محدوديت در افزايش تعداد چرخه ها، از معايب آن 
ــتفاده از شيوه هاي تغيير يافته ي PCR مانند  به شمار مي رود (9). اس
ــابه ديگري است كه از دو PCR پشت  Nested PCR نيز روش مش
ــر هم با حدود 60-50 چرخه، تشكيل مي شود و مي تواند محصولات  س
ــي را كاهش و مقدار كم DNA اوليه را افزايش دهد. اين  غيراختصاص
ــداد چرخه هاي PCR از نظر  ــاني با روش افزايش تع روش، نتايج يكس
مشاهده ي آلل هاي اضافي، حذف آللي و افزايش اندازه قطعات استاترها 
ــد كيتIdentifiler  ارايه  ــتفاده از كيت هاي تكثير PCR مانن در اس
ــد، اما به علت نياز به انتقال محصولات به ريز لوله هاي5 جداگانه،  مي كن
از كارايي كمتري در مقايسه با روش قبلي برخوردار است (4،10). نياز 
ــتفاده از واكنش هاي  ــازگاري در پرايمرها در هنگام اس به ايجاد هم س
ــن روش در تعيين طرح واره  ــواري هاي اي ــه نيز، از دش PCR چندگان

محسوب مي شود (11).
ــت كه برخلاف  ــوم (WGA)6 راه حل ديگري اس ــر كل ژن تكثي
ــرح واره يا آناليزهاي اختصاصي  ــالا، پيش از روش تعيين ط دو روش ب
ــيار كم  ــام مي پذيرد و مي تواند با تكثير عمومي DNA، مقادير بس انج
DNA استخراج شده از شواهد زيستي را افزايش دهد. WGA شامل 
 7  I-PEP PCR ــت كه در ميان آن ها، روش مجموعه اي از روش هاس
ــه با DOP PCR 8 (14،15) و MDA 9 (16)، از  (12،13) در مقايس

بيشترين كارايي و پوشش ژنومي برخوردار است (12،17،18).
ــود روش PEP PCR 10 (19) در  ــل بهب روش I-PEP _ حاص
ــال 1999_ از مخلوطي از پرايمرهاي 15 نوكلئوتيدي تصادفي براي  س
ــتفاده مي كند و  ــر تصادفي توالي هاي DNA موجود در نمونه اس تكثي
مي تواند مقدار DNA استخراج شده را تا حدود 30 برابر افزايش دهد 
ــاوم به گرما و داراي فعاليت  ــتفاده از يك DNA پلي مراز مق (20). اس
ــار پلي مراز Taq از  ــده ي اگزونوكلئازي´3 به ´5، در كن تصحيح كنن
ــبب  ــده در I-PEP را س ــاهده ش ــت كه بهبود مش موارد عمده اي اس
ــت. اين روش در مواردي مانند نمونه هاي پزشكي قانوني كه  ــده اس ش
DNA به ميزان كم در آن ها وجود دارد، به كار مي رود. به طي مراحل 
ــخه هاي  ــازي آن به تعداد نس پيچيده اي نياز ندارد و مي توان با بهينه س
ــت يافت (12،19). با وجود مزاياي ذكر شده،  ــتري از DNA دس بيش

اگرچه تاكنون درباره ي تأثير روش هاي WGA بر نمونه هاي با كيفيت 
ــت، اما به  ــده اس خوب و داراي مقادير بالاي DNA مطالعاتي انجام ش
ــاص I-PEP را در بهبود  ــهم پژوهش هايي كه روش خ ــور كلي، س ط
 DNA ــتفاده از مقادير اندك ــن طرح واره با اس ــج حاصل از تعيي نتاي
ــد (11،20) و در واقع تنها يك  ــيار ناچيز مي نماي به كار گرفته اند، بس
 DNA در استفاده از مقادير كم I-PEP پژوهش به بهينه سازي روش

پرداخته است كه روش  mI-PEP نام دارد (11).
 I-PEP ــازي هرچه بيشتر روش هدف از پژوهش حاضر، بهينه س
ــده به نمونه هاي پزشكي قانوني  ــتفاده از نمونه هاي شبيه سازي ش با اس
ــخه هاي DNA و بررسي تأثير اين روش  از نظر وجود تعداد اندك نس
ــود. مقادير DNA به  ــج حاصل از تعيين طرح واره ي DNA ب در نتاي
ــدند كه بتوان با كمترين مقدار DNA موجود، نتايج  گونه اي تعيين ش
ــاي اختصاصي و در  ــادي را در تكثير اختصاصي با پرايمره ــل اعتم قاب

تعيين طرح واره ي DNA با استفاده از كيت تكثير PCR ارايه داد. 

روش ها

آماده سازي DNA ژنومي
ــاران مراجعه كننده  ــت نامه ي آگاهانه از بيم ــس از گرفتن رضاي پ
ــتاندارد نمك  ــاني كوثر، DNA ژنومي با روش اس به مركز ژنتيك انس
ــباع11 (21) از نمونه هاي خون بيماران استخراج شد و پيش از انجام  اش
ــتفاده از الكتروفورز بر  PCR، كيفيت و كميت نمونه هاي DNA با اس
 2000c 12ــپكتروفتومتر نانودراپ ــتگاه اس روي ژل آگاروز 1/5٪ و دس
ــن  تعيي  (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE)

شدند.

 DNA رقيق سازي پياپي
ــكي قانوني از نظر وجود  ــازي با نمونه هاي پزش به منظور شبيه س
ــاي DNA با غلظت هاي  ــخه هاي DNA، از نمونه ه تعداد اندك نس
ــا  ــوب، ب ــت خ ــر و داراي كيفي ــرم در ميكروليت ــا 600 نانوگ 200 ت
ــازي پياپي انجام گرفت و رقت هاي 1، ــتفاده از آب مقطر رقيق س اس
1/10 ، 1/100، 1/1000، 1/2000، 1/4000، 1/8000 و 1/10000 تهيه شدند. 

3 - Fingerprints
4 - Low Copy Number DNA (LCN DNA)
5 - Micro tube
6 - Whole Genome Amplification
7 - Improved Primer Extension Preamplification
8 - Degenerate oligonucleotide primed PCR
9 - Multiple-Displacement Amplification
10 - Primer Extension Preamplification PCR
11 - Salting out
12 - NanoDrop

DNAو تأثير آن بر نتايج حاصل از تعيين طرح واره با استفاده از تعداد اندك نسخه هاي I-PEP بهينه سازي روش
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زهرا ظفري و همكاران

تكثير كل ژنوم با استفاده از روش هاي موجود براي 
 KI-PEP RCP دستيابي به روش بهينه ي

ــاوت PCR، بر روي 1  ــش واكنش متف ــوم طي ش ــر كل ژن تكثي
ميكروليتر از رقت هاي مختلف DNA و در حجم نهايي 25 ميكروليتر 
 ،dNTP،MgCL2) ــد. تفاوت اين واكنش ها در مقادير مواد انجام ش
ــي از  ــا تركيب ــه ي PCR ي ــم، برنام ــوع آنزي ــر×10)، ن ــر و باف پرايم
ــود PEP RCP (19) و ــاي موج ــاس پروتكل ه ــود كه بر اس ــا ب آن ه

ــش واكنش  ــده بودند. به عبارتي از ش ــن ش I-PEP PCR(13) تعيي
ــكل PEP و يك واكنش  ــا يك واكنش مطابق با پروت ــده، تنه انجام ش
ــده در اين  ــكل I-PEP بود. بافر ×10 به كار گرفته ش ــز مانند پروت ني
ــركت Applied Biosystems بود. از ژلاتين  واكنش ها، متعلق به ش
استفاده نشد و مخلوط آنزيم هاي DNA پليمراز Taq وPfu  (شركت 
ــد به 1 واحد،  ــبت 12 واح ــآوري كوثر، تهران، ايران) با نس ــت فن زيس
ــده در پروتكل I-PEP شد. واكنش ها دو  ــنهاد ش جايگزين آنزيم پيش
ــدند. براي مقايسه ي هر چه دقيق تر، واكنش ها  ــه ش به دو با هم مقايس
 (Mastercycler ــان ــتگاه PCR يكس ــه صورت هم زمان و در دس ب
ــدند  (gradient, Eppendorf Scientific, Germany انجام ش
ــتفاده در يك واكنش، در واكنش  و از همان رقت هاي DNA مورد اس
ــاي حاصل از  ــا، بر روي رقت ه ــد. اين واكنش ه ــتفاده ش ديگر نيز اس
ــدند و پس از ارزيابي محصولات  نمونه هاي مختلف  DNAنيز تكرار ش
ــد، روش بهينه اي كه ما آن را آن ها،كه در ادامه توضيح داده خواهد ش

” KI-PEP RCP ” ناميديم، به دست آمد.

 KI-PEP PCR تكثير كل ژنوم با استفاده از روش
 DNA ــده ي ــاخته ش ــر از هر يك از رقت هاي س ــرو ليت 1 ميك
ــا افزودن 3 ميكرو  ــد و ب ــت ريز لوله به طور جداگانه ريخته ش در هش
ــر ×10 (Applied Biosystems, USA)، 0/48 ميلي  ــر از باف ليت
ــولار پرايمر  ــولار MgCl2، 40 ميكرو م ــي م ــولار dNTPs، 3 ميل م
 5´-NNN NNN NNN NNN NNN-3´ ) ــدي 15 نوكلئوتي
,Metabion, Germany)، 2/5 واحد مخلوط آنزيم Taq پليمراز و 
 KI-PEP  ــبت 12 به1 واحد به هر ريز لوله، واكنش آنزيم Pfu با نس
ــتگاه  ــي 25 ميكروليتر و طي 50 چرخه در دس ــم نهاي PCR در حجـ
ــد. هر چرخه شامل 1 دقيقه در  Mastercycler gradient انجام ش
ــه بر ثانيه صعود13 به 55  ــه، 2 دقيقه در 28 درجه، 0/3 درج 94 درج
ــه در 68 درجه بود. در هريك  ــه، 4 دقيقه در 55 درجه و30 ثاني درج
ــوان كنترل منفي،  ــا چند ريز لوله به عن ــاي PCR، يك ي از واكنش ه
ــد و از نمونه هاي  ــد. هر آزمايش حداقل 3 بار تكرار ش در نظر گرفته ش
ــتفاده شد. سپس 1 ميكرو ليتر از محصولات اين  DNA مختلف نيز اس

واكنش ها براي ارزيابي هاي بعدي مورد استفاده قرار گرفت.

روش هاي ارزيابي محصولات حاصل از تكثير كل ژنوم  
ــا طول هاي متفاوت از ژنوم: پس از  ــر جايگاه هاي خاص ب 1- تكثي

ــر روي ژل آگاروز ٪1/5،  ــش واكنش PCR ب الكتروفورز محصولات ش
ــتفاده از يك يا  ــر اختصاصي محصولات هر يك از واكنش ها با اس تكثي
ــد و  نتايج بر روي ژل  ــد جفت پرايمر موجود در جدول 1 انجام ش چن
 KI-PEP آگاروز مشاهده و مقايسه شدند. با دستيابي به روش بهينه ي
ــن روش نيز، طي چندين  ــيله ي آن، كارايي اي و تكثير كل ژنوم به وس
ــت پرايمرهاي اختصاصي مختلف  ــتفاده از جف PCR اختصاصي و با اس
ــاوت ايجاد مي كردند و متعلق  ــدول 1) كه قطعاتي با طول هاي متف (ج
ــد. اين PCR هاي  ــوم بودند، ارزيابي ش ــه جايگاه هاي متفاوت از ژن ب
ــامل بافر× 1، 0/8 ميلي  ــي در حجم نهايي20 ميكروليتر ، ش اختصاص
 Taq و 0/05 واحد آنزيم MgCl2  1/5 ميلي مولار ، dNTPsــولار م
ــده  پليمراز به همراه 1 ميكروليتر از رقت هاي مختلف DNA تيمار ش
با روش ( KI-PEP DKIP)14 به عنوان الگو، انجام شدند. غلظت هاي 
 :R Hinf1β C،ــرو مولار ــي پرايمرهاي 745N-F II : 1/5 ميك نهاي
0/75 ميكرو مولار و R Com C: 0/5 ميكرو مولار براي ژن بتا گلوبين 
ــاير پرايمرها، 1  ــمي و غلظت نهايي س ــاني عامل بيماري بتا تالاس انس
ــامل 30  ــتفاده در اين  PCR ها، ش ميكرو مولار بود. برنامه ي مورد اس
ــه بود كه هر چرخه 1 دقيقه در 93 درجه، 1 دقيقه در 68 درجه  چرخ
 745N-II دماي 62 درجه براي تكثير ژن بتا گلوبين انساني با پرايمر)
ــادي خون عامل بيماري هموفيلي  ــزون پنجم از ژن فاكتور 8 انعق و اگ
ــراي تكثير ژن آلفا گلوبين  ــا پرايمر Hem A و دماي 64 درجه ب A ب
ــمي با پرايمر IIα) و 1 دقيقه در 72  ــاني عامل بيماري آلفا تالاس انس
ــپس 5 ميكروليتر از محصول هر ريز لوله  درجه به طول مي انجاميد. س
ــد. اين PCR هاي اختصاصي با  بر روي ژل آگاروز 1/5٪ الكتروفورز ش
ــرايط يكسان و به صورت هم زمان بر روي 1 ميكروليتر از همان نوع  ش
 ،1/200 ،

ــاي 1/20 ــا روش KI-PEP و در رقت ه ــدون تيمار ب DNA ب
، 1/20000 و 1/40000  نيز انجام شد (براي 

1/2000 ، 
1/1000 ،

1/800 ،
1/400

توضيح بيشتر به قسمت بحث رجوع شود).
 :Identifiler ــت ــتفـاده از كيــ ــر STR ها با اس 2- تكـــثيـ
 Identifiler ــت ــتفـــاده از كيــــ ــا اس ــا ب ــر STR ه تكثــيــــ
ــر  (Applied Biosystems, Foster City, CA) و 0/5 ميكروليت
ــد. مقادير مواد مورد  از هريك از رقت هاي  DNAو DKIP انجام ش
استفاده در اين واكنش، براساس راهنماي كيت بود و واكنش در حجم 
ــازي قطعات حاصل از  نهايي 12/5 ميكروليتر صورت پذيرفت. آشكارس
ــتفاده از دستگاه 3130xl Genetic Analyzer، متعلق  تكثير، با اس
ــركتApplied Biosystems ، انجام شد و داده هاي حاصل با  به ش
 RFU ــخه ي 1/0 و  ميزان نرم افزار ABI GeneMapper ID، نس

آستانه ي15 50 آناليز شدند.

يافته ها  
ــورز محصولات واكنش هاي تكثير كل ژنوم منجر به توليد  الكتروف

13 - Ramp
14 - DNA with KI-PEP PCR treatment (DKIP)
15 - Threshold RFU
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ــد. با مقايسه ي غلظت گسترش هاي  گسترش16 در سطح ژل آگاروز ش
ــج حاصل از تكثير اختصاصي  ــش واكنش PCR و نتاي حاصل از هر ش
ــي كه منجر به نتايج برتر  ــطح ژل آگاروز، واكنش محصولات آن ها در س
شده بود، انتخاب شد – داده ها نشان داده نشده اند-. مقاديرdNTP  و 
ــتفاده در اين واكنش، مشابه مقادير ذكر شده در روش پرايمر مورد اس

ــي روش I-PEP پيروي مي كرد و  ــود، از برنامه ي دما و زمان PEP  ب
ــوط آنزيم  DNA پليمراز Taq و آنزيم داراي فعاليت تصحيح  از  مخل
ــا اين روش جديد را كه در واقع تركيبي  ــي Pfu بهره مي برد. م كنندگ
KI-PEP PCR  ،ــود ــين ب ــاي موجود در روش هاي پيش از مزيت ه

ــتفاده  ــده اس ناميديم و از آن براي تكثير عمومي DNA هاي رقيق ش
 DKIP ــر اختصاصي ــر 1) در نتيجه ي اين روش، تكثي ــم (تصوي كردي
ــول 633 باز و تا رقت واقعي   ــراي جايگاه هاي اختصاصي از ژنوم تا ط ب
ــن در حالي بود كه بدون  ــد. اي ــرم) امكان پذير ش 1/20000 (25 پيكوگ
انجام روش KI-PEP، تكثير اختصاصي DNA هاي رقيق شده براي 
ــان جايگاه هاي خاص و براي همان نوع DNA، تنها تا رقت واقعي  هم
1/800 (625 پيكوگرم) بر سطح ژل آگاروز قابل مشاهده بود (جدول 2). 
ــده در تكثير اختصاصي  ــينه ي طول قطعه ي تكثير ش علاوه بر آن، بيش

جدول 1- فهرست پرايمرهاي اختصاصي و طول قطعات حاصل
طول قطعه (باز)توالي پرايمرنام پرايمر

F Fr8-9N
R Com C

5´-CCTTGCCCCACAGGGCAGTAACGGCACACT-3´
5´-ACCTCACCCTGTGGAGCCAC- 3´(R Com C)213

F C-30N
R Com C

5´-TAAACCTGTCTTGTAACCTTGATACCTACC-3´
R Com C279

F I-110N
R Com C

5´-ACCAGCAGCCTAAGGGTGGGAAAATACAAC-3´
R Com C385

F C-44N
R Com C

5´-AGCATCAGGAGT
GGACAGATCCCCAATGG-3´
R Com C

450

F II-1N
R Com C

5´-AAGAAAACATCAAGGGTCCCATAGACTGAC-3´
R Com C633

F II-745N
R Hinf1β C

5´-GGTTTCATATTGCTAATAGCAGCTACAATCGAGC-3´
5´- CTGCAGATTCCGGGTCACTGTGAGTG-3´1106

F αII
R αII

5´-CGCGCCAGCCAATGAGCG-3´
5´-CTGTCTCAGACCAAGGACCTCTC-3´995

F HemA
R HemA

5´-CACACAGTGTGTGAGGGCTTG-3´
5´-AGCTGCCAGTGGAACTGAGG-3´544

ــترك. پرايمر هاي αII براي تكثير  ــه جلو، R: پرايمر معكوس، N: نرمال، Fr: جهش تغيير چارچوب، C: كدون، Com: مش ــر رو ب F: پرايم
ــاير پرايمرها براي تكثير ژن بتا گلوبين انساني  ــت انعقادي خون و س ــاني، HemA براي تكثير اگزون پنجم از ژن فاكتور هش ژن آلفا گلوبين انس

به كار مي روند.

ــورز محصولات  تصوير1- گســترش هاي حاصل از الكتروف
ــورز 5  ــج حاصــل از الكتروف KI-PEP PCR. نتاي
ــاي 1، 1/10، 1/100،  ميكــرو ليتر از هر يك از رقت ه
1/1000، 1/2000، 1/4000، 1/8000 و 1/10000 از DNA پــس 
ــار با روش KI-PEP، به ترتيب از شــماره ي  از تيم
1 تا 8  بر ســطح ژل آگاروز 1/5٪ مشاهده مي شود. 
گسترش شماره ي 9، مربوط به الكتروفورز محصول 
كنترل منفي در واكنش  KI-PEP PCRاســت (براي 

توضيحات بيشتر به متن مراجعه شود).

ــي 1/2000 (250 پيكوگرم) و در  ــا رقت حقيق ــاز و ت DKIP، 1106 ب
ــطح  ــر اختصاصي DNA، تا رقت 1/20 (25000 پيكوگرم) در س تكثي
ــر DKIP براي جايگاه هاي  ــت آمد. هم چنين تكثي ژل آگاروز به دس

16 - Smear

DNAو تأثير آن بر نتايج حاصل از تعيين طرح واره با استفاده از تعداد اندك نسخه هاي I-PEP بهينه سازي روش
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زهرا ظفري و همكاران

ــت انعقادي خون  ــزون پنجم از ژن فاكتور هش ــي مختلف (مانند اگ ژن
ــد كه در جدول ذكر  ــاني) نيز با موفقيت انجام ش و ژن آلفا گلوبين انس

نشده است.
  Identifiler ها با استفاده از كيت STR در نتايج حاصل از آناليز
و 0/5 ميكروليتر DNA و DKIP، طرح واره اي كامل و قابل اعتماد تا 
رقت واقعي 1/200000 از DKIP كه تنها 2/5 پيكوگرم از DNA اوليه 
ــت آمد (تصوير 2). در حالي كه تعيين طرح  ــامل مي شد، به دس را ش
واره از همان نوع DNA، بدون تيمار با روش KI-PEP، تا رقت واقعي 
ــد و در رقت واقعي  ــرم)، به صورت ناقص انجام ش 1/2000 (250 پيكوگ

1/4000 (125پيكوگرم)، طرح واره اي به دست نيامد. 

بحث  

وجود تعداد اندك نسخه هاي DNA در بسياري از شواهد زيستي 
ــت،  ــيگار، خراش دس ــه جا مانده بر روي فنجان يا ته س ــد بزاق ب مانن
ــر، بقاياي به جا مانده در اثر انگشت (8 ، 4)، شواهد حاصل  ــوره ي س ش
ــكلات  ــده، يكي از مش ــي (20) و لكه ي خون يافت ش ــاوز جنس از تج

ــخيص هويت مولكولي در پزشكي قانوني است (4،6). اما با  متداول تش
ــده17 و يا  توجه به آن كه وجود عوامل ديگري مانند DNA تخريب ش
مهاركننده هاي PCR نيز در بسياري از بقاياي زيستي مانند استخوان 
ــش از نمونه هاي  ــت (22)، در اين پژوه ــيده اس ــدان به اثبات رس و دن
ــد تا با حذف  ــتفاده ش ــازه و داراي كيفيت مطلوب اس ــون ت DNA خ
ــي بهينه تر براي از ميان  هرگونه تداخل اثر احتمالي عوامل ديگر، روش
ــت و افزايش تعداد اندك نسخه هاي DNA در  ــتن عامل نخس برداش

نمونه هاي وابسته به پزشكي قانوني ارايه شود.
ــال 1992  ــتين بار در س ــس از معرفي روش PEP براي نخس پ
ــر روي آن، روش I-PEP بر پايه ي  ــكان انجام تغييرات مختلف ب و ام
روش نخستين و با تكيه بر بهينه سازي تكثير كل ژنوم ارايه شد. روش 
I-PEP با 25٪ افزايش در كارايي تكثير نسبت به روش PEP، تاكنون 
 DNA توانسته است نقش خود را در تكثير كل ژنوم از غلظت هاي بالاي
الگو حفظ كند (12). اما با آزمودن اين روش بر روي غلظت هاي بسيار 
ــازي بيشتر اين روش ضرورت يافت. كاهش حجم  كم DNA، بهينه س
 DNA ــه 25 ميكروليتر، به كارگيري آنزيم واكنش از 50 ميكروليتر ب

جدول 2- مقايسه ي ميزان تكثير اختصاصي مشاهده شده براي DNA و DKIP در سطح ژل آگاروز
الف)

1/40000
(12.5pg)

1/20000
(25 pg )

1/2000
(250 pg)

1/200
(2500 pg)

1/20
(25000 pg) نام پرايمر

DKIP DNA DKIP DNA DKIP DNA DKIP DNA *DKIP DNA

- - + - +++ - ++++ + ++++ ++ C-30 N

+ - ++ - +++ - ++++ ++ ++++ +++ N 1-110

+ - ++ - +++ - ++++ ++ ++++ +++ C-44 N

- - ++ - +++ - ++++ + ++++ ++ II-1 N

- - - - + - + - ++ + II-745 N

ب)
1/1000  (500 pg) 1/800   (625 pg) 1/400  (1250 pg) نام پرايمر

- + + C-30 N

+ + + N 1-110

- + + C-44 N

- + + II-1 N

ميزان تكثير اختصاصي رقت هاي متفاوت يك نمونه DNA و DKIP با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي مختلف، در سطح ژل آگاروز ٪1/5 
مشاهده مي شود. غلظت نمونه ي DNA مورد استفاده، 524/4 نانوگرم در ميكروليتر بود كه براي سهولت در محاسبه و مقايسه، 500 نانوگرم در 
ــاره دارد و علامت منفي بيانگر عدم تكثير است. الف) تكثيراختصاصي تا  ــدت و ضعف باندها اش ــد. تعداد مثبت ها به ش ميكروليتر در نظر گرفته ش

رقت 1/40000 براي DNA و DKIP و ب) تكثيراختصاصي براي رقت  هاي بيشتر از 1/200 و كمتر از 1/2000 براي DNA نشان داده شده است.
* DKIP: DNA with KI-PEP PCR treatment.

17 -  DNA degradation 
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 dNTP و افزايش ميزان پرايمر و Taq همراه با آنزيم Pfu ــي مراز پل
ــت كه روش  ــر يافته در پژوهش حاضر اس ــوارد عمده ي تغيي ــا، از م ه
ــت و در نتيجه ي آن، امكان  ــاخته اس I-PEP را بيش از پيش بهينه س
تعيين طرح واره با استفاده از تنها 2/5 پيكوگرم از DNA اوليه را پس 
از تكثير كل ژنوم موجود در نمونه  اي با رقت واقعي 1/100000 (شامل 5 
ــت. مشاهده ي طرح واره هاي يكسان  پيكوگرم DNA) فراهم آورده اس
ــش و عدم وجود خطا  ــر قابليت تكرارپذيري پژوه ــرار آزمايش ب در تك
 DNA ــورد نياز ــت كه مقدار م ــن در حالي اس ــت دارد. اي در آن دلال
ــت Identifiler، پس از تكثير آن  ــراي تعيين طرح واره با كي اوليه ب
ــت (11). در حقيقت  ــده اس با روش mI-PEP، 5 پيكوگرم گزارش ش
ــيت روش KI-PEP PCR در مقايسه با روش mI-PEP كه  حساس
ــوع و تركيب آنزيم ها، نوع بافر و در مقدار dNTP و MgCl2 با  در ن
ــت، به حدود دو برابر افزايش يافته  روش KI-PEP PCR متفاوت اس
ــيت  ــت. اين امر با توجه به اين كه روش mI-PEP خود از حساس اس
ــبت به روش I-PEP برخوردار است، گوياي بهينه سازي  ــتري نس بيش
ــن طرح واره با  ــت (11). موفقيت در تعيي ــتر روش KI-PEP اس بيش
ــش از 2/5 پيكوگرم DNA اوليه و پس از تكثير  ــتفاده از مقادير بي اس
DNA ــر از 5 پيكوگرم ــاي داراي كمت ــود در نمونه ه ــوم موج كل ژن

ــتر اين روش تأكيد مي كند  ــازي بيش (4/2 و 3/6 پيكوگرم)، بر بهينه س

(داده ها نشان داده نشده اند).
ــراه با آنزيم Taq از  ــتفاده از آنزيم DNA پلي مراز Pfu هم اس
ــيت روش  ــد در افزايش حساس ــت كه به نظر مي رس جمله مواردي اس
KI-PEP نقش داشته است. آنزيم DNA پلي مراز Pfu كمترين نرخ 
خطا را در مقايسه با تعدادي از آنزيم هاي مقاوم به گرما از جمله آنزيم 
Taq دارد (23) و قادر است برخلاف آنزيم Taq و با استفاده از فعاليت 
ــتباه وارد شده در قطعه ي در  اگزو نوكلئازي ´3 به ´5 خود، بازهاي اش
ــد (24،25). اين خاصيت به ويژه در مواردي  ــاخت را حذف كن حال س
ــخه هاي اوليه ي DNA كمتر و يا تعداد چرخه هاي تكثير  كه تعداد نس
ــد، مانند روش KI-PEP در اين پژوهش، از اهميت  PCR بيشتر باش
ــت و مانع از ايجاد خطاي بزرگ در مجموعه ي  ــتري برخوردار اس بيش
ــتباه از كارايي تكثير  ــد (12). وجود بازهاي اش ــده خواهد ش تكثير ش
ــات بزرگ مي كاهد و حتي منجر به ناتمام ماندن تكثير يك قطعه  قطع
 DNA ــژه در مواردي كه ــود (26). در نتيجه آنزيم Taq به وي مي ش
 DNA ــده باشد، مي تواند با ايجاد قطعات كوچكتر از تخريب و خرد ش
ــبب شود ولي استفاده از آنزيم  ــدن بيشتر قطعات را س الگو، كوتاه تر ش
ــاخت قطعات بزرگتر و  با فعاليت تصحيح كنندگي Pfu كه منجر به س
ــود (23،27)، اين احتمال را كاهش خواهد داد.  با دقت بيشتري مي ش
ــده ي انتهاي´3  ــم Pfu، حذف باز جفت نش ــر توانايي هاي آنزي از ديگ

تصوير 2- حساســيت روش  KI-PEP PCR. طرح واره ي به دســت آمده از رقت واقعي 1/200000 از DNA پس از تكثير با 
ــر با 2/5 پيكوگرم از DNA اوليه اســت. همه ي آلل هاي موجود در طرح واره ي  ــه براب روش KI-PEP PCR ك
حاصل از رقت ×1 از DNA، در اين طرح واره نيز مشــاهده مي شــود كه بيانگر قابل اعتماد بودن طرح واره ي بالا 

است. 
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ــازي DNA با استفاده از  پرايمرهاي متصل به DNA الگو و همانندس
ــت. در نتيجه در روش هايي چون  KI-PEP كه  چنين پرايمرهايي اس
ــود و احتمال جفت نشدن بازها  ــتفاده مي ش از پرايمرهاي تصادفي اس
ــت، ميزان بيشتري از  ــتفاده از اين گونه پرايمرها بسيار زياد اس در اس
ــتفاده خواهند بود  ــاي موجود در واكنش، براي تكثير قابل اس پرايمره

 .(28)
ــاي برپايه ي ــم Pfu در روش ه ــتفاده از آنزي ــي اس ــه طور كل ب

ــوند و محصول  ــه به منظور تكثير كل ژنوم انجام مي ش PEP PCR ك
ــتفاده قرار مي گيرد،  آن ها به عنوان الگو براي آناليزهاي بعدي مورد اس
ــش از انجام آناليزهاي  ــر دقيق تر از توالي هاي ژنومي را پي ــكان تكثي ام
اختصاصي بعدي فراهم مي آورد و در نتيجه با افزايش كارايي در اتصال 
 KI-PEP ــيت روش ــاي اختصاصي، مي تواند افزايش حساس پرايمره
ــه با  ــود (11). اما با توجه به آن كه آنزيم Pfu در مقايس ــبب ش را س
 DNA ــته ي ــازي رش آنزيم Taq به زمان طولاني تري براي طويل س
ــريع و در عين  ــوط اين دو آنزيم، امكان تكثير س ــاز دارد (24)، مخل ني
ــازد (23،27)؛ هم چنان كه نتايج حاصل از  ــال دقيق را فراهم مي س ح
ــش واكنش تكثير كل ژنوم كه از هر دو آنزيم به  ارزيابي محصولات ش
ــز، تأكيدي ديگر بر  ــتفاده مي كردند ني ــي و يا از مخلوط آن ها اس تنهاي
ــتفاده در  ــا توجه به آن كه آنزيم هاي مورد اس ــت. البته ب اين گفته اس
ــود  I-PEPو mI-PEP (13-11) نيز داراي نرخ  ــاي موج پروتكل ه
ــرد بهتر KI-PEP در  ــتند، نمي توان عملك ــيار پاييني هس خطاي بس
 Pfu ــود آنزيم ــرح واره را تنها در وج ــود نتايج حاصل از تعيين ط بهب
 ،Pfu و Taq ــبت هاي تركيب دو آنزيم ــت ولي شايد بتوان به نس دانس
ــار دو عامل ديگر يعني كاهش حجم واكنش (29،30) و افزايش  در كن
ميزان پرايمر و dNTP ها نسبت داد كه همراه با برنامه ي دما و زماني 
ــده اند. اثر  ــبب ايجاد نتايج بهتري ش ــب در چرخه هاي PCR، س مناس
افزايش ميزان پرايمر و به دنبال آن dNTP ها نيز با توجه به خاصيت 
ــطح خاصي از  تصحيح كنندگي آنزيم هايي چون Pfu كه در تخريب س
پرايمرها نقش دارند و در نتيجه به مقادير نسبتا بالاتري از پرايمر براي 

تكثير نياز دارند (23)، قابل توجيه است. 
ــام آناليزهاي  ــه ي PEP PCR كه پيش از انج ــاي بر پاي روش ه
ــا افزايش  ــوند، ب ــه كار گرفته مي ش ــر روي يك نمونه ب ــي ب اختصاص
ــود در آن نمونه، امكان انجام آناليزهاي  ــخه هاي DNA موج تعداد نس
ــازند (19). تكثير  ــا را فراهم مي س ــتر و يا تكرار آن ه ــي بيش اختصاص
ــول KI-PEP در اين تحقيق  ــق جايگاه هاي مختلف ژنومي محص موف
ــاي كارايي روش ــد بلكه گوي ــور را تأييد مي كن ــا گفته ي مذك ــه تنه ن
KI-PEP در تكثير مقادير اندك DNA است. در تأييد اين اثر، هرگونه 
ــم چنين تعيين طرح واره،  ــر اختصاصي با پرايمرهاي مختلف و ه تكثي
ــز انجام گرفت و  ــا روش KI-PEP ني ــدون تيمار ب ــر روي DNA ب ب
ــدند (جدول 2). قابل ذكر است كه محصولات ــه ش نتايج با هم مقايس
KI-PEP كه به عنوان DNA الگو در PCR هاي اختصاصي بعدي به 
ــان با رقت هاي آغازين نيستند و متناسب  كار مي رود، داراي رقت يكس

ــرض حداكثر 5 ميكروليتر تبخير در  ــا حجم واكنش KI-PEP و با ف ب
هر ريزلوله پس از انجام واكنش PCR، رقيق تر مي شوند. به عبارتي، هر 
يك از  محصولات رقت هاي مختلف پس از انجام واكنش KI-PEP، به 
نسبت 1/20 رقيق تر شدند. بنابراين در نتايج حاصل از تكثير اختصاصي 
 1/20000 ،

1/2000 ،
1/200 ،

ــه ترتيب رقت هاي  1/20 DNA و DKIP، ب
ــه ي 1، 1/10 ، 1/100، 1/1000،  ــا رقت هاي اولي و 1/40000  از DNA  ب
ــن كه در اين  ــد و با توجه به اي ــه بودن ــل مقايس 1/2000 از DKIP قاب
مقايسه، تكثير DNA تنها تا رقت كمتر از 1/2000 ميسر بود، رقت هاي 
ــاهده ي حداكثر  ــز به منظور  مش ، 1/800 و 1/1000  از DNA ني

1/400
ــرار گرفتند  ــي ق ــش PCR براي DNA مورد بررس ــيت واكن حساس

(جدول 2). 
ــدك DNA را  ــه ي PEP، مقادير ان ــر پاي ــد روش هاي ب هرچن
ــمار مي روند اما  ــش مي دهند و از روش هاي تكثير كل ژنوم به ش افزاي
ــته و تصادفي  در حقيقت، اين روش ها ژنوم را به صورت قطعاتي ناپيوس
ــي قابل  ــطح ژل آگاروز به صورت گسترش ــه در س ــر مي كنند ك تكثي
ــتند كه به عنوان  ــاهده اند (تصوير 1) و اين قطعات تكثير يافته هس مش
الگو در آناليزهاي اختصاصي پس از KI-PEP استفاده مي شوند. تكثير 
ــي موفق قطعاتي با طول هاي مختلف و به ويژه تكثير قطعه ي  اختصاص
ــه KI-PEP برخلاف آن چه  ــت ك ــاز از DKIP، گواه آن اس 1106 ب
ــا طول هاي بلند نيز ايجاد كند و با  ــت قطعاتي ب انتظار مي رود، قادر اس
ــينه ي طول آلل هاي متداول STRهاي موجود در  توجه به اين كه بيش
ــت، روش KI-PEP مي تواند  كيت Identifiler، كمتر از 400 باز اس
طول مناسب براي تعيين طرح واره را در اختيار قرار دهد. اين گسترش 
ذكر شده حتي در الكتروفورز محصولات ريزلوله هاي كنترل منفي نيز، 
ــاي بر پايه ي  ــا توجه به آن كه روش ه ــود (تصوير 1) كه ب ديده مي ش
ــي، توانايي تكثير هر نوع  ــتفاده از پرايمرهاي تصادف PEP، به علت اس
 DNA ــترش مي تواند به دليل تكثير ــتند، اين گس DNA را دارا هس
 Taq پليمراز DNA يوباكتريايي موجود در مخلوط هاي تجاري آنزيم
باشد كه وجود آن در پژوهش هاي ديگر به اثبات رسيده است (31،32). 
عدم مشاهده ي باند در تكثير اختصاصي محصولات ريز لوله هاي كنترل 
ــتفاده از پرايمرهاي اختصاصي ژن هاي  ــي واكنش KI-PEP با اس منف

انساني نيز، شاهدي ديگر بر اين ادعاست. 
ــته ي ژنومي، از دست رفتن برخي آلل ها و  از معايب تكثير ناپيوس
ــده است كه در  عدم تعادل در تكثير آن ها در تعيين طرح واره عنوان ش
استفاده از روش I-PEP هنگامي كه ميزان DNA اوليه كمتر از 100 
پيكوگرم باشد، قابل مشاهده است (17). با وجود اين، عدم تعادل ذكر 
ــتفاده از روش I-PEP، در مقايسه با ديگر  ــده در تكثير آلل ها با اس ش
ــت (17) و در مورد نمونه هايي كه  روش هاي تكثير كل ژنومي كمتر اس
ميزان DNA آن ها بسيار كم است و قابل تعيين طرح واره نيست، اين 
ــيار چشمگيري را ايجاد كند (17).  روش مي تواند هم چنان موفقيت بس
 DNA ــامل كمتر از 100 پيكوگرم در اين پژوهش نيز از نمونه هاي ش
ــد (تصوير 3) ولي عدم تعادلي در آناليز آن ها مشاهده نشد  ــتفاده ش اس
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الف)

ب)

تصوير 3- طرح واره  هاي حاصل از دو رقت متفاوت DNA پس از تيمار با روش .KI-PEP PCR  الف) طرح واره ي به دست 
آمده از رقت واقعي 1/20000 از DNA پس از تكثير با روش KI-PEP PCR كه برابر با  25 پيكوگرم از DNA اوليه 
است. ب) طرح واره ي به دست آمده از رقت واقعي 1/80000 از DNA پس از تكثير با روش KI-PEP PCR كه برابر 
با  6/25 پيكوگرم از DNA اوليه است. همه ي آلل هاي موجود در طرح واره ي حاصل از رقت ×1 از DNA، در اين 

دو طرح واره نيز مشاهده مي شود. 

DNAو تأثير آن بر نتايج حاصل از تعيين طرح واره با استفاده از تعداد اندك نسخه هاي I-PEP بهينه سازي روش
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ــل از مقادير DNA بالاي 100  ــاني با طرح واره ي حاص ــج يكس و نتاي
ــت آمد كه اين امر مي تواند دليلي ديگر بر بهينه سازي  پيكوگرم به دس

مطلوب اين روش باشد.

نتيجه گيري

با روش KI-PEP PCR، نه تنها مي توان تعداد اندك نسخه هاي 
ــش داد و آن را براي انجام PCR هاي اختصاصي آماده  DNA را افزاي
ــاخت بلكه مي توان تعداد آناليزهاي اختصاصي قابل انجام بر روي هر  س
ــن روش مي توان با توجه به طول  ــه را نيز بالا برد. هم چنين با اي نمون
ــخيص هويت،  ــوم در تش ــاي موجود در كيت هاي تجاري مرس STRه
ــرد. در حقيقت كارايي  ــب را براي تعيين طرح واره ايجاد ك طول مناس
روش KI-PEP PCR در تعيين طرح واره ي نمونه هاي با تعداد اندك 

ــخيص هويت هر  ــان مي دهد اين روش در تش ــخه هاي DNA نش نس
ــي ولي داراي  ــت آمده از آن ناكاف ــه ميزان DNA به دس ــه اي ك نمون
ــته به پزشكي  ــد، همچون برخي از نمونه هاي وابس كيفيت مطلوب باش
ــات كارايي اين روش در  ــتفاده خواهد بود. هرچند اثب قانوني، قابل اس
ــت عوامل ديگري  ــز نمونه هايي كه ممكن اس ــي و ني ــن نمونه هاي چني
ــوند، به  ــامل ش ــده و يا مهاركننده ها را نيز ش چون DNA تخريب ش

پژوهش هاي ديگري نياز دارد. 

تقدير و تشكر
ــال 1388 در مركز تحقيقات  ــه ي دوم س ــش حاضر در نيم پژوه
ــاني كوثر و با حمايت مالي اين مركز به انجام رسيد. از كادر  ژنتيك انس
ــگاهي اين مركز، از جمله خانم ها صديقه اميني، مريم  اداري - آزمايش
عاشري و سيده زهرا حيدري در بخش تخليص DNA سپاس گزاريم.
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DNAو تأثير آن بر نتايج حاصل از تعيين طرح واره با استفاده از تعداد اندك نسخه هاي I-PEP بهينه سازي روش
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Abstract

Background: DNA Profiling has become one of the most robust and reliable methods at forensic identification; 
However, an insufficient DNA quantity (less than 100 Pg or 33 copies) found often in forensic evidence samples, is 
a major hindrance. Amplification of such low copy number DNA samples is attainable with the most efficient whole 
genome amplification (WGA) method, named improved primer extension preamplification (I-PEP) PCR.

Methods: By initial assessment of existing PEP and I-PEP methods on serially diluted DNA, it was attempted 
to reach an improved method leading to reliable profiling with the lowest amount of template. This method employs 
degenerate 15-mer PCR primers followed by specific amplification of DNA with specific primers.

Findings: Subsequent to the amplification with the new modified and improved I-PEP, which we term KI-PEP 
PCR, complete DNA profile was obtained from only 2.5 pg of input DNA. Using this method, a fragment size of 1106 
bp was effortlessly amplified with the specific primers.

Conclusions: The Utility of KI-PEP PCR not only increases the low quantity of DNA, but also provides the 
optimum length appropriate to DNA Typing techniques.
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