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 و كاربردهاي آن در تشخيص (MLPA)روش تكثير پروب وابسته به الحاق چندتايي 

 ) مقاله مروري(سرطان و بيماريهاي ژنتيكي 
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   247-263  صفحات 91 مرداد و شهريور  ومس  شماره شانزدهممجله پزشكي هرمزگان  سال 

  دهيچك
هاي  هاي جزيي از يك ژن يا همه ژن و يا تغييرات توالي شدگي ها يا دوتا بسياري از بيماريها و نشانگانها ناشي از حذف :مقدمه

جاي  سازي در رگه ، دو(CGH)اي  سازي ژنومي مقايسه رگه مانند دو روشهاي گوناگون بسياري. شندبا اي مي كروموزومي ويژه
 جهت مطالعه اين نقايص كروموزومي (MAPH)سازي پروب تكثير شونده چندتايي  گذاري ساترن، دورگه ، لكه(FISH)فلئورسنت 
هاي  هاي اگزون شدگي ها و دوتا وده و قادر به يافتن حذفبرخي از اين روشها داراي محدوديت قدرت تفكيك ب. شوند استفاده مي

 . هستندDNAگذاري ساترن نيازمند مقدار زيادي نمونه  گير بوده و يا مانند لكه  وقتFISHشماري از آنها، مانند روش . انفرادي نيستند
گسترده در تشخيص طبي و پژوهش  روشي حساس و قدرتمند بوده و به نحو (MLPA)روش تكثير پروب وابسته به الحاق چندتايي 

 كه تغييرات تعداد نسخه CGHدر مقايسه با روش . شود ها و تكثيرهاي ژنيِ مسبب بيماري استفاده مي  شناسايي حذفپيرامون
(CNV)دهد، روش  ژنوم تشخيص مي  را در همهMLPAهدر اين مقال. پردازد  به بررسي اين تغييرات در مكانهاي كوچك ژنومي مي 
و تأكيد بر شماري از كاربردهاي  (MLPAا استفاده از دهها منبع معتبر جديد و تجربه شخصي، با تشريح جزييات روش مروري ب

در ژنتيك باليني و آزمايشگاههاي پژوهشي؛ اين فنِ قدرتمند ) RT-MLPA و MS-MLPAاي،  هاي نقطه جديد آن مانند تشخيص جهش
هاي جزيي  ها يا دوتاشدگي بسياري از بيماريها و نشانگانها ناشي از حذف. ايسه شده استترين فنون مورد استفاده، مق با برخي از مهم

سازي ژنومي  مانند دورگه روشهاي گوناگون بسياري. باشند اي مي هاي كروموزومي ويژه از يك ژن يا همه ژن و يا تغييرات توالي
 (MAPH)سازي پروب تكثير شونده چندتايي   ساترن، دورگهگذاري ، لكه(FISH)سازي درجاي فلئورسنت  ، دورگه(CGH)اي  مقايسه

برخي از اين روشها داراي محدوديت قدرت تفكيك بوده و قادر به يافتن . شوند جهت مطالعه اين نقايص كروموزومي استفاده مي
گذاري ساترن  يا مانند لكهگير بوده و   وقتFISHشماري از آنها، مانند روش . هاي انفرادي نيستند هاي اگزون ها و دوتاشدگي حذف

 روشي حساس و قدرتمند بوده و به (MLPA) روش تكثير پروب وابسته به الحاق چندتايي . هستندDNAنيازمند مقدار زيادي نمونه 
در مقايسه با . شود ها و تكثيرهاي ژنيِ مسبب بيماري استفاده مي  شناسايي حذفنحو گسترده در تشخيص طبي و پژوهش پيرامون

 به بررسي اين تغييرات در مكانهاي MLPAدهد، روش   را در همه ژنوم تشخيص مي(CNV) كه تغييرات تعداد نسخه CGHروش 
 MLPAدر اين مقاله مروري با استفاده از دهها منبع معتبر جديد و تجربه شخصي، با تشريح جزييات روش . پردازد كوچك ژنومي مي

در ژنتيك باليني و ) RT-MLPA و MS-MLPAاي،  هاي نقطه نند تشخيص جهشو تأكيد بر شماري از كاربردهاي جديد آن ما(
  .ترين فنون مورد استفاده، مقايسه شده است آزمايشگاههاي پژوهشي؛ اين فنِ قدرتمند با برخي از مهم

   بيماريهاي ژنتيك–آنيوپلوئيدي  -سرطان  :ها كليدواژه
  23/2/91:     پذيرش مقاله  25/1/91:     اصلاح نهايي10/10/90: دريافت مقاله

  

  : مقدمه
هاي ويژه كروموزومي، علت  تغييرات در تعداد نسخه توالي
اين تغييرات . ها در انسان است بسياري از بيماريها و نشانگان

براي (شامل حضور يك نسخه اضافي از يك كروموزوم كامل 
هاي تا چندين ميليون جفت بازي  ، حذف)نمونه در نشانگان داون
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هاي  ها با دوتاشدگي و حذف) جمله در نشانگان دي جرجاز (
  ).1(باشد  تر مانند يك اگزون مي كروموزومي كوچكهاي  قطعه

هاي   درصد موارد ديستروفي60براي نمونه، در بييش از 
هاي يك يا تعداد  ها يا دوتاشدگي عضلاني دوشن و بكر حذف

). 2-4( ژن ديستروفين رخ داده است هاي بيشتري از اگزون
هاي يك يا تعداد بيشتري از  ها يا دوتاشدگي همچنين حذف

 فرد حامل را MLHI/MSH2يا  BRCAIهاي   ژنهاي اگزون
بنابراين ). 5،6(نمايد  مستعد ابتلا به سرطان پستان يا كولون مي

نياز به روشهايي براي شناسايي اختلالات كروموزومي كاملاً 
تعداد نسخه در زمينه همچنين آناليز تغييرات . باشد محسوس مي

براي نمونه، در بيماران مبتلا به . درمان بيماريها بسيار مهم است
توان از   هستند، ميERBB2سرطان پستان كه داراي تكثير ژني 

 به منظور درمان بيماري استفاده ERBB2هاي ويژه  بادي آنتي
 روشهاي متعددي براي تعيين تغييرات تعداد ).3،4،7(كرد 
كه در ) 1(شوند  هاي كروموزومي استفاده مي ليهاي توا نسخه

  :شود زير به شماري از آنها اشاره مي
ها را  نخستين روشي كه امكان بررسي تغييرات كروموزم

 1950اين روش در دهه . فراهم نموده، تهيه كاريوتايپ بود
تعدادي و به كمك اين روش بسياري از ناهنجاريهاي . معرفي شد

ها با برخي بيماريها  عداد كروموزومنيز ارتباط تغييرات ت
پس از آن ابداع روشهاي نواربندي ). 8-11(شناسايي شدند 

كروموزومي، افزون بر تغييرات تعدادي، امكان مطالعه بسياري از 
اگرچه كه نياز به . ها نيز فراهم آمد تغييرات ساختاري كروموزوم

ي سلولهاي تقسيم شونده و قدرت تفكيك پايين و عدم شناساي
ها از عمده  بسياري از تغييرات كوچك ساختار كروموزوم

بنابراين روشهاي ). 4،8،12(هاي اين روش بود  ضعف
سيتوژنتيك گوناگوني از جمله نواربندي با تفكيك بالا ابداع شدند 

سازي فلئورسنت درجا  همچنين روش دورگه). 8،13،14(
(Fluorescent in Situ Hybridization= FISH) در سال 

 معرفي شد كه آغازي براي سيتوژنتيك مولكولي بود 1980
هاي ويژه   براي مشخص كردن تواليFISHاز روش ). 8،15(

هاي  هاي دست نخورده توسط دورگه سازي با پروب كروموزم
اسيد نوكلئيكي مكمل كه از طريق كووالانس به فلئوروكروم 

سلايد معمولاً ماده زيستي بر روي ا. شود اند، استفاده مي متصل
 واسرشت شده و با DNAشود و  ميكروسكوپ پخش مي

شود و سپس  پروب نشاندار شده با فلئوروكروم، دو رگ مي
گردد  فلئورسانس به وسيله ميكروسكوپ فلئورسنت آشكار مي

، بسياري از ناهنجاريهاي FISHبا ابداع روش  ).16(
كروموزومي كه تا پيش از آن توسط ديگر روشها قابل 

از جمله معايب اين روش، . ، شناسايي شدندتشخيص نبود
ضرورت و الزام مشخص بودن محل و توالي دقيق ناحيه مورد 

توان براي شناسايي  بررسي است، بنابراين، از آن نمي
روش افزون بر اين، اين . ناهنجاريهاي ناشناخته استفاده كرد

در مطالعه همزماني چندين لوكوس محدوديت دارد و در هر 
توان از تعداد محدودي كاوشگر استفاده كرد   مينوبت تنها

)1،3،4،17،18.(  
 (CGH =اي  سازي ژنومي مقايسه رگه روش ديگر، دو

(Comparative Genomic Hybridization   است كه در
اين روش، قادر به بررسي تغييرات .  معرفي شد1992سال 

تواند همه  ها بوده و مي هاي كروموزومي و ژن تعدادي توالي
. ها را به طور همزمان در يك آزمايش بررسي كند روموزومك

 اين روش ).8،19(همچنين به سلولهاي تقسيم شونده نياز ندارد 
هاي كروموزومي  جايي قادر به شناسايي موزاييسم، جابه

افزون . ها و تغييرات پلوييدي همه ژنوم نيست متعادل، واژگوني
.  تفكيك آن استهاي اين روش قدرت بر اين، يكي از محدوديت

 توسط Mb10-5به نحوي كه تغييرات كروموزومي كمتر از 
  ).8،20،21(اين روش قابل شناسايي نيستند 

 microarray)اي ريزآرايه سازي ژنومي مقايسه دورگه

CGH)ها  شدگي ها و دوتا  نيز قادر به شناسايي حذف
 بيمار و مرجع با DNAسازي  اين فن شامل دورگه. باشد مي

. اي است  متصل به اسلايدهاي شيشهDNAي كوتاه ها قطعه
هاي   با استفاده از دستگاههايي روي لامDNAهاي هدف  توالي

شوند تا يك ريزآرايه توليد شود كه  گذاري مي ميكروسكوپ لكه
 هدف روي آن داراي موقعيت منحصر به فردي DNAهر 
 DNAبراي برداشتن (سازي و شستشو  پس از دورگه. است

افزار  ، سطح نسبي فلئورسانس با استفاده از نرم)متصل نشده
اين روش سريع بوده و قابليت . شودگيري مي اي اندازه رايانه

يكي از  .)8،22(دارد ) Kb100(خودكاري و قدرت تفكيك بالايي 
هاي پيش از تولد،   در تشخيصCGHهاي آرايه  محدوديت

 يك تغيير تفسير نتايج به ويژه در مواردي است كه علايم باليني
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  ).8،23(كروموزومي ويژه به طور دقيق مشخص نيست 
 =دار روش الكتروفورز روي ژل با ميدان ضربان

PFGE) (pulse - field gel electrophoresis قادر به 
 kb 10000-30هاي   با طولDNAهايي از مولكول  تفكيك قطعه

. باشد هاي وسيع مي ها يا دوتاشدگي و تشخيص حذف
روش اين است كه حذف ژني يا دوتاشدگي محدوديت اين 

 كيلو باز با اين روش قابل تشخيص نيست 30كوچكتر از حدود 
)24،25.(  

گذاري  ، يك فن لكه(southern blotting) گذاري ساترن لكه
 بر حسب اندازه به وسيله DNAهاي  ژل است كه در آن قطعه

شوند و در همان جا  الكتروفورز روي ژل آگارز جدا مي
ها به  شته شده و به يك فيلتر نيتروسلولزي يا ديگر قالبواسر

انتقال (شوند  وسيله نيروي موئينگي يا الكتريكي منتقل مي
اي به وسيله حرارت، به  اسيدهاي نوكلئيك تك رشته). ساترن

سازي با  دورگه. مانند نيتروسلولز ثابت شده و از حركت باز مي
 ا ترجيحاً غيردار شده با راديواكتيو ي هاي نشان پروب

اين  ).16(كند  راديواكتيو به شناسايي هر قطعه ويژه، كمك مي
ها قابل اعتماد است،  ها و دوتاشدگي روش، در شناسايي حذف

افزون بر اين، . هاي كوچك نيست اگرچه قادر به تشخيص حذف
سازي است  گير بوده و نيازمند چندين مرحله دورگه وقت

)3،4،26،30.(  
 از پرايمرهايي (Quantification PCR) كمي PCRروش 

 PCRهــاي  وردهآبــا نــشان فلئورســانت اســتفاده نمــوده و فــر
ايـن  . گردند توسط الكتروفورز موئين از هم جدا شده و كمي مي         

هـا   هـا و دوتاشـدگي     روش در حالي كه قادر به تشخيص حذف       
اي را كه تغيير تعداد نسخه در آن رخ داده اسـت             است، اما ناحيه  

ــشتر ب ــد   پيـ ــده باشـ ــايي شـ ــد شناسـ در روش  ).27،31(ايـ
ــه ــدتايي   دورگ ــروب تكثيرشــونده چن  Multiplex)ســازي پ

Amplifiable Probe Hybridisation = MAPH) ،50-
 از  MAPH.گردنــد ســازي مــي  تــوالي هــدف ويــژه كمــي40

هـاي   كنـد كـه بـا تـوالي        هاي الُيگونوكلئوتيدي استفاده مي    پروب
 بـه طـور همزمـان، هـر       . شـوند  اسيدنوكلئيكي ويژه، دورگ مـي    

گـردد   شده با استفاده از يك جفت پرايمر تكثير مي         پروبِ دورگ 
. كنـد  ورده تكثيري با اندازه منحصر به فرد ايجـاد مـي          آو يك فر  

هـاي   وردهآهاي نسبي فر   هاي هدف، در شدت    تعداد نسخه توالي  

اگرچــه ). 27،32(گــردد  ، مــنعكس مــيMAPHتكثيــري پــروب 
MAPH   هـا بـسيار قابـل       هـا و دوتاشـدگي     ف در تشخيص حذ

ايـن روش نيازمنـد     . اعتماد است، اسـتفاده از آن دشـوار اسـت         
هـاي كوچـك فيلتـر        بر روي قطعـه    DNAهاي   گذاري نمونه  لكه

سـازي، چنـدين     سـازي، دورگـه    نايلوني، مرحله پيش از دورگـه     
، دو  PCRهـاي    مرحله شستشوي فيلترها، انتقال فيلترها به لوله      

و سـرانجام آنـاليز     ) PCRپلكـس    مولتي(تايي   چند PCRمرحله  
  ).1،32( است PCRهاي  وردهآفر

 و همكاران در هلند روشي Schouten، 2002در سال 
  تكثير پروب وابسته به الحاق چندتايي با عنوانMAPHمشابه 

= MLPA) (Multiplex Ligation-dependent Probe 
Amplificationآيد ر پي ميكه جزييات آن د) 1(  ابداع نمودند.  

  
  :MLPAروش 

، روشي با كارآيي بالا است كه براي MLPAروش 
 ژنومي DNA توالي 50 تا 40هاي  مشخص كردن تعداد نسخه

باشد، توسعه   چندتايي ميPCRدر يك واكنش كه بر مبناي 
 تا 100، بين MLPAهاي تكثيري حاصل از  قطعه. يافته است

سازي به  زي و كمي نوكلئوتيد طول دارند كه قابل جداسا500
توان بر روي   را ميMLPA. وسيله الكتروفورز موئين هستند

 نمونه به طور همزمان انجام داد و به نتايج آن در دو روز 96تا 
 مبتني بر آن است كه در MLPAاساس فن . دست يافت

شود، بلكه   هدف تكثير نمي DNA، نمونه PCRخلال
و با آن  هدف هستند DNA كه مكمل MLPAهاي  پروب

تر از  اين روش حساس .گردند شوند، تكثير مي دورگ مي
MAPHافزون بر اين، . تر است  بوده و استفاده از آن آسان

هاي  سازي نمونه جنبش ، بيMLPA در MAPHبرخلاف 
  ).1(هاي اضافي لازم نيست  اسيد نوكلئيك و حذف پروب

 متشكل از دو الُيگونوكلئوتيد است كه MLPAهر پروب 
 هدف DNAبراي الحاق موفق به هم، در مجاورت هم با بايد 

 تكثير PCRتنها الُيگونوكلئوتيدهايي كه توسط . دورگ گردند
ورده تكثير آمقدار نسبي هر فر. شوند گردند، به هم الحاق مي مي

 DNAپروب، به ميزان نسبي توالي هدف پروب در نمونه 
 هاي غيرعادي، توسط مقايسه تعداد نسخه. بستگي دارد

شوند  هاي مرجع قابل شناسايي مي هاي بيمار با نمونه نمونه
)1،33.(  
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  :MLPAهاي  پروب
به اختصار هر دو الُيگونوكلئوتيد هر پروب شامل يك توالي 

و يك توالي متصل  مكمل هدف)  نوكلئوتيد22-43(كوتاه 
كه براي همه پرايمرها  (PCRشونده به يكي از پرايمرهاي 

هاي  وردهآه منظور ايجاد تمايز بين فرب. باشند مي) عمومي است
  غيرstufferها همچنين داراي يك توالي  تكثيري متفاوت، پروب

شكل ( هستند)  نوكلئوتيد19-364(شونده با طول متغير  دورگ
1) (1،33.( 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

 MLPA هاي پروب -1شكل 
http://www.premierbiosoft.com/tech_notes/mlpa.html(Ref:  

  
ليگونوكلئوتيدهاي پروب يك الُيگونوكلئوتيد سنتزي يكي از اُ

 M13كوتاه و ديگري يك الُيگونوكلئوتيد طويل مشتق شده از 
 21-30(الُيگونوكلئوتيد كوتاه سنتزي، حاوي يك توالي . است

 نوكلئوتيدي 19 و يك توالي 3'مكمل هدف در انتهاي ) نوكلئوتيد
براي تهيه . شدبا  مي5' نشاندار در انتهاي PCRمكمل پرايمر 

، يك الُيگونوكلئوتيد مكمل MLPAالُيگونوكلئوتيدهاي طويل 
 SALSA نوكلئوتيد در يكي از ناقلان 25-43هدف به طول 

هر كلون بدست آمده، ). 2شكل (شود  ، كلون ميM13مشتق از 
 به كار TG1سوش ) E.coli(باسيل  سازي كلي براي آلوده

اري ذرات فاژي گذ اي توسط رسوب رشته  تكDNA. رود مي
گذاري  اتيلن گليكول، تجزيه ويروس با گرما، و رسوب با پلي
DNA با Cetyl-trimethyl-ammonium bromide 
اي در مكانهاي  رشته  تكDNA. شود سازي مي خالص
 توسط اتصال دو BsmI و  EcoRVهاي محدود كننده آنزيم

هضم . گردد اي مي الُيگونوكلئوتيد كوتاه به طور جزئي دو رشته

 طويل M13گيري يك قطعه   به شكلBsmI و  EcoRVتوسط
 MLPA نوكلئوتيدي و الُيگونوكلئوتيد طويل پروب 7200

الُيگونوكلئوتيد طويل پروب . شود منجر مي)  نوكلئوتيد420-80(
 نوكلئوتيدي مكمل هدف در انتهاي 25-43حاوي يك توالي 

ير نشاندار  نوكلئوتيدي مكمل پرايمر غ36، يك توالي 5'فسفريله 
PCR و يك توالي 3' در انتهاي ،stuffer با طول متفاوت در بين 

  ).1(اين دو است 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  .)MLPA) 1هاي   تهيه الُيگونوكلئوتيد طويل پروب-2شكل 
  

ها با توالي هدف، دو نيمه از هر  سازي پروب پس از دورگه
. شوند الحاق به هم متصل مي توسط واكنش پروبِ دورگ شده

ليگونوكلئوتيدهاي متصل شده، مكانهاي اتصالي به هر دو اُ
.  تكثير شوندPCRتوانند توسط   را دارايند و ميPCRپرايمر 

 متناسب با تعداد PCRهاي  وردهآكميت نسبي هر يك از فر
ها،  وردهآهاي متفاوت فر طول. هاي توالي هدف است نسخه

ئين فراهم ياب مو امكان جداسازي آنها را به وسيله يك توالي
گردند  ها كمي مي كند و سرانجام، مساحت و يا ارتفاع قله مي

هاي  هاي غيرعادي، توسط مقايسه نمونه تعداد نسخه). 3شكل(
  ). 1،33(شود  هاي مرجع شناسايي مي بيمار با نمونه

افزارهايي مانند  براي آناليز نتايج حاصله، از نرم
coffalyser ،GeneMapper ،Genescan و GeneMarker 

   ).34(توان استفاده كرد  مي
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ــكل  ــروب -3شــ ــل   پــ اـ و مراحــ -MLPA (www.mrcهـــ

holland.com). 1 .هاي   مولكولDNA    اـ    واسرشت شده و پروب ه
 دو نيمه از هر پروب دورگ شده :2. گردند با توالي هدف دورگ مي

  .شوند الحاق به هم متصل مي توسط واكنش
  . گردند  تكثير ميPCRمتصل شده، توسط  الُيگونوكلئوتيدهاي :3
. شـوند  ياب موئين از هـم جـدا مـي         ها توسط يك توالي    وردهآ فر :4

اـع قلـه      اـ ارتف اـ محاسـبه شـده و تعــداد     سـرانجام، مـساحت و ي ه
هاي  هاي بيمار با نمونه    هاي غيرعادي، توسط مقايسه نمونه     نسخه

  ).1(گردند  مرجع شناسايي مي
  

  :MLPAمزاياي روش 
، سادگي نسبي، هزينه كم، MLPAترين مزاياي  از مهم

سرعت انجام در خلال دو روز، سهولت براي انجام چندتايي 
به منظور ) زمان بررسي چندين توالي هدف به طور هم(

تر، دقت بالا در تخمين تعداد نسخه و  دستيابي به نتايج مطمئن
 توانايي روش براي تركيب آناليز تعداد نسخه با ديگر كاربردها

در . باشد اي مي هاي نقطه مانند رديابي متيله شدن يا جهش
 PCRچندتايي استاندارد، تنها يك جفت پرايمر PCR مقايسه با 

شود كه آن را به يك   استفاده ميMLPA PCRدر واكنش 
اين روش، حساس بوده و تنها . كند تري تبديل مي سيستم قوي

  ).1،35( ژنومي نياز دارد DNA از ng/l 20به 
  
  

  :MLPAهاي روش  محدوديت
هاي   اين است كه شدتMLPAترين محدوديت  مهم

آيد، به شدت تحت  سيگنال نسبي كه در اين آزمون به دست مي
محدوديت ديگر آن است كه در اكثر .  استDNAكيفيت  تأثير

جايي يا واژگوني را  هاي ژنومي مانند جابه موارد، نوتركيبي
لاعات تعداد نسخه را فراهم كند، بلكه تنها اط شناسايي نمي

صورت تعريف دقيق و ويژه نقطه شكست  اگرچه، در. آورد مي
 را براي MLPAتوان يك سري پروب  ها، مي اين نوتركيبي

هاي كوچك توالي  همچنين واريانت. تشخيص آنها طراحي كرد
هاي تك بازي درون توالي هدف پروب به ويژه  شامل جايگزيني

توانند الگوي  نوكلئوتيدهاي پروب، ميدر موقعيت الحاق الُيگو
البته حتي زماني كه اين . هاي تك اگزوني را تقليد كنند حذف

 نوكلئوتيد دورتر از اين موقعيت قرار گرفته 11ها،  واريانت
اين اثر آشكارا به كارآمدي . شود باشند نيز اين اثر ديده مي

احل سازي و الحاق الُيگونوكلئوتيدها به هم در حين مر دورگه
بنابراين، هر جهشِ آشكار .  مربوط استMLPAاوليه سنجش 

 حذف تك پروب، بايد توسط يك روش ديگر تأييد شود

(www.mrc-holland.com) )35.(  در مطالعاتي كهJanssen 
 بر روي بيماران MLPA با روش 2005و همكاران، در سال 

 انجام داد، به دو مورد حذف كاذب در DMD/BMDمبتلا به 
در يك مورد، حذف سيگنال اگزون . يستروفين دست يافتژن د

جهش  (p.Q1802Xمعني  ، در نتيجه يك جهش بي38
CAGTAG در سطح DNA ( و در بيمار ديگر حذف اگزون

   ).36( بود p.R1735C، به دليل يك چندشكلي 37
گير و  بردار، وقت  بسيار هزينهMLPAهاي  تهيه پروب
هدف، يك مرحله اصلي در هاي  انتخاب توالي. پيچيده است
هاي هدف بايد منحصر  توالي.  استMLPAهاي  طراحي پروب
هاي تك نوكلئوتيدي  تكراري و چندشكلي عناصر به فرد، فاقد

)SNPs Single Nucleotide Polymorphisms = ( رايج يا
 dbSNPمعمولاً منابعي مانند . ها باشند ديگر چندشكلي

(www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP) ،
RepeatMasker (www.repeatmasker.org) ،BLAST 

)www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi(هاي  ، توالي
كننده پارامترهاي  هاي محاسبه ژنوم مرجع، و برنامه

به ) RaW_ Probe ،www.mlpa.comمانند (ترموديناميكي 
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با . شوند هاي هدف مناسب استفاده مي توالي منظور انتخاب
وجود اين تا به حال شمار زيادي كيت گوناگون توسط شركت 

MRC-Holland طراحي شده است www.mrc-

holland.com) 35 .(  
محدوديت ديگر اين روش آن است كه برخلاف روش 

FISHها را به صورت انفرادي ندارد، توانايي بررسي سلول .
براي نمونه در سلولهاي سرطاني و توموري اگر نمونه مورد 

شامل سلولهاي سرطاني باشد، تشخيص % 50بررسي كمتر از 
افزون بر . ها به خوبي قابل انجام نيست ها و دوتاشدگي حذف

ها و يا مكانهاي  اين، چنانچه تغييرات تعداد نسخه در اگزون
 تفسير نتايج ،ژن رخ نداده و پراكنده باشندپشت سر هم در 
  ). www.mrc-holland.com)() 35گردد  بسيار دشوار مي

هاي روشهاي  ترين مزايا و محدوديت ، مهم1  شمارهدر جدول
  .معرفي شده در اين مقاله، به اختصار معرفي شده است

  

  اريهاي ژنتيكي مقايسه مزايا و محدوديتهاي چندين روش در تشخيص بيم-1جدول شماره 
  محدوديتها  مزايا  روش
  .با توجه به روش آغازين براي مطالعات سيتولوژيكي، طبيعتاً محدوديتهاي متعددي دارد  )8(ها  بررسي بسياري از ناهنجاريهاي تعدادي كروموزوم  تهيه كاريوتايپ

  روشهاي نواربندي
بررســي تغييــرات تعــدادي و نيــز بــسياري از تغييــرات ســاختاري 

  ها ومكروموز
 عدم شناسايي بسياري از -3 قدرت تفكيك پائين  -2 نياز به سلولهاي تقسيم شونده -1

  ).4،8،12(ها  تغييرات كوچك ساختار كروموزوم

FISH 
  ها هات و دو تاشدگي  بررسي حذف-1
  هاي متافازي و اينترفازي  قابليت استفاده بر روي كروموزوم-2

يق ناحيه مورد بررسي و در نتيجه عدم شناسايي  نيازمند مشخص بودن محل و توالي دق-1
  ناهنجاريهاي ناشناخته

 DNAهاي  هاي قطعه ها و دو تاشدگي تنها حذفتواند  مي(ها   عدم شناسايي ريز حذف-2
  ) را تشخيص دهدkb50-20بزرگتر از 

  )1،3،4( استفاده از تعداد محدودي كاوشگر و در نتيجه عدم بررسي همزمان همه ژنوم -3

CGH 

  ها هاي كروموزومي و ژن  بررسي تغييرات تعدادي توالي-1
  ها در يك آزمايش  مطالعه همزمان همه كروموزوم-2
   عدم نياز به سلولهاي تقسيم شونده-3

  Mb10-5 عدم تشخيص تغييرات كروموزومي كمتر از -1
ت ها و تغييرا هاي كروموزومي متعادل، واژگوني جايي  عدم شناسايي موزاييسم، جابه-2

  ).8،19،21(پلوئيدي همه ژنوم 

Microarray CGH 
  ها در همه ژنوم  ها و دوتاشدگي  توانايي در شناسايي حذف-1
  )Kb100( سرعت بالا يا قابليت خودكاري و قدرت تفكيك بالا -2

هاي پيش از تولد و تفسير نتايج به ويژه در مواردي كه علائم  محدوديت در تشخيص
  ).8،22،26(مي ويژه دقيقاً مشخص نيست باليني يك تغيير كروموزو

PFGE 
ــه  ــك قطع ــايي تفكي ــول   توان ــايي از مولك ــول DNAه ــا ط ــاي   ب ه

kb10000-30هاي وسيع ها يا دوتاشدگي  و تشخيص حذف  
  ).24،25( كيلو باز 30تر از حدود  عدم تشخيص حذف ژني يا دوتاشدگي كوچك

  

Southern blotting  ها ها و دو تاشدگي شناسايي حذف  
  كوچكهاي   عدم تشخيص حذف-1
  گير بودن   وقت-2
  )26-28(سازي   نياز به چندين مرحله دو رگه-3

Quantification 
PCR 

  )27،31(اي كه تغيير تعداد نسخه در آن رخ داده است  نياز به شناسايي منطقه  ها ها و دو تاشدگي تشخيص حذف

MAPH 
  ها  ها و دو تا شدگي  تشخيص حذف-1
   توالي هدف40-50مان  مطالعه همز-2

   دشوار و نيازمند مراحل گوناگون-1
هايي كه پروب براي آنها طراحي نشده است   عدم شناسايي تغييرات ژنومي در مكان-2
)1،27،32(  

MLPA 

به طور همزمان در يك )  توالي50تا ( بررسي چندين توالي هدف -1
  واكنش

اد نسخه در يك اي، متيله شدن و تعد هاي نقطه  امكان بررسي جهش-2
  آناليز

  )DNA) ng100-20 نياز به مقدار اندك -3
   عدم نياز به سلول كامل-4
   استفاده از تنها يك جفت پرايمر-5
خودكاري  روش كمي، نسبتاً ارزان، سريع، قوي و آسان با قابليت -6

  مناسب براي آزمايشگاههاي تشخيص طبي
  ها  قادر به تشخيص ريز حذف-7

  هاي بالاي تهيه پروب ها ه بودن و هزينهگير، پيچيد  وقت-1
  )FISHبرخلاف روش ( عدم توانايي بررسي سلولها را به شكل انفرادي -2
 عدم تشخيص درست به دليل آلودگي نمونه تومور با سلولهاي سالم و نيز درصد كم -3

  سلولهاي داراي ناهنجاري ژنتيكي
  العه تومورهاهاي مرجع مناسب به ويژه در هنگام مط  كمبود نمونه-4
هاي ويژه براي اين  ها و ضرورت طراحي پروب ها و وازگوني جايي  عدم تشخيص جابه-5

  منظور
  )XXX,69در موارد ( عدم تمايز ديپلوئيدي از تريپلوئيدي -6
  . عدم شناسايي تغييرات ژنومي در مكانهايي كه پروب براي آنها طراحي نشده است-7
   فاقد آلودگي نمك، فنل و مانند آن با كيفيت مناسب وDNA نياز به -8
 تنها يك پروب را شامل هاي شناخته شده به ويژه زماني كه اين تغييرات  نياز به تأييد جهش-9

  )1،35(هاي مربوط به مكانهاي ژنومي پشت سر هم رخ ندهند  شده و يا در پروب
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  :MLPAكاربردهاي 
 ) هلندMRCتوسط شركت  (MLPAهاي  كيتبسياري از 

هاي  ها در نمونه اند كه در آناليز تعداد نسخه ژن ي شدهطراح
DNA ژنومي انسان، ارزيابي آنيوپلوئيدي، مطالعه نواحي 
اي، بررسي بيان ژني  هاي نقطه كروموزومي، يافتن جهش ساب

  ).1،35( كاربرد فراواني دارند DNAيا بررسي متيله شدن 

  
  :هاي ژنومي  در تشخيص ناهنجاريMLPAكاربرد 

توان به تشخيص   ميMLPAترين كاربردهاي  ماز مه
 BRCA2 ،MLH1  وBRCA1هاي  هاي بزرگ در ژن جهش

و براي آناليز تغييرات تعداد نسخه  NF1  وMSH2 ،DMDو 
 ).35(تلومريك اشاره كرد  در مكانهاي ساب

 يك (HNPCC)سرطان كولوركتال غيرپوليپي ارثي 
هاي  ي در ژنهاي بيماري غالب اتوزومي بوده كه در اثر جهش

 و MLH1 ،MSH2هاي  ترميم باز ناجور جفت، به ويژه ژن
MSH62002در سال . گردد  ايجاد مي ،Gille و همكاران از 

 در MSH2 و MLH1هاي   براي يافتن حذفMLPAروش 
اي ه در مطالعه آنها حذف.  خانواده بيمار استفاده نمودند126

همچنين . ادد زا را تشكيل مي هاي بيماري جهش% 54,8ژنومي 
 ).37( در دو خانواده يافت گرديد MLH1يك حذف كامل ژن 

 و همكاران با استفاده از Hogervorst، 2003در سال 
 خانواده مبتلا به سرطان پستان 661 در مطالعه MLPAروش 

هاي  ، جهشي در ژنPCRكه با روشهاي سنتي بر اساس (
BRCA1 و BRCA25توانستند )  آنها شناسايي نشده بود 

اين .  خانواده بيابند5 را در BRCA1جهش دودمان زايشي 
، 20-22هاي   و اگزون8ها شامل حذف اگزون  جهش

تايي شدن   و سه21-23هاي   اگزون و13دوتاشدگي اگزون 
  ).38( هستند 17-19هاي  اگزون

 27 و همكاران پس از مطالعه Meuller، 2004در سال 
وادگي با دو روش كمي بيمار مبتلا به پوليپوز آدنوماتوز خان

MLPA و quantitative real-time PCR حذف همه ژن ،
APCاين ژن را در 11-13هاي   را در يك بيمار و حذف اگزون 

  ).39(دو بيمار ديگر گزارش كردند 
Harteveld با استفاده از 2005 و همكاران در سال ،

ها را در خوشه ژني آلفا  ها و دوتاشدگي  حذفMLPAروش 

 38 مورد از 19در . الاسمي مورد بررسي قرار دادندو بتات
شدگي متفاوت را تشخيص دادند   حذف11بيمار آلفاتالاسمي، 

 مورد 31همچنين در .  مورد آن پيشتر شناخته نشده بود6كه 
 حذف متفاوت را در خوشه ژني 10 بيمار بتاتالاسمي، 51از 

 نتيجه اين پژوهشگران.  مورد آنها جديد بود3بتا يافتند كه 
، روشي سريع، حساس و با قدرت MLPAگرفتند روش 

  .)40(باشد  تشخيص بالاي حذف در خوشه ژني گلوبين مي
 Spinal Muscular Atrophy)آتروفي عضلاني نخاعي 

= SMA) يك بيماري عصبي عضلاني بوده و اكثر بيماران 
 SMN-1 ژن 7داراي حذف هوموزيگوس در حداقل اگزون 

 با پرايمر PCRوش استاندارد طلايي يعني اگرچه يك ر. هستند
 و سپس هضم آنزيمي در تشخيص (mismatch)ناجور 

باشد، اما   بسيار قابل اعتماد ميSMN-1حذف هوموزيگوس 
، 2005در سال . پذير نيست تشخيص ناقلان با اين روش امكان

Tomaszewicz و همكاران با استفاده از روش MLPA 6 در 
 را SMN-1 حذف هوموزيگوس SMA بيمار 20مورد از 

حذف . هضم آن را تأييد كردند /PCRيافتند و با روش 
 والد افراد بيمار توسط روش 4 در هر SMN-1هتروزيگوس 

MLPA ي نسبي ديگرشناسايي و سپس توسط يك روش كم 
 ).41(تأييد گرديد 

 را با SMA بيمار 9 و همكاران Arkblad، 2006در سال 
رار دادند و توانستند يك حذف  مورد بررسي قMLPAروش 

را در دو بيمار ) 1-6هاي  اگزون (SMN-1جزئي در ژن 
غيرخويشاوند بيابند كه تا آن زمان گزارش نشده بود و با 

در گزارشي كه . روشهاي تشخيصي سنتي قابل شناسايي نبود
 SMAتوسط اين گروه ارايه شد، طيف وسيع باليني و ژنتيكي 

 و توصيفات باليني از MLPAايج به نمايش گذاشته شد و نت
 و تنها يك نسخه SMN-1يك بيمار با حذف هوموزيگوس 

SMN-2)  شروع پيش از تولدSMA يك زن فاقد )1 نوع ،
و بيماران ) SMN-1فاقد  (SMN-2 نسخه 5علايم بيماري با 

SMA آنها اعلام نمودند چنانچه تعداد .  ارائه گرديد3 و2، 1 نوع
تواند   فرد موجود باشد آن فرد مي درSMN-2نسخه كافي از 

 ).42(م بيماري را نشان ندهد ئعلا

 و همكاران به Franco-Hernandez، 2007در سال 
 41 در EGFRمطالعه تغييرات مقدار ژني و نيز توالي ژن 
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تومور الُيگودندروگليال پرداختند و براي اين منظور از روشهاي 
MLPA)  كيتP105( ،real-time quantitative PCR و 

PCR/SSCPبرابري5 تا 1(مقداري  افزايش.  استفاده نمودند  (
 7 و در 11در اگزون ) موارد% 5/52( نمونه 41 مورد از 21در 

تكثير ژني .  رخ داده بود25در اگزون ) موارد% 5/17(مورد 
در ) موارد% 42,5( مورد 17در )  برابري5افزايش بيشتر از (

 مشاهده 25در اگزون ) اردمو% 15( مورد 6، و در 11اگزون 
با )  نسخه ژني100بيش از ( تومور تكثير بالاي ژني 3در . شد

real-time quantitative PCR و MLPA تشخيص داده 
نتايج .  نمونه يافت گرديد4تغييرات توالي ژني نيز در . شد

/ ها و تكثير ژني حاصله از اين مطالعه نشان داد كه جهش
 در تومورهاي الُيگودندروگليال EGFRافزايش مقداري در ژن 

توانند در   وجود داشته و مي(low-grade)درجه پايين 
 ).43(هاي مغزي شركت داشته باشند  پيشرفت اين نئوپلاسم

هاي عضلاني دوشن و بكر بيماريهاي مغلوب  ديستروفي
 هستند كه در اثر جهش در ژن ديستروفين ايجاد Xوابسته به 

 (DMD ;OMIM#300377)ژن ديستروفين . شوند مي
ترين ژن شناخته شده در انسان   اگزون بوده و بزرگ79داراي 
 ناشي از BMD و DMDموارد % 65حدود  ).44،45(است 
موارد % 5-10 ها نيز دوتاشدگي ).46،47(هاي ژني هستند  حذف

نيز نتيجه %) 25-30(بقيه موارد  ).26،48(گيرند  را در بر مي
 زنان داراي دو از آنجا كه ).49(اي است  هاي نقطه جهش

 هستند، در صورت حذف هتروزيگوس در ژن Xكروموزوم 
بنابراين . گردد  تكثير ميPCRديستروفين، نسخه ديگر توسط 

 چندتايي براي تشخيص زنان حامل مناسب PCRروش 
ها را در زنان و  تواند دوتاشدگي همچنين اين روش نمي. نيست

هاي ژن  ه اگزون همMLPAروش ). 50-52(مردان بيابد 
كند  ها بررسي مي ها و دوتاشدگي ديستروفين را از نظر حذف

)33.( Wang ژن ديستروفين را در 2008 و همكاران در سال ،
.  بررسي كردند MLPA بيمار غيرخويشاوند با روش179
در %) 25/6(يا دوتاشدگي %) 25/66(بيماران داراي حذف % 73

گزوني بيشتر مربوط  اي تك حذف. ژن ديستروفين خود بودند
اي چند اگزوني بيشتر مربوط به   و حذف51-52اي  به اگزون
بيماران داراي يك حذف با % 90حدود .  بودند45-50اي  اگزون

 يك %67/26بودند كه )  اگزون يا كمتر10شامل (اندازه كوچك 

تر، تغيير قالب  هاي كوچك اغلب حذف. اگزوني داشتند حذف تك
 مربوط 53در يك مورد، حذف اگزون . دخواندن را نشان دادن

به يك حذف تك بازي در محل الحاق الُيگونوكلئوتيدهاي 
هاي  ها در اكثر موارد، قطعه دوتاشدگي. مربوط پروب بود

  ).53(برگرفته بودند  را در)  اگزون11-41شامل (بزرگ 
 بيمار 105 و همكاران، Zimowski، 2009در سال 

DMD بيمار  10 وBMDشهاي  را با روMLPA ،SSCP و 
 حذف 10 مورد مطالعه قرار دادند و توانستند DNAيابي  توالي
اي و ريزحذف را در ژن   جهش نقطه14 دوتاشدگي و 14نادر، 

  ).54(ديستروفين اين بيماران بيابند 
Sollaio خوشه ژني آلفا گلوبين 2009 و همكاران در سال 
 را در  بررسي و دوتاشدگي آلفا گلوبينMLPAرا با روش 

  ).55(ناحيه تنظيمي مشاهده كردند 

 و همكاران با Franco-Hernández، 2009در سال 
 در q19 و p1  به مطالعه ساختار آلليP088استفاده از كيت 

 مورد 34 تومور الُيگودندروگليال و 41( مورد گليوما 76
-low)گليوبلاستوما و يك مورد آستروسايتوماي درجه كم 

grade astrocytoma) (آنها نتايج حاصله از . پرداختند
MLPA بر روي موارد الُيگودندروگليال را با نتايج بدست آمده 

نتايج )  بيمار41از ( مورد 38در .  مقايسه نمودندLOHاز 
يا / وp1هايي در  همچنين حذف. حاصله از دو روش يكسان بود

q19 تومورهاي آستروسايتيك )  مورد35از ( مورد 12 در
اين مطالعه با مطالعات پيشين در .  داده شدتشخيص%) 34(

 CGH و FISH با MLPAمورد گليوما كه به مقايسه روش 
 را به عنوان MLPAروش  سازگاري داشت و ،پرداخته بودند

در اين  q19 و p1هاي اللي  روشي مناسب در تشخيص حذف
  ).56(هاي مغز مورد تأكيد قرار داد  نئوپلاسم

Stangler Herodezاز روش 2009ان در سال  و همكار 
MLPA ماري، شاركوت عصبي براي تشخيص دو بيماري ،

 = 1A (Charcot – Marie – Tooth 1Aتوث نوع 

CMT1A) و نوروپاتي ارثي مستعد به فلج ناشي از فشار 
(Hereditary neuropathy with liability to pressure 

palsies = HNPP) 19  دوتاشدگي و9 استفاده كرده و تعداد 
 فرد 70 در (PMP22)حذف در ژن پروتئين ميلين محيطي 

  ).57(شناسايي نمودند را  (proband)مورد نظر 
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 و همكاران به مطالعه ساز و Mohseny، 2010در سال 
در بيوپسي تومور  CDKN2A/p16كار عدم بيان پروتئين 

لوكوس . ابتدايي شماري از بيماران استئوساركوما پرداختند
CDKN2Aهاي استئوساركوماي فاقد بيان  ونه در نم

CDKN2A/p16هاي داراي بيان بالاي اين   و در نمونه
-melting curve analysisپروتئين با روشهاي 

methylation assay (MCA-Meth) ،FISH ،MLPA و 
ها با حذف كامل  در همه نمونه. آناليز جهش بررسي گرديد

س ، حذف هوموزيگوس در لوكوCDKN2A/p16پروتئين 
CDKN2A يافت شد و در هيچ يك از آنها بيش متيله شدن 

 ).58(ناحيه پروموتر رخ نداده بود 

Farshid نمونه سرطان 208، 2011 و همكاران در سال 
سازي درجا  پستان تهاجمي را با روشهاي دورگه

)chromogenic ISH و FISH( و MLPAبررسي نمودند  .
 بيمار 182ير ژني و  بيمار داراي تكثISH ،25بر اساس نتايج 
 بوده و در يك بيمار به دليل بافت HER2فاقد تكثير ژني 

ناكافي تشخيصي داده نشد و مطالعات بعدي نيز بر روي آن 
 فرد فاقد تكثير ژني، 182همه  براي MLPAنتايج . انجام نگرفت

 مورد 23 فرد داراي تكثير ژني، در 25اما در مورد . منفي بود
با استفاده از روش .  نشان داده شد تكثيرMLPAبا %) 92(

ISHبه عنوان آزمون مرجع، روش  MLPA92  داراي %
% 9/98ارزش پيشگويي مثبت، % 100ويژگي، % 100حساسيت، 

 ).59(باشد  مي% 99ارزش پيشگويي منفي و دقت 

  
  :هاي ذهني ماندگي بررسي عقب

از بيماران با % 5گزارش شده است كه در تقريباً 
 ذهني با علت نامشخص، بيماري به دليل هاي ماندگي عقب

 است كه با آناليز (subtelomeric)هاي زيرتلومري  نوتركيبي
به دليل شيوع بالاي . سيتوژنتيكي مرسوم قابل مشاهده نيست

هاي ذهني، غربالگري بسياري از بيماران براي اين  ماندگي عقب
در اين موارد، . هاي كروموزومي ضروري است گونه ناهنجاري

باشد   ميFISH جايگزيني مناسب براي روش MLPAوش ر
مانند نشانگان  )61-63(هاي ذهني نشانگاني  عقب ماندگي). 60(

، نشانگان ويليامز بورن 1P (1P deletion syndrome)حذف 
(Williams-Beuren syndrome)نشانگان سوتوس ،(Sotos 

syndrome) ) 64(نشانگان ميلر ديكر ، (Miller-Dieker 

syndrome)نشانگان دي جرج ، (Di George syndrome) ،
 و نشانگان اسميت (Alagille syndrome)نشانگان آلاژيل 

و غير نشانگاني ) 65 ((Smith-Magenis syndrome) مگنيس
 .شوند  مطالعه ميMLPAنيز با روش ) X) 66وابسته به 

  و همكاران با استفاده از روشKirchhoff، 2006در سال 
MRS-MLPA) MLPA طراحي شده براي نشانگان همراه 

مانده ذهني و   بيمار عقب258به مطالعه ) ماندگي ذهني با عقب
اين بيماران در ابتدا  .ديسمورفيك با كاريوتايپ طبيعي پرداختند

 HR-CGH (high-resolution metaphaseبراي آناليز 

CGH) به آزمايشگاه رجوع داده شده بودند و پيشتر نيز 
-MRS.  زيرتلومري بررسي شده بودندMLPAتوسط 

MLPA عدم توازن ) بيماران% 5,8( بيمار 258 مورد از 15 در
 1p36 ،5q35هاي   مورد حذف شامل حذف10(كروموزومي؛ 

 17p11، ) بورننشانگان ويليامز (7q11، )نشانگان سوتوس(
 22q11و ) نشانگان آنجلمن (15q11، )نشانگان اسميت مگنيس(

 و 5q35 ،7q11 ،17p13 ،17p11اشدگي در  مورد دوت5و نيز 
22q11 (تشخيص داد .HR-CGH و MLPA زيرتلومري 

همچنين .  مورد از اين تغييرات را شناسايي كرده بودند5تنها 
-MRSكه تنها با )  بيمار17(در شمار ديگري از بيماران 

MLPA ،تا  مورد دو4شدگي و   مورد حذف20 مطالعه شدند 
  ).61(شدگي شناسايي گرديد 

  
  :بررسي آنيوپلوئيدي

، روشي سريع در تشخيص پيش از تولد MLPAروش 
شده براي  طراحي MLPAكيت هاي رايج بوده و  آنيوپلوئيدي
، 13هاي  هايي براي كروموزوم  داراي پروب(P095)اين منظور 

18 ،21 ،X و Y67،68(باشد   مي.( 

Diego-Alvarez از كيت 2006 در سال P070 كه توسط 
هاي ذهني طراحي  ماندگي  هلند براي مطالعه عقبMRCشركت 

هاي جنيني سقط  شده بود، در تشخيص آنيوپلوئيدي در نمونه
هايي براي نواحي  اين كيت حاوي پروب. شده استفاده كرد

زماني كه . باشد ها مي زيرتلومري هر دو بازوي همه كروموزوم
ي هاي ساب تلومري هر دو بازو هاي حاصله از پروب سيگنال

توان به وقوع  يك كروموزوم دوتاشدگي را نشان دهند، مي
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در اين مطالعه نتايج . تريزومي در آن كروموزوم مظنون گشت
 PCR با نتايج حاصله از كاريوتايپينگ و MLPAحاصله از 

  ).69( سازگار بود (QF-PCR)كمي 
 و همكاران Opstal توسط 2009اي كه در سال  در مطالعه

 نمونه مايع آمنيوتيك انجام 4000وئيدي در براي تشخيص آنيوپل
 مقايسه FISH با روشهاي كاريوتايپينگ و MLPAشد، روش 

 توانست با حساسيت و نيز ويژگي MLPAروش . شد
(specificity) 100 %هاي شايع را تشخيص دهد آنيوپلوئيدي .

 قابل شناسايي MLPA با روش XXX,69اگرچه تريپلوئيدي 
، Xمانند مونوزومي و تريزومي  ساير موارد ،باشد نمي

47,XXY 47  يا,XYY 69و نيز تريپلوئيدي,XXY را 
همچنين در اين مطالعه چندين . توان با اين روش تشخيص داد مي

و ) mos XYY/XY يا mos XXY/XYمانند (مورد موزائيك 
هاي  هايي از كروموزوم مانند حذف بخش(نقايص كروموزومي 

   ).70 (شدنيز شناسايي ) 21 و 18، 13
  

  :اي هاي نقطه شناسايي جهش
اند كه   به نحوي طراحي شدهMLPAهاي  برخي از پروب

به اين نحو كه مكان . اي باشند هاي نقطه قادر به تشخيص جهش
بنابراين، . گيرد ها به هم دقيقاً در مكان جهش قرار مي الحاق پروب

اي شناسايي شده، پروب ه هاي نقطه توان براي جهش تنها مي
  .)4شكل () 71(حي كرد طرا

  
  
  
  
  
  
  
  
  

هاي  جهش در تشخيص MLPAاستفاده از روش  -4شكل 
اي، دو نيمه پروب قادر   تنها در صورت وجود جهش نقطه.اي نقطه

، تكثير PCRبه اتصال به هم بوده و در نتيجه، توسط واكنش 
  ).71(كنند  شده و سيگنال ايجاد مي

  

 Aه ژن هموگلوبين براي نمونه كيت طراحي شده براي مطالع
اي موسوم به  داراي پروبي براي تشخيص جهش نقطه

Constant Springهاي مربوط به افراد   بوده و تنها در نمونه
حامل اين جهش، دو نيمه پروب قادر به اتصال به هم بوده و در 

كنند  ، تكثير شده و سيگنال ايجاد ميPCRنتيجه، توسط واكنش 
)72.(  

Bunyan اي  هاي نقطه  پروب براي جهش23، 2007 در سال
هايي كه  ژن ديستروفين طراحي كرد و آنها را همراه با پروب

ها و  براي تشخيص حذف هلند MRCتوسط شركت 
ها طراحي شده بود، به كار برد و به اين ترتيب امكان  دوتاشدگي

اي و تغيير تعداد نسخه در ژن  هاي نقطه بررسي همزمان جهش
 ).71(رد ديستروفين را فراهم ك

  
 (Reverse Transcriptase MLPA) RT-MLPA:  

. توان براي بررسي بيان ژني استفاده نمود از اين روش مي
يندهاي رشد، تمايز و آها نقش مهمي در فر تغييرات در بيان ژن

-RTدو مجموعه پروب . كند زايي سلول ايفا مي بيماري

MLPAاين دو . اند  براي مسيرهاي التهاب و آپوپتوز تهيه شده
 را در يك لوله mRNA مولكول 45توانند بيان تا  مجموعه مي

از آن جا كه آنزيم ليگازي كه در روش . آزمايش كمي كنند
MLPAها را در  تواند الحاق پروب شود نمي  استفاده مي

 انجام دهد، ابتدا توسط RNA/DNAاي  مولكول دورشته
 تبديل cDNA به mRNAبردار معكوس،  آنزيم رونوشت

سپس ساير مراحل مانند يك واكنش استاندارد . گردد مي
MLPAبه منظور ممانعت از ايجاد سيگنالِ . گيرد  انجام مي

 RNAهاي   ژنومي كه اغلب در نمونهDNAحاصل از آلودگي 
-RTهاي  هاي هدف پروب موجود است، تا حد امكان توالي

MLPAشوند  اگزون طراحي مي- بر روي مرزهاي اگزون
 2حدود (توان به سرعت  ز مزاياي اين روش ميا). 5شكل (

، و ) كليRNA از ng150 (RNA، نياز به ميزان كمي )روز
  ).35،73،74(هزينه كم آن اشاره كرد 

-RT و همكاران با روش Eldering، 2003در سال 

MLPAكننده   ژن تنظيم35(هاي انساني   بيان دو گروه ژن
را ) (inflammation) ژن درگير در التهاب 30آپوپتوز و 

 Toll-likeها با ليگاندهاي تحريك لنفوسيت. بررسي نمودند
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recptor (TLR)هاي التهابي آشكاري  ها يا پروفايل رخ  به نيم
افزون بر اين، بررسي . منجر گرديد) رخ القاي ژن سيتوكين نيم(

 cytostaticسلولهاي استئوساركوما پس از درمان با داروهاي 
، p53 القاشونده توسط PUMA معلوم نمود كه رونوشت

هاي آپوپتوزي مورد مطالعه  كننده هدف اوليه در ميان همه تنظيم
هاي نسبتاً جديد در  يكي از كاربردها و پيشرفت ).73(بود 

طراحي . باشد ميMLPA ، MS-MLPAاستفاده از 
 است، با اين تفاوت MLPA مشابه MS-MLPAهاي  پروب

 حاوي يك مكان MS-MLPAهاي مورد هدف در  كه توالي
 بوده كه HhaIبراي اندونوكلئاز ) restriction site(تحديدي 

پس از  ).35(دهد   را تشخيص ميGCGCتوالي غيرمتيله 
ها و هضم آنزيمي به سازي، مراحل الحاق پروبمرحله دورگه

چه نواحي مورد مطالعه متيله چنان. گيردطور همزمان انجام مي
شاهده خواهد شد؛ و در  مMLPAشده باشند، فراورده 

پروب توسط -DNAي صورتي كه غيرمتيله باشد، مجموعه
) 6شكل (اي نخواهيم داشت آنزيم هضم شده و هيچ فراورده

)35،75.( 

تواند   ميCpGها به دليل متيله شدن  سازي ژن غيرفعال
. اثرات باليني مشابه حذف ژني را به همراه داشته باشد

 و (PWS; OMIM 176270)هاي پرادرويلي  نشانگان
 بيماريهاي نوروژنتيكي (AS; OMIM 105830)آنجلمن 

والدي كروموزوم  هستند كه به وسيله حذف يا ديزومي تك
15q11-q13والدي  زماني كه ديزومي تك. شوند  ايجاد مي

 توسط متيله شدن، 15q11-q13دهد، هر دو  مادري رخ مي
نشانگان  شده و بيان نگرديده و به (imprint)گذاري  نقش

 در حالي كه زماني كه ديزومي تك. گردند پرادرويلي منجر مي
دهد، هر دو نسخه غير متيله بوده و بيان  والدي پدري رخ مي

با استفاده از . گردد شوند و به نشانگان آنجلمن منجر مي مي
ژنتيكي منجر  هاي اپي توان ناهنجاري  ميMS-MLPAروش 

.  را تشخيص دادهاي آنجلمن و پرادرويلي به نشانگان
هاي نشانگان آنجلمن با دو الل پدري غيرمتيله، هيچ  نمونه

دهد، در   را نشان نميMS-MLPAهاي  سيگنالي از پروب
هاي نشانگان پرادرويلي با دو الل مادري متيله،  كه نمونه حالي

دهد  سيگنالي دو برابر بلندتر از نمونه كنترل را نشان مي
)35،75،76.(  

 و همكاران يك مورد Calounova، 2006در سال 
 به دليل 15والدي مادري كروموزوم  غيرمعمول ديزومي تك

 را گزارش كردند كه t(8;15)(q24.1;q21.2)جايي متعادل  جابه
. موجب نشانگان پرادرويلي در يك دختر سه ساله شده بود

 t(8;15)جايي متعادل  بررسي سيتوژنتيكي، جابه
(q24.1;q21.2)و هم مادر غيرمبتلا نشان داد را هم در بيمار  .

 نشان نداد، اما آناليز PWS هيچ حذفي را در ناحيه FISHآناليز 
 يك الگوي غيرعادي متيله را نمايان SNRPNمتيله شدن ژن 

آناليز .  پدري بود15ساخت كه بيانگر عدم حضور كروموزوم 
 هتروديزومي MS-MLPA چندين لوكوس و ،اي ريزماهواره

  ).77( را تأييد نمودند 15 كروموزوم والدي مادري تك
، ارزيابي متيله شدن در MS-MLPAاز ديگر كاربردهاي 

 Beckwith-Wiedemann(هايي مانند بك ويت ويدمن  نشانگان

syndrome ( است)2008در سال ). 78،79 ،Priolo ،و همكاران 
راشل سيلور  نمونه نشانگان بك ويت ويدمن و نشانگان 73

(silver-Russell syndrome) نمونه كنترل را با روش 20 و 
MS-MLPAمطالعه كردند و توانستند موارد ديزومي تك  

متيله شدن در  متيله شدن يا كم ، بيش11والدي پدري كروموزوم 
 را 11p15.5هاي نادر   و دوتاشدگي2 يا 1گذاري  مركز نقش

 كه درون و CpGهمچنين متيله شدن نواحي غني از  ).79(بيابند 
توانند موجب  ها قرار دارند، مي زديك پروموتر بسياري از ژنيا ن

 tumor)هاي بازدارنده تومور  سازي رونويسي ژن غيرفعال

suppressor genes)هاي تعمير  ، ژنDNAهاي بازدارنده   و ژن
بنابراين، تشخيص متيله شدن غيرعادي پروموتر . متاستاز گردند

يا  آگهي و هاي مربوط به سرطان براي تشخيص، پيش ژن
توانند ضروري باشند  تشخيص استعداد متاستازي تومورها مي

)75،80،81.(  

 سال بيشتر MLPA 9با وجود اين كه از عمر روش 
هاي فراوان و كاربردهاي متنوع،  گذرد، اما به دليل مزيت نمي

استقبال فراواني از آن در آزمايشگاههاي پژوهشي و نيز در 
ز به روز با افزايش تعداد  تشخيص طبي به عمل آمده و رو

، نواحي جديدتري در ژنوم مورد مطالعه قرار MLPAهاي  كيت
ها و كاربردهاي  رسد كه در آينده، پيشرفت به نظر مي. گيرند مي

  .جديدتري از اين روش را شاهد خواهيم بود
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ABSTRACT 
 

Introduction: Lots of human diseases and syndromes result from partial or complete gene 
deletions and duplications or changes of certain specific chromosomal sequences. Many 
various methods are used to study the chromosomal aberrations including Comparative 
Genomic Hybridization (CGH), Fluorescent in Situ Hybridization (FISH), Southern blots, 
Multiplex Amplifiable Probe Hybridisation (MAPH) and etc. Some of these techniques 
showed resolution limitations and are not capable to detect deletions or duplications of single 
exons. Some of them are time consuming (such as FISH) or require large amounts of 
sample DNA (like southern blots). Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification 
(MLPA) method with its sensitivity and robustness is wildly used in diagnosis and 
researches for the detection of disease causing gene deletions or amplifications. In 
comparison with array CGH which analyses the Copy Number Variations (CNVs) at the 
genome-wide level, MLPA method detects the CNVs over small regions of the genome. 
The present descriped review MLPA method compared with other techniques along with its 
new applications such as detecting point mutations, MS-MLPA and RT-MLPA in clinical 
genetics and research laboratories. 
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