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  چكيده
تكنيكي است كه ميزان كاهش فلورسنت را در طي فرايند شيب حرارتي ) HRM) High Resolution Meltingآناليز  :سابقه و هدف

     ترئونين كيناز سلولي را رمز - سرين هاي خانواده يكي از پروتئينSTK11ن ژ. نمايدگيري ميدر اثر خروج رنگ اندازه DNA ذوب
هاي ژرم لاين موتاسيون. نمايدپروتئين مهار كننده تومور عمل مي چنين به عنواننمايد كه تنظيم كننده قطبيت سلولي بوده و هممي

 .باشندها ميوپلازي واستعداد ابتلاء به انواع نئPeutz-Jeghersدر اين ژن همراه با سندروم 
سپس ما . هاي دستگاه گوارش استخراج گرديد بيمار مبتلا به انواع سرطان56 ژنومي از DNA ،در اين مطالعه تجربي: يسروش برر

  .  بررسي نموديمHigh(HRM) resolution melting و  Real-time PCRتغيرات نوكلئوتيدي را در تمام طول ژن با استفاده از تكنيك 
 بيمارداراي تغيير 4.  بيمار را نشان داد10 در 7 و 6 هاي در اينترونSNP دو نوع HRMغربالگري نوكلئوتيدي با تكنيك  :هايافته

 C/Gصورت هموزيگوس و شش بيمار داراي تغيير نوكلئوتيدي ه ب 6 در اينترون] C/T] cluster id/dsSNP/rs9282860نوكلئوتيدي 
]cluster id/dsSNP/rs2075607 [همچنين مقايسه نتايج .  بصورت هتروزيگوس بودند7ر اينترون دHRM با نتايج تعيين توالي يك 

 .  درصدي را نشان داد100مطابقت 

دهد حال نتايج اين مطالعه نشان مي ر ه به،هر چند در اين مطالعه موتاسيوني در بخش اگزون ژن مشاهده نگرديد: گيرينتيجه
اي شناسايي تغييرات نوكلئوتيدي ناشناخته ژرم لاين و هم سوماتيك در مبتلايان به نئوپلازي به هم برSTK11 غربالگري اوليه ژن 

 .باشد به سهولت و با هزينه نسبتا اندك قابل اجراء ميHRMمنظور تشخيص علت بيماري از طريق روش 

  .High resolution meltingهاي ژرم لاين،  ، موتاسيونSTK11ژن  :واژگان كليدي

  

  1دمهمق
HRM) High Resolution Melting (همگـن و جديـد  يروش  

 .شود است كه در يك لوله دربسته انجام مي        PCRبعد از تكثير    

                                                 
  علي ناظمي، دكتر تنكابن، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد تنكابن: نويسنده مسئولآدرس 

)email: a_nazemi@tonekaboniau.ac.ir  (  
  21/11/89: ريخ دريافت مقالهتا

  27/5/90 :تاريخ پذيرش مقاله

 و هــا ، موتاســيون(SNPsايــن روش آنــاليز تغييــرات ژنتيكــي 
  HRM. سـازد  را مقدور مي PCRدر محصولات ) هامتيلاسيون

  GCل و حجـم  ، طوي اسيد نوكلئيك را بر اساس توالي     هانمونه
شـامل تكثيـر ژن مـوردنظر در    HRM  آنـاليز . سازندمتمايز مي

در واكنشي است كه محتوي رنگ متصل  bp 250-80قطعات 
 PCRبعـد از    . باشـد اي فلورسنت مي   دو رشته  DNAشونده به   

   ) ذوب(محصولات واكنـشي متـصل شـده بـه تـدريج دنـاتوره              
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نـي  شـكل منح . اش كاهش فلورسـنس اسـت     نتيجه شوند و مي

 هـاي ايجـاد شـده بـراي تـوالي       ) (HRMذوب با تفكيك بالاي     
DNA    به طوري كه قـادر بـه تمـايز          ،متفاوت بسيار متغير بوده 

 خـواهيم   ،هايي كه حداقل در يك جفت باز متفاوتنـد        امپليكون
توانـد بـراي تـشخيص تغييـرات ژنتيكـي           مي HRMآناليز  . بود

هـا،  دخـول هاي نوكلئوتيدي منفرد    مورفيسمكوچك مانند پلي  
 ).1( به كار رود هاها و واژگونيحذف

 هماننـد   SNPهـاي ديگـر شناسـايي       در مقايسه بـا تكنولـوژي     
 Sequencing(، DHPLC) Denaturing high (تعيـين تـوالي  

pressure liquid chromatography (و DGGE) denaturing 

gradient gel electrophoresis( ، روشHRMتـر،   بسيار آسان
گرهاي بسيار كمتر در    مصرف واكنش  با صرف زمان و    ر و تارزان

 عـلاوه بـر ايـن، آنـاليز     .باشد  مي  DGGE و DHPLCمقايسه با   
HRM   روش لوله دربسته     نوعي)(closed-tube  باشـد كـه     مـي

   را بـه ميـزان زيـادي كـاهش          PCRخطر آلـودگي محـصولات      
 ـروش غير  HRMاز آنجايي كـه آنـاليز  . دهدمي  ، اسـت يمخرب

 را بدون هيچ تكثير     HRMتواند محصولات واكنش     مي بنابراين
  ).3،2( سازي اضافي مستقيما تعيين توالي نمودو خالص

 بوسيله آناليز پيوسـتگي     1998در سال    LKB1  يا STK11ژن  
ژن   بـه عنـوان  PJS (Peutz-Jeghers syndrome(در سـندروم  

اخـتلال  نوعي   PJS ).4( مهار كننده تومور جديد كشف گرديد     
باشـد كـه ابتـدا در       مال غالب نادر با نفوذ كاهش يافته مي       اتوزو

 ميلادي و   1921 در سال    Peutzيك خانواده دانماركي بوسيله     
 ميلادي توصيف   1949 و همكارانش در     Jeghersسپس توسط   

و  جلدي   - مخاطي هايدر اين بيماري علاوه بر پيگمان     . گرديد
 تومورهـاي   اي خطـر بـروز    روده-ايهامارتوماتوس معده  ليپوزوپ

هـا از   هاي گوارشـي و سـاير انـدام       خيم و بدخيم در اندام    خوش
، پانكراس و پوست بـه      جمله سينه، روده، بيضه، سرويكس، ريه     

ميـزان غيـر فعـال شـدن ژن         . يابـد مقدار زيادي افـزايش مـي     
STK11    در بيماران PJS  ،91 در   درصد 78باشد كه    مي  درصد 

 دهدتيجه حذف رخ مي    در ن   درصد 13اي و   اثر موتاسيون نقطه  
)5 ،4.(  

ــوزوم STK11ژن  ــت 19p13.3 در كرومـــــ  داراي فعاليـــــ
 23ايـن ژن در يـك ناحيـه         . باشـد ترئونين كينازي مـي   /سرين

 اگـزون رمزكننـده و يـك        9كيلوبازي گسترش يافته و حـاوي       
 4/2 ،ي ايـن ژن   mRNA. باشداگزون اضافي غير رمزكننده مي    

ومر بـه سـانترومر     كيلو جفت باز طـول داشـته و در جهـت تل ـ           
 433 يك پروتئين    ،محصول ترجمه اين ژن   . گرددرونويسي مي 

ايـن  . باشـد  كيلودالتـون مـي    48اي با وزن مولكولي     اسيدآمينه
يابي در انتهــاي آمــين پــروتئين داراي يــك ســيگنال اســتقرار

هاي اسـيد  (و يك دومـين كينـازي     ) 38-43هاي آمينه   اسيد(
  ). 6، 4( باشدمي) 49-309آمينه 

 چـه در دوره جنينـي و    ،هاي بـدن   در تمامي بافت   STK11 ژن
، ، پـانكراس  كبـد نظيـر   ي  يهاويژه در بافت  ه   ب ،چه در افراد بالغ   

 STK11محـصول ژن    . شـود بيضه و عضله اسـكلتي بيـان مـي        
ــراي    ــتي بـــــ ــاز بالادســـــ ــين كينـــــ                    AMPKاولـــــ

)Adenine Monophosphate-activated Protein Kinase (
باشد كه بطور آلوستريك با اتصال به يك سودوكيناز به نـام    مي

STRAD  ــور ــروتئين آداپت ــال مــيMO25 و يــك پ . شــود فع
 به عنوان يـك     STK11-STRAD-MO25مجموعه هترومريك   

سـازي  واحد فعال بيولوژيكي قادر بـه فـسفوريلاسيون و فعـال          
AMPK    در حقيقـت    ).4،7،8(شود كيناز ديگر مي   12 و حداقل
AMPK ء ضروري در متابوليسم سلولي بوده كه براي حفظ          جز

ه  ب AMPKفعال شدن   . باشدهموستازيس سلولي مورد نياز مي    
 منجر به مهار رشـد و تكثيـر سـلولي در زمـان              STK11وسيله  

سـازي  همچنـين فعـال   . گـردد كاهش سطح مـاده غـذايي مـي       
 يك نقش حيـاتي     STK11وسيله  ه   ب AMPKكينازهاي مشابه   
نمايد كه در نتيجـه منجـر      تي سلولي بازي مي   را در حفظ پلاري   

  .گرددهاي توموري ميبه مهار گسترش سلول
 در قطبيت   STK11شود كه ژن    گونه استنباط مي   بنابراين اين 

، توقـف سـيكل     p53، آپوپتوزيس وابسته بـه      سلولي، متابوليسم 
 و تكثير سلولي يـك جـزء ضـروري اسـت و در              G1سلولي در   

 منجر به بروز PJSوه بر بروز اختلال نتيجه نقص در اين ژن علا
     .)9( گردداختلالات متداولي از جمله ديابت و سرطان نيز مي

  
  مواد و روشها

 از سه مركـز     STK11به منظور بررسي موتاسيون ژرم لاين ژن        
 بيمارستان امام خميني تهـران، بيمارسـتان        شاملبيمارستاني  

نه خـون كامـل     جواهري تهران و بيمارستان بوعلي همدان نمو      
هاي  بيمار مبتلا به سرطان بافت     56با رعايت اخلاق پزشكي از      

هـاي مختلـف در محـدوده       مختلف دستگاه گوارش بـا قوميـت      
 ها بلافاصـله در دمـاي     نمونه.  سال تهيه گرديد   80 تا   45سني  

 ژنـومي   DNAذخيره و براي اسـتخراج  گراد درجه سانتي -20
 .مورد استفاده قرار گرفت

DNA ــوم  ــ 200ي از ژن ــل ب ــون كام ــر خ ــيله ه  ميكروليت وس
 از كمپـاني   High pure PCR Template Preparationكيـت 

Rocheطبق دستور العمل شركت سازنده استخراج گرديد .  
 از پرايمرهـاي مطالعـه      STK11 اگزون ژن    10به منظور تكثير    

 جفـت   20). 10( شده قبلي بر روي ايـن ژن اسـتفاده گرديـد          
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 سـنتز  TAG Copenhagenسـط شـركت   پرايمر مورد نظـر تو 
توالي پرايمري و اندازه هر قطعـه تكثيـري در           1جدول  . گرديد
  .  را نشان ميدهدPCR واكنش
 بـراي   PCRواكنش   HRM و   PCRبهينه سازي واكنش    جهت  
.  جفت پرايمر در شرايط يكسان زيـر اجـراء گرديـد           10تمامي  

 ميكروليتـر و مخلـوط واكـنش حـاوي          25حجم كلي واكـنش     
 ميكرومـول از هـر يـك از         1ژنومي،   DNA نانوگرم   200-100

، MgCl2 مـولار  ميلـي  dNTPs  ،5/1 ميكرومول   200پرايمرها،  
DMSO 10واحــد 5/2،  درصــد Hot Start Taq DNA 

polymerase )Promega ( ميكرومــــــــول 2و (Invitrogen) 
SYTO-95برنامــه حرارتــي شــامل دناتوراســيون اوليــه .  بــود 

 ـ  ه سانتي  درج 95اي در   دقيقه  سـيكل   40دنبـال آن    ه  گراد و ب
گراد  درجه سانتي50 ثانيه، 25گراد  درجه سانتي95حرارتي با 

 درجـه   72 ثانيه همـراه بـا جـذب رنـگ در كانـال سـبز و                 20
 93گـراد تـا      درجه سـانتي   75 از   HRM ثانيه و    30گراد  سانتي

 . انجام شدC/s1/0°گراد با شيفت حرارتي درجه سانتي

 تفـاوت   HRMي كـه از طريـق       يهـا هـا و اگـزون    تمامي نمونـه  
تفاوت نوكلئوتيـدي را   نوكلئوتيدي را نشان دادند و مواردي كه      

 توسـط   Reverse و نيز پرايمر     Forwardبا پرايمر   ،  نشان ندادند 
تغييـرات  ند و  تعيـين تـوالي شـد   Macrogen(Korea) شركت 

  . تاييد شدDNA Sequencingنوكلئوتيدي با 
  

  هايافته
هاي مختلف دستگاه گوارش  بيمار مبتلا به سرطان بخش56از 

ــه كمــك تكنيــك قدرتمنــد  ــاگوني نوكلئوتيــدي HRMب  گون
)SNP(  نـوع  . شـد  بيمار شناسـايي     10 در   7 و 6هاي  در اگزون

تغيير نوكلئوتيدي در هر قطعه سپس به كمك تكنيك تعيـين           
هـا در بخـش غيـر رمـز         SNPتمامي ايـن    . توالي تعيين گرديد  

 يا اينترون واقع بوده و تاكنون هيچ پيوستگي ما بين   كننده ژن 
 داراي  بيمـار  4. آنها با بيماري در انسان گـزارش نـشده اسـت          

در ] C/T] cluster id/dsSNP/rs9282860تغيير نوكلئوتيـدي  
  بصورت هموزيگوس بودند كه بر اساس دسته بندي          6اينترون  

SNP) 2 (   ييـر  باشـد و شـش بيمـار داراي تغ         مي 1جزء كلاس
ــدي  در ] C/G] cluster id/dsSNP/rs2075607نوكلئوتيـــ

.  اسـت  3 بصورت هتروزيگوس بودند كه جزء كلاس        7اينترون  
   را نـشان    SNPs و تعيـين تـوالي       HRM تـصوير    4 تـا    1شكل  

 كـاملا در سـاير     HRMنتايج تعيين توالي بـا تكنيـك        . دهدمي
 .ها كه تغيير نوكلئوتيدي مشاهده نگرديد، يكسان بودنمونه

                            

  
 / نتايج تعيين توالي تغييـرات نوكلئوتيـدي در مـرز اگـزون        -1شكل  

  .6اينترون 
   

  
 normalized( هـاي حاصـل از آن  و منحنـي HRM  نتايج -2شكل 

graph ، difference graph و (Melting graph   ژندر مـورد STK11 
  .Rotor-gene 6000 در دستگاه 6اينترون  /در مرز اگزون

  

  PCR  و اندازه هر قطعه تكثيري در واكنشSTK11 اگزون ژن 10توالي پرايمري تمامي  -1جدول
Size 

amplicon(bp) 
Antisense primer Sense primer Exon Gene 

193 ACAGCGTCTCCGAGTCCAG CGAGCTGATGTCGGTGGGT 1 STK11 
248 GGAGACGGGAAGAGGAGCAG ATCATCCTGACGTTGGGTCG 2 STK11 
161 CACGCTGTCCAGCATTTCC CCCTCCAGAGCCCCTTTT 3 STK11 
267 GACCCCAGCCGACCAGAT CGGTGGCACCCTCAAAAT 4-5 STK11 
291 CCCTTCCCGATGTTCTCAAA TGGGTCCAGAGGACACTCCC 6 STK11 
174 TCTAGCGCCCGCTCAACC CCGGCTTCTCCTCAGGGAT 7 STK11 
220 ACCGTGAAGTCCTGAGTGTAGAT CTGCTTCTGGGCGTTTGC 8 STK11 
151 TCCGCCCTGGATTTGGTG CTTGCCGTCTCCCTCCCA 9 STK11 
237 TGGTCGGCACAGAAGCATG GAGTCCGGTAGCCCCATGA 10 STK11 
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  .7اينترون  / نتايج تعيين توالي در مرز اگزون-3شكل 

  

  
 normalized( هـاي حاصـل از آن  و منحنـي HRM  نتايج -4شكل 

graph ، difference graph و (Melting graph   ژن در مـوردSTK11 
   .Rotor-gene 6000اه  در دستگ7اينترون  /در مرز اگزون

  
  بحث

High-Resolution DNA Melting  روش قدرتمند و جديـدي 
بـا وجـود آنكـه    . باشدبراي غربالگري گوناگوني نوكلئوتيدي مي  

حساسيت و اختصاصيت ايـن تكنيـك بـه عوامـل متعـددي از              
 و سـاير    +Mg2، غلظـت    ، نـوع رنـگ    PCRجمله طول محصول    

ها شناسايي  به ساير روش  عوامل بستگي دارد، اما ظاهرا نسبت       
ر استفاده از ايـن     جذابيت د . موتاسيون ناشناخته ارجحيت دارد   

 باشـد و همـين    ، دقت و سرعت عمل آن مي      تكنيك در سهولت  
 نبـوده وخطـر آلـودگي       Post-PCRهاي  طور نيازي بـه فراينـد     

در اين مطالعه به منظـور بررسـي        ). 1،11( ثانويه مطرح نيست  
ها و مرز اگزون اينترون از تكنيـك       در اگزون  STK11توالي ژن   

HRMــراد  .  اســتفاده شــد ــر روي اف ايــن بررســي مــستقيما ب
نامشخص كه تنها به سرطان دسـتگاه گوارشـي مبـتلا بودنـد،             

 مـورد در    4( مـورد    10 تنهـا    ، فـرد مبـتلا    56از  . انجام گرفـت  
دو نوع تغيير نوكلئوتيدي را ) 7 مورد در اينترون 6 و 6اينترون 

بين آنهـا و بيمـاري گـزارش          تاكنون پيوستگي  نشان دادند كه  
 PCR با نتايج تعيين تـوالي محـصول         HRM نتايج. نشده است 

 . كاملا مطابقت دارد

ويژگي قابل توجه اين تكنيك قابليت تمايز افـراد هموزيگـوس و            
 بـه سـادگي   Melting graphهتروزيگوس مي باشد كه از طريق 

   مـشاهده  4و  2طـور كـه در شـكل       همـان . قابل تشخيص است  
هـا  ها دو پيك متفاوت و در هموزيگـوت       شود، در هتروزيگوت  مي

 DMSO 10همچنـين حـضور     . شـود تنها يك پيـك ديـده مـي       
 حساسيت بيشتري را در     Tm در مخلوط واكنش با كاهش       درصد

هاي تـك نوكلئوتيـدي در يـك تغييـر حرارتـي            شناسايي تفاوت 
°C/s2/0   مطالعـه موتاسـيون    هر چند در اين     . نمايد را فراهم مي

 ايـن افـراد تحـت       STK11ژرم لاين در نـواحي رمـز كننـده ژن           
 اما اين به معناي عدم حضور موتاسـيون       ،بررسي مشاهده نگرديد  

هرحال با توجـه    ه  ب. باشدهاي سرطاني نمي   در بافت  STK11ژن  
هـا،   در عملكـرد سـلول     STK11به نقش پيچيده و گـسترده ژن        

 ـ   توانـد روي    مطالعات ديگري مـي    طـور ژرم لايـن در      هايـن ژن ب
  . ها از جمله ديابت انجام گيردمبتلايان به ساير بيماري

  
  تشكر و قدرداني 

شناسـي  اين طرح تحقيقاتي بـا حمايـت مـالي انجمـن زيـست        
گان نويـسند . دانشگاه آزاد اسلامي تنكابن اجراء گرديـده اسـت   

، محمـد   اين طرح از دكتر آرش جنابيان، دكتر محمود عباسـي         
ها به مـا    آوري نمونه ب طالقاني و روزبه طبيب كه در جمع       يعقو

  . كمال تشكر را دارندد،ياري رساندن
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