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MLPA مزایای استفاده از
1-امکان بررســی همزمان 50 محل مختلف ژنومی در 

PCR یک واکنش
DNA 2-  نیاز به میزان کم
3-سرعت جوابدهی بالا 

4- هزینه بسیار مناسب
5-  به علت اختصاصی بودن بالا، دارای دقت بالا 

6- استفاده از یک جفت پرایمر 

MLPA کاربرد روش
 1-بررسی del/dup در ژنوم 

 2- بررسی تعداد نسخه ژنی جهت غربالگری
3- بررسی جهش های نقطه ای و پلی مورفیسم های 

 )SNP’s( 
4- بررسی وضعیت متیلاسیون مناطق پروموتری و یا 

 imprinted

5- تشخیص آنیوپلوئیدی 

مزيت روش MLPA نسبت به ديگر روش ها 
ژنی  نسخه  تعداد  توان  می  تکنیک  این  وسیله  به 
مشخص  سریع  و  راحتی  به  را   )deletion,duplication(
کرد، در صورتیکه  Real-time PCR دارای حساسیت کم 
یا  و  محل  حذف  باید  و  است  تغییرات کوچک   برای 

اضافه شدگی ها مشخص باشد. 
های  روش  از  ای  نقطه  های  جهش  تشخیص  برای 
تعیین توالی مانند DHPLC ، SSCPو... استفاده می شود. این 
تکنیک ها قادربه شناسایی تغییرات تعداد نسخه ژنی در 

حد یک اگزون کامل نیستند. 
کوچک  های  جهش  تشخیص  به  قادر   FISH تکنیک 

نیست.

خلاصه
 MLPA (Multiplex Ligation-dependent روش   
هاي  تكنكي  جدیدترین  از  یکی   Probe  Amplification) 

مولکولی است که با بررسی تعداد نسخه ژنی، حذف ها و 
دوتاشدگی ها  (deletion & duplication) و حتی جهش های 
نقطه ای در تشخیص سریع و دقیق طیف وسیعی از بیماری 
های ژنتیکی كاربرد دارد. در این تکنیک که مبتنی بر اتصال 
هر جفت پروب اختصاصي به توالی مشخصی در ژنوم است، 
امکان بررسی همزمان 50 قطعه مختلف نوکلئوتیدی در یک 
واکنش وجود دارد. امروزه این تکنیک برای تشخیص سریع 

بیماری های ژنتیکی قبل از تولد کاربرد وسیعی دارد.

MLPA تکنیک
صورت  به  شدن  هیبرید  پایه  بر   MLPA روش  اساس 
نوکلئوتید  یک  تغییر  حتی  که  طوری  به  است،  اختصاصی 
از  استفاده  با  است.  قابل شناسایی  اتصال ۲پروب  در محل 
مجموعه ای از پروب ها که هر کدام شامل دو الیگونوکلئوتید 
و مکمل ناحیه مشخصی از ژنوم هستند، تعداد نسخه ژنی 
در40تا 50 محل مختلف را می توان در یک واکنش ساده 
مختلفی  های  زمینه  در   MLPA امروزه   کرد.  مشخص   PCR

مانند شناسایی سرطان ها، تشخیص ناقلین و افراد مبتلا به 
بیماری های ژنتیک، به خصوص  آلفا تالاسمی، بتا تالاسمی 
و دیستروفی عضلانی دوشن و... به کار می رود. این تکنیک 
برای تشخیص سریع بیماری های ژنتیکی قبل از تولد مانند 
سندرم داون، تريزومى ١٨ يا تريزومى ١٣ و ساير ناهنجارى 
هاى كروموزومى بر روى نمونه هاى آمنيوسنتز و يا پرزهاى 

جفتى )CVS( کاربرد وسیعی دارد. 
محدود  واقعاً  بارداری  ختم  برای  زمان  که  شرایطی  در   
امکان  این   QF-PCR و   MLPA هاي  تكنكي  وسیله  به  باشد، 
نظر  از  جنين  وضعيت  روز  كي  مدت  در  تا  دارد  وجود 

شود. بررسى  كروموزومى  شايع  هاى  ناهنجاري 

تشخیص سریع و دقیق بیماری های ژنتیکی
MLPA با روش جدید 
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صـورتي كـه الگـو طبيعي و جفت شدن كامل باشد توسط 
آنـزيم ليگـاز بـه هـم چسبانده مي شود. تنها آن گروه از 
رشته هاي پـروب كـه در كنار هم جفت شده و بهم متصل 
شده باشند در طـي واكـنش PCR، آمادگي تكثير شدن دارند. 
اگر پروب ها به توالي هـدف نچسـبند واكـنش چسـباندن 
آنزيمـي صورت نپذيرفته و در واكنش PCR، پـروب مربـوط 
بـه ناحيـه مذكور تكثير نخواهد شد. قطعات ناشـي از تكثيـر 
پـروب هـاي جفـت متصل شده توسط تكنكي الكتروفورز 
در لولـه هـاي موئينـه بررسـي مـي شوند. نتيجه، منحني 
هائي خواهد بود كه نسبت ارتفاع و سطح زيرين منحني ها 
در قياس با منحني هاي كنترل بيانگر تعـداد نسخه هاي غير 

طبيعي الگوهـاي تكثيـر شـده اسـت.
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Southern blots  تنها قادربه تشخیص حذف های تا چند 
کیلو باز است که نیازمند به مقدار DNA با غلظت و میزان بالا 
و پروب های رادیواکتیو که بسیار زمان بر و پر هزینه است.

(Methilation Spesific-MLPA) MS-MLPA
تغییرات  بر  علاوه  متیلاسیون  تغییرات  روش،  این  در    
تعدادی در یک واکنش انجام می شود. کاربرد این روش در 
بیماری های با تغییرات اپی ژنتیکی و علامت گذاری ژنومی 
)Imprinting( است، از جمله در مواردی مانند سندروم های 
پرادرویلی/آنجلمن و بک ویت وایدمن/راسل سیلور استفاده 
مورد  نقطه  متیلاسیون  در صورت  روش  این  در  شود.  می 

آنزیمی  برش  امکان  نظر، 
نهایت  در  و  ندارد  وجود 
یکدیگر  به  ها  پروب 
 PCR منتقل شده و محصول

داشت. خواهد  وجود 

MLPA روش انجام
 تكنكي MLPA شـامل ٥ مرحله است :

 1- واسرشته كردن DNA و واكنش هيبريداسيون بـين 
رشـته هاي DNA و مخلوط پروب ها

 2- واكنش چسبيدن به وسـيله آنـزيم ليگاز
 3- انجام واكنش PCR با پرايمرهاي نشاندار
 4- جداسـازي قطعات با روش الكتروفورز 

5- آناليز يافته ها 
جدا  ازهم  گرمـائي  شرايط  در   DNA های   رشته  نخست، 
می شود. براي هيبريد شدن پروب هـا بـا تـوالي مكمـل خـود، 
مخلوط DNA و پروب ها به مدت كي شب در شـرايط دمـائي 
انتهاي  5'هر  مناسب در روي رشته DNA قرار مي گيرد. در 
يـك از پـروب هـا توالي مكمل پرايمرهاي مشترك لازم براي 
انجـام PCR اضـافه شده است. اين پروب ها در مرحله هيبريد 
در كنـار هـم بـه توالي هدف در روي الگـو جفـت شـده و در 


