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   DNA ــو گرم از ــت: تنها 20 نان ــى اس •   MLPAروش حساس
ــت و نتايج به اندازه DNA مصرف شده بستگى  انسان مورد نياز اس

ندارد.
ــت كه در يك  ــايى توالى هاى ژنى اس ــادر به شناس •  MLPA  ق
نوكليوتيد با هم تفاوت دارند و مى تواند اختلاف بين شمار كپى هاى 

كوچك را شناسايى كند .
ــه تنها از حدود 60  ــايى توالى هايى ك ــن روش توانايى شناس •  اي
نوكليوتيد تشكيل شده  است دارد و در نتيجه مى تواند براى شناسايى 

Deletion  و  Duplicationهاى يك اگزون منفرد به كار رود.
ــيكلر و   ــام اين روش يك ترموس ــايل لازم جهت انج ــا وس •  تنه
ــىABI (3130)   DNA و كيت ــورز تعيين توال ــزات الكتروف تجهي

ــرم افزارهاى مختص  ــير نتايج از ن ــت و البته جهت تفس MLPA  اس
خود كيت استفاده مى شود.

ــخيصى روش MLPA با ساير  ــكل(1)- مقايسه محدوده تش  ش
روش هاى تشخيص ژنتيكى است.

ــرات ژنوميك از  ــيعى از تغيي ــد محدوده وس ــى توان  MLPA م
جهش هاى نقطه اى منفرد (single point mutations) تا حذف 

و اضافه هاى بزرگ كروموزومى را تشخيص دهد.
ــمار  ــردن ش ــخص ك ــراي مش ــرفته ب ــك روش پيش MLPA ي
رونويسي هاي توالي هاي ژنوميك DNA (حداكثر 50 كپي) در يك 
ــت. واكنش MLPA منجر  ــش Single Multiple PCR اس واكن
ــده  DNA( بين 500-100   ــه توليد مخلوطي از قطعات تقويت ش ب
 capilary) مى شود كه ميتوان با الكتروفورز مويينه ( nt - نوكليوتيد
ــا را از هم جدا كرده و اندازه گيري نمود. در  electrophoresis) آنه
ــن روش مي توان تا 96 نمونه را به گونه  ــر دوره  كاري(RUN) اي ه

روش MLPA در واقع يك نوع 
Multiplex PCR است. در اين 

روش با استفاده از يك جفت پرايمر، 
مى توان چند نوع DNA  مختلف را 
تكثير كرد.MLPA  راهى نوين براى 
آناليز موتاسيون هاى ژن ها   پيشنهاد 
 (Sequencing) مى كند. توالى يابى
كل ژن با استفاده از كيت MLPA كه 

با طراحى يكسرى پروب كل ژن را 
پوشش مى دهد و تنها با گذاشتن يك 
Multiplex PCR به طورهمزمان كل 
موتاسيون هاى ژن مورد نظر - اعم از 
انواع Deletion، Duplication و

Insertion ها -را مورد بررسى قرار 
مى دهد.

MLPAمزاياى
•  روش MLPA موارد استفاده ى 
زيادى دارد ، به طورى كه تنها تفاوت 
ــى هاى مختلف در كيت ها  بين بررس

Prob mix به كار رفته است.
روش  ــك  ي    MLPA   •
ــه نحوى كه در  ــت ب Multiplex  اس
ــش، اطلاعاتى جهت حداقل   يك واكن
ــوزوم هاى  ــش از كروم ــز 45 بخ آنالي
ــتر  ــم مى كند. در  بيش ــدف را فراه ه
ــتفاده از اين واكنش براى  نمونه ها اس
پاسخگويى به پرسش هاى اختصاصى 

متخصصان بالينى كافى است.
ــى است كمابيش   •  MLPA روش
 Full genome ــه با ارزان (در مقايس

.( sequencing
ــام  انج ــانى  آس ــه  ب  MLPA   •
ــود، و داراى تكرارپذيرى خوبى  مى ش
است، و همزمان نمونه هاى فراوانى را 

مى توان بررسى كرد.

 MLPA تكنيك

 دكتر عليرضا اطمينان،متخصص آسيب شناسى تشريحى و بالينى
از دانشگاه علوم پزشكى كرمان

شكل1)

MLPAمزاياى
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همزمان ارزيابي كرد و نتايج را در عرض بيست ساعت به دست آورد.
 PCR در واكنش DNA  ــر نمونه ــاس تكنيك MLPA تكثي اس
 DNA  ــتند كه با نمونه ــت، بلكه اين پروب هاي  MLPA هس نيس
هيبريد مي شوند. هر پروب MLPA  شامل دو پروب اليگونوكليوتيد 
ــر(adjacent) خود براي  ــا DNA ي هدف متناظ ــت  كه بايد ب اس
ــود. در اين روش تنها  ــت آميز هيبريد ش ــال (Ligation) موفقي اتص
ــوند. به  وارون  ــط PCR تكثير مى ش ــده توس پروب هاي ليگاند ش
ــتاندارد در اين روش تنها يك جفت پرايمر  ــي پلكس اس PCR   مولت
ــتر سيستم مي انجامد. اندازه  نسبي  PCR به كار مي رود، به  دقت بيش
هر كدام از فرآورده هاى  پروب هاي تكثير شده بستگي به اندازه نسبي 
ــيهاي  ــمار رونويس توالي هاي هر پروب در نمونه  DNA دارد، و ش
Aberrant را ميتوان با سنجيدن نمونه هاي بيمار با نمونه هاي مرجع 

رديابي كرد. 
كوتاه مى توان گفت كه در اين روش تنها پروب ها تكثير مى شوند. 
پروب ها هنگامى تكثير پذيرخواهند بود كه دو بخش آن با هم به خوبى 
ــده باشند و دو قسمت پروب موقعى به هم   پيوند مى شوند،  پيوند ش
ــمت آن روى تكه ى متناظر خود در رشته  DNA بخوبى  كه هر قس
نشسته باشد و به اصطلاح Adjuct شده باشد. اگر در تكه مورد نظر 
از ژن زير بررسى  داراى جهش  Deletion  باشد، بسته به اينكه اين 
جهش در يك يا هر دو آلل آن ژن باشد، اندازه ى فرآورده ى بدست 
آمده مى تواند صفر يا بخشى  از ميزان فرآورده بدست آمده از نمونه  
مرجع خواهد بود. در صورتى كه جهش از نوع Duplication باشد 
ــا توجه به هوموزيگوت يا هتروزيگوت بودن جهش ژنتيكى  هم باز ب
ــت آمده نسبت به نمونه  مرجع بيشتر خواهد بود  ميزان محصول بدس

كه  در بخش  تفسير نتايج به خواهيم پرداخت.
ــته   ــكل(2)بعد از اينكه پروب ها به ناحيه مكمل خود در رش درش
ــته  ــط آنزيم ليگاز اين پروب ها به هم پيوس ــبيدند، توس DNA   چس
ــپس پروب ها با واكنش زنجيره اى پلى مراز PCR تكثير  ــده و س ش

مى شوند.
نتيجه هاى  MLPA به عوامل مختلفي بستگي دارد كه شامل:

ــع  ــار و مرج ــاي بيم ــه ه ــازي نمون ــاده س ــى در آم •  ورزيدگ
(experimental setup)

(setup purity) خلوص نمونه  •
•  تنظيمات دستگاه و روش نرماليزاسيون انتخابي

ــا توالي هاي  ــتند  كه در آنه ــاي مرجع نمونه هايي هس ــه ه نمون
ــتر،  ــك كپي طبيعي است.بيش ــد كه حاوي ي ــه نظر مي  رس ــدف  ب ه
نمونه هايي از DNA است كه از افراد طبيعي بدست آمده است. بهتر 
ــابه برداشته شود، و با روش  ــت كه نمونه هاي مرجع از بافت مش اس

ــتخراج شود.  ــابهي DNA  آن اس مش
ــاي مرجع چندگانه اى  نياز به نمونه ه
ــرار پذيري هر پروب  براي برآورد تك

MLPA در هر RUN كاري است.
ــره ورى  از اين روش   ــراي به ب
ــروب DNA نمونه  ــر پ جهت تكثي

بايد :
ــش (test) و  ــه هاي آزماي •  نمون

مرجع(reference) را انتخاب كنيم.
•  دست كم از3 نمونه ي مرجع در 
هر RUN كاري MLPA بايد استفاده 
ــع بايد  ــا ي مرج ــه ه ــود.اين نمون ش
به صورت تصادفي(randomly) در 
ــود،  ــه قرار داده ش ــاي نمون plate  ه
ــرات (variation) به حداقل  تا تغيي
ــد.به ازاي هر 7 نمونه ي آزمايش  برس
ــت كه يك نمونه ي مرجع هم  بهتر اس

قرار دهيم.
 No DNA) ــرل منفي •  يك كنت
ــش  ــد در واكن ــم باي control) را ه
ــركت دهيم. اين نمونه كنترل منفي  ش
   dH2O روي MLPA شامل واكنش
 mM Tris-HCL ,  10  )  TE ــا  ي
 (mM EDTA  0,1  +  8,2  pH
ــه مي تواند  ــت  ك به جاي DNA اس
ــي dH2O  و TE و  ــي احتمال آلودگ
ــاي MLPA يا معرف هاي  رآژنت ه
 DNA ــا مويينه ها را با الكتروفورز ي

آشكار سازد.
•  گرچه بايسته نيست ولي در توان   
بهتر است كه نمونه هاي كنترل مثبت را 

هم در دستگاه قرار دهيم .
فرايند انجام كار

 Sample) آماده سازي نمونه ها •
(treatment

پديدآوران روش MLPA سفارش 
ــي 100 نانوگرم از  ــي كنند كه 50 ال م
ــان در 5 ميكرو  DNA كروموزوم انس

م م
فرايند انجام كار
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خيلى پايدار است، زمانى كه در TE حل مى شود نگهدارى و ذخيره 
ــته نيست. آلودگى با  ــانتى گراد براى چندين سال بايس در 4 درجه س
ــى تواند مايه ى تباهى نمونه ها  ــم ها و mould  ها م ميكروارگانيس

شود.
 working) رقيق مى شود تا ذخيره TE در DNA اگر لازم بود  •
ــت آيد. كاهش  ــه ميزان 20-10 نانوگرم / ميكروليتر به دس stock) ب
ــزان ناخالصى ها  ــى تواند باعث كاهش مي ــدازه نمونه  DNA ، م ان

واثربخشى خوبى روى نتايج MLPA داشته باشد.
ــد،  ــت DNA كمتر از 4 نانوگرم / ميكروليتر باش ــر گاه غلظ •  ه
ــود.  ــفارش مى ش ــردن (precipitation) با اتانول س ــين ك ته نش
 (precipitation) گليكوژن مى تواند به عنوان يك حامل در رسوب
ــتفاده شود. تغليظ نمونه ها با تبخير، براى نمونه ، با استفاده  اتانول اس
از Speed vac ممكن است منجر به غلظت بالاى EDTA شود كه 

نتايج MLPA را تحت تاثير مى گذارد.
DNA detection / quantification  MLPA واكنش

ــايكلر با دماى در محدوده ى  براى اين واكنش نياز به  يك ترموس
105-99 درجه  سانتى گراد است. لوله هاى mlPCR 0/2  براى اين 

كار شايسته است.
•  واسرشت سازى DNA (DNA denaturation)- روز اول

 (lable)ها را علامتplate ــا ــه هاى ml 0/2يا strip ها ي •  لول
گذارى مى كنيم.

ــه  ــر لول ــه ه ــتوك DNA working stock را ب •  5μl از اس
 TE/ dH2O از No DNA control ــش ــراى واكن مى افزاييم. ب

استفاده مى كنيم 
 MLPA ــرار داده و برنامه ــايكلر ق ــا را در يك ترموس ــه ه •  لول
ــه  DNA در عرض 5 دقيقه در  ــم. نمون program را start مى كني
دماى 98 درجه سانتى گراد واسرشت ميشود. و سپس نمونه ها پيش از 
باز كردن درپوش ترموسايكلر تا 25 درجه سانتى گراد سرد مى شوند.

  واكنش هيبريديزاسيون – روز اول
 hybridization master mix ــك ــراى هر واكنش بايد ي •  ب
ــامل μl 1/5بافر MLPA كه داراى درپوش زرد است به اضافه  كه ش
ــت  تهيه مى كنيم و آنها را با  ــياه) اس μlprobmix 1/5(با درپوش س

پيپت كردن و ورتكس (vortex) خوب مخلوط مى كنيم.
ــيد μl 3 از  ــانتى گراد رس ــايكلر به 25 درجه س •  وقتى كه ترموس
ــه هر لوله نمونه اضافه كرده و  hybridization master mix را ب

آن ها را با پيپت كردن به خوبى با هم مخلوط مى كنيم.
•  برنامه ى ترموسايكلر را ادامه مى دهيم: يك دقيقه در 95 درجه سانتى 

گراد و سپس 20-16 ساعت در 60 درجه سانتى گراد انكوبه مى كنيم.

ــر واكنش MLPA به كار  ليتر براي ه
 DNA ــت آوردن رود. شيوه ى بدس
 ( آن  ــره   ذخي و  ــخراج  اس روش   )
ــج MLPA تاثير  ــد روي نتاي مي توان
بگذارد. از آنجا كه تاثير آلوده كننده ها  
ثابت و تكرار پذير است، اگر نمونه ها 
ــت  ــخص و دقيقي به دس به روش مش
ــار ازميان خواهد  ــد،  اين اثر ناهنج آي
ــود  ــفارش مى ش رفت. افزون برآن س
كه غلظت هاي همسانى از DNA در 
نمونه هاي آزمايش/ مرجع به كار رود 
ــي از آلودگي هاي  ــا تغييراتي كه ناش ت

احتمالي است به حداقل برسد.
•  تكنيك MLPA نياز به روش يا 
 DNA كيت اختصاصي براي استخراج
ندارد. با وجود اين مهم است كه روش 
هاى   اندازه  ــتفاده  اس مورد  ــتخراج  اس
ــي از آلوده كننده ها مانند نمك را  بالاي
بر جا نگذارد. استفاده از خون هپارينه 
ــود. اندازه هاى اندك  سفارش نمى ش
   DNA هپارين به سختي از نمونه هاي
آماده شده   جدا مى شود و بدين روى 
 PCR- ــايى در واكنش ــه ى نارس ماي
ــود. براي نمونه هايي  MLPA مى ش
paraffin-) ــه ــت پارافين ــه از باف ك
embedded) جدا مى شوند سفارش 
مى شود كه براي نمونه هاي مرجع نيز 

از همان بافت استفاده شود.
•  DNA را در TE حل مى كنيم. 
pH  نمونه  DNA، براى پيشگيرى از 
در   ،(depurination) زدايى پورين 
هنگامه ى حرارت ديدن نخستين (98 
درجه سانتى گراد) بايد بين 8 الى 8/5 

باشد.
•  نمونه هاى مرجع/ كنترل را بايد 
ــدازه هاى كوچك  بخش كنيم  و   به ان
DNA   بدست آمده را در 20 - درجه 
 DNA ــم. گرچه ــانتيگراد نگه داري س

  واكنش هيبريديزاسيون – روز اول

ج
DNA detection / quantification MLPA واكنش
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  واكنش PCR– روز دوم 
ــراى واكنش  ــاى تازه  ب ــه ه •  لول
ــان  ــا را نش ــده  و آن ه PCR برگزي

مى كنيم.
ــه  ــوط PCR را تهي ــر مخل •  باف
ــامل: ــم كه براى هر واكنش ش مى كني

ــر SALSA PCR  همراه   μl 4از باف
را  ــت.آنها  اس  dH2O 26از   μl ــا  ب
ــم در مى  ــا ه ــس ب ــا ورتك ــى ب اندك

آميزيم(مخلوط مى كنيم).
•  μl 30 از بافر درآميخته (مخلوط ) 

PCR را به هر لوله مى افزاييم.
ــاق μl 10 از محلول  •  در دماى ات
Ligation را به لوله ى PCR وابسته  

منتقل مى كنيم.
 Polymerase master ــك •  ي
ــورت زير تهيه براى هر  mix را به ص

واكنش مى كنيم: 
PCRSALSA 2 از پرايمرهاىμl

ــوه اى) + 2μl بافر رقيق  ( درپوش قه
ــده آنزيم SALSA ( درپوش آبى)  كنن
+ μl 5/5 از 0,5μl + dH2O  از پلى 
ــوش نارنجى).   ــراز SALSA ( درپ م
ــا را با پيپت كردن به آرامى مخلوط  آنه
ــتفاده آنها را در  مى كنيم و تا زمان اس

يخچال نگهدارى مى كنيم.
ــايكلر را ادامه  ــه ى ترموس •  برنام
مى دهيم. ترموسايكلر را در 60 درجه 
ــانتى گراد متوقف كرده و لوله هاى  س
ــرار  ــايكلر ق ــل ترموس PCR را داخ

مى دهيم.
ــن لوله ها در 60  ــى كه اي •  هنگام
ــانتى گراد داخل ترموسايكلر  درجه س
ــتند μl 10 از مخلوط پليمراز را به  هس
هر لوله اضافه مى كنيم و به آرامى آن ها 
ــوط مى نماييم.  ــا پيپتاژ كردن مخل را ب
ــايكلر را به  و بلافاصله برنامه  ترموس

صورت زير ادامه مى دهيم:

  واكنش پيوستن( Ligation reaction) – روز دوم
ــى كنيم كه براى هر  ــك Ligase master mix تهيه م •  ابتدا ي
واكنش شامل: μl 3 از بافر A 65-ligase  ( با درپوش ترانسپارنت) 
dH2O 25 ازμl+ (ــفيد ــر Bligase-65 ( درپوش س + μl 3 از باف

است.با پيپت كردن يا ورتكس آنها را با هم مخلوط مى كنيم.
 Ligase ــبز) براى هر واكنش به •  μl 1ازligase-65 (درپوش س
ــود و به آرامى با پيپت كردن آنها را با هم  master mix اضافه مى ش

مخلوط مى كنيم.( محلول آنزيمى را هرگز نبايد ورتكس كنيم)
ــايكلر را ادامه مى دهيم: در 54 درجه سانتى گراد  •  برنامه ترموس

آن را متوقف مى كنيم.
 Ligase از μl32 وقتى نمونه ها به 54 درجه سانتى گراد رسيدن  •
master mix را به هر لوله ى واكنش اضافه مى كنيم. با پيپت كردن 

به آرامى آنها را با هم مخلوط مى كنيم. 
ــم : 15 دقيقه در 54 درجه  ــايكلر را ادامه مى دهي •  برنامه ترموس
ــتن  -  Ligation reaction- و به دنبال  ــانتى گراد فرايند پيوس س
ــازى آنزيم ــانتى گراد براى غير فعال س ــه س ــه در 98 درج آن 5 دقيق
ــپس در 15  ــرارت آن را انكوبه مى كنيم و س ــط ح ligase -65 توس

درجه سانتى گراد ترموسايكلر را متوقف مى كنيم.

R  واكنش PCR– روز دومشكل2)

 واكنش پيوستن( Ligation reaction) – روز دوم



26
 آبان ، آذر 92
شماره 95،94

ــه در ژن TP53 باعث غير فعال  ــش هايي ك ــا توجه به اين كه جه ب
ــيون ــوع حذف(Deletion) و يا دوپليكاس ــود، از ن كردن آن مى ش
(Duplication) است و اين جهش ها اگر در هر يك از نمونه هاي
DNA آزمايش شود، مايه   كم شدن (در هنگام حذف ژني) و يا دو يا 
 Amplification چند برابر شدن  (در زمان  دوپليكاسيون) محصول
ــد؛ بنابراين هرگاه ما هر يك از نمونه ها را با نمونه  مرجع  خواهد ش
ــانس از هر نمونه  ــنجيم، با توجه به اين كه ميزان بازتابش فلورس بس
ــت، پس اگر ميزان  ــتگاه Sequencer پيرواندازه فراورده اس در دس
ــانس مرجع كمتر بود،  ــبت به ميزان فلورس ــانس نمونه اي نس فلورس
ــان دهنده   حذف و اگر ميزان آن بيشتر از ميزان فلورسانس نمونه    نش
ــيون ژني خواهد بود. اگر  ــاندهنده  دوپليكاس ــد، نش مرجع رديابي ش
ــته   DNA انجام شده  حذف به صورت هوموزيگوت در هر دو رش
 Peak ــد هيچ محصولي از آن اگزون تكثير نخواهد شد. در نتيجه باش
ــته   ــود. ولي اگر حذف تنها در يك رش ــاوي با صفر خواهد ب آن مس
ــر آن Peak حدود 0/5  ــد، محصول تكثي ــته باش DNA  وجود داش
ــه ى واكاوى نتايج در  ــزان تكثير بر پاي ــد داد. اگر مي ــان خواه را نش
ــود .چنانچه ميزان  ــد طبيعي خوانده مي ش محدودهي 0/75-1/3  باش
تكثير از  1/75  تا 2  باشد به عنوان Duplication  هتروزيگوت، و 
هرآينه ،بالاتر از 2 باشد تكثير افزايشي هوموزيگوت تفسير مى شود.

 Coffalyser اين كار به گونه ى خودكار با بهره گيرى از نرم افزار 
ــود. افزون بر آن خود ما هم بايد  و يا Gene Marker  انجام مى ش
ــش، Sequencer آن را كنترل كنيم، و  ــه صفحه ي نماي ــا نگرش ب ب
ــانس فرآورده ى PCR را چشمي  الگوهاي peak  برآمده از فلورس
بررسي كنيم، تا از نتايج مثبت كاذب جلوگيري شود. براى نمونه دقت 
ــانس بلندتر  كنيم كه در No DNA Reaction، نبايد peak فلورس
ــش از اندازه  و الگوهاي  ــا signal sloping بي ــد، ي از nt 100 باش

نامنظم نداشته باشيم.
 (Data Analysis)  واكاوى  داده ها

ــود، به چندين  ــنتي كه رديابي مى ش ــدت فلورس اندازه مطلق ش
ــت، همانند: بيرنگ كردن (bleaching) نشان هاي  ــته اس عامل وابس
فلورسنت و تغييرات ميان مويينه ها و دقت در پيپت كردن. استاندارد 
سازي ميان نمونه اي (intra sample normalisation) در نتايج 
ــانس براي هر peak تأثير  ــدت نسبي فلورس الكتروفورز كه روي ش
ــات دقيق MLPA لازم  ــت آوردن اطلاع ــذارد كه براي به دس مي گ
 ، MLPA است. همچنان كه درپيش گفته شد، براي واكاوى داده هاي

شايسته است كه از نرم افزار Coffalyser استفاده شود .
( Data Normalisation ) استاندارد سازي داده ها

ــاي MLPA وجود  ــيون داده ه ــراي نرماليزاس ــن روش ب چندي

35 سيكل شامل:
30 ثانيه در 95 درجه سانتى گراد 
30 ثانيه در 60 درجه سانتى گراد
60 ثانيه در 72 درجه سانتى گراد

و سپس بعد از 20 دقيقه انكوباسيون 
ــه برنامه  ــانتى گراد ب ــه س در 72 درج
خاتمه داده و در 15 درجه سانتى گراد 

آنرا متوقف مى كنيم.شكل(3).
جداسازى قطعات

 (Fragment separation ) 
 MLPA ــش  واكن ــدازه  ان
و  ــتگاه،  دس  RUN ــت  PCR،وضعي
ــنت كه براى آناليز  ــان هاى فلورس نش
لازم است تماما بستگى به نوع دستگاه 
ــتگاه ژل  ــا دس ــه ي ــورز مويين الكتروف
ــورز به كار رفته دارد.براى اين  الكتروف
ــازى قطعات به خوبى انجام  كه جداس
ــت كه تنظيمات  ــود اغلب لازم اس ش
اوليه دستگاه در وضعيت مطلوبى قرار 

داده شود.
تجهيزات مورد نياز :

ــورز  الكتروف ــتگاه  • دس
ــزار  اف ــرم  ن ــا  ب ــرى)  مويينه(كاپيل

 fragment analysis software
•  فرمامايد با كيفيت بالا ( به عنوان 

( Hi-Di formamide مثال
 Labeled size standard   •

500-Rox مثل
 4-POP ــا  ترجيح ــا:  پليمره   •
ــا ژل  ــا POP-6 و ي ــا POP-7 ي ي

Beckman
ارزيابى الگوهاى بدست آمده  
 Peak pattern evaluation

ــر  تكثي ــد  رون ــه  اينك از  ــد  بع
ــت به  ــه يافت نوب ــا خاتم ــروب ه پ
ــد .  ارزيابي محصولات واكنش مي رس
 Capillary ــه ما از يك در اين مرحل
ــم .  ــي كني ــتفاده م Sequencer اس

م
جداسازى قطعات

ارزيابى الگوهاى بدست آمده  

م م
 (Data Analysis)  واكاوى  داده ها

م
( Data Normalisation ) استاندارد سازي داده ها
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نوكليوتيد را شناسايي مي كنند.
ــمار رونويسي ها،  دگرگونى در ش
ــا رديابي مى  ــروب تنه ــا يك پ تنها ب
ــه نياز به تاييد با  ــود. بنابراين هميش ش

روش هاي ديگرهست.
 Sequencing ــي  ياب ــي  توال
بيشتربراي تعيين اين كه آيا يك جهش 
يا پلي مورفيسم در توالي هدف پروب 
ــر، به كار  مى رود. حضور دارد يا خي
 qPCR ــا  ي  Long range PCR
ــذف هاي تك  ــراي تاييد ح ــب ب اغل
  (single exon deletion ) اگزوني
ــى حذف هاي  ــي رود.فراوان به كار م
ــا  ــزرگ ب ــاي ب ــي در ژن ه تك اگزون
اينترون هاي بزرگ ، نسبت به ژن هاي 
ــاي كوچك،  ــرون ه ــي با اينت كوچك

شايع تر است.
همه حذف ها يا دوپليكاسيون هايي 
ــوند،  ــايي مى ش كه با MLPA شناس
دوپليكاسيون  يك  ــتند .  نيس بيماري زا 
ــبي در يك ژن مى تواند مايه    بهم  نس
ريختن آن ژن شود و به بيماري بيانجامد  
و حال آنكه شايد دوپليكاسيون يك ژن 
در يك محل كروموزوم ديگر بيماريزا 

نباشد.
در بسيارى از نمونه ها، علت اصلي 
ــي تواند جهش هاي  نقايص ژنتيكي م
ــتر آنها  ــد كه بيش نقطه اي كوچك باش
  SALSA MLPA ــط كيت هاي توس
روش  ــود .  ش ــي  نم داده  ــخيص  تش
MLPA ،براى  شناسايي بيشتر وارونه 
ــدنى ها (inversion )،  جابجايي ها  ش
ــى   دگرگون و   (Translocation)
ــراز  ــه فرات ــا ك ــي ه ــمار رونويس ش
ــي رديابي پروب هاي  محدودهي توال
ــد  توانمن ــد،  باش  SALSA MLPA

نيست.

ــراي همه ى   ــان  را ب ــك روش يك س ــه ي ــكان اينك ــه ام دارد. البت
ــت هاي  ــك از كي ــر ي ــت. ه ــم نيس ــه كار بگيري ــا ب probmix ه
ــط  ــود ، در برگه ى  آن توس SALSA MLPA كه خريداري مى ش
ــايت MRC-Holand، بهترين روش براي نرماليزه كردن داده ها  س

درج شده است.
ــردن  ــيم ك ــا تقس •  Intra sample Normalisation  : ب
ــي از يك محصول تكثير پروب  ــنت كه ناش ــيگنال فلورس حداكثر س
ــيگنال هاي (total peak area) پروب  ــت، بر همه  حداكثر س هس
ــاي مرجع كه به اصطلاح به آن normalisationblock گفته مى  ه
شود، يا با تقسيم بر تركيبي از حداكثر سيگنال هاي تمامي پروب ها

ــيم  ــبت با تقس •  Inter sample normalisation :اين نس
ــر نمونه بر ميانگين  ــردن Intra- normalised probe هاي ه ك
ــبت Intra- normalised probe  هاي كل نمونه هاي مرجع  نس
ــت مي آيد . اين كار براي هر نمونه يك probe ratio  فراهم  بدس

مي كند .
Result interpretation تفسير نتايج

چيدن پروب ها بر اساس محل كروموزوم ها، باعث تسهيل تفسير 
ــود و ممكن است باعث حذف تغييرات خفيفى  نتايج MLPA مى ش

بشود، مثل تغييراتي كه در نمونه هاى موزاييك ديده مى شود.
تغييرات توالي (SNP و جهش نقطه اي ) در توالي هدف بوسيله 
ــت كاذب MLPA بيانجامد ،  ــى تواند به نتايج مثب ــك پروبي كه م ي
رديابي مى شود و جهش ها/ SNP هايي را كه در نزديكي محل پيوند 
ــت مى تواند كاهش  Ligation site به فاصله ي 5 – 1 نوكليوتيد اس
دهد  و يا از سيگنال پروب به وسيله ي جلوگيري از پيوند دو پروب 

نوكليوتيد جلوگيري كند.
جهش ها / SNP هاي در فاصله بيشتر ( دست كم 20 نوكليوتيد 
دورتر از محل اتصال پروب) مي تواند باعث سيگنال كمتر پروب توسط 
عدم پايداري اتصال نوكليوتيد هاي پروب به DNA  ي نمونه شود.

ــه دازاى  55 الي 76  ــاي MLPA ، يك توالي ب ــتر پروب ه بيش

شكل3) 
مراحل انجام روش 

MLPA

Result interpretation تفسير نتايج


