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.دهد
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رساله دكتري وحيد جاجرمي، در رشته بيوتكنولوژي پزشكي است كه در سال/ كتاب حاضر حاصل پايان نامه كارشناسي ارشد"
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 به تقديم

و مادر عزيزم به خاطر . شان فداكاريومحبت، صبرپدر

و راهنما ئي هاي ارزشمندشان .برادران عزيزم به خاطر حمايتها

و و مهربانم به خاطر محبت ها .بي دريغشان حمايتهايخواهران خوب



و قدرداني  تشكر

و سپاس از خداوند متعال كه اين توانائي را در من ايجاد نمود تا اين تحقيق را به اتمام برسانم با حمد
. تنها منبع براي ياري خواستن بود،و همواره در طول تحقيق

ا از،تدابدر و سپاسگزاري خود را مهدي فروزنده مقدم جناب آقاي دكتر استاد بزرگوار مراتب امتنان
و راهنمائي هاي خردمندانه خويش مرا ياري نمودند،  و نظارت بر انجام اين تحقيق ابراز كه با دقت نظر

و توفيق ايشان را آرزومندم و سربلندي .نموده

، كه  در طول خود ارزشمند مساعدت هاي علميبااز استاد ارجمند جناب آقاي دكتر حسين تهراني
و موفقيت ايشان را از خداوند متعال خواستارم تشكر مي كنم اند نمودهتحقيق مرا ياري .و سلامتي

ن و در اجراي پايان امه از محضر استاد گرامي جناب آقاي دكتر محمد جواد رسائي كه در طول تحصيل
ي و بهروزي ايشان را خوااري نمودند مرا و از خداوند بزرگ توفيق .مناهقدر داني نموده

لا و بي دريغ سركارخانم دكتر فاطمه رهبري زاده در طول همچنين زم مي دانم از زحمات فراوان
و موفقيت براي ايشان آرزومندم و سلامت و پايان نامه تشكر كنم .مدت تحصيل

و راهنمائي هاي ارزشمند سركارخانم دكتر فاطمه رجبي كه در انجام اين تحقيق از زحمات فراوان
و قدرداني كنمتشكمك كننده بودبسيار  . كر

 محسن نواري، سعيده عسكريان، الهام صادق زاده، مهدي؛همچنين از تمامي همكلاسي عزيزم
و ياشار سعديان شكوري، ليدا لنگرودي، حورا لقماني، فرنوش جعفري، مهدي شكري، مسعود جوانمردي

م. تشكر مي كنمكردم، سپري آنها را با بسيار لذت بخشيدوران كه  و وفقيتشان در زندگي، سلامتي
. آرزوي قلبي من است

و و همچنين تمامي دانشجويان گروه بيوتكنولوژي تشكر مي كنم و از جناب آقاي كرونديان توفيق
.سربلندي آنها را از خداوند خواستارم

لي كه مرا در نوشتن پايان نامه ياريعهمچنين از دوستان خوبم، حسين نريماني، علي زارع، جواد كوچ
و موفقيت در زندگي را برايشان آرزو مي كنمكر . دند تشكر مي كنم

در نهايت از خانواده بسيار عزيزم؛ پدر، مادر، برادران، خواهران وخانواده محترم آنها كه همواره حاميو
و بهروزي را براي تك  و سلامتي و قدر داني مي كنم و مشوق من در تمامي مراحل زندگيم بوده اند تشكر

. ها از خداوند بزرگ خواهانمتك آن



 چكيده

از.ي مولكولي دارندژ نقش مهمي در بيولو،اسيدهاي نوكلئيك متدهاي تكثير  در اين بين تعدادي
ب1تكنيك ها به صورت تك دمايي كهه شدهه سيكل حرارتي ارائو بدون نياز  علاوه بر داشتن سرعت اند

و بالا در تكثير، به سادگي قابل انجام هست . در تشخيص هاي مولكولي مورد استفاده قرار مي گيرندند
 DNAتكثير باعث،كه قادر است تكنيك هايي به شمار مي رود از جمله، CMA حاضر، با عنوانتكنيك

از. گردددر دماي ثابت  rBst Large fragmentدو نوع آنزيم در اين روش استفاده مي گردد كه عبارتند

DNA Polymeraseيمو آنزTli RNase H . پرايمرهاي مورد استفاده در اين روش، بصورت كايمريك مي
و هر پرايمر از سه قسمت تشكيل يافته است  DNA نوكلئوتيدي4-5 يك قطعهآن،5'در ناحيه. باشند

و نهايتا در قسمت نوكلئوتيد،4-5 به طول RNAقرار مي گيرد، قطعه  قطعه اي از جنس،آن3' در وسط
DNA در اثر اتصال پرايمر به تك رشته الگو، در ناحيه. داردقرار نوكلئوتيد17-20طول تقريبيبه
RNA پرايمر، يك هيبريد RNA/DNAو حمله آنزيم،اين هيبريد. ايجاد مي شود  مورد شناسائي

RNase H و لـحم در بدين ترتيب،. مي كند ايجاداييــ برشهRNAهــ روي رشتقرار مي گيرد
و، پلي مرازDNAآنزيم. آزاد ايجاد مي شودOH '3برش، از اين شكاف ها را مورد شناسايي قرار مي دهد

يكي از خواص آنزيم اين است كه در هنگام. مي كندونناحيه شكاف شروع به فعاليت پلي مريزاسي
به،پيشروي ا كنار زدنب. دو رشته اي برخورد كند، رشته متصل به رشته الگو را كنار مي زندناحيه اگر

، به اين تك رشته، Backward پرايمر3' ناحيه DNAقسمت. رشته، يك تك رشته ايجاد مي شود
و توسط آنزيم  نيز توسط آنزيم الكو رشته3'انتهاي. پلي مراز گسترش مي يابدDNAاتصال مي يابد

و ناحيه مكمل پرايمر ساخته مي شود اي.گسترش مي يابد كه بدين ترتيب يك دورشته ايجاد مي گردد
و مجددا مورد حمله آنزيم RNA/DNAدر ناحيه اي از طول خود داراي هيبريد   قرار مي RNase H است

در. الگو گرددDNAدر مدت كمتر از يك ساعت باعث تكثير،اين تكنيك قادر است. گيرد دماي واكنش
 درجه سانتي گراد را نيز تحمل70 درجه سانتي گراد است ولي آنزيم ها تا دماي65 الي60محدوده بين 

و تا اين حد از دما، تكثير انجام پذير است از جمله خصوصيات ديگر اين تكنيك، توانايي تكثير. مي كنند
DNAو ميزان تكثير، با افزايش غلظت پرايمرها افزايش مي يابد  همچنين، در اين تكنيك،. ژنومي است

و ايجاد قطعات به صورت چند باندي،الگوي باندها روي ژل  است كه ماحصل اتصال قطعات تكثير شده
 پلي مراز DNA آنزيم  Template switching در اثر پديده ما احتمال مي دهيم اين حالت،. استبزرگتر

. انجام مي گيرد

.، دماي ثابتتكثير، كايمريك پرايمر متد،:كليد واژه

1 Isothermal 
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 مقدمـــه-1-1

. جزء كارآمدترين ابزارهاي موجود در علوم زيستي محسوب مي شوندRNAو DNAمتدهاي تكثير
يص بيماريهاي عفوني به عنوان نمونه مي توان به كاربرد آن در علوم پزشكي اشاره نمود كه در جهت تشخ

 اين روشها به سه گروه تقسيم مي شوند؛ روشهايي كه نيازمند.و يا اختلالات ژنتيكي استفاده مي شود
بر،]3,4,5[اس واكنش زنجيره اي ليگاز هستند، آنهايي كه براس]2و1[سيكل دمايي هستند آنهايي كه

 ايزوترمال، در شرايط دماي ثابت تكثير را يا بر اساس روشهايو]6[اساس نسخه برداري طراحي شده اند
 اين متد. در واقع انقلابي در علوم بيولوژي مولكولي ايجاد شدPCRبا ارائه متد.]4,7[انجام مي دهند

و استفاده از آن به عنوان يك مكانيسم پايه جهت طراحي تكنيكهاي گوناگون، عليرغم حساسيت بالا
. نمونه اشاره مي گرددداراي محدوديت هائي است كه به چند

در،استفاده از دستگاه ترموسايكلر كه جهت ايجاد سيكل دمائي استفاده مي گردد  يكي از اجزاء اصلي
مي: اين موضوع از چند جنبه قابل بررسي است. اين تكنيك محسوب مي گردد هزينه بالائي كه تحميل

و محدوديت استفاده از آن كند، مدت زماني كه جهت تغييرات دما در حين واكنش مورد ني تنها از است
محصول نسبتا پائين در اين تكنيك، از ديگر موارد مي باشد كه جهت. آزمايشگاه مانند در مكانهاي خاص

.ها را افزايش داد رفع اين مشكل مي بايست تعداد سيكل

كنددر ادامه، چندين روش ديگر ارائه گرديد ردن كاستيهاي كه هر كدام به نوبه خود سعي در برطرف
و در عين حال سادگي انجام واكنش.]8[ داشتندPCRموجود در روش  افزايش سرعت، صحت، حساسيت
اكثر اين روشها داراي يك خصوصيت مشترك هستند. قرار گرفتند كه مورد توجه بودنداز جمله مواردي 

به. است2تكثير در حين1و آن ثابت بودن دما  دو رشته3واسرشت كردن در اين تكنيكها به نحوي نياز
و بدون نياز به واسرشت شدن برطرف شده است و ايجاد تك رشته هاي براي اتصال پرايمرها به نحوي

و اين بدين معني است كه واكنش بدون.انجام مي گيرد  بنابراين ديگر نيازي به سيكل دمائي نيست
و . قابل توجه مي يابدكاهشثيرتكمدت زمان مورد نياز جهتدستگاه ترموسايكلر انجام مي شود

LAMP4تكنيك-1-2

: مكانيسم آن به اين صورت است]. 9,10,11[اين تكنيك يكي از بهترين تكنيكهاي ايزوترمال است
و دو عدد آن داخلي هستند4در اين روش از دو پرايمر. پرايمر استفاده مي شود كه دو پرايمر آن خارجي

با3'متقس. داخلي بصورت دو قسمتي مي باشند  جفت مي شود ولي قسمت دوم آن كه5رشته الگو آن
و با آن جفت،است5' در ناحيه  به عنوان پرايمر براي بخشي از قسمت داخلي رشته الگو عمل مي كند
.مي شود

1 Isithermal 
2 Amplification 
3 Denaturation 
4 Loop Mediated Isothermal Amplification 
5 Template 
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 نام دارد كه يكي از قوي ترين Bst DNA Polymeraseآنزيمي كه در اين روش استفاده مي شود
و عدم حساسيت،از خصوصيات اين آنزيم. استآنزيمهاي پلي مرازي  عملكرد آن در شرايط مختلف بافري

آن. به مواد توليد شده توسط واكنش مي باشد است كه در1كنار زدن رشته خاصيت،از ديگر خواص
و به حركت خود اگر به رشته جفت شده با رشته الگو برخورد كند آنرا كنار مي زند،ضمن پليمريزاسيون

.]1,12[مي دهدادامه

و هنگامي كه  پرايمر روي رشته4از اين خصوصيت آنزيم به خوبي در اين روش استفاده شده است
و همزمان رشته جلوئي كه حاوي،اتصال مي يابند  پرايمرهاي خارجي شروع به طويل شدن مي كنند

و در ادام تك.ه رشته طويل شده مي باشند را كنار مي زنندپرايمرهاي داخلي بدين ترتيب در نهايت
 آن چون تك حلقه است كه ناحيه2 حلقه-ساقهرشته اي توليد مي شود كه حاوي ساختاري به شكل 

و توسط آنزيم امتداد مي يابد نهايتا محصول. رشته است مورد استفاده مجدد پرايمرها قرار مي گيرد
بتكثير يافته ژل آن و در اندازه هاي مختلف ايجاد مي شود كه پس از الكتروفورز در ه صورت گل كلمي

. منطقه وسيعي از طول ژل را در بر مي گيرد،بصورت پيوسته

كه در مقادير زياد به رنگ پيروفسفات توليد مي شودماده اي به نامدر اين روش به دليل تكثير زياد،
مي. وفسفات منيزيم استاين رسوب، پير. سفيد رسوب مي كند بررسي وجود يا عدم وجود اين رسوب

  turbidimetryتواند روشي براي تشخيص نتيجه تكثير باشد هر چند كه با استفاده از ژل الكتروفورزيس،

Real time13,14[ مي توان محصول واكنش را بررسي كرد، يا پروبهاي فلورسنت[.

م: اين تكنيك چندين مزيت دارد از،زايايكي از اين از6 عدد پرايمر است كه در واقع4 استفاده  ناحيه
و به اين ترتيب باعث افزايش اختصاصيت مي شوند در اين روش. رشته را مورد شناسائي قرار مي دهند

به. در مدت كمتر از يك ساعت مي توان به ميزان تكثير مورد نياز دست پيدا كرد همچنين نيازي
و واكنش در درجه حرارتاستفاده از دستگاه ترموسا مي. انجام مي گيردC°60-65 يكلر نيست بنابراين

با استفاده از آنزيم. استفاده نمود) در كنار تخت بيمار(توان از آن در مكانهائي خارج آزمايشگاهي 
Reverse transcriptase مي توان از اين روش براي تكثير RNAنيز استفاده نمود 

وDNA جهت تكثير،دين مورد به عنوان تكنيك پايهاين تكنيك تا كنون در چن قعا مورد استفاده
 ]. 15,16[شده است

كه. از معايب اين روش مي توان به پيچيدگي طراحي پرايمر ها در اين روش اشاره نمود 4پرايمرها
و جمعا به ناحيه را مورد شناسائي قرار مي دهند مي بايست تنها براي ناحيه اي محدود6عدد هستند

و اين نشانگر دشواري طراحي آن استbp 200 تقريبا . طراحي شوند

: مراحل اين تكنيك را نشان مي دهد1-1شكل

1 Strand displacement activity 
2 Stem-Loop 
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NASBA1تكنيك-1-3

و شنا و تركيبي از دو عمل RNAسائي اين روش براي تكثير و2نسخه برداري استفاده مي گردد
.]17,18,19[ بطور همزمان انجام مي گردندكه است3نسخه برداري معكوس

 همانطور..T7 RNA Polymeraseو RNase H  ،AMV: سه نوع آنزيم مورد استفاده قرار مي گيرد
و دو پرايمر بر اساس آن طراحي مي شوند استفاده مي شودرشته الگو بعنوان RNAكه گفته شد از

 در ابتدا با خاصيت AMVآنزيم. گنجانده مي شودT7طوري كه در يكي از پرايمرها توالي پروموتر فاژ
و سپس. را مي سازدRNA رشته مكمل)P1(با استفاده از پرايمر اولو خود نسخه برداري معكوس

و با خاصيت ريبونوكلئازي خود رشته RNase H آنزيم مورد هجومRNA/DNAهيبريد قرار گرفته
RNA و در ادامه و اين بار با خصوصيتAMV را از ميان بر مي دارد  دوباره وارد عمل مي شود

ِDNA پلي مرازي وابسته به DNA 4و با استفاده از پرايمر دوم)P2(رشته مكمل را مي سازد .

سومين. استT7گردد كه در ابتداي خود حاوي پروموتر دو رشته اي ايجاد مي DNAبدين گونه يك
و از روي اين رشته توليد T7 RNA Polymeraseآنزيم  در. مي كندRNA است كه وارد عمل شده

و نهايتا تعداد، هاي توليد شدهRNAمرحله بعد روي هر كدام از  دوباره سيكل فوق انجام مي گيرد
م. توليد مي شودRNAزيادي رشته .انجام مي گيردC°41 راحل واكنش در دمايتمام

 Real time NASBAژل الكتروفورزيس،: به چند صورت بررسي مي گردد، NASBAمحصول نهائي
و روش  كه بصورت NASBA ELISAكه از پروبهاي فلورسنت براي اين منظور استفاده مي شود

يك را براي تشخيص مولكولي چندين استفاده از اين تكنFDA5تا كنون. كالريمتريك بررسي مي گردد
. مورد تاييد قرار داده استHIV-1و HCVميكروارگانيسم منجمله 

 NASBA تكنيكچند مزيت-1-3-1

 در محيط وجود داشته باشد قادرDNA در تكنيك اگر واسرشت شدنبدليل عدم وجود مرحله-1
و ايج نخــاي غير اختصـاد واكنشهــبه ايجاد مزاحمت خطـــبن. بودواهدــاصي رـابراين

.در آن وجود ندارد DNAآلوگي با
و RNA تنها فرمهاي واسرشت شدن،بدليل عدم وجود مرحله-2  رتروويروسها بررسي مي شوند

. شركت ندارندواكنش در Proviralبنابراين فرمهاي
از-3 . توليد مي شودRNAكپي از رشته109در مدت يك ساعت بيش
.سي بيان ژن اين تكنيك قابل استفاده مي باشددر برر-4
در-5  Real timeبدليل وجود تك رشته هاي توليد شده در اين روش مي توان با استفاده از پروب

. محصول را به صورت كمي اندازه گيري كردELISAو يا

1 Nucleic Acid Sequence-Based Amplification 
2 Transcription 
3 Reverse transcription 
4 DNA Dependent DNA Polymerase 
5 Food and drug Administration office of united state of America 
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].20[از اين تكنيك در تشخيص بسياري از پاتوژن ها مي توان استفاده نمود-6
ر-7 و تشخيص سلولهاي زنده پيشنهاد شده است اين تا] 21,22[وش جهت بررسي  هر چند كه

و rRNAبه حال در اين تكنيك، تنها  حتي در سلولهايrRNA مورد استفاده قرار گرفته است
].23[ مرده نيز براي مدت طولاني پايدار است

: استNASBA نشانگر مراحل تكنيك2-1شكل
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 NASBAنمايي از مراحل تكنيك:

ICAN1تكنيك-1-4

و واكنش RNAو يا DNAاين تكنيك نيز همانند تكنيكهاي فوق قابليت تكثير  را در مدت كوتاه دارد
مريك در اين تكنيك از پرايمرهاي كاي.]24,25[ انجام مي گيردC°55 در شرايط دماي ثابت حدود

دو آنزيم. قرار مي گيردRNAآن3'و در ناحيهDNA،آن5' ناحيه به صورتي كه در.استفاده مي شود
مرها پس از اتصال پراي. هستندRNase Hو Bca Best DNA Polymeraseمورد استفاده در اين روش 

و سپس2 ايجاد شكافRNA/DNA روي هيبريد RNase H آنزيم،روي رشته الگو  DNA مي كند

Polymeraseاز محل OH  '3و همزمان رشته جلوي خود را كنار  آزاد شروع به طويل سازي مي كند
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از ديگر مزاياي. توسط اين روش مي توان ميزان زيادي محصول در مدت زمان كوتاه توليد نمود. مي زند
.استkb  4 در حدDNAآن تكثير قطعات 

: شده است مراحل اين تكنيك نشان داده3-1در شكل
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