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 1  1385 ، خرداد و تیر  52مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                              دوره شانزدهم ، شماره 

 

 ون ویلیبرانت تیپ ف انون ویلیبرانت در بیمارفژن ز مولکولی یآنال
 یک با استفاده از تکنیک ژل الکتروفورز حساس به ساختار 

)CSGE : ( و  ماشینی دستی مقایسه دو روش)سانترفلو(  
  

  (.Ph.D)**آن گودیو  (.Ph.D)*+سید محمدباقر هاشمی سوته 
 

  چکیده
ترین بیماري ارثی خونریزي دهنده ناشی از نقص در عملکرد  برانت تیپ یک، شایعبیماري فون ویلی :و هدف سابقه 

روش هاي مختلفی براي تعیین جهش در مطالعات ژنتیکی وجود .  نوکلئوتید می باشد178000ژن فون ویلیبرانت با طول 
هاي فلورسانت براي  ک رنگبا کم ) CSGE (در این مطالعه ابتدا روش دستگاهی ژل الکتروفورز حساس به ساختار . دارد

ئورسانت در تعیین جهش در این دو با هم مقایسه و و فلدستیدو روش مختلف قابلیت  طراحی و سپس ژن فون ویلیبرانت
 .گردید

ون ویلیبرانت در افراد ف ژن 3 اینترون و همچنین ناحیه َ– اگزون و ناحیه هاي اتصال اگزون 52 :ها  مواد و روش
.  مختلف تکثیر گردیدPCR 56ون ویلیبرانت تیپ یک و یک مورد کنترل نرمال با استفاده از فتلا به  خانواده مب7ازشاخص 
ئورسانت بررسی شده و قطعات حاوي باند و و فلدستی حاصل به منظور یافتن جهش با استفاده از هر دو روش PCRقطعات 

  .اطافه تعیین توالی شدند
 مشاهده شددر کل ) F-CSGE(فه با استفاده از روش الکتروفورز فلورسانتباندهاي اضابا  PCR مورد 125 :ها  یافته

 جهش نقطه اي توسط هر دو روش 5.  گردیدمشاهده)M-CSGE( مورد توسط روش الکتروفورز دستی 101در حالیکه 
   به هیستیدین 1315؛ آرژنین  2در اگزون ) R19G( به آرژنین 19 جهش جدید، گلابسین 3شناسایی گردید شامل 

)R1315H (  به لیزین 2304 و سیتوزین 28در اگزون )C2304Y ( به 1266دو جهش شناخته شده پرولین و  40در اگزون 
 پلی مورفیسم مختلف 45علاوه بر این، . باشد  می28در اگزون ) S1285P( به پرولین 1285و سرین  ) P1266L(لیزین 

 در هر PCR قطعه 192. دیگرد در مجموع شناسایی M-CSGE پلی مورفیسم به وسیله روش 39 و F-CSGEتوسط روش 
   .بررسی و آنالیز گردیددستی  نمونه در روش 40حداکثر  و F-CSGEبار آزمایش توسط 

با حساسیت ,  است اما روشی سریع M-CSGE نسبت به يوقت گیرتر و گرانترروش  F-CSGEچه  اگر  ي:استنتاج
   . استVWFبراي تعیین جهش هاي نا شناخته در ژن  M-CSGE نسبت به بالاتريبیشتر و با ظرفیت 

  
  ژنی مسسلکتین، پلی مرفی - Lعروق کرونر،  ي بیمار:هاي کلیدي  واژه

  
  
  دانشگاه و مرکز تحقیقات تالاسمی دانشگاه علوم پزشکی مازندران) استادیار(دکتراي ژنتیک پزشکی، عضو هیات علمی *
  ی،گروه بیوشیمی و زنتیکبلوار خزر، دانشکده پزشک:  ساري+*              
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 206مرفیسم فنیل آلانین لوسین در موقعیت  پلی

  

 2  1385 ، خرداد و تیر  52مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                              دوره شانزدهم ، شماره 

  ، دانشکده پزشکی، دانشگاه شفیلد، انگلستان) استاد(دکتراي ژنتیک مولکولی ، مدیر و عضو هیئت علمی گروه هماتولوژي مولکولی  **
E 28/10/84:               تاریخ تصویب31/5/84: تاریخ دریافت  
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     سید محمدباقر هاشمی سوته و همکار                  پژوهشی  
  

 
 

 3  1385 ، خرداد و تیر  52ره شانزدهم ، شماره مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                              دو

  مقدمه
هاي ناشناخته و  بررسی مولکولی و تعیین جهش

هایی که طول آنها زیاد است هم  خصوصا در ژنجدید 
ی ـاي تشخیصـدر مطالعات تحقیقاتی و هم در فعالیت ه

  و کاربردي از نظر صرف وقت و هزینه موضوع 
روش استاندارد و ایده آل . مهم و قابل توجهی می باشد

  روش تعیین توالی, براي تعیین جهش در حال حاضر
 (DNA Sequencing)DNAژن بزرگی ولی براي. است 

با ) VWF(چون ژن سازنده پروتئین فون ویلیبرانت
 در نواحی کدکننده DNAکمک روش تعیین سکانس 

به طور مستقیم و بدون ) ها اگزون(یا سازنده پروتئین 
هاي حد واسط، هنوز روش معمول و  استفاده از روش

مؤثرترین و به صرفه ترین حالت براي . روتینی نیست
 بیماران جهت یافتن جهش یا بررسی یک ژن بزرگ در

هاي کدکننده  ابتدا غربالگري توالی, جهش هاي مسئول
هاي خاص   در اگزونDNAو به دنبال آن تعیین سکانس

اي  باشد این شیوه هزینه ها را به مقدار قابل توجه می
تیپ یک بیماري فون ویلیبرانت . )2،1(کاهش خواهد داد

 فاکتور (Partial Quantitative)ناشی از کمبود کمی 
ترین فرم بیماري فون  فون ویلیبرانت پلاسمائی و شایع

 که با )4،3(باشد  درصد فراوانی می80 تا 60با ویلیبرانت 
 در پلاسماي بیماران و VWFکاهش سطح و فعالیت 

همراه  (FVIII)کاهش نسبی فعالیت فاکتـور هشت 
اساس مولکولی تیپ یک بیماري فون . )7-5(است

 با VWFژن . ز کاملا شناخته نشده استویلیبرانت هنو
 اگزون است که بر 52 هزار نوکلئوتید، داراي 178طول 

 واقع شده است و از جمله P 12 3/13روي کروموزوم 
 برابر ژن 89(گردد  هاي بزرگ انسان محسوب می ژن
 2000تالاسمی با طول -گلوبین عامل بیماري بتا-بتا

رسی یا غربالگري کار بر بزرگی این ژن).نوکلئوتید است
را جهت تعیین جهش در بیماران فون ویلیبرانت  آن

همچنین یک ژن کاذب فون ویلیبرانت . سازد مشکل می

 از ژن اصلی است ولی 34 تا 23که حاوي توالی اگزون 
عملکردي براي آن شناسائی نشده است نیز بر روي 

وجود دارد که کار بررسی ) P12–ter 22 (22کروموزوم
 جهش 209درمجموع . )9،8(کند  دشوارترمیژن اصلی را

 پلی مورفیسم شناخته شده در ژن 130مختلف و بیش از 
فون ویلیبرانت به کمک مطالعات متعدد و مجزا تا به 
حال معین و گزارش شده است که لیست کامل آنها در 

 سایت انگلیسی مربوط به ژن فون ویلیبرانت به آدرس

http://www.shef.ac.uk/vwf/  10(باشد جود میمو(.  
 در طی دو DNAروش هاي گوناگون غربالگري 

توان  دهه گذشته طراحی شده است که از آن جمله می
 ژل الکتروفورز گرادیان دناتوره :به موارد زیر اشاره کرد

(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis=   
  

DGGE)) 11( تقسیم شیمیائی بر اساس 
 Mismatch= CCM ) (Chemicalناجورشدگی

cleavage of)12( پلی مورفیسم ساختار تک رشته ،
 =Single strand conformation polymorphism)اي

SSCP) )13( آنالیز هترو دوپلکس یا ،(Heteroduplex 

Analysis= HA)  
، ژل الکتــروفــورز حســــاس به ساختــــار ) 14(

(Conformation sensitive gel electrophoresis=   
  

CSGE) )15( ع ــی مایــرافـوگـوره کروماتـروش دنات و
 Denaturing High Pressure Liquid) با فشار بالا

Chromatography= DHPLC  ()16(.  
ها از ژل یا  این تکنیک, به طور خلاصه

 PCRکروماتوگرافی مایع استفاده کرده و قطعات 
 حاصل از تکثیر ژن بیماران را جهت یافتن هر گونه تغییر
. در مقایسه با حالت نرمال مورد بررسی قرار می دهند

اگرچه حساسیت صد درصدي یا مطلق براي اکثر این 
روش ها وجود ندارد، ولی تحقیقات مختلف در گذشته 
نشان داده است که حساسیت این روش ها براي تعیین 
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 آنالیز مولکولی ژن خون ویلیبرانت

  

 4  1385 ، خرداد و تیر  52مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                              دوره شانزدهم ، شماره 

 100 تا 35ها بین  جهش ها یا تغییرات پلی مورفیسم ژن
متفاوت می باشد، که این ) نیکبسته به نوع تک(درصد 

 DNAامر به عوامل مختلف از جمله به اندازه و توالی 
براي مثال ، حساسیت . مورد بررسی نیز بستگی دارد

 درصد و حساسیت 95 درصد تا 35 از SSCPروش 
 درصد در مطالعات مختلف 100 تا 76 از CSGEروش 

  .)18،17،2(گزارش شده است
زایش حساسیت و یا در این مطالعه به منظور اف

 براي بررسی ژن فون CSGEظرفیت روش دستی 
هاي فلوئورسانت براي  ویلیبرانت، با استفاده از رنگ

صورت ماشینی درآمده است همچنین  اولین بار در دنیا به
 براي غربالگري CSGEبا انجام دو روش دستی و ماشینی

ژن فون ویلیبرانت در تعدادي از بیماران، این دو روش 
  .شود هم مقایسه میبا 

  

  مواد و روش ها
  بیماران
 3 فرانسوي و 3  ,یک اسپانیایی (  خانواده اروپایی 7

 که همگی داراي تاریخچه خانوادگی بیماري  )هلندي 
تیپ یک فون ویلیبرانت بودند به همراه یک نمونه 

 سی 10مقدار . کنترل نرمال مورد بررسی قرار گرفتند
 لوله هاي حاوي ماده ضد سی خون محیطی از هر فرد در

  .انعقاد سیترات تهیه گردید
  

  :  و تکثیر آن DNAاستخراج 
DNA کمک  ژنومی از خون محیطی از هر فرد به

  استخراج و تمامی ناحیه کد Nucleon BACC II کیت
 اینترون به – اگزون و نواحی حد فاصل اگزون52کننده 

کثیر  مختلف تPCR 56ژن فون ویلیبرانت با استفاده از 
) (PCR Master Mix برايترکیب پیش آماده . گردید
PCR میلی مول از 5/4 و 5/2 , 5/1هاي   با غلظت  

Mgcl2  20،19( نانومولار از پرایمر مربوطه 50 به همراه( 

   97نمونه ابتدا در حرارت . مورد استفاده قرار گرفت
  

سپس مراحل تکثیر به ,  دقیقه دناتوره شد5درجه براي 
 مرحله اتصال پرایمر  , ثانیه 60,  درجه 95صورت 

(annealing) 72 ثانیه و مرحله تکثیر در 60 به مدت 
  . ثانیه صورت گرفت90درجه به مدت 

  
  (M-CSGE)الکتروفورز حساس به ساختار روش دستی ژل

-Manual conformation Sensitive gel electrophoresis   
تفاده مورد اس ) 1998( روش ویلیامز و همکاران 

 میکرو لیتر از محصول 5 به طور خلاصه .)21(قرار گرفت
PCR از کنترل نرمال آن  از هر بیمار با میزان مشابه

 5 درجه براي 98سپس نمونه در دماي . ترکیب گردید
 دقیقه انکوبه شد تا 30 درجه براي 65دقیقه و در دماي 

 میکرو لیتر از نمونه 20 تا 5هترودوپلکس تشکیل گردد 
 درصد CSGE 10دوپلکس شده سپس در ژل هترو

 10الکتروفورز به صورت . مورد استفاده قرار گرفت
 ساعت انجام گردید و نهایتا 17ولت بر سانتیمتر براي 

 با اتیدیوم بروماید رنگ آمیزي و مشاهده DNAباندهاي 
  .گردید 
  

روش فلورسانت ژل الکتروفورز حساس به ساختار 
Fluorescent Conformation Sensitive  gel 

electrophoresis F-CSGE) - (      
مورد استفاده  ) 1998( روش گانگولی و همکاران 

) فوروارد(هر پرایمر رفت, طورخلاصه به. )22(قرارگرفت
 HEX , FAMهاي فلورسانت    بوسیله رنگ5در سمت  َ

ها بر اساس PCRو سپس .  نشانه گذاري شدTETیا 
به عنوان مثال ( ه سه تایی  گرو19اندازه و نوع رنگ به 

تقسیم بندي شد تا  ) 22 و 17 , 7 شامل اگزون 8گروه 
حتی الامکان دواندن هر یک از این گروه ها در یک 

هترودوپلکس همانند .  چاهک از ژل امکانپذیر باشد
 مرتبه 15 تا 1 سپس تهیه شده، (M-CSGE)روش قبلی
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     سید محمدباقر هاشمی سوته و همکار                  پژوهشی  
  

 
 

 5  1385 ، خرداد و تیر  52ره شانزدهم ، شماره مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                              دو

یتاً و نها ) PCRبر اساس کیفیت محصول ( رقیق گردید 
   دیگر در همان گروه PCR با دو PCR میکرولیتر از هر 1

  
 میکرولیتر از این محلول بر 5/1در انتها . ترکیب شد 

 99:1  نسبتدرصد پلی اکریل آمید حاوي10روي ژل 
 درصد 15 ، (Acrylamide:BAP)باپ : اکریل آمید

 ژل .  دوانده شدTBEدر محلول  فرمامید دیونیزه شده
F-CSGE  میلیمتر و 250 میلی متر در 420د ابعابا 
 میلی متر تهیه شده و از شانه هاي نوك تیز 2/0ضخامت 

(shark tooth) 64الکتروفورز تحت .تایی استفاده گردید
 ولت براي 2000شرایط دناتوره ناکامل یا ملایم در 

 درجه توسط 30 و در TBE ساعت با بافر 5/4مدت 
نجام  اABI 377 مدل DNA Sequencerدستگاه 

  .گردید
  

    DNA (DNA Sequencing )روش تعیین سکانس 
غیر نرمال در طی باندهاي اضافه و  با PCRمحصول 

 مجدداً با استفاده از پرایمرهاي معمولی CSGEآزمایش 
سپس توسط دستگاه . فاقد فلورسانت نشان دار تکثیر شد

DNA Sequencer مدل ABI 377 به کمک ماده Big 

Dye Terminatorبر  آمریکا تماپلاید بیوسیس  شرکت از
هر . اساس دستورالعمل کمپانی تعیین توالی گردیدند

  به کمک پرایمر هاي رفت و برگشتPCRقطعه ا ز
  .از دو جهت تعیین توالی شدند) فوروارد و ریورس(

  
  ها  یافته

 خانواده اروپایی با 7افراد شاخص یا پروباند از 
ر یک داراي بیماري تیپ یک فون ویلیبرانت که ه

تاریخچه شخصی و خانوادگی بیماري بوده اند به همراه 
ناحیه کد . یک فرد نرمال براي این مطالعه انتخاب شدند

   اگزون و ناحیه–کننده ژن به همراه حد فاصل اینترون 
 براي هر PCR 56(  بیمار 7 از هر یک از VWF ژن 3 َ

هاي  با استفاده از تشکیل هترودوپلکس و روش) فرد 

مورد بررسی  )  F-CSGE و(M-CSGEدستی و ماشینی 
  .غربالگري قرار گرفتو 

  
  (F-CSGE)   و M-CSGE)(نتایج حاصل از دو روش 

با استفاده  ) PCR ) 8 × 56  قطعه 448, در مجموع 
 بررسی یا (F-CSGE)  و M-CSGE)(از هر دو تکنیک 

 M-CSGE  ، 101در بررسی با روش . غربالگري شد 
ز خود باندهاي غیر نرمال نشان دادند در  اPCRقطعه 

 قطعه داراي باندهاي F-CSGE ، 125حالیکه در روش 
 که با PCR از  قطعه24در حالیکه در . غیر نرمال بودند

 باند اضافه قابل تشخیص M-CSGEاستفاده از روش 
 این F-CSGEنبود، یا به صورت مبهم بود در روش 

 به طور F-CSGEدر روش  .باندها تشخیص داده شدند
)  عدد 19 تا 12از  ( PCR 16فرد در  متوسط در هر

باندهاي اضافه غیر نرمال شناسائی شدند در حالیکه با 
 PCR 13، به طور متوسط در هر فرد M-CSGEتکنیک 

. تشخیص داده شدباند اضافه غیر نرمال ) عدد16 تا 10از(
شامل ) Missense(اي از نوع تغییر معنی  نقطهجهش  5

 در  به آرژنین19گلایسین  ر جدید و ناشناختهتغیی
 به هیستیدین در 1315 آرژنین ; ) (G19R 2اگزون

  28اگزون 
 ( R1315H ) 40 به لیزین در اگزون 2304 و سیتوزین   

C2304Y ) (  همچنین دو تغییر قبلا شناخته شده شامل و
 و ) (P1266L 28اگزون  به لیزین در 1266پرولین 
 4 در افراد شاخص از ( S1285P)ین  به سر1285پرولین 

و دستی  CSGEخانواده با استفاده از هر دو روش 
تصویر شماره (فلورسانت مورد شناسایی قرار گرفت 

 خانواده دیگر این مطالعه جهشی 3در  ). F تا Cبخش 1
  .تشخیص داده نشد
  F-CSGE در قطعاتی که توسط DNAتعیین توالی 

 تغییر مختلف از 49, ده اند باند اضافه را از خود نشان دا
نوع پلی مورفیسم را شناسایی نموده است در حالیکه با 
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 - تغییر پلـی39 در کل  M-CSGEاستفاده از روش
 مورد شناسایی واقع PCRمورفیسم در همان قطعات 

 را نشان PCRهایی از قطعات  شکل یک نمونه. گردید
طور  به F-CSGEدهد که در آنها با استفاده از روش  می

 باندهاي اضافه غیر نرمال M -CSGEمؤثرتري از روش 
PCRهر باند اضافه , ها در این نمونه. دهد  را تشخیص می

 شناسایی شد ولی توسط F-CSGEکه توسط روش 

قسمت , 1تصویر شماره( شناسایی نشد M -CSGEروش 
به عنوان ) قسمت ب( یا به صـورت مبهـم بـود ) الف

امل یک پلی مورفیسم مثال آورده شده است که ش
و دو تغییر ,  در قسمت الف(G>A 4141)شناخته شده 

  شامل ) قسمت ب( مختلف شناخته شده در شکل یک 
4641 C > T 4841 و C > A 28 اگزون 4 در قطعه   

  .باشد   می)28 – 4(
  
  

Exon 28-4

Nucleotide         Amino ac id 
change               change

4141G>A

4641C>T

4801C>A

Exon 28-2

*

*

*

*

*

*

*

و*

6800-13  T>C

6846A>G

ز

Intron 38

Exon 39

Exon 2

Exon 28-1

Exon 28-1

Exon 40

*

*

A1381T

T1547

P1601T

G19R

S1285F

P1266L

R1315H

C2304Y

3853T>C

3797C>T

6911G>A

55 G>A 
(C>T in reverse)

3944G>A 
(C>T in reverse)

T2282

21 2 1

Exon 28-4

Nucleotide         Amino ac id 
change               change

4141G>A

4641C>T

4801C>A

ب

Exon 28-2

**

*

**

**

**

**

**

**

د

6800-13  T>C

6846A>Gح

Intron 38

Exon 39

Exon 2

Exon 28-1

Exon 28-1

Exon 40

**

**

A1381T

T1547

P1601T

G19R

S1285F

P1266L

R1315H

C2304Y

3853T>C

3797C>T

6911G>A

55 G>A 
(C>T in reverse)

3944G>A 
(C>T in reverse)

T2282

21 2 1

الف 

ج

ه

Exon 28-4

Nucleotide         Amino ac id 
change               change

4141G>A

4641C>T

4801C>A

Exon 28-2

*

*

*

*

*

*

*

و*

6800-13  T>C

6846A>G

ز

Intron 38

Exon 39

Exon 2

Exon 28-1

Exon 28-1

Exon 40

*

*

A1381T

T1547

P1601T

G19R

S1285F

P1266L

R1315H

C2304Y

3853T>C

3797C>T

6911G>A

55 G>A 
(C>T in reverse)

3944G>A 
(C>T in reverse)

T2282

21 2 1

Exon 28-4

Nucleotide         Amino ac id 
change               change

4141G>A

4641C>T

4801C>A

ب

Exon 28-2

**

*

**

**

**

**

**

**

د

6800-13  T>C

6846A>Gح

Intron 38

Exon 39

Exon 2

Exon 28-1

Exon 28-1

Exon 40

**

**

A1381T

T1547

P1601T

G19R

S1285F

P1266L

R1315H

C2304Y

3853T>C

3797C>T

6911G>A

55 G>A 
(C>T in reverse)

3944G>A 
(C>T in reverse)

T2282

21 2 1

الف 

ج

ه

  
  

تغییرات نوکلئوتیدي . تا ح نشان داده شده استالف اي ه  دستی و فلورسانت در ردیفCSGEهاي   مثالهائی از نتایج حاصل از روش:1تصویر شماره 
محل تغییر نوکلئوتیدي را بر روي دیاگرام * علامت . شود  در ستون هاي سمت راست تصویر دیده میPCRاي مربوط به هر قطعه  و اسید آمینه

  .دهد حاصل از تعیین توالی نشان می

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com

Archive of SID

www.SID.ir [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
5-

26
 ]

 

                             6 / 11

http://www.pdffactory.com
http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-126-en.html


 
     سید محمدباقر هاشمی سوته و همکار                  پژوهشی  
  

 
 

 7  1385 ، خرداد و تیر  52ره شانزدهم ، شماره مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                              دو

  یک باند اضافه در F-CSGE، در روش )ردیف الف و ب(نداده یا غیر مشخص بوده است  باند اضافه را نشان M-CSGEمواردي که نتایج در روش 
 دراین مطالعه نشان داده VWF ، پنج تغییر یا جهش تعیین شده در ژن "تا و ج"هاي  در ردیف. نشان داه شده است) 4و3ستون(مقایسه با کنترل نرمال 

دهند دو جابجائی   را نشان میF-CSGEهایی است که حساسیت ، مثال"ح" و "ز"هاي  ردیف). ددگر براي جزئیات بیشتر لطفا به متن مراجعه(اند  شده
  . دو تغییر مختلف نوکلئوتیدي را نشان داده استDNA نوکلئوتید را نشان می دهد که تعیین توالی 267 با طول PCR نوکلئوتیدي در یک -تک

ن ــدر تعییحسـاسیت هــر روش غربــالگــري 
وانایــــی آن در تشخیــص و ه تــه بــوجـا تــش بـجه

هــاي تــک نــوکلئــوتیـــدي  تمــایــز بیــن جابجایــی
(Single-base substitution) مورد ارزیابی قرار 

 نتایج به "ح" و "ز"هاي  شکل یک قسمتدر . گیرد می
دست آمده از جابجایی نوکلئوتیدي هاي مختلف در 

شده است که سبب ایجاد  نشان داده PCRیک قطعه 
 شده F-CSGEروش با استفاده از هاي متفاوتی  منحنی

. باشد که بیانگر میزان حساسیت این روش می. است
توسط روش » مثبت کاذب«نتایج همچنین تعداد کمی از 

F-CSGE 125/5( نیز در این مطالعه گزارش شده است ،
  هیچ گونه DNAدر موارد فوق تعیین توالی ).  درصد4
-F مورد بررسی که توسط PCRغییري را در قطعات ت

CSGE نشان نداده است  داراي باند غیر نرمال بودند.  
  

  بحث
CSGE دستی (M-CSGE) در آزمایشگاه 

هاي خیلی  هماتولوژي مولکولی دانشگاه شفیلد از سال
 8ژنهاي مختلفی از جمله ژن فاکتور بررسی قبل براي 

(F8) )21( ژن VWF )24،23(تور  ژن فاکIX (F9) )25( ژن
C–Kit ( KIT ) )26(  ,  ژنFLT3 )27( و ژن فاکتور  XI 
( F11) )28( پایه گذاري شد و نتایج قابل قبولی را ارائه  

ژن جهش هاي  درصد 100 تا 85به عنوان مثال . کرد
به کمک این  (F9)  و ژن فاکتور نه  (F8)فاکتور هشت 

  در این مطالعات شناسایی گردیدروش 
 اولیه، CSGEهاي اصلی سیستم  از محدودیتیکی 

.  درصد آن بود6طبیعت شکننده ژل پلی اکریل آمید 
 درصد 10 درصد به 6تغییر غلظت ژل اکریل آمید از 

قدرت ژل را افزایش داد اما به هر حال افزایش غلظت 

 بعضی از ) Resolution (سبب کاهش قدرت تفکیک 
مچنین ثابت ه. )29،15(شود باندهاي هترودوپلکس می

 و ترتیب توالی PCRشده است که اندازه محصول 
DNA که یک هترودوپلکس با Mismatch در آن واقع 

در . )31،30(شده است در حساسیت ژل اهمیت دارد
مطالعات گذشته همچنین نشان داده شد که طول مفید یا 

 بین CSGE براي حداکثر حساسیت PCRاپتیموم قطعه 
  .)2( جفت باز است500 تا 250

 قادر ABI 377 نوع DNA Sequencerدستگاه 
استفاده . کند  رنگ مختلف فلورسانت را شناسایی4است 

 این امکان را فراهم کرد F-CSGEاز این تکنولوژي در 
 را در یک PCRکه بتوان حداقل سه قطعه مختلف 

همچنین به .  از ژل مورد بررسی قرار داد(Lane)چاهک 
 جهت (Multiple PCR) چندتایی PCRجاي تکنیک 
 مورد بررسی در هر چاهک روش PCRافزایش تعداد 

که در  روش دیگري. )32،22(ساده دیگري استفاده شد
اي بود که محصولات  این مطالعه ابداع شد روش ساده

PCR 3 تایی تقسیم نموده و هر 3 گروه 21 را به PCR با 
مختلف را که داراي مارکرهاي فلورسانتی هاي  اندازه

با این . وتی بودند در یک چاهک از ژل دوانده شدمتفا
 که F-CSGE نمونه در یک زمان با یک ژل 192روش 
 چاهک بود مطالعه و آنالیز شد، در حالی که 64حاوي 

 نمونه در هر بار قابل 40 حداکثر M-CSGEبا روش 
  .آنالیز و بررسی می باشد

و  ) GeneScan(نرم افزارهاي ژن اسکن 
 از شرکت اپلاید بیوسیستم در این (Genotyper)ژنوتیپر

روش به کار رفته است که با کمک قطعات استاندارد 
DNA که در هر چاهک ژل الکتروفورز به کار رفته 

د هر گونه تغییر کوچکی از حالت نرمال را نتوان است می
استفاده از قطعات استاندارد . مورد شناسائی قرار دهند
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لا و تکرارپذیري تعیین ونرم افزار مذکور امکان دقت با
 نمونه مورد مطالعه را در این روش DNAاندازه قطعات 

این مسئله به این معنی است که اگر . فراهم کرده است
 در DNAهر باند اضافه با اندازه یکسان از یک قطعه 

افراد مختلف، واجد تغییر نوکلئوتیدي یکسانی باشد قابل 
 F-CSGEشناسائی است و این مطلب با کمک روش 

 پیش DNA Sequencingمی تواند حتی قبل از انجام 
  .بینی شود که در روش دستی این امکان فراهم نیست

حساسیت هر روش غربالگري بسته به توانایی آن 
در تعیین و تمایز بین تغییرات نوکلئوتیدي مختلف 

 سانتیمتر و طول M-CSGE ،41طول ژل . خواهد بود
 تا 25ته به اندازه آنها مسیر حرکت نمونه ها معمولا بس

-Fدر روش .  ساعت می باشد17 سانتیمتر بعد از 35

CSGE را طی )  سانتیمتر36( همه قطعات طول کامل ژل
. شوند می کنند و در انتهاي ژل توسط دستگاه بررسی می

قدرت تفکیک , در این روش افزایش طول حرکت
(Resolution)همچنین روش .  ژل را افزایش می دهدF-

CSGE در این مطالعه توانسته است دخول و حذف هاي 
 نوکلئوتیدي –نوکلئوتیدي را علاوه بر تغییرات تک 

  .)33،32،22(همانند مطالعات گذشته شناسایی نماید
 به عنوان یک روش DNA Sequencingوش ر

استاندارد و ایده آل براي تعیین جهش شناخته می شود 
ه براي خرید ولی در این روش به خاطر بالا بودن هزین

، قیمت )DNA Sequencing( هر ماشین تعیین توالی

محلول ها و زمان مورد نیاز بررسی داده ها روشی گران 
. )18, 1(آید  و پر هزینه براي تعیین جهش به حساب می

حساسیت ممکن است بالا و بین  , DHPLCدر روش 
 نیازمند DHPLC اما روش )34( درصد باشد100 تا 96

دماهاي متفاوت براي تعیین تمامی تغییرات نوکلئوتیدي 
اما بهر حال براي دواندن .  می باشدDNAدر یک قطعه 

  .  شرایط یکسانی به کار گرفته شدF-CSGEنمونه ها در 
ضرورت داشت تا حدود  , VWFبراي آنالیز ژن 

 در . در هرفرد بررسی گرددDNA کیلو باز از توالی 19
گذشته این مطلب ثابت شده بود که غربالگري 

(screening) جهش و بعد از آن استفاده از روش 
»DNA Sequencing « براي ژن هاي بزرگ روش

 CSGEاستفاده از روش  .)1(تر و مؤثرتري است اقتصادي
و تعیین توالی , غربالگري در این مطالعه روش به عنوان 

 15 تا 10( هاي انتخاب شده PCR کیلو باز از 5 تا 3
, بعد از آن)  قطعه در کل از هر فرد56 از PCRقطعه 

یک روش سریع با هزینه مناسب در مقایسه با روش 
 ارتقاء. آید  به شمار میDNA Sequencingمستقیم 

  معنی دار تعداد نمونه ها با استفاده از روش دستگاهی 
)F-CSGE(نسبت به روش دستی)M-CSGE( حاصلش ،

سرعت بالاتر و تکرار پذیري آن همراه , افزایش ظرفیت 
با افزایش قدرت تفکیک براي یافتن تغییرات توالی 

DNA در یک ژن بزرگ همچون VWFاست .  
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