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 چکیده

اند و مورفیکی هستند که در سرتاسر ژنوم پراکنده شدههای پلینشانگر STR (Short tandem repeats) تکرارهای پشت سر هم کوتاه یا مقدمه:
تشخیص  و ترسیم درخت فیلو ژنی، پزشکی قانونی ،های ژنیدر تهیه نقشه هانشانگرعنوان مثال این تیک دارند. بهامروزه کاربردهای فراوانی در ژن

 PGDگزینی یا ها در تشخیص قبل از لانهاین نشانگرها از طریق آنالیز پیوستگی مطرح هستند. یکی دیگر از کاربردهای مهم مستقیم بیماریغیر
(Preimplantation genetic diagnosisمی )کاربردهای گی باشد. لذا باتوجه به گستردSTR  ها در سطح ژنوم، نشانگرو باتوجه به تعداد زیاد این

 مناسب را باتوجه به نوع کاربرد انتخاب نمود. STRموجود، چند   STRبایستی از بین هزاران

ویی از یک بیماری تک ژنی انتخاب گردید، سپس نشانگرهای اطراف ژن آن عنوان الگهدر این پژوهش بیماری آتروفی عضلانی نخاعی ب ها:مواد و روش
نشانگر تعیین گردید، سپس انطباق چند تایی انجام شد و  1نشانگر انتخاب گردید، طیف اندازه اللی برای  1جستجو گردید، از بین صدها نشانگر، 

 دست آمده الکتروفورز مویئنه انجام شد.هب PCRازی شدند و بر روی محصولات سبهینه PCRهای پرایمرهای موردنیاز طراحی گردید. در ادامه واکنش

تا در  گردید، در این مطالعه یک استراتژی کلی ارائه های مختلفبرای کاربرد  STRنشانگرسازی یک مجموعه منظور تسریع در امر بهینهبه نتایج:
یک  حی و توسعهاطردر این مطالعه کلیه مراحل  عنوان یک الگو،هب اده نمود.مناسب استف STRکمترین زمان ممکن بتوان از وجود یک مجموعه 

آورده شده SMA (Spinal muscular atrophy )آتروفی عضلانی نخاعی یا  گزینی بیماریبرای کاربرد در تشخیص قبل از لانه ،STR نشانگرمجموعه 
 . است

برای کاربردهای  STR نشانگر یک مجموعه کوتاه و با هزینه کم، ظرف مدت زمان نسبتاً انتومی در این پژوهش از استراتژی ارائه شده گیري:نتیجه
 .طراحی نمود مشابه
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 مقدمه
هستند كه  DNAهای توالی STR یا تاهتکرارهای پشت سر هم كو

راحتی اند و بهصورت یکنواخت در سرتا سر ژنوم انسان پراكنده شدهبه
بسیار  هاینشانگر STRهای شدن هستند. لوكس PCRقابل 

 bp7-2تواند بین مورفیکی هستند، زیرا موتیف واحد تکرار شونده میپلی
های متعددی در ژنتیک ربرد(. به همین دلیل امروزه كا3-1متغیر باشد )
مورفیسم و دلیل پلیعنوان مثال این نشانگرها بهاند. بهپیدا كرده

های ژنی، عنوان ابزاری نیرومند در تهیه نقشههتروزیگوسیتی بالایشان به
ها از طریق آنالیز پیوستگی مستقیم بیماریپزشکی قانونی، تشخیص غیر

در  STRهای ی مهم نشانگر(. از دیگر كاربردها7-4مطرح هستند )
عنوان روش در اصل به PGDباشد. می PGDگزینی یا تشخیص قبل از لانه

مطرح PND (Prenatal diagnosis )برای تشخیص قبل از تولد یا جایگزین 
ها را قبل ورود به باشد و روشی است كه امکان بررسی ژنتیکی جنینمی

دست های بهظور از جنینسازد. بدین منرحم و شروع حاملگی فراهم می
یک یا دو IVF (Invitro fertilization )یا  آمده به روش لقاح آزمایشگاهی

شود و از نظر بیماری ژنتیکی خاصی مورد بررسی قرار سلول بیوپسی می
گیری توان نتیجهگیرد. اگر سلول بیوپسی شده مبتلا نباشد، آنگاه میمی

اری ژنتیکی است. لذا جنین سالم نمود كه جنین مربوطه نیز عاری از بیم
همواره با  PGDشود. گردد و حاملگی آغاز میبه رحم مادر منتقل می

IVF (.12-7رود )كار میهمراه است و برای زوجین بارور و نابارور به 
موجود  DNAدلیل محدود بودن مقدار روش ملکولی بهبهPGD در 

شود كه اصولاً در  های دیپلویید ممکن است مشکلاتی ایجاددر سلول
جمله مشکلات صورت معمول ممکن است، مطرح نباشند. ازتشخیص به

PCR توان به افزایش آلودگی تک سلول میPCR عدم تکثیر و تکیثر ،
ها در یک سلول دیپلویید را نام برد. برای غلبه بر این نشدن یکی از الل

 (.13شود )استفاده می STRهای مشکلات از نشانگر
 STR ک از موارد كاربرد، نیاز به یک یا تعداد بیشتری نشانگردر هر ی

میان نشانگرهای موردنیاز را از  وجود دارد كه قبل از استفاده، بایستی
منظور دسترسی به . بهنمودسازی انتخاب و بهینه STRنشانگر صدها 

یک مجموعه نشانگرخوب جهت كاربردهای مختلف، بایستی از یک 
راحتی و در كمترین زمان مر استفاده گردد تا بهاستراتژی جهت این ا

مناسب را متناسب با كاربرد  STRممکن بتوان یک مجموعه نشانگر 
 سازی نمود.موردنظر طراحی و بهینه

هدف این مطالعه معرفی یک استراتژی كلی جهت طراحی، توسعه و 
صورت جزء به ایجاد یک مجموعه نشانگر برای كاربردهای مختلف به

عنوان نمونه، كلیه مراحل انجام كار باشد. برای این منظور و بهیجزء م
، طراحی پرایمرها و هانشانگر صورت مرحله به مرحله از انتخاببه

های افزارها و وب سایتهای فلورسنت، الکتروفورز موئینه، نرمرنگ

 2با استفاده از یک مجموعه  SMAبیماری  PGDموردنیاز برای انجام 
 آورده شده است. SMN1قرار گرفته در اطراف ژن های نگرتایی از نشا

 هامواد و روش
، STRمناسب از بین تعداد بسیار زیادی  STRمنظور انتخاب چند به

 نشیگزی ارهایمعتوان استفاده نمود. های مختلفی میاز وب سایت
 :است شده آورده لیذ در PGD پروژهیک  انجام یبرا STRنشانگرهای 

STRگرفته قرار موردنظر ژن نیطرف در یستیبا شده تخابان یها 
 موردنظر ژن تا آنها فاصله ،دنباشنی لوكوسچند  ،ودهب یلوكوس تک ،باشند

 یوستگیپ زیآنال قیطر زا یماریب ژن یابیرد امکان تا نباشد ادیز
 یتیگوسیهتروز از شده، انجام متون یبررس براساسو  باشد ریپذامکان

 .شدبا برخوردار ییبالا
دانلود  STRهای پس از انتخاب نشانگرها، توالی نوكلئوتیدی لوكوس

دست آمده قبل از طراحی پرایمرها، با استفاده از یک های بهشدند. توالی
ها و طیف اندازه آنها تعداد الل (.14افزار ویژه، انطباق چند تایی شدند )نرم

منظور شان بهبا بررسی متون مربوطه برآورد گردید و ماركرهای همپو
های دست آمده، با استفاده از رنگهای بهعدم تداخل سیگنال

دار شدند. در ادامه، پرایمرهای موردنیاز طراحی فلوئورسانت متفاوت نشان
 (. قبل از سفارش ساخت، پرایمرهای طراحی شده با استفاده از12) شدند

 افزار بلاست پرایمر آنالیز شدند.نرم
 یبافرها مجموعه از PCRهای سازی واكنشهینهب و یازاندراه یبرا

 Roch (Roche, Mannheim, Germany) شركت ساخت یسازنهیبه

 غلظت یسازنهیبه امکان یبافر مجموعه نیا از استفاده. دیگرد استفاده
MgCl2 و PH بافر PCR یمواد كمک به ن،یابرعلاوه. كندمی فراهم را 

 سازیكاملاً بهینه  PCRطیشرا سرول،یگل و نیژلات ،DMSO لیقب از
 از  PCRهایواكنش ییدما طیشرا استقرار و یازاندراه یبرا گردید.

 باروشكه PCR های واكنش .دیگرد استفاده انیگراد  PCRروش
 Touchdown (TD-PCR) روشند، با استفاده از نشد نهیبهگرادیان 

PCR( 16بهینه سازی شدند.) 

 از ،STR یهاوكوسل فلوئورسانت PCR انجام از پس
 STRنشانگرهای  پیژنوت نییتع و ییشناسا یبرا نهیالکتروفورزموئ

دار شدند. برای آنالیز های فلوئور سانت نشانپرایمرها با رنگ. شد استفاده
 Peak scanner و  Genemapper ID v4.0 softwareافزارهای نتایج از نرم

software v1 گردید.‘استفاده 

 نتایج 
نمونه انتخاب گردید. این  عنوانبه SMA یماریب طالعهم نیا در

به آن روی بازوی بلند بیماری الگوی وراثت تک ژنی دارد و ژن مربوط
ی طراحی، برا ریز مراحلدارد. پس از انتخاب بیماری  قرار 2كروموزوم 

 اطراف ژن آن انجام شد. STRسازی نشانگرهای انتخاب و بهینه
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 ژن كه ژنوم  5q13هیناح یکیژنت شهنق یماریب انتخاب از پس
 آن از استفاده با سپس و شد هیته است، گرفته قرار آنجا در یماریب

 .دیگرد مشخص ژن اطراف یهاSTR و نظرمورد ژن تیموقع
UCSC (http://genome.ucsc.edu )یت سا وب از مطالعه نیا در

 تفادهاس آن STRنشانگرهای  و موردنظر ژنی کیژنت نقشه نییتعی برا
، UCSC ژنوم مرورگرجستجوی  قسمت در ابتدا منظور نیا یبرا. دیگرد
 شینما نهیگز ماتیتنظ قسمت در سپس و شد كاوش نظرمورد ژن نام

STS ازی کیشمات شکل صورتبه جستجو جهینت. دار گردیدعلامتها 
 كروموزومی رو موردنظر ژن تیموقع كه شد داده شینما كروموزوم کی

 جهینت. استنمایش داده شده  هم دهاینوكلئوت مارهش و شده مشخص
 پراكندهSMN  ژن طرف دو در كه باشدمی STRی ادیز تعداد جستجو

های آلتر ناتیو برای برخی در این مروگر از ناملازم به ذكر است، اند. شده
نام دیگر ماركر  AF265WF5 ها استفاده شده است. مثلاSTRًاز 

D5S629  وAFM281YH9 یگر ماركر نام دD5S637 نیب از .باشدمی 
ذكر شده در  یارهایمع اساس بر شده داده شینما STRنشانگرهای 

 ،D551417 ،D55637 ،D55629ماركر  2 ها،قسمت مواد و روش
D55610  وD551408  1از بین صدها ماركر موجود انتخاب شدند. شکل 

از این پنج دهد. نشان می SMN1از ژن  هاترتیب و فاصله نسبی نشانگر
ماركر دوتای آن در پایین دست و سه تای دیگر در بالا دست ناحیه 

SMN  .قرار داشتند 
از طریق سایت  STRهای توالی نوكلئوتیدی لوكوس

Unigene(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/unigene) دست آمد. در به
وجود  STRهای نوكلئوتیدی مختلفی برای هر این وب سایت توالی

ها، توالی رفرانس بود. علاوه بر توالی رفرانس ه یکی از این توالیداشت ك
دست آمده قبل از طراحی ها به. توالیندها نیز دانلود شدسایر توالی

. به افزار تحت وب انطباق چندتایی شدندپرایمرها، با استفاده از یک نرم
 SNP های تک نوكلئوتیدی یاچند شکلی این ترتیب نواحی دارای

(Single nucleotide polymorphism ) مشخص گردید. با استفاده از نتایج
 SNPهایی كه حاصله از انطباق چند تایی، از طراحی پرایمرها در قسمت

 جتناب گردید.وجود دارد، ا
 STRبرای یکی از نشانگرهای  2نتایج انطباق چند تایی در شکل 

در این  .نشان داده شده است  SMAبرای PGDطراحی شده در پروژه 
كه در طوریهمان اند.توالی مختلف با هم انطباق چندتایی شده 6شکل، 

های شکل مشخص است، در محل قرارگیری پرایمرها، تمام توالی
وجود ندارد، بنابراین پرایمرهای طراحی  SNPیدی یکسان بوده و نوكلئوت

 های نشان داده شده را تکثیر نمایند.شده قادرند تمام الل
)تعیین بزرگترین و كوچکترین آلل هر  ها و طیف اندازه آنهاتعداد الل

STRی كه این های( با بررسی متون مربوطه برآورد گردید. در مورد نشانگر

ها در زمان طراحی و براساس سترس نبود، اندازه پرایمراطلاعات در د
زده شد و ترجیحاً برای اجتناب از ها تخمینمحل قرارگیری پرایمر

از رنگ فلورسانت متفاوتی  STR های سایر نشانگرهایهمپوشانی با الل
 استفاده گردید.

با رنگ فلورسانت  D5S629و  D5S610نشانگرهای در این مطالعه 
Atto ،D5S1417  وD5S1408  باHEX نشانگر، و D5S637  باFAM 
مورد  نشانگر 2های چیدمان و موقعیت آمپلیکون 3دار شدند. شکل نشان

در داخل  نشانگرهادهد. نام استفاده در این مطالعه را نشان می
مورد استفاده هستند آورده شده فلورسنت های كه به رنگ ماده مستطیل

ها در این شکل نشان داده شده است. للاست. طیف اللی و اندازه ا
های فلورسانت متفاوتی كه با هم همپوشانی دارند با رنگنشانگرهایی 

 اند.دار شدهنشان
 primer 3افزار برای طراحی پرایمرها از نرم

(http://frodo.wi.mit.eduاستفاده گردید. برای طراحی هر یک )  از
افزار تعریف ها اندازه یک الل متوسط در نظر گرفته شد و برای نرمپرایمر

براساس بررسی متون انجام شده  D5S1417گردید. مثلاً برای ماركر 
اندازه بزرگترین الل و كوچکترین آلل گزارش شده باهم جمع شد، سپس 

نظر عنوان طول یک الل متوسط در تقسیم گردید و این عدد به 2بر عدد 
 گرفته شد.

 از استفاده با شده یطراح یمرهایپرا ساخت، سفارش از قبل
 ویآلترنات یهاگاهیجا وجود عدم از تا شدند زیآنال مریپرا بلاست افزارنرم

 .شود حاصل نانیاطم موردنظر یاختصاص گاهیجا از ریغ مر،یپرا اتصال
از  PCRشرایط اندازی و بهینه كردن روند راهجهت تسریع در 

 PCRد. در این مطالعه گردیاندازی و استقرار تجاری استفاده راه بافرهای
 Rocheشركت  PCRسازی بهینه بافرهایبا استفاده از  STRهای نشانگر
های (، غلظتP تا  A)از بافری 16 مجموعهاین  ند.سازی شدبهینه

MgCl2  وPH  تعدادی مواد افزاینده  از علاوه بر این داشتند.متفاوت
PCR  در مرحله گردید اندازی و استقرار بیشتر استفادهمنظور راهبهنیز .

انجام شد كه تفاوت این  PCRابتدا واكنش  STR نشانگراول برای هر 
واكنش هر  16از بین این  .در نوع بافر مورد استفاده بود PCRواكنش  16

انتخاب گردید و  ،نمودمی تری ایجادتر و اختصاصیكدام كه باند قوی
مانند  PCRهای اندازی و استقرار از افزایندهسپس در فاز دوم راه

 PCR شرایط  استفاده گردید. DMSO ،NH4SO4گلیسرول، ژلاتین، 
و شریط دمایی آنها  1درجدول  STR 2سازی شده برای هر یک از بهینه

سازی نشانگر عنوان نمونه روند بهینههآورده شده است. ب 2در جدول 
D5S1408 نشان داده شده است. از بین بافرهای مورد  4ل در شک

ترین باند و كمترین اسمیر را ایجاد نموده است و به قوی Mاستفاده بافر 
این نشانگر انتخاب شد در ادامه  PCRاین ترتیب این بافر برای انجام 

http://frodo.wi.mit.edu/
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استفاده شد.  PCRهای كنندهبهینه سازی بیشتر این نشانگر از تقویت
 آورده شده است. 2و  1در جدول  جزئیات شرایط واكنش

ای از یک الکتروفورگرام را در فردی كه برای هر پنج نمونه 2 شکل
دهد. در قسمت بالای هر پیک هتروزیگوت است، نشان می STRنشانگر 

ها را بر حسب جفت نام نشانگر نوشته شده است محور افقی اندازه پیک
را بر  PCRصول كند و محور عمودی مقدار محمشخص می (bp) باز

 دهد.نشان می RFU (Relative fluorescence units)حسب 

 بحث

این مطالعه ارائه و معرفی یک استراتژی كلی جهت طراحی،  از هدف
صورت و ایجاد یک مجموعه نشانگر برای كاربردهای مختلف به توسعه

باشد. هر چند در مطالعات متعددی از نشانگرهای مرحله به مرحله می
STR ستفاده شده است و در برخی از آنها تا حدودی به مراحل طراحی و ا
سازی آنها اشاره گردیده است. اما مطالعه جامعی كه كلیه مراحل را بهینه

 PGDبرای انجام  STRسازی یک مجموعه نشانگر برای طراحی و بهینه
از ابتدا تا انتها ذكر كرده باشد، یافت  طور كاملژنی به یک بیماری تک

صورت مرحله به مرحله گردید. در این مطالعه، كلیه مراحل انجام كار بهن
های فلورسنت، الکتروفورز ، طراحی پرایمرها و رنگهااز انتخاب نشانگر

های موردنیاز ذكر گردیده است. برای افزارها و وب سایتكاپیلاری نرم
ر های تایی از نشانگ 2كلیه مراحل با استفاده از یک مجموعه  این منظور
كه با استفاده از مراحل طورینشان داده شده است. به SMN1اطراف ژن 

های معرفی شده یک پژوهشگر بتواند به آسانی و ذكر شده و وب سایت
های مالی كمتر، مجموعه ظرف مدت زمان كوتاهی و با صرف هزینه

 را برای پروژه موردنظرش طراحی نماید.  STRنشانگرهای 
تواند های ژنتیکی میبیماری PGDدر  STRهای از نشانگراستفاده 

های مختلفی داشته باشد. از جمله با استفاده از این نشانگرها مزیت
توان از طریق آنالیز پیوستگی كروموزوم به ارث رسیده از پدر و مادر می

مستقیم ژنوتیپ جنین را تعیین نمود. صورت غیرمشخص و بهرا به جنین 
 HLAاز این روش برای تعیین هاپلوتایپ ناحیه  فلورنتینو و همکاران

بر این در مطالعات متعددی از جمله در دو (. علاوه13اند )استفاده كرده
آلودگی  ADOبرای تعیین  STRهای هلانی از نشانگرو  فیگویرامطالعه 

 خارجی و نیز تعیین پلوئیدی استفاده شده است.  DNAبا 
صورت تک تک هب STRهای لوكوس PCRدر این پژوهش 

(Singleplex)  انجام شد و در ادامه محصولاتPCR  پنج  نشانگر با هم
صورت همزمان الکتروفورز مویینه انجام شد. مخلوط شدند و سپس به

به صورت تکی مستلزم صرف زمان و هزینه بیشتری نسبتبه PCRانجام 
شود كه باشد. بنابراین توصیه میمی (Multiplex) چند تایی PCRانجام 

در مطالعات آتی از ابتدا پرایمرها طوری طراحی شوند كه قابلیت لازم 
 صورت چندتایی را داشته باشند.به PCRبرای انجام واكنش 

واقع در ناحیه  STRهمچنین در این مطالعه تنها از نشانگرهای 
5q13  استفاده گردید. بهتر است برای انجامPGD  از سایر نشانگرهایی

های دیگر قرار دارند، نیز استفاده شود. استفاده از این زومكه روی كرومو
های مربوطه و تعیین تواند در تعیین پلوییدی كروموزوممی نشانگرها

 مؤثر باشند.  PGDآلودگی و در نتیجه در افزایش میزان موفقیت 
كه براساس مطالعات قبلی از  STRنشانگر  2در این از مطالعه 
الایی برخوردار بودند استفاده گردید. ولی با وجود هتروزیگوسیتی نسبتاً ب

كننده گویا بودن و كاربردی این هتروزیگوسیتی بالا، همچنان تضمین
شود كه باشند. بنابراین توصیه میبودن نشانگرها در تمام خانوادها نمی

مورد  PGDهای بیشتری برای هر بیماری قبل از انجام تعداد نشانگر 
 STRتا در صورت گویا نبودن برخی از نشانگرهای بررسی قرار گیرند 

 بتوان از موارد جایگزین استفاده نمود.
بر استفاده در توان علاوهاین مطالعه می STRاز نشانگرهای 

در تشخیص قبل از تولد هم استفاده نمود.  ،گزینیتشخیص قبل از لانه
نمونه های تشخیصی قبل از تولد احتمال آلودگی یکی از مشکلات روش

باشد. لذا با استفاده از این نشانگرها گرفته شده از جنین با بافت مادر می
توان منشاء بافت گرفته شده و آلوده بودن نمونه جنینی با بافت مادری می

 را شناسایی نمود. 
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Abstract: 
 

Introduction: Short tandem repeats (STRs), are DNA sequences that are uniquely scattered throughout the 
human genome. These markers are ideal candidates for diverse usages including gene mapping, phylogenetic 
reconstruction, forensic medicine and indirect diagnosis of genetic disorders. Another application of STRs is in 
PGD (Preimplantation genetic diagnosis) for single gene disorders. Due to wide applications and also huge 
number of STR markers interspersed in human genome, these markers must be selected among thousands upon 
thousands markers based on special applications. 
Methods: In this study, SMA (Spinal muscular atrophy) was used as a model of monogenic disorders. Then STR 
markers flanking to SMA gene region was searched. Among the hundreds of markers, 5 STRs were selected. The 
size ranges of the STR markers were determined. A sequence alignment was then performed. Primers were 
designed, PCR reactions were optimized. PCR products were then separated by capillary electrophoresis.  
Results: In order to accelerate optimization of a set of STR markers for divers applications, in this study a 
comprehensive strategy for design, selection and optimization of STR marker was presented. For simplicity, all 
steps were performed on 5 STR loci that are located in SMA region. These can be applied for PGD of SMA.  
Conclusion: The strategy presented in this study can be used as an example to design a set of STR marker for 
similar application in a short time and with a low cost. 
 

Keywords: Short tandem repeat (STR); Preimplantation genetic diagnosis (PGD); Spinal 
muscular atrophy (SMA).  
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