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  چکیده
ی در نواح G+Cها حاوي توالی غنی از هاي اختصاصی بافتژن% 40دار، سرکوبگر تومور، و تقریبا هاي خانهاکثر ژن :زمینه و هدف

نقش عملکردي  داراي )Astrocyte elevated gene -1)AEG-1ژن. باشند که تکثیر آن با مشکلات زیادي همراه استپروموتري خود می
- در چندین مرحله از پیشرفت تومور از جمله، ترانسفورماسیون، آپوپتوزیس، متاستاز، مقاومت به شیمی درمانی، رگزایی و پیري سلول می

  .باشد
، AEG-1از پروموتر ژن  bp 495براي تکثیر موفق ) PCR(از  اي پلیمراین مطالعه، به بهینه سازي واکنش زنجیره :ارروش کمواد و 

  . پرداخته است و جایگاه اتصال چندین فاکتور رونویسی در بیماران مبتلا به هپاتوسلولار کارسینوما G+C%70>داراي محتوي 
در تخریب  pfuو آنزیم  Touch down PCRبه همراه برنامه  CO-Amplification ،DMSOاز دهد استفاده ها نشان مییافته :یافته ها

  .باشدو افزایش محصول واکنش موثر می DNAهاي ساختارهاي ثانویه توالی
  .نیز مورد استفاده قرار گیرد G+Cاین روش می تواند براي تکثیر دیگر نواحی غنی از  :نتیجه گیري

  Astrocyte elevated gene -1ژن - PCR -نواحی پروموتري - G+Cغنی ازتوالی  :کلیدي واژه هاي
  مقدمه

AEG-1 8در ناحیه  که یک پروتوآنکوژن استq22  قرار
 این ژن. باشداینترون می 11اگزون و  12داراي داشته و 

نقش عملکردي در چندین مرحله از پیشرفت تومور  داراي
تاز، مقاومت از جمله، ترانسفورماسیون، آپوپتوزیس، متاس

به شیمی درمانی، رگزایی، پیري سلول و فعالسازي 
. ]1،2،3،4[ باشدهاي مرتبط با سرطان میسیگنال

 AEG-1آنالیزهاي بیوانفورماتیکی نشان داده که پروموتور 
-نمی CAATو  TATAهاي داراي جعبه+) 49/-2710(

-بالا می CGو  Sp1باشد، اما داراي چندین موتیف اتصال 

ضور چندین جایگاه شروع رونویسی، چندین ح. باشد
در چندین  CGو محتوي بالاي  SP1جایگاه اتصال به 

از . ]5[مشاهده شده است  TATAپروموتور دیگر فاقد 
آنجائی که مطالعات مختلف افزایش بیان آن را در بسیاري 

ها، از جمله هپاتوسلولار کارسینوما گزارش داده از سرطان
وموتوري این ژن که در ارتباط اند، مطالعه توالی پر
 در ضمن. نمایدباشد را ضروري میمستقیم با بیان آن می

هاي توالی مورد بررسی در این مطالعه همچون دیگر توالی
تکثیر نواحی غنی . باشدمی CG% 77.23پروموتري، داراي 

 PCRپروموتري با استفاده از هر کدام از انواع  GCاز 

 وهشیپژ مقاله
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و  هابا وجود توسعه روش معمولا کار دشواري است و
باقی ناشناخته هنوز  تکثیر اصلاح شده، این نوع از متدهاي

 DNAیکی از مشکلات مشاهده شده با تکثیر . است مانده
محدودیت تکثیر الگو به علت ایجاد  ،GCغنی از 

ساختارهاي ثانویه پایدار است که موجب متوقف شدن یا 
ت ایجاد ممانع. شودپلیمراز می DNAکاهش پیشرفت 

شده توسط ساختارهاي ثانویه در اتصال درست پرایمر به 
باشد مشکل دوم است که موجب کاهش توالی هدف می

هاي شود و در صورت حضور جایگاهمی PCRمحصول 
ثانویه اتصال پرایمر؛ افزایش باندهاي غیر اختصاصی 

با توجه به موارد اشاره شده در بالا . ]6[شود مشاهده می
و به کار بردن ژل  PCRهاي معمول ه از روشبا استفاد

شود و آگارز براي تایید محصول معمولا باندي مشاهده نمی
 . باشدیا به علت کمرنگ بودن قابل مشاهده نمی

  راک روش
هاي آسیب هاي پارافینه موجود در آرشیو بخشبافت

هاي انسانی براي مطالعه شناسی منبع بسیار غنی از نمونه
در . باشدهایی همچون سرطان میبیماري مولکولی براي

 50این مطالعه نیز به دلیل در دسترس نبودن بافت تازه از 
به بیماران مبتلا به  نمونه پارافینه بافت تومور مربوط

براي حذف پارافین  .هپاتوسلولار کارسینوما استفاده شد
  .شستشو شدند% 100ها سه مرحله با زایلن نمونه

 با بار به دنبال هم 5ها ده زایلن نمونهو براي حذف باقیمان
در مرحله بعد بافت  .درصدهاي مختلف الکل شسته شدند

به روش فنل و کلروفرم صورت  DNAلیز شده و استخراج 
  . ]7[ پذیرفت

طراحی شد  primer 3پرایمرها با استفاده از نرم افزار 
  .)1جدول (

از  GCي غنی از هاتکثیر شده از توالی DNAبه طور کلی 
به  PCRبنابراین وقتی . بسیار ناچیز استPCR طریق 

براي رفع . روش معمول انجام شد باند مشخصی دیده نشد
هاي مختلف از Co-amplification این مشکل ابتدا از
  Dimethyl sulfoxideبتائین جمله، گلیسرول،

)DMSO ( وTween20  با مقادیر مختلف استفاده شد
  ). 2جدول(

 نکه بهترین باند مربوط به میکروتیوپ حاويبا توجه به ای
DMSO هاي مختلف این ماده بود، گرادیانتی با غلظت

به  taqو pfu پلیمرازهاي  DNA درادامه از. گذاشته شد
براي تکثیر قطعه . استفاده شد تنهایی و در ترکیب با هم

  ).3جدول(استفاده شد  Touch down PCR مورد نظر از
به وجود آمده در محصول پس از براي مشاهده تغییرات 

هاي مختلف Co-amplificationگرهاي و تغییر واکنش
ابتدا از ژل آگارز استفاده شد ولی قدرت تفکیک این ژل 

آکریلامید حل کافی نبود و این مشکل با استفاده از ژل پلی
  . شد

هاي در ادامه براي تایید بیشتر نتایج حاصل شده از نمونه
-ا مقادیر و مراحل مشابه بر روي نمونهبافتی، آزمایشی ب

  . هاي خون انجام شد
  یافته ها

باید  GCبراي قطعات غنی از  PCRدر طرح ریزي برنامه 
به علت  کهاز زمان دناتوراسیون طولانی تري استفاده کرد 

و استحکام پیوندهاي هیدرژنی  GCبالا بودن درصد 
زمان . باشددناتوراسیون در زمان کوتاه امکان پذیر نمی

تر یا پائین% GC 50دناتوراسیون اولیه براي قطعات داراي 
باشد، درحالیکه این زمان براي پروموتور دقیقه می 3برابر 
به دلیل استحکام بالاي پیوندهاي هیدروژنی  AEG-1ژن 

 کهدقیقه است  10دقیقه بالاتر از زمان معمول و برابر  7
شته از یکدیگر تر به دلیل باز نشدن دو رپائین در زمان

 Touch در این مطالعه از . شودمحصولی حاصل نمی
down PCR دماي آنلینگ از دماي استفاده شد که در آن

موجب کاهش  که یافته کاهش تدریج به ،شدهشروع بالاتر 
-Coبهترین . ده استکاذب و پرایمر دایمر ش تمحصولا

amplification  براي تکثیر قطعه مورد نظرDMSO 
ت، براي دستیابی به بهترین غلظت گرادیانتی از بوده اس

گذاشته  PCRهاي غلظت هاي مختلف این ماده در تیوب
میکرولیتر  25در % 5بهترین تکثیر در غلظت  شد که
در این مطالعه از . محاسبه گردیده است PCR گر واکنش

 taqدر ترکیب با سرعت زیاد  pfuخاصیت تصحیح بالاي 
بهترین باند را  taqو  pfu سه استفاده شد، نسبت یک به

 Cو  Gبه دلیل مصرف زیاد نوکلئوتیدهاي . نشان داد
مصرفی  dNTPپلیمراز در هر میکروتیوپ،  DNAتوسط 

میکرولیتر  25میکرولیتر در حجم نهایی  1براي این توالی 
براي  بوده که دو برابر میزان مصرف PCRواکنش گر 

  میکرولیتر در  5/0(نرمال  GC تکثیر یک قطعه با میزان
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  توالی پرایمر: 1جدول
    تعداد نوکلئوتید  GC Tmدرصد   توالی پرایمر

GAAGGCGTCCACCAATTAAC  50  43/59  20  ForwardPrimer  
CGGAGACGCAGTGGAATAGT  55  28/60  20  ReversePrimer  

 

    Co-amplificationمقادیر مختلف: 2جدول
Co-amplification  DMSO  Tween20  بتائین  گلیسرول  

  PCR  7%  7%  10%  16%درصد مصرف در کل محلول  واکنشگر 
 

 Touch down PCRبرنامه : 3جدول
  زمان  دما  سیکل

  دقیقه 7  درجه 96  1
  دقیقه 1  درجه 94  2
  درجه، یک درجه یک درجه کاهش دما 52تا  60از   3

  )بار تکرار  2هر درجه (
  ثانیه 45

  دقیقه 1  درجه 72  4
    درجه 52بار تکرار در دماي آنیلینگ  15  5
  دقیقه 5  درجه براي تکثیر پایانی 72دماي   6

 

  AEG-1پروموتر ژن  PCR مواد لازم واکنش: 4جدول 
  مقدار  غلظت  یبات واکنشترک

PCR  buffer  x10  µl5/0  
Mgcl2 mM25 µl5/1 
dNTP mM10 µl1 

Taq DNA polymerase Unit5/4 µl45/0 
Pfu DNA polymerase Unit5/1 µl15/0 

Primer R pmol10 µl5/0 
Primer F Pmol10  µl5/0 
DMSO 100% 4/1 

DNA Sample - µl2  
  µl25    حجم نهایی
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است، علت این امر ) میکرولیتر واکنش گر 25حجم نهایی 
ها مرتبط این گونه توالی CGتوان به در صد بالاي را می

وجب افزایش میزان کلیه موارد انجام شده در بالا م .دانست
محصول شده ولی این افزایش محصول روي ژل آگارز 

هینه سازي از ژل محسوس نبوده، بنابراین در کلیه موارد ب
داراي حساسیت  چوناستفاده شد % 6پلی آکریلامید

در انتهاي آزمایش با در . باشدبالاتري نسبت به آگارز می
عه مورد نظر گرفتن همه موارد ذکر شده، باند حاصل از قط

نظر به اندازه کافی افزایش یافت و روي ژل آگارز قابل 
  ).2شکل (مشاهده گردید 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

هاي خونی که براي تایید روش نمونه PCRدر ادامه کار 
بهینه سازي شده جمع آورري شده بود، با روش و مقادیر 

ه مراتب هاي خون بتکثیر نمونه. کاملا مشابه تکثیر گردید
توان با آسیب و بهتر از بافت صورت پذیرفت، این امر را می

در مراحل مختلف تثبیت در بافت پارافینه  DNA شکستن
همانطور که در شکل مشاهده شد ). 1شکل(مرتبط دانست 

DNA  حاصل از بافت به دلیل شکسته بودن در چاهک
 DNAکند ولی ماند و به سمت پایین حرکت میباقی نمی

تواند از چاهک از خون به دلیل اندازه بزرگ نمی حاصل
  . خارج شود

  حاصل از خون A (DNA(استخراج شده از خون و بافت به صورت یک در میان  DNAایسه مق: 1شکل
)B ( DNAتخریب شده حاصل از بافت  

  
  

 تکثیر  )D&C(حاصل از خون  DNAتکثیر )B&A. (پس از بهینه سازي AEG-1تکثیر پروموتر ژن : 2شکل
DNAحاصل از بافت  
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  بحث 
نیاز به صرف وقت و تلاش زیاد  GCتکثیر نواحی غنی از 

هاي مختلف مانند  Co-activator.براي بهینه سازي دارد
DMSO ]8[آمید ، فرم]و بتائین  ]10[گلیسرول  ]9

و حذف باندهاي  GCبراي تکثیر نواحی غنی از  ]11[
اما این . و دستیابی به تکثیر اختصاصی لازم است افیاض

افزودنی ها تاثیرات مشابهی ندارند، به همین دلیل براي 
شود تکثیر قطعات مختلف از مواد مختلفی استفاده می

هاي مختلف نظیر در این مطالعه از افزودنی. ]12[
tween-20،  گلیسرول، بتائین وDMSO هاي در غلظت

 7%بیشترین میزان تکثیر با افزودن  وه مختلف استفاده شد
DMSO در این مطالعه همچنین از ترکیب دو . حاصل شد

سرعت تکثیر را بالا  taqاستفاده شده که  pfuو  taqآنزیم 
آورد، درضمن روش خطاهاي تکثیر را پائین می pfuبرده و 

towch down PCR افزویدبر اختصاصیت محصول می .  
  گیرينتیجه

هاي خون و بافتی این از آزمایشات انجام شده روي نمونه
  هاي خون تازه به نتیجه حاصل گردید، که کار با نمونه

  
  

-هاي پارافینه آرشیوي میمراتب بهتر و آسانتر از نمونه
ها در باز coamplificationعلاوه بر آن تاثیر مهم . باشد

 الگو براي شروع  DNAکردن پیوندهاي هیدروژنی 
PCRدر این مطالعه همچنین . به خوبی آشکار گردید

براي تکثیر  PCRنشان داده شد که بهترین برنامه 
باشد که می GC ،Touch down PCRتوالیهاي غنی از 

ها برآمده است و تا به خوبی از عهده تکثیر اینگونه توالی
از دیگر . حد زیادي موجب افزایش محصول گردیده است

قرار داد، استفاده از میزان بهینه موارد که باید مدنظر 
 پلیمراز DNAها، dNTPاز جمله  PCRگرهاي  واکنش

taq  وpfu  و Mgcl2بنابراین در شروع تکثیر . باشدمی
بهتر است در ابتدا درصد  PCRاز طریق  DNAهاي توالی
GC آنها مورد بررسی قرار گیرد.  

  تشکر و قدردانی
که در این طرح  نویسندگان این مقاله از کلیه دوستانی

همکاري داشتند و همچنین دانشگاه علوم پزشکی گلستان 
نیمی از اعتبار  .هاي بیماران نهایت تشکر را دارندو خانواده

از  ) 921017162: شماره طرح (این طرح تحقیقاتی
  .دانشگاه علوم پزشکی گلستان تامین گردیده است
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Abstract 
Background and Objectives: Most housekeeping genes, tumor-
suppressor genes, and approx 40% of tissue specific genes 
contain G+C sequences in their promoter region that are very 
difficult to amplify. AEG-1 plays a significant role in invasion, 
metastasis, angiogenesis and chemoresistance, apoptosis, 
angiogenesis and aging 
Material and Methods:In this study, we proposed an improved 
polymerase chain reaction (PCR) method to be used for 
successful amplification of the Astrocyte elevated gene -1gene 
promoter region that contains >70% G+C content in a sequence 
of 495 bp and some transcription initiation sites in 
hepatocellularcarcinoma  patient.  
Results: The results showed that using of DMSO co-
amplification; touchdown PCR and pfu enzyme can inhibit the 
formation of secondary structure in DNA Sequences and increase 
the PCR product.  
Conclusion: Therefore, this method can be recommended to 
amplify other GC-rich genomic templates. 
Key words: GC-rich sequences; PCR; promoter region; 
Astrocyte elevated gene -1. 
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