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با سپاس فراوان از آموزشگاه بیوتکنولوژی زیست 
فناوری نوین اصفهان که شرایط لازم جهت نگارش 
این کتاب ارزشمند را فراهم نمود و مسبب تالیف 
کتاب حاضر در جهت افزایش آگاهی دانشجویان 
و افراد مشغول در آزمایشگاه ژنتیک پزشـــکی شــد.
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کتـاب حاضـر بـا هـدف بررسـی جامع تکنیک‎هـای مولکولـی و نقـش آن‎هـا در تشـخیص و درمان 
بیماری‎هـا تدویـن شـده اسـت. در دوران کنونـی کـه علـم پزشـکی بـا تحـولات گسـترده‎ای در حـوزه 
زیسـت‎فناوری و علـوم ژنومیـک روبروسـت، تکنیک‎هـای مولکولـی بـه عنـوان ابزارهایـی نویـن و دقیق، 
جایـگاه ویـژه‎ای در فهم بیماری‎ها، تشـخیص زودهنگام، و بررسـی پاسـخ بـه درمان یافته‎انـد. این کتاب 
تالش دارد تـا بـا تکیـه بـر آخریـن یافته‎هـای علمـی تا زمـان نـگارش، تصویری روشـن و علمـی از این 
تکنیک‎هـا و کاربردهـای آن‎هـا در حوزه‎هـای مختلف بیمـاری‎، به‎ویژه سـرطان، ارائه دهـد. مطالب کتاب 
به‎گونـه‎ای طراحـی شـده‎اند کـه هـم بـرای پژوهشـگران حـوزه زیست‎پزشـکی و هم بـرای دانشـجویان 
رشـته‎های مرتبـط قابـل اسـتفاده باشـند و درک عمیق‎تـری از بنیان‎های زیسـتی و مولکولـی بیماری‎ها 

فراهـم آورند.
در فصـل نخسـت، تمرکـز اصلی بر تکنیک‎های مولکولی تشـخیصی اسـت. در این فصـل، روش‎هایی 
ماننـد واکنـش زنجیـره‎ای پلیمـراز )PCR(، توالی‎یابـی نسـل جدیـد )NGS(، تکنیک‎هـای مبتنـی بـر 
میکروآرایـه، و روش‎هـای هیبریداسـیون مولکولـی مـورد بحـث قـرار گرفته‎انـد. ایـن روش‎هـا بـه عنوان 
پایه‎های اصلی در شناسـایی دقیق عوامل ژنتیکی بیماری‎ها، تشـخیص زودهنگام سـرطان‎ها، و بررسـی 
جهش‎هـای ژنـی شـناخته می‎شـوند. همچنیـن، نقـش آن‎هـا در افزایـش دقـت و سـرعت فرآیندهـای 

تشـخیص پزشـکی بـا ارائه شـواهد علمـی معتبر مـورد تأکیـد قرار گرفته اسـت.
فصل دوم به بررسـی مولکولی بیماری‎های نئوپلاسـتیک اختصاص دارد و در آن، سـرطان‎های شـایع 
نظیـر سـرطان خـون، ریه، پسـتان، پروسـتات، معـده و کولورکتـال از منظـر ژنتیکـی و مولکولی تحلیل 

پیشگفتار
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می‎شـوند. ایـن فصـل بـا تمرکـز بـر ژن‎هـای کلیـدی دخیـل در ایجـاد و پیشـرفت تومورها، به بررسـی 
مسـیرهای سـیگنالینگ سلولی، نقش آنکوژن‎ها و ژن‎های سـرکوب‎گر تومور، و الگوهای بیانی غیرطبیعی 
می‎پـردازد. هـدف ایـن فصل، تبییـن پایه‎های مولکولی پاتولوژی سـرطان‎ها و درک سـازوکارهایی اسـت 

کـه در رفتـار تهاجمـی و مقاومت‎پذیری ایـن بیماری‎ها نقـش دارند.
در فصـل سـوم، موضـوع درمان سـرطان و مقاومت دارویی در سـرطان‎ها از منظـر ژنتیکی و مولکولی 
مـورد بررسـی قـرار می‎گیـرد. بـا تمرکز بـر جهش‎هـای مولـد مقاومـت، تغییـرات سـاختاری گیرنده‎ها، 
مسـیرهای جایگزیـن سـیگنال‎دهی و سـازوکارهای تطبیقی سـلولی، ایـن فصل به تحلیـل علمی دلایل 
شکسـت درمان‎هـای هدفمند و کلاسـیک در برخی بیماران می‎پـردازد. همچنین، داروهای نسـل جدید 
و رویکردهـای درمانـی ترکیبـی کـه بـرای مقابلـه بـا ایـن مقاومت‎ها توسـعه یافته‎انـد، بررسـی و تحلیل 

می‎شوند.
فصـل چهـارم بـه جمع‎بندی تکنیک‎هـای کاربردی در تشـخیص بیماری‎هـا اختصـاص دارد. در این 
بخـش، بـر نقـش کاربـردی فناوری‎هـای مولکولی کـه در فصول پیشـین معرفی شـده‎اند، تأکید شـده و 

شـیوه‎های به‎کارگیـری آن‎هـا در آزمایشـگاه‎های تشـخیصی مدرن بررسـی می‎گردد. 
شـایان ذکـر اسـت کـه کتـاب حاضر صرفـاً با هـدف افزایش آگاهـی علمـی و ارتقاء دانـش نظری در 
حـوزه زیست‎پزشـکی و ژنتیـک مولکولی نگاشـته شـده و به هیـچ وجه جنبـه درمانی یا تجویـزی ندارد. 
مطالـب ارائه‎شـده در ایـن کتـاب مبتنـی بـر شـواهد علمـی و منابع معتبـر موجود تـا زمان نـگارش آن 
می‎باشـند و بـرای بهره‎بـرداری بالینـی یـا انتخـاب شـیوه‎های درمانـی، لازم اسـت همـواره از مقـالات و 
دسـتورالعمل‎های بـه‎روز و معتبـر پزشـکی بهره گرفته شـود. بنابرایـن، مخاطبان گرامی توصیه می‎شـود 
جهـت اسـتفاده عملـی یـا درمانی، حتمـاً با متخصصان حوزه سالمت مشـورت نمـوده و از آخرین منابع 

علمی بهـره بگیرند.
بهار 1405
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فصل اول

روش های مولکولی در تشخیص

استخراج اسیدهای نوکلئیک
اسـتخراج اسـیدهای نوکلئیک DNA 1و RNA 2 از نمونه‎های زیسـتی جزء روش‎های پایه و اساسـی 
در تکنیک‎هـای مولکولـی محسـوب می‎شـود. DNA، RNA و یـا حتـی پروتئیـن را می‎تـوان از هر ماده 
بیولوژیکـی ماننـد بافت‎هـای زنـده یـا حفاظـت شـده، سـلول‎ها، ذرات ویـروس یـا سـایر نمونه‎هـا بـرای 
اهـداف تحلیلـی یـا آماده‌سـازی جـدا کـرد. نکتـه مهمـی کـه قبـل از اسـتخراج بایسـتی حتمـا در نظر 
بگیریـم ایـن اسـت کـه به چـه منظـور و برای کـدام یـک از تکنیک‌هـای مولکولی قرار اسـت اسـتخراج 
اسـید نوکلئیـک را انجـام دهیـم. روش‌هـای اسـتخراج معمـولا بر حسـب اینکه کـدام یک از اسـیدهای 
نوکلئیـک را می‌خواهیـم جداسـازی کنیـم، نمونه اولیه بـه چه صورتی )بافـت، بلوک‌هـای پارافینی، مغز 
اسـتخوان، خـون محیطـی، سـرم، پلاسـما و غیـره( باشـد، و برای چـه هدفی اسـتخراج قرار اسـت انجام 
گـردد، دارای تفاوت‌هایـی می‌باشـد. مشـخص شـدن این مسـئله می‌توانـد در انتخاب روش اسـتخراج و 
انتخـاب نـوع نمونـه اولیه بسـیار موثـر باشـد. تکنیک‌های اسـتخراج در طی زمـان پیشـرفت‌های زیادی 
داشـته اسـت و ایـن پیشـرفت‌ها بـه تخلیـص با کیفیت بـالا کمک شـایانی کرده اسـت. در حـال حاضر، 
روش‎هـای تخصصـی زیـادی بـرای اسـتخراج DNA، RNA یا پروتئین خالـص وجود دارد. بـه طور کلی، 
آنهـا بـه پروتکل‌هـای مبتنی بر راه حل یا مبتنی بر سـتون تقسـیم می‌شـوند. بیشـتر ایـن پروتکل‎ها در 
کیت‎هـای تجـاری ایجـاد شـده‎اند که فرآینـد اسـتخراج بیومولکول‎هـا را تسـهیل می‎کننـد )1(. در این 

1. Deoxyribonucleic acid
2. Ribonucleic acid
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بخـش از کتـاب در مـورد، تفـاوت اسـتفاده از انـواع اسـیدهای نوکلئیـک )DNA و RNA( در آزمایشـات 
مولکولـی، نمونه‌هـای اولیـه‎ی مختلف، علل اسـتفاده از هرکـدام نمونه‌ها و روش‌های اسـتخراج به صورت 
کلـی اطلاعاتـی شـرح داده خواهـد شـد و در فصـل 3 در مـورد روش‌های عملی اسـتخراج جهـت انجام 

آزمایشـات مولکولـی به صـورت جامـع توضیح داده خواهد شـد.

تفاوت استخراج DNA و RNA از نظر انجام نوع تست‌های مولکولی�	
هنگامـی کـه هـدف ما از انجام آزمایشـات در تحقیقات و تشـخیص‌های مولکولی، بـر روی وجود و یا 
عـدم وجـود ژن و یـا قسـمتی از مولکول DNA و حتی بررسـی یک تک نوکلئوتید بر روی DNA باشـد، 
به اسـتخراج DNA نیازمند هسـتیم. از جمله این آزمایشـات می‌توان به آزمایشـات PCR و توالی‌یابی‌ها 
اشـاره نمـود )در ادامـه همیـن فصل در مورد این آزمایشـات صحبت خواهد شـد( )2-4(. ولـی زمانی که 
هـدف اصلـی بررسـی میـزان تجزیه و تحلیل بیـان ژن باشـد، به خالص‌سـازی RNA از خون نیاز اسـت. 
بـرای مثـال برای انجـام آزمایشـات RT-PCR، RT-qPCR و برخی توالی‌یابی‌ها بـه RNA به عنوان ماده 

ژنتیکی نیاز اسـت )5,6(. 
اسـتخراج RNA نسـبت بـه DNA دارای حساسـیت‌های بیشـتری دارد بـرای مثـال نمونه‌هـای 
جمـع‌آوری شـده جهـت اسـتخراج RNA را می‌تـوان در دمای 70/80- درجه سـانتی‎گراد بـرای یک ماه 
نگهـداری کـرد چـرا که اعتقاد بر این اسـت که زمان طولانی کنترل نشـده در شـرایط خـارج از بدن قبل 
از انجمـاد اثـرات قابـل توجهـی بر یکپارچگـی RNA و سـطوح بیـان mRNA دارد و در نتیجـه می‌تواند 
نتایـج در مطالعـات بیـان ژن را تحت تاثیر قـرار دهد همچنین نگهداری نمونه‎هـا در دمای پایین تأثیری 
بـر بـه حداقل رسـاندن فعالیـت RNaseهـای درون‎زا دارد که یک اقـدام احتیاطی مرتبط برای اسـتخراج 

موفق RNA اسـت )7(.

بررسی انواع نمونه‌های اولیه جهت استخراج اسید نوکلئیک�	

استخراج اسیدهای نوکلئیک از سلول‌های خون محیطی 1

خون محیطی یا همان خون کامل 2شـامل سـلول‎های خونی و پلاسـما اسـت که در طیف وسـیعی 
از مطالعـات ژنتیکـی از آن اسـتفاده می‌شـود )3(. نمونه‌هـای خـون کامـل یکـی از منابـع اصلـی مـورد 
اسـتفاده برای به دسـت آوردن اسـیدهای نوکلئیک هسـتند و پروتکل‌های مختلفی برای اسـتخراج اسید 
نوکلئیـک روی ایـن نمونه‌هـا وجـود دارد. این روش‎ها از پروتکل‎های دسـتی بسـیار ابتدایـی تا روش‎های 
1. Peripheral blood
2. whole blood


