
 

 

 

 

  و الل برای مخصوص یکمPCR  روش با  KRAS 7 جهش بهینه چندگانه  ردیابی

Taqman 

 

 چکیده 

  مبتلا  بیماران  مدیریت   در   بنیادینی  اهمیت   توموری   هاینمونه   در   KRAS  نبودن   یا  بودن   یافته جهش   وضعیت  تعیین

  های گیرنده   مونوکلونال   هایبادی آنتی   با  درمان  مانع  هاجهش این   که  چرا  دارد؛  بزرگ   ی روده  سرطان  یا   ریه  سرطان   به

  سریع   چندگانه،   الل   برای   مخصوص   کمّی   PCR  روش   پژوهش،  این  در   .شوند می   ( EGFR)   اپیدرمی  رشد   فاکتورهای 

  و   شناسایی  را   KRAS  در   بالینی  مسائل  با   مرتبط   و   اصلی   جهش  هفت   تواند می   که   دهیممی   گزارش   را   قیمتیارزان   و

 .کند   تکثیر  بزرگ   ی روده   سرطان  بیماران   هایبافت   و توموری   هایسلول   در  را یافتهنجهش  KRAS  هایژن   همزمان،

  طور   به   کدام  هر   جهش  تا   گرفتند   قرار  الل   برای   مخصوص   هایتحلیل   تحت   چندگانه   هایتست   در   مثبت   هاینمونه 

   G12A ،  G12C ،  G12D ،  G12R ،  G12S،G12V  از  اعم   انسانی  هایسرطان   مرجع  DNA  .شود  بررسی   خاص

  بودن  کاربردی  همچنین،  .کردند   تأیید   یافتهجهش  هایالل  حساسیت  ٪۱>=  با  را  تست  بودن   اختصاصی  G13D  و

  بر  ( FFPE)  فرمالین   توسط   شدهفیکس   پارافین   جاسازی   هایآزمایش   انجام   با  KRAS  هایجهش  ی چندگانه   تحلیل 

  حذف   به  منجر  نیافتهجهش  DNA  همزمان  تکثیر  نتیجه،   در  .شد   داده  نشان  بزرگ  یروده   سرطان  هایبیوپسی  روی

  از   حاصل  نتایج  با  صرفه بهمقرون   روش   این  نتایج  همچنین،  .شودمی  شدهتخریب   هاینمونه   از  کاذب  منفی  هایداده 

 هستند،  محدود  DNA  هایغلظت  که  حالتی  در  اما  دارد،  خوانیهم   FFPE  هایبافت   در  DNA  یابیتوالی 

 . دارد بالاتری حساسیت

 

 



 

 

 همقدم

  . [۱]  است  جهان  سراسر  زنانِ  در  شایع  سرطان  دومین   و  مردان  در  شایع  سرطان  سومین  بزرگ   یروده   سرطان

  کارسینومای   درمان  برای  بالینی  هایروش   در  که  هستند   مونوکلونالی  هایبادی آنتی 2پانیتومامب   و 1کتاکسیمب 

  عنوان   به  که  هاستمدت KRAS   زایسرطان  هایجهش  .[۲]  روند می   کار  بهEGFR   یگیرنده   علیه   بزرگ،   یروده 

  شکل   به  و  است  فعال  همواره   که  شوند می   پروتئینی   تولید   به  منجر   که   چرا  اند،شده   شناخته  مذکور  درمانی  روش   مانع

  ، ۳]  کند می   فعال  را  ERK  و   RAF ،  MEK  آبشارهای  مانند   ،EGFR  دستپایین   عملگردهای  محرک،   از  مستقل 

  های نمونه   در   MAPKمسیرهای  یدهندهتشکیل   چند   در  پروتئینی  فسفریلاسیون  یوسیله   به  سازیفعال  .[۵  ،۴

  هاینمونه   در   زاسرطان  های سازیفعال   این   .است  توموری   هایگروه   دیگر   از   ماندگارتر  ، KRAS  برای   یافتهجهش

  موارد،   بیشتر   در   و   شودمی   دیده  بزرگ   یروده   کارسینوماهای  از   درصد   ۴۰  تا   ۳۵  در  ،KRAS  برای   یافتهجهش

  برای  دیگر،  هایموقعیت   در  جهش  .[۸  ،۷  ،۶]  است  داده   رخ   ۲  اگزون   از  (٪۱۵)  ۱۳  و  (٪۸۰)   ۱۲  کدون  در  جهش

  اختصاص   خود  به  (٪۱  حدود  تنها)   تریکم   بسیار  فراوانی  اما  شده  دیده   نیز   ۱۵۴  و  ۱۴۶  ،۱۱۷  ،۶۱  کدون   مثال

  بالینی  شناسیسرطان  انجمن   ، (NCCN)  سرطان   ملی   جامع  ی شبکه   ، (EMA)   اروپا  پزشکی  آژانس   .[۴  ، ۹]  دهد می 

  دادن قرار  هدف که   کنند می  توصیه (FDA) آمریکا یمتحده ایالات دارویی و  غذایی مواد یاداره  و  (ASCO) آمریکا

EGFR  ینیافته جهش  و   مسال  ینسخه   بیمار  که   است  این  نیازمند   پانیتومامب  و  کتاکسیمب  یوسیله   به  KRAS   را  

  EGFR  علیه   بادی آنتی   با   کردن  تیمار  از  پیش   KRAS  هایجهش  دقیق   و   ساده   گریغربال   بنابراین،  .باشد   دارا

  در   زودهنگام  تشخیص   طبیعی،  با  مقایسه  در   یافتهجهش  DNA   فراوانی  کمبود   موارد  در  .[۱۰  ، ۲]  است  ضروری 

  و   برزمان   مشکل،  هایتکنیک  انجام  به  نیاز  امر  این  .است  مشکل  هاکلینیک   در  موجود  و  دردسترس   هایبافت

  های آزمایش   برای   که   کند می   ایجاد   مولکولی  آنالیز  از  پیش  توموری   هایسلول   کردن  ایزوله   برای   قیمتیگران 

  و   صحت  ه ب  که   ستچالشی  اقلیت  در   هایالل   شناسایی  و  تشخیص  رو،   این  از  . [۱۱]  است  نامناسب  رایج  پاتولوژیک

 . بیاورد پایین را یابکم هایجهش تشخیص  توانایی است قادر   و دارد   بستگی مولکولی هایتکنیک حساسیت

 
1 Cetuximab  
2 Panitumumab  



 

 

  متفاوت،   مضرات  و  مزایا  کدام  هر  که  اند شده   ایجاد  KRAS  هایجهش   تشخیص  برای  زیادی  مولکولی  هایتکنیک 

  تشخیص   توانایی   حساسیت،   بودن،  اختصاصی   یش، آزما  مدت یزمینه   در  توجهی  قابل   هایتفاوت و گوناگون   هایهزینه 

 این   بین  در   . [۱۴  ، ۱۳  ، ۱۲]  دارند   نتایج  تکرارپذیری   و   یافتهجهش   هایالل   کردن   کوانتیده  توانایی   جدید،  هایجهش

  پایینی   حساسیت  روش   این  حال  این   با  رود؛ می   شمار  به  طلایی  استاندارد  کماکان  سنگر  روش   به   یابیتوالی   ها،روش 

  توجه  با  .[۱۵  ، ۱۲]  است  طبیعی  هاینمونه   بین   از  یافتهجهش  KRAS  هایالل   درصد   ۳۰  تا  ۱۰  بین   نیازمند   و  دارد

  برای   مطلوب  روشی  ،[۱۶]  کند می   تکثیر  اولیه   هایغلظت  به  نسبت  برابر  بازده  با  را  هاالل   یهمه   PCR  که  این  به

  برابر   در  مقاوم   تکثیری  سیستم  عنوان  به  که  الل،   برای   اختصاصی  PCR  . [۱۷  ،۲]  است  طبیعی  هایالل   تکثیر   کاش 

  پرایمر   در   ’۳  انتهای  آلی   باز  که  حالتی  در   تکثیر   که   است  استوار   اصل  این  بر  شود،می   شناخته  نیز  ARMS  یا3جهش

  اشتباه  اتصال  یا  و  نشود   برقرار  اتصال  این  چنانچه  که  حالی  در   دارد؛  بالایی  بازده   کند،می  برقرار  اتصال  الگو  توالی  با

  بر  4واقعی   زمان   PCR  و   الل   برای   اختصاصی   PCR  هایروش   اختلاط   . [۱۹  ،۱۸]  است  ترپایین   بازده   شود،   رقرارب

  . دهد می   دست  به  بالا  مقدار  و  حساسیت  با  هاجهش  ردیابی  برای  مناسبی   ابزار  Man-Taq  هایکاوشگر  اساس 

  برای   آزمایشگاهی  کیت   چند   و  (۲۵-۲۰)  اند شده   ایجاد   بالینی  محیط   در   استفاده   جهت  اساس   این   بر   هاییتست

  کیت   و   (6کیاژن ) 5تِراسکرین   ار  PCR RGQ KRAS  کیت  مثال،  برای  هستند؛  موجود  بازار  در   بالینی  کاربردهای

KRAS Cobas  (PCR TaqMelt .)  [۲۱،  ۲۲،  ۲۵،  ۲۶ ،  ۲۷ ،  ۲۸ ،  ۲۹،  ۳۰] 

  در   KRAS  رایج   هایجهش  برای   هایالل   الگریغرب  جهت  چندگانه   و   صرفه به مقرون   سریع،   روشی   ما  مطالعه،   این   در 

 اساس  بر   ما  تست  .کنیممی   معرفی  بالا  حساسیت  با  بیماران  در  FFPE  هایبیوپسی   در  موجود   ۱۳  و  ۱۲  هایکدون 

PCR   الگوی  یک   به  تنها  که  باشد می   الل   برای  مخصوصی  پرایمر  هفت   از  استفاده  با  لوله،   یک  در   چندگانه   کمّی  

DNA   هایآزمایش   تحت   آمدند   بیرون   ازمایش  این  از   مثبت  ینتیجه   با  که   هایینمونه   .شوند می  متصل  یافتهجهش  

 . شود ید تأی هاآن  در  موردنظر خاص الل در  جهش وجود  تا  گرفتند  قرار بیشتری

 
3 system mutation refractory amplification  
4PCR Time-Real 
5Therascreen 
6Qiagen 



 

 

 اهروش  و مواد

DNA بالینی  هاینمونه و  مرجع 

  در  اینقطه   جهش  هفت   دارای  DNA  همچنین   و   KRAS  طبیعی   ژن   دارای   و   استاندارد  مرجع   ژنومی DNA  از   ما

  .کردیم  استفاده  (G13D  و   G12D،  G12A ،  G12R،  G12C،  G12S،  G12V)  KRAS  ۱۳  و  ۱۲  کدون

 . بود  بریتانیا  ،9PL CB26  کمبریج،  در   واقع   ،7هورایزن   ، KRAS  ژن  DNA  استانداردهای  مرجع

 FFPE طریق  از   و   گرفته   بزرگ   ی روده   سرطان   به   مبتلا   بیمار  ۳۲  از   بزرگ   یروده   آدنوکارسینومای   به   مربوط   های  

 این  . شد   آوری جمع   ( IVIC)8ونزوئلا  علمی   یهاپژوهش   انستیتوی  در   ( CESAN)  سنگر  آنالیز   و   یابیتوالی   مرکز 

  ناشناس   شکل  به  شدهآوری جمع   هایبافت   به   مربوط   هایداده   و  شد   تأیید   انستیتو   اخلاقی  یکمیته   توسط   پژوهش

 .شدند  تحلیل

 

 FFPE هاینمونه   از  ژنومی DNA  استخراج

 DNA کلروفرم  کیت   ی وسیله   به  شدهداده کشت   هایسلول   از-DNAzol   تولیدکننده   شرکت  یتوصیه   طبق   و  

FFPE   مخصوصی   QIAamp  کیت  از   استفاده   با   FFPE  هایبافت   از   ژنومی   DNA  .شد   استخراج   (9اینویتروژن )

DNA   هایبلوک   از  تومورها  خلاصه،  طور   به   .شد   استخراج  کنندهتولید   شرکت  یتوصیه   طبق  کیاژن  شرکت  تولید  

  یوسیله   به  پارافین  .شدند   ذخیره  لیتریمیلی   ۵.۱  هایلوله   در  و   تقسیم   میکرومتری  ۱۰  قطعات  به  جدا،  پارافینی

  مقدارسنجی   روش   به  DNA  دقیق  مقادیر  .شدند   خشک  محیطی  دمای  در  هانمونه   و   شد   جدا  هابلوک   ز  زایلن

 های نمونه   .شد   سنجیده  (اینویتروژن  ،Q32866)   ۰.۲  ورژن  10کوبیت  فلوئوریمتری   دستگاه  توسط   فلوئورومتریک 

DNA  شدند  ذخیره  درجه   -۲۰ در. 

 
 

7Horizon 
8 Research Scientific for Institute Venezuelan  
9Invitrogen 

10Qubit 



 

 

 کمیّ  PCR  تست یوسیله  به جهش بیردیا

 با   کمّی   PCR  یوسیله   به  (NG_007524  یشماره  به )  KRAS  ژن  ۱۳  و  ۱۲  هایکدون   در  موجود  هایجهش

  نیافته جهش  یناحیه   همچنین  و   جهش  هفت  از  یک   هر  برای  که   (AsP)  الل  برای   مخصوص  پرایمرهای   از  استفاده

  انتهای   آلی   باز   (.شود  مراجعه  مقاله  تکمیلی  بخش  در  موجود  ۱  جدول   به )  [۲۲]  شدند   مشخص   بودند،  شده  طراحی

  11ناجوری   یک  همچنین،  .شد   طراحی  کردمی  شناسایی  بایستمی   که  جهشی  به  توجه   با  پرایمر  هر  برای  ’۳

 . [۲۲]  دهد   افزایش  را  اتصال  بودن   اختصاصی  تا  شد   القا  آن   از   پیش  باز  یا  و   آخربه ماندهیکی   باز   در  مصنوعی

  انجام  13ایلومینا   شرکت   به  متعلق  12اکو   واقعیِ   زمان  PCR سیستم   در  چاهکی-۴۸  هایپلیت   در  PCR  هایواکنش 

  پرایمر   مولارمیکرو  Forward،  ۳۵.۰  پرایمر  میکرومولاز  ۳۵.۰  :با  بود   برابر  چاهک  هر  برای  واکنش  شرایط .شدند 

Reverse ،  ۵.۰   میکرومولار   ۳  و  کاوشگر  میکرومولار  DNA  از   استفاده   با  هاواکنش   .مختلف  هایغلظت   با   الگو  

  فاستر   ،14بیوسیستمز  اپلاید   شرکت  ،۴۳۷۱۳۵۵  کاتالوگ   ی شماره  به )  1XTaqMan  ژنوتایپینگ   یآماده   مخلوط

  پروتکل   یک  خلاف  بر  .شد   انجام  میکرولیتر   ۱۰  با  برابر  نهایی  حجم  در   (آمریکا  متحده  ایالات  کالیفرنیا،  ،15سیتی

  درجه   ۹۰  در  چرخه   ۵۰  دقیقه،   ۱۰  مدت  به   DNA  واسرشتی  برای   درجه   ۹۵  ی اولیه   دمای  از   که   Taqman  قدیمی

  یک  از   ما  کمیّ  PCR  واکنش  بود،  کرده   استفاده   ثانیه   ۶۰  برای   سانتیگراد  یدرجه   ۶۰  و  ثانیه   ۱۵  مدت  به  سانتیگراد

  ۹۵  در   چرخه   ۵۰  کرد، می   استفاده   اصلی  هایواکنش   شروع   از  پیش   سانتیگراد   یدرجه   ۹۰  در   ایدقیقه ده   یمرحله 

  تاییسه   قالب   در   هانمونه   یهمه   .داشت  ثانیه   ۳۰  برای   سانتیگراد  یدرجه   ۶۰  و   ثانیه   ۳۰  مدت   به   سانتیگراد   یدرجه 

 گرفت قرار استفاده  مورد  ( DNA  بدون ) منفی  کنترل یک  حداقل چرخه،  هر  در .شدند می  تکرار

 

 

 
 

11match-Mis 
12Eco 
13Ilumina 
14Biosystems Applied 
15City Foster 



 

 

 (AsP-Mult) الل برای مخصوص  یچندگانه  تست

  برای   مخصوص   پرایمر   هفت  یهمه   از   استفاده  با  اما  پروتکل  همین  اساس   بر  الل   برای  مخصوص  یچندگانه   هایتست

  انجام   آزمایش  یلوله   یک   در   Taqman  کاوشگر  و   Reverse  پرایمر  همان   ، KRAS  جهش  شناسایی  جهت   الل

  پرایمر   هر   از   میکرومولار   Forward ،  ۵۵.۰  پرایمر   هر   از  میکرومولار   ۴.۰  حاوی   چندگانه   هایواکنش   این  .شدند 

Reverse ،  ۵.۰   میکرولیتر   ر ب  نانوگرم   ۳۵  و   کاوشگر  میکرومولار  DNA   شرایط   با   الگو  PCR   شد   ذکر   بالا  در   که 

  در   هاتفاوت )  شد   محاسبه CqΔ  چندگانه،   واکنش  هر  برای   و   ثبت   مرجع   PCR  در  Cq  مقدار  الگو،  هر   برای   .بودند 

 روش   دو   بین  هاچرخه   در   هاتفاوت  همچنین   و   مرجع،   PCR  تست  و   الل  برای   مخصوص  تست   روش   دو   بین  هاچرخه

 (.مرجع PCR تست و  الل  برای مخصوص یچندگانه  تست

 

 بالینی  هاینمونه  در KRAS ژنوتایپینگ

  پرایمرهای   و  (NM)  مرجع  ییافتهغیرجهش  های16امپلیکون   شامل  FFPE  هایبافت  در  KRAS  ژنوتایپینگ

  در  تکثیر   یک   شامل  بالینی   هاینمونه   سنجش   پروتکل  .شد می   کمّی  PCR  تست  در   الل  برای   مخصوص   یچندگانه

  که   هنگامی  .شد می   الل  برای   مخصوص   یچندگانه  تست   و   مرجع  ینیافته جهش  هایامپلیکون   برای   اول   یمرحله 

  قرار  بعدی  آنالیزهای   مورد  دیگر  نمونه  شد،می   منفی  مرجع  ینیافته جهش   DNA  برای   کمیّ  PCR  ینتیجه 

  گرفته  نظر  در  منفی  نمونه  شد،می   مثبت  نیافتهشجه  امپلیکون  و  منفی  چندگانه  تکثیر  اگر  حال،  این  با  .گرفتنمی

 هفت  هاآن   روی  بر  دادند،می   دست  به  مثبت  ینتیجه   چندگانه  تست  برای  بالینی  هاینمونه   که  مواردی  در  .شد می 

  یهمه  .شوند   شناسایی  هاجهش  تا  شد می   انجام  یافتهجهش  KRAS  به   مربوط   پرایمرهای  باPCR   جداگانه   واکنش

 شدند  آزمایش  تاییسه  هایالب ق در هانمونه 

 

 

 
16amplicon 



 

 

 الل  برای مخصوص یچندگانه تست   حساسیت

  ی یافته جهش  DNA  الل،   برای  مخصوص   یچندگانه   تست  در   تشخیص   ی محدوده   دقت   ترین پایین  تعیین   برای

KRAS  با  DNA  میزان  .شد   مخلوط  طبیعی  DNA  ۵  کسرهای  به  تا  شد   ترکم   و  ترکم   مرور  به   یافتهجهش ٪ ،  

 .شدند  انجام  منفی  کنترل یک همراه  به  و  تاییسه  قالب  در هاواکنش   .برسد  ٪۱۵.۰ و  ۳۲.۰٪ ، ۶۲.۰٪ ،٪ ۲۵.۱ ، ۵.۲٪

 

 نتایج 

 KRAS  ژن برای الل  برای مخصوص یچندگانه  ژنوتایپینگ

  KRAS  برای   شایع  جهش  هفت  غربالگری  آن   هدف   که  کردیم  طراحی   الل  برای  مخصوص   یچندگانه   تست  یک  ما

  مخصوص   کمّیPCR   تست  از  راستا  این  در   و   است  بزرگ  یروده   کارسینومای  سرطان  در  ۱۳  و  ۱۲  هایکدون   در

  که  (کنترل  واکنش)  بود  جهش  بدون  مرجع  امپلیکون  یک  شامل  اول  یمرحله   (.۱  شکل)  کردیم   استفاده  الل  برای

  نتایجی  که   دادیم  انجام   تأییدی  تست   یک  آن،  از  پس  .شد   انجام   الل  برای   مخصوص   یچندگانه   هایتست   با  همزمان

 تست  برای   تکثیری   هایواکنش   ۲  شکل  .دادمی   دست  به  هاالل   برای   مخصوص   پرایمرهای  اختلاط   بدون   و   تکرارپذیر

  در   CqΔ  مقادیر  .دهد می  نشان  را  KRAS  رد  شایع  جهش  هفت  از  یک  هر  DNA  و  الل  برای   مخصوص  یچندگانه

 کردند، تکثیر  را خاص توالی  دارای الگوهای تنها الل برای مخصوص پرایمرهای همچنین، .اند شده داده  نشان  ۱ جدول

 (. ۳ شکل)  نکرد  تکثیر  را G12V  به مربوط G12S،  DNA  برای مخصوص پرایمر از  استفاده با کمّی  PCR که  چرا

 

 بزرگ یروده  کارسینومای هاینمونه از استفاده  با KRAS  در ژنتیکی جهش بررسی

  نمونه   ۲۱  در  شد،  انجام   بزرگ  یروده   سرطان   FFPE  ینمونه   ۳۲  روی   بر  که  الل   برای  مخصوص  یچندگانه   تست

  و  شدند   امانج  گانهسه   قالب  در  هاواکنش   .اند شده  داده  نشان  ۴  شکل  در  تکثیر  نمودارهای  .کرد  شناسایی  جهش

  ی چندگانه   هایتست   یمقایسه   .اند شده  داده   نشان   ۲  جدول  در   ΔCt  مقادیر   برای  مثبت  و  منفی  معیار  هایانحراف 

 این   به  ما  کمیّ،  PCR  یوسیله  به  مطالعه  این  در  .است  شده  ارائه   ۲  جدول  در   سنگر  یابیتوالی   و  الل  برای  مخصوص



 

 

 .دادند   دست  به   PCR  تکثیر  قابل  محصولات   شدند،  بررسی  KRAS  ژن   برای   که   مورد   ۳۰  از   ۲۲  که   رسیدیم   نتیجه 

  ی چندگانه   تست  از  استفاده   با  اما  نداد،  دست  به  تکثیری  قابل  محصول   هیچ  سنگر  روش   از  استفاده   با   مورد  ۶

  دلیل  به  احتمالاً  سنگر،  روش   و   چندگانه   تتس  بین  نگیناهماه  این  . داد  نشان  جهش  KRAS  الل،در  برای   مخصوص

 هیچ  نمونه،  ۸  در   .است  الل   برای  مخصوص   یچندگانه   تست  بالاتر  حساسیت  و  غیرتوموری  هایسلول   کسر  بودن   بالا

  این   از  نمونه   ۷  .نیامد   دست  به   الل  برای  مخصوص   یچندگانه   تست  یا  و  سنگر  روش   پی   در  تکثیری  قابل  محصول 

  واسرشتی  و  تخریب  متحمل   نامناسب،  پردازش   دلیل   به  احتمالاً  و   شده   گرفته  محلی   عمومی  هایگاهدرمان   از  ها،نمونه 

DNA   نمونه،   ۸  هر   در   .نشد   دیده   هانمونه   این   مورد  در  تکثیری  هیچ که  است  دلیل  این  به   باور   این  .[۱۷]  بودند   شده  

 . شدند   آزمایش  الل  برای  مخصوص  یندگانه چ  تست  و  سنگر  یابیتوالی   روش   دو   هر  با  بار  سه  منفی   هاینمونه 

 .شدند  انگاشته شدهتخریب   نیافته،جهش امپلیکون تکثیر توانایی  عدم دلیل   به دیگر هاینمونه 

 

 KRAS  برای کمیّ PCR یچندگانه تست  حساسیت

  که   مرجع   استاندارد   های DNA  الل،   برای   مخصوص   یچندگانه   تست   بودن   اختصاصی   و   حساسیت  گیریاندازه   برای

  مرور   به   یافتهجهش   DNA  غلظت  .شدند   مخلوط   مرجع   DNA  با  و   شدند   رقیق  بودند   یافته جهش  KRAS  دارای

  تا  چندگانه   تست   در   توانیم می  ما   . شود  ترکم   سالم DNA   به   یافته   جهش   DNA  نسبت   تا   شد   تر کم   و   ترکم 

  مخصوص   یچندگانه   تست ینماینده   هایمثال   . دهیم تشخیص  را   یافتهجهش   DNA از ( پیکوگرم  ۳۵ با  برابر )۱۵.۰٪

 .اند شده   داده   نشان   مقاله   تکمیلی  بخش   ۱  شکل   در   KRAS  ژن  DNA  در G12S   جهش   از  استفاده   با   الل  برای

  DNA  شامل   DNA  مخلوط   در   KRAS  هایجهش  الل،   برای  مخصوص   ی چندگانه   تست  حساسیت  سنجش  برای

 نتایج  .شدند   مقدارسنجی  ( ٪۱۵.۰  و  ٪۳۲.۰  ،٪۶۲.۰  ، ٪۲۵.۱  ،٪ ۵.۲  ،٪۵)  اگونگون  کسرهای  با  طبیعی   و   یافتهجهش

  آزمایش   دفعات  یهمه   در   KRAS  ی یافتهجهش   هایالل  پذیرمقایسه   مقادیر   وجود   از  خبر   تکرارپذیر،   ایگونه   به 

  ردیابی  وضوح   به  اند شده   داده  نشان  ۳  جدول  در   که   CqΔ  برای   منفی  و  مثبت  معیار  انحراف  میانگین  .دادند 



 

 

 تست   یافته، جهش  DNA  تریپایین  هایغلظت  در  حال،  این  با  .ساختند   ممکن  را  KRAS  شایع  هایجهش

 . کرد ردیابی را G12C  و  G12S ، G13D  بیشتر ما  یچندگانه

 

 بحث

  (پانیتومامب   و   کتاکسیمب  یوسیله   به )  EGFR  علیه   هایروش   به   مقاومت   باKRAS   های جهش  که   این   به   توجه   با

  را   KRAS  هایجهش  که   شودمی   حس 17پُرداده   و   قیمتارزان   سریع،   هایتست  به  نیاز  دهد،می   نشان  راستاییهم

  استفاده   اما  شوند،می   توصیه  شدت  به   (NGS)18بعد   نسل  یابیتوالی   هایروش   .دهند   تشخیص  بالینی  هاینمونه   در

 سنگر   روش   به  یابیتوالی   که  این  با  .است  معمولی  بالینی  هایآزمایشگاه   تخصصی   و  مالی  یتوانای  از  فراتر  هاآن   از

  بالاتری   درصدهای  به  نیاز  آن  پایین  حساسیت  شود،می   محسوب  DNA  هایجهش  شناسایی  برای  طلایی  استاندارد

  یوسیله   به  DNA  تخریب  یا  و  DNA  ضربدری  اتصالات  دلیل  به  (٪۳۰  تا  ۱۰  مثال،  برای)   توموری  هایسلول  از

 .[۲۸  ،۲۷] کند می  ایجاد  هدف،  توالی کم  میزان   یا و  فرمالین

 دست   به   اینتیجه   سنگر  یابیتوالی   روش   در  هم  و  ما   یچندگانه  تست  در  هم  FFPE  هاینمونه   برخی  ،۲  جدول   در

  که  شدند   گرفته   محلی   هایگاهدرمان   از  نبودند،   کنترل   ینیافته جهش   DNA  تکثیر   به   قادر   که   هاییبافت  .ندادند 

  های باقت   از  شدهاستخراج   DNA  که   اند داده   نشان   دیگران  .دارند   پاتولوژی   یزمینه   در  محدود   تخصصی   و   امکانات

FFPE  ًیا  و  تثبیت  عدم  دلیل  به  کاذب  منفی  و  مثبت  نتایج  اینجاد  به  منجر  تواند می   که  دارد  پایینی  کیفیت  احتمالا 

  برای  ایناخواسته   پیامدهای  که  شود   کاذب  منفی نتایج  ایجاد  به   منجر   تواند می   این   .[۲۹] دشو   بافت  حد ازبیش   تثبیت

  کاذب،   منفی   نتایج  حذف   برای   . [۱۷]  دارد  19کینازی   تایروزین  هایگیرنده   هایمهارکننده   از   استفاده   با   بیمار  درمان 

  ۱۳  و  ۱۲  هایکدون   در  هاجهش  تشخیص   جهت  الل  برای  مخصوص   و  چندگانه  حساس   کمّی  PCR  از  گزارش   این

 . [۲۲] کرد   استفاده کنترل هایامپلکون  در  نیافتهجهش مرجع  های DNA  تشخیص با همزمان  KRAS  ژن

 
17throughput-High 
18 sequencing DNA generation Next  
19kinase Tyrosine 



 

 

 پردازش   یا  و  تخلیص  مراحل  در  (هانمونه   شدن  آلوده   مثال،  برای)  ضربدری  هایواکنش   به   کاذب  مثبت  نتایج  معمولاً، 

FFPE   در   مشکل  این  حال،   این  با   .هستند   مربوط  PCR   ضعیف   عملکرد  اساس   بر   که   الل   برای   مخصوص  Taq   در  

  مراحل   در   Taq  پلیمراز  که   این  به   توجه   با  . شودمی   حذف  شد،   تبیین  ندارد   مناسبی  اتصال  پرایمرها  که   شرایطی

  یافته، جهش  هایتوالی   برای   KRAS  پرایمرهای   کند،می   فعالیت   به  آغاز  پرایمر   با  ناجور  اتصال   موارد   در  تریپایین

 کند می   ایجاد  Cq  بالای  مقادیر  با  کاذیت  مثبت  نتایج  امر  این  که  شوند می   متصل  نیافتهجهش  هایتوالی   به  گاهی

  ۴۴  رزی   Cq  مقادیر   برای  ما،  تأیییدی   هایتست   در   الل،   برای  مخصوص  PCR  نتایج  مطالعات،  این  در   بنابراین،  .[۳۰]

  PCR  تست   هفت  به   نیاز   رویکرد  این   ، [۲۲]  شد   گرازش   یگانه  مشابه   تست   یک   اگرچه  . اند شده   گرفته   نظر  در  مثبت

  ردیابی   از   پیش  بیشتر   Taqman  واکنشگرهای   و  الگو   DNA  مصرف   به   منجر   و   داشت  متفاوت   الل   برای   مخصوص 

  یلوله   یک  در  را  کاوشگر  و  یافتهجهش   یمرپرا  ه  همزمان  شکل  به  ما  یچندگانه   تست  این،   خلاف  بر  .شد می  جهش

  های بافت   از   استفاده   موارد   در   امر   این   که   دهد می   کاش   را  آزمایش   جهت   نیاز  مورد   مواد  و   کند می   آنالیز   آزمایش

FFPE  میزان  هاآن   در  که  DNA   با  مقایسه  در  یافتهجهش  DNA  با   .[۳۲  ،۳۱  ،۲۲]  دارد  اهمیت  است،  کم  سالم 

  گذاری لکه  و  پایانی  ینقطه   PCR  استاندارد  روش  از  استفاده  با  الل   برای  مخصوص  یچندگانه   تست  یک  اخیراً  که  این

  کار   به  بالینی  هاینمونه   در  KRAS  هایجهش  شناسایی  برای20یک   سبز  سایبر  رنگ  یوسیله  به  نوکلئیک   اسید   ژل

  های نمونه   شدن   آلوده   خطر   همواره   که   است  PCR  از  پس  هایدستکاری   نیازمند   روش   این   ، [۱۰]  شد   گرفته

  یوسیله   به   جداسازی   آن،  از  پس   و   پایانی  ینقطه   PCR  روش   یک   شامل  که   چرا  برد، می   بالا   را  آزمایشگاهی

  ژن   در  (ترتیب   به )  G12V  و   G12S  هایجهش   با  که   است  بازیجفت   ۶۸  یا  ۶۴  محصولات  شناخت  برای  الکتروفورز

KRAS   ممکن   هانمونه   برخی  در   ، [۱۰]  باشند   حقیقی  است  ممکن  کوتاه  محصولات  این  چه   اگر  .دارند   خوانیهم 

  کاوشگر  هیچ  وجود  به  که  ویژه  به   باشند،  کم  وزن  با  پایانی  ینقطه   PCR  جانبی  محصولات  تکثیر  حاصل  است

  شده   استفاده  که   یک  سبز   سایبر  رنگ  الکتروفورزی  آنالیز   همچنین،   .[۱۰]  است  نشده  اشاره  KRAS  اختصاصی

 ما  الل  برای  مخصوص   ی چندگانه  روش   این،  خلاف   بر   .شودمی  پُرداده  مطالعات در  روش   این   محدودیت به  منجر   است،
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 فلورسنت   کاوشگرهای  از   استفاده   بلکه   کند،   ردیابی   را  یافته جهش   DNA  کمیاب  هاینسخه   تواند می   بالقوه   تنها  نه

 .شودمی   آزمایش تکرارپذیری  و  بودن اختصاصی حساسیت، افزایش به منجر

  ژن  شایع هایجهش  یپُرداده  و قیمتارزان  سریع، غربالگری یاجازه  تواند می  الل  برای مخصوص یچندگانه  تست ینا 

KRAS  هاالل   برای  اختصاصی  پرایمر  هفت  از  استفاده  با  مرحله،  یک  در  را  (G12D ،  G12A ،  G12R،  G12C ،  

G12S ،  G12V   و  G13D)،   شایع  هایپرایمر  Reverse   کاوشگر  و  TaqMan   از   که   هاییگزارش   خلاف   بر  .هد بد  

  ی چندگانه   تست   این   بسنجند،  را  تست  حساسیت  تا  [۲۱  ، ۱۰]  اند کرده   استفاده   KRAS  ژن   DNA  پلازمید 

  گرفته   سرطانی  هایلاینسل  یا  و  بالینی  هاینمونه   از  که  مرجع   انسانیDNA   از  استفاده  با  الل  برای  مخصوص

  ۵  معادل   پیکوگرم،   ۲۵  تقریباً)  یافتهجهش   DNA٪ ۱۵.۰  حداقل  یچندگانه   تشخیص  توانایی  و  شد   استاندارد  اند شده

  شناسایی   چندگانه،  روش   این  در  هاجهش  یاولیه   ردیابی  .داد  نشان  را  (KRAS  ییافتهجهش   DNA  از  کپی

Cobas   کیت  . دارد  دنبال   به  الل  هر  برای  مخصوص  یجداگانه   هایتست  از  استفاده  با  را  جهش  هر  اختصاصی

RASK   هایجهش   تشخیص  برای   ٪ ۵  از   ترکم   حساسیتی  است   تهیه   قابل  تجاری  لحاظ   به   که  KRAS   در  

 اساس   بر  KRAS  ژن   برای  RGQ  تراسکرین  PCR  تست  دیگر،  طرف  از  .دارد  ۶۱  کدون   و  ۱۲/۱۳  هایکدون 

  در   جهش   هفت  و   دهد می   نشان  خود  از  هالاینسل  و   پلازمیدها  در   هاجهش  تشخیص   برای  ٪ ۱  حساسیت  هاگزارش 

Cobas   یا  ( کیاژن)   RGQ  تراسکرین  PCR  کیت  که   اند کرده   اشاره   دیگران  . [۳۳]  کند می   شناسایی  ۱۲/۱۳  کدون 

 KRAS (PCR TaqMelt)   به   هم   و  استفاده  مورد  کیت  نوع  به  هم   نمونه  هر   ازای  به  هزینه  و   هستند   قیمتگران  

  ۲۰۱۲  سال  تا   تراسکرین   تست  برای   نمونه   هر   ازای   به   هزینه   . دارد  بستگی   شودمی   فروخته  آن   در   کیت   که   کشوری 

Cobas   تست  از   استفاده   در   .است  نشده   تر کم   هزینه   این  و   آمریکا   متحده   ایالات   در  آمریکا   دلار   ۱۴۳  با  بود   برابر

KRAS ،   برای   چه   آن   جز  به   تجهیزاتی  این،  بر   علاوه   و   آمریکا  دلار  ۹۵  با  است  برابر  نمونه  هر  ازای   به   هزینه  PCR  

  بالینی  فرایندهای   در   کیت   این  از  استفاده   سختی  به  منجر  بالا  ی هزینه   . شود  تهیه   باید   نیز   است  نیاز  واقعی   زمان

 هاآن   نیازمندی  ها،کیت   این  از  استفاده   برای  مهم  هایمحدودیت  دیگر  .[۳۴]  شودمی   زیاد  هاینمونه   تعداد  با  معمولی

 تراسکرین   کیت   و  DNA  نانوگرم   ۱۰۰  نیازمند   KRAS Cobas  کیت   . است  DNA  ابتدایی  بالای   هایغلظت   به 



 

 

  DNA  نانوگرم   ۲۵  نیازمند   ما  یچندگانه   تست  که   حالی   در  است،  ورودی   DNA  نانوگرم   ۲۰۰  تا  ۱۰۰  بین   نیازمند 

  و   تهیه   آزمایشی،   هایکیت   این  واردات  یهزینه   توسعه،  حال   در  کشورهای  در   همچنین،  .[۳۴]  بود  مجموع   در

 .کند می ترمشکل  را هاآن  از  استفاده

 

 داری معنا

  که   این  با   .[۳۰  ، ۲۸]  باشند   داشته   متفاوتی   یکننده بینیپیش  هایارزش   است  ممکن  KRAS  نابرابر  هایجهش

  شناسایی  ٪۱۵.۰  برابر  یا  کمتر  حساسیت  با  ۱۳  و  ۱۲  کدون  ، ۲  اگزون  در  موجود  KRAS  در  هاییجهش  ما  تست

  یافته، جهش   DNA  پایین  هایغلظت   در   G12C  و   G12S ،  G13D  شناسایی  به   نسبت  چندگانه   تست  این   کرد، 

  دارد،   زیادی  بسیار  اهمیت  small-non   (NSCL)  یریه   کارسینومای   در  G12C  جهش  شناسایی  .داشت  تورش 

  به   مقاومت  و   بیماری   بینیپیش  با  توجهیقابل  راستاییهم   و   است  شایع   بسیار  مذکور  سرطان  در  جهش  نای  که   چرا

  وخیمی   ترکم  تأثیرات  است  ممکن  G13D جهش  دیگر،   طرف  از   .[۳۵]  دارد  کینازی   تایروزین مهار  درمانی  هایروش 

  تومورهای   که   بیمارانی   این،   خلاف  ر ب  . [۳۷  ، ۳۶]  باشد   داشته   بزرگ   ی روده   سرطان   در  کتاکسیمب   با   درمان   از  پس

 بودند   بقا   ترینکم   دارای   دارند،  G12A  یا  G12V  هایموقعیت  در  KRAS  هایجهش  دارای   بزرگ   یروده   سرطان

 یا  بزرگ  یروده   سرطان  در   KRAS  هایجهش  شناسایی  برای   تواند می   ما  تست  مجموع،   در   . [۳۵  ، ۳۲  ، ۳۱]

 . [۳۹  ،۳۸ ، ۳۷ ]شود استفاده small-non  یریه  کارسینومای

 

 تکمیلی   اطلاعات

  تکثیر   نمودارهای  A  پنل  .کمّی  PCR  الل  برای  مخصوص  یچندگانه  تست  حساسیت  .تکمیلی   مطالب  در  یک  شکل

  ،٪۲۵.۱  ،٪۵.۲  ،٪۵  در  طبیعی  DNA  به  G12S  ییافته جهش  DNA  درصد   .دهد می   نشان  را  چندگانه  تست

  کنترل   عنوان   به   ( HD135  هورایزن،)  KRAS  طبیعی   DNA  .است  شده   داده   نشان   نیز   ٪ ۱۵.۰  و   ٪ ۳۲.۰  ، ۶۲.۰٪

  یچندگانه   تست  که  کند می   پیشنهاد  امر  این  .دهد می  نشا  را  واکنش  هر  Cq  مقادیر   B  پنل  .شد   انتخاب  نیافتهجهش

 . دارد  کنترل  رنگِخاکستری   نمودارهای   با   مقایسه  در   را  پیکوگرم   ۳۵  تشخیص  حساسیت  ما



 

 

  در   MGB  و   ’۵  انتهای   در   FAM  با   KRAS  کاوشگربرای  .کاوشگرها  و   پرایمرها   .تکمیلی  مطالب  در   یک   جدول

 . [۲۲] اند شده  داده  نشان کوچک حروف با مصنوعی  ناجور اتصالات .شدند  دارنشان  ’۳ انتهای

 

 هاقدردانی 

 توسط   ، IVIC  اخلاق  یکمیته   یه اجاز  با   و   هلسینکی   یبیانیه   قوانین   اساس   بر  راFFPE   هایبافت   که   مراکزی   از

  الخاندرو   هایکمک   از  همچنین  . متشکریم  دادند   قرار  ما  اختیار  در   UEGF  یابیتوالی  مرکز   در 21مندونکا   الیزابت

 . متشکریم گرافیکی هایطراحی  در22  کورنخو 

 

 هانویسنده  همکاری

 MR  :پردازیایده

 MR AO :هاداده  دادن  نشان

 MR AO : صوری تحلیل

 MR :هاهزینه  کردن  فراهم

 
21Mendonca Elizabeth 
22Corenjo Alejandro 



 

 

 

  تا  شد  انجام PCR نخست، یمرحله   در  .KRAS  ژنوتایپینگ  برای چندگانه کمّی   PCR  طراحی .۱ شکل

  انجام الل  برای  مخصوص  یچندگانه  تست  همزمان و  شوند  تکثیر بودند  نیافتهجهش  که KRAS  مرجع  هایامپلیکون 

  برای   مخصوص  پرایمر هفت و  شدند  تفسیر مثبت  عنوان  به هانه نمو .بودند  شده تکثیر  امپلیکون دو   هر آن در   که شد 

  مرجع  واکنش   در  اما نشوند  تکثیر  چندگانه تست  در  امپلیکونی هیچ اگر .شدند  طراحی  جهش هر شناسایی برای  الل

 .شودمی  تفسیر طبیعی  یا منفی  عنوان به نمونه شود، تکثیر  نیافتهجهش

 

 



 

 

 

  در   KRAS هایجهش  شناسایی برای  الل  برای مخصوص یچندگانه  و  الل  برای  مخصوص  هایتست  .۲ شکل

  در   KRAS هایجهش  حاوی  استاندارد ینمونه  هفت ژنومی DNA  . مرجع هاینمونه  در  ۱۳ و  ۱۲ هایکدون 

  یهمه  در  .شدند  استفاده  الل برای  مخصوص   یچندگانه  و  الل برای  مخصوص  هایتست برای  ۱۳ و  ۱۲ هایکدون 

  و  الل برای  مخصوص  PCR در  مرجع DNA  هر .شدمی  (قرمزرنگ )  کنترل  واکنش شامل  کمّی  PCR  موارد

  هایواکنش  گرنشان  خاکستری  نمودارهای .شد  تکثیر (ترتیب به  آبی،  و  سبز  خصوص) الل برای  مخصوص   یچندگانه

 .هستند  کنترل 

 



 

 

 

 ۱ جدول

 

 . کنند می تکثیر  و  ناساییش  را مخصوص  هایتوالی  تنها  الل برای مخصوص   پرایمرهای .۳ شکل

 

 

 

 



 

 

 

  از  ژنومی DNA  .بزرگ یروده  سرطان FFPE هاینمونه  در  KRAS  یچندگانه هایجهش آنالیز  .۴ شکل

  در  .شد  استفاده  الل برای مخصوص  یچندگانه  و  الل  برای مخصوص هایتست   برای و   استخراج FFPE هایبافت

  DNA  هر (. قرمز خط ) بود  کنترل   مرجع ینیافته جهش DNA  شامل کمّی  PCR هایتست  موارد،   یهمه

  تست برای  آبی  خط  و   الل برای  مخصوص  تست  برای سبز  خط ) شد  تکثیر  چندگانه هایتست  در  تکثیریافته 

 .دهند می  نشان را  کنترل واکنش خاکستری  نمودارهای  (.الل برای  مخصوص   یچندگانه

 

 

 

 

 

 



 

 

 . ۲جدول

 

 . ۳ جدول

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

 

 

 


