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Abstract 

Background: DNA-based computing is an emerging research aspect that enables the in-vivo 
computation and decision making with significant correctness. Recent papers show that the expression 
level of miRNAs are related to the progress status of some diseases such as cancers and DNA computing 
is introduced as a low cost and concise technique for detection of these biomarkers. In this paper, DNA-
based logic gates are implemented in the laboratory to detect the level of miR-21 as the biomarker of 
cancer. 

Materials and Methods: At the first, required strands for designing DNA gates are synthesized. 
Then, double stranded gate is generated in laboratory using a temperature gradient that followed by 
electrophoresis process. This double strand is the computation engine for detecting the miR-21 biomarker. 
miR-21 is as input in designed gate. At the end, the expression level of miR-21 is identified by measuring 
the generated fluorescent.  

Results: at the first stage, the proposed DNA-based logic gate is evaluated by using the 
synthesized input strands and then it is experimented on a tumor tissue. Experimental results on 
synthesized strands show that its detection quality/correctness is 2.5x better than conventional methods. 

Conclusion: Experimental results on the tumor tissues are successful and are matched with those 
are extracted from real time PCR results. Also, the results show that this method is significantly more 
suitable than real time PCR in view of time and cost.  
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 DNAهاي منطقی دروازه
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  چکیده
گیري درون بافت زنده  زمینه تحقیقاتی نوینی است که امکان محاسبه و تصمیم DNAمحاسبات مبتنی بر  زمینه و هدف:

با وقوع  miRNAهاي نوین گویاي آن است که میزان بیان بیومارکرهایی نظیر  کند. پژوهش بسیار بالا فراهم می را با دقت
، سریع و  هزینه به عنوان روشی کم DNAها رابطه معناداري دارد. محاسبات   هایی مانند انواع سرطان شرایط رخداد بیماري

هاي منطقی مبتنی بر  در این پژوهش روند آزمایشگاهی ساخت گیت دقیق براي تشخیص این بیومارکرها معرفی شده است.
DNA  با هدف تشخیص میزان بیانmiR-21  شده است. بررسی به عنوان بیومارکر سرطان ریه 

اي گیت منطقی با انجام یک  سنتز گردید. سپس دو رشته DNAمورد نیاز براي طراحی گیت  ابتدا رشته ها:مواد و روش
ایجاد شده و در یک پروسه دقیق با استفاده از الکتروفورز تخلیص شده است. این دو رشته به عنوان ماشین گرادیان دمایی 

است و  miR-21شده، رشته  شود. ورودي گیت طراحیاستفاده می miR-21محاسبه منطقی براي تشخیص سطح بیان 
  شود. ت آزاد شده، مشخص میگیري مقدار فلورسن با اندازه miR-21پس از انجام محاسبه، میزان بیان 

هاي ورودي سنتز شده سپس روي بافت توموري واقعی تست شده است.  شده در ابتدا روي رشته گیت منطقی طراحی ها:یافته
هاي  برابر بهتر از روش 5/2دهنده آن است که میزان قدرت تفکیک به دست آمده، حدود  شده نشان هاي انجام نتایج آزمایش

  باشد.  مشابه می
شده را تأیید  هاي روش ارائه آمیز بوده و قابلیت نتایج آزمایش گیت منطقی روي بافت توموري نیز موفقیت :گیرينتیجه

 Real time PCR  توجهی از روش نماید. نتایج گویاي آن است که این روش از نظر زمان انجام و هزینه در حد قابل می
 باشد. تر می مناسب

 ، تشخیص زودهنگام، سرطانDNA ،miRNAهاي منطقی ، گیتDNAمحاسبات  واژگان کلیدي:
  
  
 

   گروه زیست شناسی ،پیشوا، دانشکده علوم پایه- واحد ورامینورامین، دانشگاه آزاد اسلامی ایران،  نویسنده مسئول:*
Email: shohrehzare@yahoo.com 



 و همکارانطاهره یحیی                                                                                                           …جهت تشخیص زودهنگام  miRNAبررسی میزان بیان 

  98                                                                                                        1396 آذر،9، شماره علوم پزشکی اراك، سال بیستم مجله علمی پژوهشی دانشگاه

  مقدمه
هاي قابل توجهی در  هاي اخیر پیشرفت در سال

ي زیستی و ژنتیک رخ داده است. یکی پزشکی مبتنی بر فناور
هاي  از این موارد، معرفی بیومارکرهاي مرتبط با بیماري

مختلف است. بیومارکرها موادي هستند که در مایعات و 
هاي بدن مثل خون، ادرار و سرم وجود دارند و الگوي  بافت

هاي مختلف ارتباط معنادار ها با رخداد بیماريمیزان بیان آن
توان در می که با بررسی میزان بیان بیومارکررتی به صو ،دارد

 مورد شرایط بیماري اطلاعاتی به دست آورد.

اکثر بیومارکرها جزء ترکیبات طبیعی موجود در 
هاي بدن هستند که در شرایط طبیعی به میزان مشخصی  سلول

هایی مانند در سلول وجود دارند و در جریان پیشرفت بیماري
ها در  ا کاهش بیان شده و میزان آنسرطان دچار افزایش ی

هاي انجام پژوهش ).1کند (هاي بدن تغییر می مایعات یا بافت
  ها در چند سال اخیرmiRNAشده در مورد نقش 

توانند به عنوان ها میmiRNAي آن است که دهندهنشان
ها از جمله سرطان مورد استفاده بیومارکر بسیاري از بیماري

هاي استخراج شده از miRNAن بیان ). میزا2قرار گیرند (
باشد. ها میدهنده تفاوت میزان بیان آن هاي توموري نشان بافت

هایی از  و همکاران نشان دادند که دسته لوعنوان مثال  به
هاي خاص miRNAها داراي میزان بیان متفاوتی از  سرطان

نیز نشان داد که برخی از  یانگ). تحقیق 3هستند (
miRNAهاي سالم هاي بیمار نسبت به بافت ها در بافت

). این تحقیقات گویاي آن است که 4اند ( کاهش یافته
miRNAتوانند به عنوان یک بیومارکر قابل اطمینان ها می

 ها در نظر گرفته شوند.براي تشخیص زودهنگام بیماري
براي  miRNAکه گفته شد، الگوهایی از میزان بیان  چنان

است. مشکل اصلی در هاي مختلف کشف شده  سرطان
گیري میزان بیان  اندازه دشواريعمومی شدن این روش، 

miRNA انجام ،باشد. در حال حاضر می  
Real Time PCR گیري میزان  روش مرسوم براي اندازه

بیان این بیومارکرها است که زمان و هزینه بالایی براي انجام 

باشد. یک روش نوین که به تازگی براي  آن موردنیاز می
ارائه شده است، استفاده  miRNAتشخیص کارآمد و دقیق 

  باشد. براي این منظور می DNAهاي محاسباتی  از گیت
متوجه شد که ساختار  آدلمان 1994در سال 

امکان انجام نوعی محاسبات منطقی و حسابی  DNAمولکول 
 هاي منطقی متشکل از تولید گیت). 5کند (را فراهم می

DNA  اولین گام به سوي  راچستری توسط تیم تحقیقات
هاي کامپیوتر ساختن یک کامپیوتر با ساختاري مشابه

روش جدیدي  ،2006در سال  .)7، 6( بوده استالکترونیکی 
ابداع شد که بر پایه استفاده از  DNAبراي انجام محاسبات 

). 8شود (توهلد بود که باعث افزایش سرعت عملیات می
براي فراهم ساختن امکان  2009در سال  seesawهاي  دروازه

ساخت مدارها در مقیاس بزرگ که قابلیت ایجاد مدارهاي 
  . )9(چند سطحی را داشته باشند، ارائه شدند 

 DNAمنطق یک و صفر در مدارهاي منطقی 
بدین معنا که اگر  ؛وجود یا عدم وجود یک رشته خاص است

رشته خاصی در محیط آزمایش وجود داشته باشد، به معناي 
ق یک و عدم وجود آن رشته خاص به معناي منطق صفر منط

  ). 10است (
را نشان  DNAیک گیت منطقی مبتنی بر  1شکل 

سري دهد. چنان که گفته شد، یک گیت منطقی شامل یک می
  باشد. سري رشته خروجی میرشته ورودي، رشته گیت و یک

 

  
  DNA. ساختار کلی یک گیت مبتنی بر 1شکل 
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یداسیون، بنا به وجود یا عدم وجود پس از انجام هیبر
گر، عملیات هاي ورودي و نیز با توجه به نوع رشته عمل رشته

  .)6(گیرد  منطقی مورد نظر انجام می
هاي منطقی  نخستین روشی که براي طراحی گیت

مطرح شد، روش مبتنی بر استفاده از آنزیم بوده که  DNAبا 
هاي بعد  ر سالد ).10( روشی بسیار پیچیده و پرهزینه بود

ارائه گردید که نقطه عطفی در  Toeholdروش مبتنی بر 
ایجاد کرد. در این روش از این اصل  DNAمحاسبات 
شود که تمایل یک رشته براي جفت شدن با رشته  استفاده می

هاي مکمل نسبت عکس با طول رشته دارد. با استفاده از رشته
ها اکنشروند و -شوندنامیده می Toeholdکه –کوتاه 

  ).10د (شوکنترل می
 هموفق ب محققان دانشگاه راچستر ،1997در سال 

 DNAهاي  هاي منطقی با استفاده از رشته ساخت دروازه
هاي الکتریکی در  شدند. در این طرح به جاي سیگنال

 DNAهاي  رشته ،ي منطقی دروازه يها ها و خروجی ورودي
امکان  ایهود شاپیروا بعده ).11استفاده قرار گرفته بودند ( مورد
ها با اطلاعات پزشکی و دارویی و تزریق  ریزي مولکول برنامه

یک موفق شد  2001ها به افراد را بررسی کرد و در سال  آن
که به اندازه یک قطره آب بسیار کوچک بسازد گر  محاسبه

ها به عنوان ورودي و  و آنزیم DNAهاي  بود و از مولکول
کرد میگر استفاده  ده محاسبهخروجی و اجزاي تشکیل دهن

توسط  DNAهاي  جایی رشته پس از ابداع روش جابه ).12(
هاي بسیاري از  )، گروه13( 2007و همکاران در سال  ژانگ

جایی رشته براي ساخت مدارهاي دودویی با  روش جابه
در سال  seesawهاي  پیچیدگی بیشتر استفاده کردند. دروازه

ان ساخت مدارها در مقیاس براي فراهم ساختن امک 2009
بزرگ که قابلیت ایجاد مدارهاي چند سطحی را داشته باشند، 

در ابتدا صرفاً با هدف  DNAهاي گیت). 13ارائه شدند (
محاسبات ارائه شدند، اما تحقیقات اخیر نشان داد که این 

ها نیز استفاده توانند براي تشخیص و درمان بیماريها میگیت
 DNAهاي یق روشی براي استفاده از گیتشوند. در این تحق

جهت تشخیص زودهنگام سرطان ارائه شده است. در این 
مناسب جهت تشخیص میزان بیان  DNAهاي روش، گیت

ترین بیومارکرهاي به عنوان یکی از مهم miR-21بالاي 
ه صورت عملی در آزمایشگاه ساخته سرطان طراحی شده و ب

  ده است. ش
هاي منطقی ستفاده از گیتدر روش ارائه شده، ا

AND  مبتنی برDNA  جهت تشخیص وجود همزمان دو یا
ارزیابی شده است. به صورتی که با استفاده از  miRNAچند 

  ها بتوان با دقت بالاتر و هزینه کمتر، الگوي این گیت
دهنده پیشرفت سرطان را تشخیص داد. نتایج به دست نشان

طراحی شده قابلیت  ي آن است که گیتدهندهآمده نشان
کمتر نسبت به را با دقت بالا و هزینه miR-21تشخیص 

  هاي موجود داراست.روش
  

  هامواد و روش
 DNAدر پژوهش انجام شده، یک گیت مبتنی بر 

طراحی گردید و کار در دو  miR-21براي تشخیص وجود 
  مرحله انجام شد. 

طراحی شده با استفاده  DNAگیت  ،در مرحله اول
سازي گردید و سازي و شبیهسازي معتبر، مدلزارهاي شبیهاز اب

ها، از صحت زیر رشتههاي رخ داده بین با بررسی کل واکنش
 طراحی اطمینان حاصل شد.

در مرحله دوم، گیت طراحی شده در محیط 
سنتزي و  DNAهاي سازي و روي رشتهآزمایشگاهی پیاده

مال این گیت با بافت سرطانی تست گردید. نتایج حاصل از اع
 د.شمقایسه  Real time PCRنتایج به دست آمده از 

 شبیه سازي کامپیوتري واکنش

محصول  VisualDSDدر این مقاله از ابزار 
سازي  عنوان یک ابزار شبیه شرکت مایکروسافت به

استفاده شده است  DNAهاي  جایی رشتههاي جاب واکنش
هاي بین تک رشته و  سازي واکنش ). این ابزار قابلیت شبیه14(

را داراست و به فراوانی در  RNAو  DNAدو رشته 
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مورد استفاده قرار  DNAهاي مرتبط با محاسبات  حوزه
  گیرد. می

 DSDنویسی خاص به نام  این ابزار یک زبان برنامه
سازي  را شبیه DNAهاي منطقی مبتنی بر دارد که سامانه

هاي ورودي و  رشتهتوان  کند. با استفاده از این ابزار می می
را تعریف، شرایط آزمایش را مشخص  DNAداخلی دروازه 

هاي ورودي را  هاي حاصل از واکنش بین رشته و میزان رشته
  ارزیابی نمود.

با  سازي آزمایشگاهی، ابتدا کل روند قبل از پیاده
شود تا از  سازي می شبیه VisualDSDاستفاده از ابزار 

ترهاي روند طراحی اطمینان طراحی رشته گیت و سایر پارام
هاي ورودي مورد  ج رشته-2الف تا -2حاصل شود. شکل 

د مدل گیت طراحی شده -2سازي و شکل استفاده در شبیه
  .می دهندنشان  را VisualDSDسازي در ابزار براي شبیه

هاي ورودي و رشته رشته ،ج-2الف تا -2در شکل 
نشان داده  سازي شدهشبیه ANDگیت مورد استفاده در گیت 

ها به ترتیب متناظر با رشته گیت، رشته شده است. این رشته
miR-21  و رشتهB-21  د هم مدل ورودي -2هستند. شکل

سازي در ابزار دهد که قابل شبیهرا نشان می DSDبه زبان 
VisualDSD باشد. سه سطر ابتدایی این مدل، شرایط می

  کند.آزمایش را مشخص می
را تعریف  gateو  mir21 ،bb21هاي سپس رشته

ها را در کرده و خط انتهایی مدل، غلظت هر کدام از این رشته
  دهد.سازي نشان میمحیط شبیه

این مدل را دریافت کرده و  VisualDSDابزار 
سازي ها را در طول زمان شبیههاي انجام شده بین رشتهواکنش

  نماید.می

 

 
  

directive sample 1000000.0 1000 
direc ve scale 100.0 
def Ni = 1 
def Ng = 10 
def mir21() = {m21_t^ m21_10* b21_t^*}   
def bb21() = <b21_t^ b21> 
def gate() = <m21_t^*>(m21_10 b21_t^):(b21) 
( Ni*mir21()   |  Ni*bb21()   |  Ng*gate()  ) 
 

  (د)
  شده براي گیت مدل ورودي تعریف-ب  ؛ VisualDSDدر ابزار  ANDسازي گیت مدل هاي ورودي برايرشته –. الف 2شکل 
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  هاي مورد نیازسازي بافر و تولید رشته آماده
در ابتدا باید بافر لازم براي تهیه رشته گیت و انجام 

 1محاسبه ایجاد شود. مواد تشکیل دهنده این بافر طبق جدول 
  باشد. می

  
  +TAE/Mg2 نده بافر. مواد تشکیل ده1جدول 

 مقدار عنوان
Tris-acetate(MW=181/19) 0.04 M 

(EDTA) Ethylenediaminetetra acetic acid (MW=372/24) 1 mM 
Magnesium acetate (MW=214/45) 12.5 mM 

 
 2هاي نشان داده شده در جدول  براي ایجاد گیت منطقی، رشته

 (به شرکت متابیون) سفارش داده شد.

  
 هاي سنتز شده . توالی رشته2 جدول

 نام توالی  ’3به  ’5جزییات توالی از 
TCAACATCAGTCTGATAAGCTA GT 
ATCAGACTGATGTTGAATCATTGTCTTCGTGAAACTAACATCTAAC-BHQ2 GQ 
TAMRA-GTTAGATGTTAGTTTCACGAAGACAATGAT GF 
UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA miR-21 
GTTAGATGTTAGTTTCACGAAGACAATGATTCAACA B-21 

  
 ،منظور تولید رشته گیت براي انجام محاسبه سپس به

(مکمل  GTاز سه رشته سنتزي  میکرومول 2در ابتدا مقدار 
miR-21 ،(GQ  (داراي کوانچر) وGF  (داراي فلورسنت)

براي هیبریدشدن  +TAE/Mg2به استریپ حاوي بافر 
اضافه شد و محلول حاصل در گرادیان دمایی (در دستگاه 

Step OnePlus Real-Time PCR قرار داده شد. در (
گیرد. براي  اي شکل می این گرادیان دمایی گیت دو رشته

اي گیت در این تحقیق از الکتروفورز  سازي دورشته خالص
اي  منظور تخلیص دورشته بهدرصد  5/3 افقی و ژل آگارز

ولتاژ مورد نظر براي این  .شود گیت با اندازه کامل استفاده می
باشد. میزان خلوص رشته  دقیقه می 50مدت  بهولت  90مرحله 

ها به اي گیري نسبت چگالی نوري دو رشته گیت با اندازه
گیري ها در گیت حاصل قابل اندازهاي چگالی نوري تک رشته

منظور استفاده از رشته گیت  است. در روند انجام این تحقیق، به
ژل آگارز  از روي DNAتولید شده با اندازه کامل، استخراج 

شرکت  Kiaspin Gel Extraction Kit(با استفاده از 
  کیاژن) انجام شد. 

  و تولید رشته خروجی DNA انجام محاسبه
، واکنش DNAه بیان شد، مبناي محاسبه با چچنان

باشد.  هاي ورودي و رشته گیت میبین رشته ها جایی رشتههجاب
رشته گیت  هاي ورودي به بافر حاوي محاسبه با افزودن رشته

هاي  از رشته نانومتر 800مقدار  ،شود. بدین منظور انجام می
از رشته  نانومتر 200همراه  ) بهB-21و  miR-21ورودي (

بافر در دماي اتاق قرار  میکرولیتر 50شده در  گیت تخلیص
ساعت میزان فلورسنت سنجیده  5/2شود و پس از  داده می

که اگر هر دو صورتی طراحی شده  شود. رشته گیت به می
در بافر حاوي گیت  B-21و  miR-21رشته ورودي یعنی 

  .شود وجود داشته باشند، فلورسنت تولید می

در این پژوهش براي بررسی نتیجه محاسبه گیت 
گیري میزان فلورسنت خروجی (با  طراحی شده، از اندازه
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این   ) استفاده شد. به Epochاستفاده از دستگاه الایزا ریدر
اي الایزا قرار  خانه 96ها در پلیت بافر، گیت و ورودي ،منظور

گرفت و سپس میزان جذب فلورسنت در سه طول موج 
  گیري شد. اندازهنانومتر  568و  532، 576مختلف 

  
  هایافته

در این تحقیق براي اطمینان از صحت طراحی گیت 
DNAهاي طراحی شده توسط ابزار ، ابتدا رشته

VisualDSD سنجی رشته و پس از درستی سازي شدشبیه
طراحی شده، گیت طراحی شده به صورت فیزیکی در محیط 

نجام آزمایشگاه تولید گردید. در ادامه، روند تولید گیت و ا
انجام گردید تا به بهترین محاسبه در چهار حالت مختلف 

دست آید. لازم به ذکر است  سطح از دقت و کیفیت محاسبه به
عنوان یک ابزار  به VisualDSDسازي که ابزار شبیه

جایی ههاي جاب سازي واکنش پژوهشی معتبر براي شبیه
). در ادامه نتایج به دست 14شود ( شناخته می DNAهاي  رشته

هاي آزمایشگاهی تشریح شده سازيسازي و پیادهآمده از شبیه
 است.

  سازي کامپیوترينتایج حاصل از شبیه
را  AND سازي گیتنتایج حاصل از شبیه 3شکل 
دهد. در این نشان می VisualDSDسازي در محیط شبیه

هاي ورودي و نمودار  گراف، نمودارهاي سبز و قرمز، رشته
  دهد. آبی رشته خروجی را نشان می

  

  
  هاي خروجی دهنده روند تولید رشته . گراف نشان3شکل 

  

ها  دهد که گیت و ورودي نشان می 3گراف شکل 
هاي  ها، رشته که در روند واکنش ندشده ا به صورتی طراحی

شود. در واقع  شده و رشته خروجی تولید میورودي مصرف
سازي دو رشته سبز و قرمز که ورودي هستند، در روند شبیه

دهد، به  مصرف شده و رشته آبی که رشته خروجی را نشان می
شود. غلظت یا میزان نهایی رشته خروجی  تدریج تولید می

  رد گیت است. بدین صورت که دهنده صحت کارک نشان
گاه میزان رشته خروجی از حد آستانه بیشتر شود، منطق هر

دهد که  شود. در ضمن این گراف نشان میمی 1 ،خروجی
 درصد 90دقیقه به بیش از  7غلظت رشته خروجی در کمتر از 

دهد که سازي نشان میرسد. خروجی شبیه مقدار نهایی می
 دقیقه به دست خواهد آمد؛ 100حدود حداکثر آن پس از 

البته نتایج واقعی گویاي آن بود که زمان در محیط 
  سازي بوده است.آزمایشگاهی خیلی کمتر از شبیه

  سازي اول نتایج پیاده
در  ،به منظور تولید رشته گیت براي انجام محاسبه

به استریپ حاوي  GFو  GT  ،GQابتدا سه رشته سنتزي 
ر جدا شدن کامل دو بافر اضافه شد. سپس به منظو

درجه  95اند از دماي  هایی که احتمالاً باهم جفت شده اي رشته
سرد گراد درجه سانتی 22ثانیه تا دماي  30به مدت گراد سانتی

ثانیه نگه داشته شد. لازم  30شد. سپس در دماي نهایی به مدت 
پایین گراد دجه سانتی 43/2 به ذکر است که در هر دقیقه دما

  باشد. دقیقه می 30کل زمان این شیب  آید که می
ها، آگارز  براي جدا کردن رشته گیت از تک رشته

جا (با ایجاد آماده شد و محلول به صورت یکدرصد  5/3
دقیقه  50و زمان ولت  90یک چاهک بزرگ) با جریان 

باند تولیدشده پس از انجام  4الکتروفورز گردید. شکل 
 دهد. الکتروفورز را نشان می
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  . باند تولیدشده پس از انجام الکتروفورز4کل ش

  
پس از این مرحله، گیت تخلیص شده براي انجام 

باشد. میزان جذب فلورسنت گیت  آماده می DNAمحاسبات 
شود.  به دست آمده توسط دستگاه اسپکتروفتومتر تعیین می

شده در این آزمایش برابر با  اي استخراج دو رشته ODمیزان 
  بود.بر میکرولیتر)  نانوگرم 08/12(

شده  اي استخراج در این مرحله از آزمایش دو رشته
شود و سپس میزان  هاي ورودي در بافر پیپت می به همراه رشته

 5/2ها بعد از گذشت  فلورسنت ایجادشده در اثر واکنش رشته
آورده شده  5شود که نتایج آن در شکل  ساعت سنجیده می

  است. 
  

  
به ازاي  ANDده توسط گیت . فلورسنت ایجادش5شکل 
  هاي مختلف در اولین آزمایش ورودي

  
میزان فلورسنت را در  Gateستون  5در شکل 

دهد که تنها رشته گیت در بافر وجود دارد. دو  حالتی نشان می
به ترتیب میزان  Gate+B-21و  Gate+miR-21ستون 

دهند که گیت به  فلورسنت تولیدشده را در حالتی نشان می

در بافر وجود داشته  B-21و گیت به همراه  miR-21همراه 
 Gate+miR-21+B-21است و در نهایت ستون 

دهنده حالتی است که گیت به همراه هر دو ورودي یعنی  نشان
miR-21  وB-21 .در بافر حضور دارند  

لازم به ذکر است که میزان جذب در سه طول موج 
گونه که در  شده است. همان یدهسنجنانومتر  576و  532، 568

نشان داده شده است، میزان فلورسنت خروجی در سه  5شکل 
گیت + «و در نهایت  »گیت + ورودي اول«، »گیت تنها«حالت 

که میزان فلورسنت  باشد در حالی بسیار کم می »ورودي دوم
سطح بالاتري داشته است.  »گیت + هر دو ورودي«در حضور 

 ANDقی گیت دهنده عملکرد صحیح منط این نتایج نشان
 ANDباشد. در واقع در سه حالت اول خروجی گیت  می

منطقی  »1«منطقی و در حالت آخر خروجی برابر » صفر« برابر
است. در تکرار بعد با هدف بهبود قدرت تفکیک بین حالات 

اي گیت با  ، استخراج دو رشتهANDگیت  »1«و  »صفر«
  شرایط متفاوت آزمایش شد.

پذیر  سازي، امکان ین پیادهآمده در ادستنتایج به
بودن این نوع محاسبات را اثبات کرد، اما تجربه نشان داد که 

ها با شرایط  تکرار نتایج بسیار مشکل است. بنابراین آزمایش
 به دست آید. جدید تکرار شد تا یک روند پایدار

  سازي دوم نتایج پیاده
درجه  95ها از دماي  سازي، رشته در این پیاده

سرد گراد درجه سانتی 12ثانیه تا دماي  30به مدت دگراسانتی
ثانیه نگه داشته شد.  30شد و سپس در دماي نهایی به مدت 

دما گراد درجه سانتی 3/8لازم به ذکر است که در هر دقیقه 
  باشد. دقیقه می 10آید که کل زمان این شیب  پایین می

، جریان درصد 5/3سازي نیز از آگارز  در این پیاده
اي گیت توسط  دقیقه استفاده شد. دو رشته 50و زمان ولت  90

 5کیت کیاژن طب براي مراحل بعدي استخراج گردید. شکل 
در این آزمایش را  ANDفلورسنت ایجادشده توسط گیت 

میزان  ،شود دیده می 6ه در گراف شکل چ چنان دهد. نشان می
  برابر حالات دیگر است. 6فلورسنت در حالت چهارم حدود 
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به ازاي  AND. فلورسنت ایجادشده توسط گیت 6شکل 
  هاي مختلف در دومین آزمایش ورودي

  
سازي به شرایط  در این تحقیق پس از انجام این پیاده

پایدارتر و تکرارپذیرتري دست یافتیم. در ادامه با افزایش 
گردد دقت  گونه که تشریح می غلظت رشته گیت همان

 بالاتري در محاسبه به دست آمد.

  سازي سوم نتایج پیاده
شده و در  به منظور افزایش کارایی گیت استخراج

ها افزایش داده  نتیجه دقت بالاتر محاسبات، میزان غلظت رشته
 3میزان  ،شد و نتایج پایدارتري به دست آمد. براي این منظور

ها در واکنش اضافه شد که بعد از  از ورودي میکرومول
 7ج به دست آمده در شکل استخراج و انجام محاسبه نتای

  آورده شده است.
هاي متعددي براي  آزمایش ،ه دیده شدچ چنان

  به نتایج بهتر و پایدارتر انجام شده است. یابیدست
از  میکرومول 3 ،در این مرحله از انجام آزمایش

به استریپ حاوي بافر اضافه شد.  GFو  GT  ،GQهاي  رشته
ثانیه به دماي  30مدت  بهگراد درجه سانتی 95سپس از دماي 

) گراددرجه سانتی 43/2( در هر دقیقه گراد درجه سانتی 22
ثانیه نگه داشته شد. کل  30سرد شد و در دماي نهایی به مدت 

  دقیقه بوده است. 30زمان این شیب 
براي استخراج رشته گیت از روش مورد استفاده در 

شده به همراه  اي استخراج سازي قبل استفاده شد. دو رشته پیاده
شود و میزان فلورسنت  هاي ورودي به بافر اضافه می رشته

ساعت  5/2ها بعد از گذشت  ایجادشده در اثر واکنش رشته
  آورده شده است. 7شود که نتایج آن در شکل  سنجیده می

ان فلورسنت خروجی میز ،همان طور که گفته شد
گیت + هر دو «بسیار کم و در حضور  در سه حالت اول

 7ه در شکل چ بسیار بالاتري داشته است. چنان سطح »وديور
میزان فلورسنت در حالت چهارم و در صورتی  ،شود دیده می

 برابر است. 18د حدود وزایش داده شها اف که غلظت تک رشته
  دهند.را نشان می ANDاین نتایج هم درستی عملکرد گیت 

سازي از نظر دقت  نتایج به دست آمده در این پیاده
چنین قابلیت تکرارپذیري  ه سطح قابل قبولی رسید و همب

  بیشتري را نسبت به حالات قبل داشت.
  

  
با تغییر غلظت  AND. فلورسنت ایجادشده توسط گیت 7شکل 

  هاي مختلف به ازاي ورودي
  

  سازي چهارم نتایج پیاده
در مرحله بعد با هدف افزایش کارایی گیت دو 

د. در مرحله اول غلظت تک اي، دو تغییر اعمال گردی رشته
یافته و سپس شیب دمایی کارآمدتر استفاده  ها افزایش رشته

گردید. در واقع از ترکیب دو آزمایش دوم و سوم به صورت 
ها از دماي  از تک رشته میکرو مول 3توأم استفاده شد و میزان 

(در هر گراددرجه سانتی 12به دماي گراد درجه سانتی 95
  ) سرد شد.گرادانتیدرجه س 3/8دقیقه 
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میزان  ،شود دیده می 8ه در گراف شکل چ چنان
برابر حالات دیگر است.  25فلورسنت در حالت چهارم حدود 

و کیفیت  ANDدهنده عملکرد منطقی گیت  این نتایج نشان
 ،باشد. در واقع در سه حالت اول بالاي گیت طراحی شده می

آخر  منطقی و در حالت »صفر«برابر  ANDخروجی گیت 
  منطقی است. »1«خروجی برابر 

  نتایج آزمایش روي بافت توموري
هاي  هاي متعدد با رشته پس از انجام آزمایش

یابی به یک گیت با نتایج قابل سنتزشده و در نهایت دست
شده از بافت توموري  هاي استخراجmiRقبول، در این مرحله 

ي جایگزین رشته ورودي سنتزي شده و سپس محاسبه با ورود
نمونه بافت توموري  6 ،جدید انجام گردید. براي این منظور

 مورد آزمایش قرار گرفت.

  
به ازاي  AND. فلورسنت ایجادشده توسط گیت 8شکل 

  هاي مختلف ورودي
 

 DNAدر این مرحله، هدف ارزیابی دقت گیت 
هاي مرسوم جهت سنجش میزان شده و مقایسه آن با روش ارائه
باشد.  هاي توموري سرطان ریه می روي نمونه miR-21بیان 

شده به بافت  انتظار داریم نتایج حاصل از اعمال گیت طراحی
هاي سنتز شده  توموري با نتایج به دست آمده از آن روي نمونه

  سازگار باشد.
هاي ورودي (توسط دستگاه  ابتدا غلظت رشته

هاي miR) سنجش شد و سپس رشته Epochنانودراپ 
نانوگرم بر  200(هم غلظت  B-21دي شده با ورو استخراج

ها یکسان باشند. هر  شدند تا شرایط براي ورودي میکرولیتر)
 DNAاي گیت  نمونه توموري در یک ویال مجزا با دو رشته

مخلوط شده و میزان فلورسنت آن در  B-21و رشته سنتزي 
سه طول موج سنجش شد. براي مقایسه نتایج به دست آمده از 

هاي  ان فلورسنت استخراج شده براي نمونهمیز ،آزمایش فوق
هاي توموري به ازاي سه طول موج مختلف به صورت  بافت

 نشان داده شده است.  9گرافیکی در شکل 

لورسنت خروجی از سمت در این شکل میزان ف
، »miR-21گیت + «، »گیت به تنهایی«براي  چپ به ترتیب

-Bگیت + «، »B-21 + miR-21گیت + «، »B-21گیت +«

21 +T-10« ،» + گیتB-21 +T-23« ،» + گیتB-21 +
T-24« ،» + گیتB-21 +T-25« ،» + گیتB-21 +T-34« 

 نشان داده شده است. »B-21 +T-37گیت + «و 

خروجی در  ،شود دیده می 9ه در شکل چچنان
مقدار فلورسنت بالا و در  T-43و  T-23 ،T-37هاي  نمونه

دهد که با نتایج  را نشان میها مقدار فلورسنت پایین  سایر نمونه
 Real timeها که از روش miRحاصل از بررسی بیان این 

  خوانی دارد.) هم3به دست آمده (جدول 
-Tو  T-37لازم به ذکر است که میزان فلورسنت  

است، چرا که میزان بیان  T-23بسیار بالاتر از خروجی  43
miR-21  در این دو نمونه بسیار بالاتر از نمونهT-23 .است  

  

  
به ازاي  AND. فلورسنت ایجادشده توسط گیت 9شکل 

miRشده هاي استخراج  
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گیري میزان بیان  براي اطمینان از صحت اندازه
miR-21 هاي توموري با گیت  در نمونهDNA این ،

مقایسه شد.  Real time-PCRسنجش، با نتایج حاصل از 

ه از که با استفاد miR-21نتایج حاصل از بررسی سطح بیان 
آورده شده  3در جدول  ،به دست آمده Real timeروش 
 است.

  
  Real time PCRبا روش  miR-21گیري میزان بیان  . نتایج حاصل از اندازه3جدول 

 Real timeنتیجه حاصل از   شماره نمونه توموري  ردیف
1  T-10  برابر کاهش 2بیش از  
2  T-23  86/1 برابر افزایش  
3  T-24  5/12 شبرابر کاه  
4  T-25  2 برابر کاهش  
5  T-37  42 برابر افزایش  
6  T-43  5/10 برابر افزایش  

  
کاهش میزان  T-25و  T-10 ،T-24هاي  در نمونه

miR-21 هاي  و در نمونهT-23 ،T-37  وT-43  افزایش
 ،ه انتظار داشتیمچوجود دارد. چنان miR-21میزان بیان 

با  توموري ها روي بافتmiRNAگیري میزان بیان  اندازه
سازگار  DNAنتایج به دست آمده پس از اعمال محاسبات 

و هم  3است. بدین صورت که در هر دو آزمایش (هم جدول 
-Tو  T-37  ،T-43در  miR-21) میزان سطح بیان 9شکل 

ها پایین تشخیص داده شده است. در  بالا و در سایر نمونه 23
ها مورد آن ادامه میزان همبستگی آماري این نتایج و دقت

  گیرد. بررسی قرار می
  

  بحث
از مولکول  1994لئونارد آدلمن در سال  ،نخستین بار

DNA ) 5براي محاسبات منطقی و حسابی استفاده کرد .(
هاي  دروازهمحققان دانشگاه راچستر  1997در سال سپس 

 ).11(ساختند  DNAهاي  با استفاده از رشتهرا منطقی 
 يمدارهابراي طراحی  2009در سال  seesawهاي  دروازه

 ).13بزرگ ارائه شدند (

 DNAهاي از گیت 2013در سال  دیترزو  همفیل
استفاده کردند که  miR-122و   miR-21براي تشخیص 

در نوع خود یک نوآوري قابل توجه در پزشکی مدرن به 
ها به دلیل مشابهت با تحقیق آید. نتایج پژوهش آنحساب می

  یق، مبناي مقایسه ما بوده است.انجام شده در این تحق
طراحی  DNAدر این پژوهش یک گیت مبتنی بر 

-miRسازي شده است که قابلیت تشخیص میزان بیان و پیاده

هاي را داراست. این گیت در ابتدا با استفاده از ورودي 21
سنتز شده آزموده شده، سپس روي بافت توموري تست 

  گردیده است.
هاي شده روي نمونهنتایج آزمایش گیت طراحی 

) گویاي آن است که گیت طراحی شده از 7سنتزي (شکل 
  توانایی تفکیک بالایی برخوردار است.

شده پس از تست روي رشته  گیت طراحی
نمونه بافت توموري نیز  6هاي سنتز شده، روي  ورودي

  آزمایش گردید. 
هدف از این آزمایش، ارزیابی دقت و صحت گیت 

هاي واقعی بوده است. میزان بیان طراحی شده روي نمونه
miR-21  برابر  42برابر کاهش تا  2بافت نمونه، از  6در این

  ). 3افزایش متغیر بوده است (طبق جدول 
در هر  miR-21در این آزمایش، بیان بالا و پایین 

  بررسی شده است. در  DNAنمونه با استفاده از گیت 
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هاي  ه در بافتشد مقایسه میزان بیان تشخیص داده 4جدول 
گیري شده  با میزان بیان اندازه DNAهاي  نمونه توسط گیت

  شده است.  نشان داده Real timeتوسط روش 

  
 Real time PCRو روش  DNAگیري شده در دو روش گیت  . مقایسه میزان بیان اندازه4جدول 

گیري شده با  میزان فلورسنت اندازه  شماره نمونه بافت توموري
 DNAهاي  دراپ با گیتدستگاه نانو

 Realگیري شده با دستگاه  اندازه miR-21سطح 
time  

T10 0.054 -2.000 
T23 0.136 +1.860 
T24 0.052 -12.500 
T25 0.053 -2.000 
T37 0.586 +42.000 
T43 0.368 +10.500 

  
رود سطح فلورسنت ایجاد شده در  انتظار می

یري شده توسط گ با میزان بیان اندازه DNAخروجی گیت 
خوانی داشته باشند. براي مشاهده باهم هم Real timeروش 

به صورت  10میزان مشابهت نتایج دو آزمایش، نتایج در شکل 
  اند.  گرافیکی رسم شده

شود، نمودارها در هر  دیده می 10ه در شکل چ چنان
دارند. براي تحلیل ریاضی میزان  یدو آزمایش ساختار مشابه

ار، مقدار همبستگی آماري بین اعداد به دست مشابهت دو نمود
است. این  13/3آمده در دو روش محاسبه گردید که برابر 

سطح بالاي مشابهت ریاضی دو نمودار با   دهنده عدد نشان
  باشد. ها می یکدیگر است که خود گویاي تطبیق نتایج آن

ذکر این نکته حائز اهمیت است که محور عمودي 
ف فلورسنت و محور عمودي در ال-10در نمودار شکل 

دهد، لذا اعداد  را نشان می miR-21ب میزان بیان -10نمودار 
چه در این روي محورها در دو نمودار یکسان نیست. آن

نمودار مهم است، مقدار نسبی سطح بیان در هر نمونه بافت 
نسبت به بقیه است. البته باید دقت داشت اصولاً روش 

ا هدف تشخیص بالا یا ب miRNAروي  DNAمحاسبات 

پایین بودن میزان بیان است و روشی براي یافتن مقدار مطلق 
  میزان بیان نیست. 

) 15در تحقیق گزارش شده توسط همفیل و دیترز (
-miRبراي تشخیص میزان بیان  DNAاز تکنیک محاسبات 

به  miRNAاستفاده شده است. این دو  miR-122و  21
رطان کبد مطرح هستند. در این عنوان دو بیومارکر مؤثر در س

براي  DNAهاي  مبتنی بر رشته ANDتحقیق یک گیت 
  تشخیص میزان بیان این دو بیومارکر طراحی شده است.

نتایج به دست آمده در این پژوهش با  11در شکل 
با هم مقایسه  )15نتایج گزارش شده توسط همفیل و دیترز (

ود، میزان فلورسنت ش دیده می 11ه در نمودار چ اند. چنان شده
تولید شده در روش ارائه شده در این تحقیق، در شرایطی که 

) دارد و 15باشد، مقدار کمتري نسبت به (» صفر«باید خروجی 
باشد، میزان فلورسنت بالاتري  »1«در حالتی که باید خروجی

  ) از خود نشان داده است. 15نسبت به (
، این نتایج گویاي آن است که روش ارائه شده

قدرت تفکیک بالاتري نسبت به تحقیق همفیل و دیترز دارد و 
برخوردار  تري نسبت به آن تحقیقدر نتیجه از دقت بالا

  باشد. می
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 (الف)

 
 (ب)

  Real timeب) روش  ،DNAهاي  گیري شده در دو روش الف) توسط گیت اندازه miR-21. میزان بیان 10شکل 

 

  
  

تولید شده در روش ارائه شده . میزان فلورسنت نسبی 11شکل 
  ).15در مقایسه با نتایج گزارش شده در (

  
دستاوردهاي به دست آمده در این تحقیق به اختصار 

 ند از:ا عبارت

  بهبود قدرت تفکیک نسبت به  
  ؛)15( مشابه هايپژوهش

  کاهش زمان حصول نتیجه نسبت به
 ؛)15( مشابه هايپژوهش

  کارآمدي روش ارائه شده براي
  ؛بسیار کم ODهایی با  نهنمو

  تطبیق کامل نتایج آزمون روي بافت با
 .Real timeنتایج حاصل از 

 
  گیرينتیجه

براي  DNAدر این تحقیق، از روش محاسبات 
که در طیف وسیعی از – miR-21گیري میزان بیان  اندازه

استفاده شده است. بدین منظور یک  -ها نقش دارد سرطان
سازي  ی و پس از شبیهدو ورودي طراح ANDگیت 

سازي گردید. این  کامپیوتري به صورت آزمایشگاهی پیاده
هاي سنتزي و سپس روي  شده در ابتدا روي نمونه گیت طراحی

هاي استخراج شده از بافت توموري سرطان ریه مورد  نمونه
دهنده آن است که  ها نشان آزمایش قرار گرفت. نتایج آزمایش

شده حدود  مده در گیت ارائهمیزان قدرت تفکیک به دست آ
  باشد.  هاي مشابه می برابر بهتر از روش 5/2

در ضمن این روش از نظر زمان انجام و هزینه در 
 Real time-PCR  از روش تر مناسب توجهی حد قابل

باشد. نتایج آزمایش گیت منطقی روي بافت توموري نیز  می
کاملاً تأیید شده را  هاي روش ارائه آمیز بوده و قابلیت موفقیت

 نماید. می

هاي منطقی هاي آتی ما روي طراحی گیتپژوهش
 miRNAبراي تشخیص الگوي پیچیده  DNAمبتنی بر 

هاي خاص که در مقالات جهت تشخیص زودهنگام سرطان
  ، متمرکز گردیده است.)17، 16(نوین به آنها اشاره شده است 
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  تشکر و قدردانی
نی که در انجام بدین وسیله نویسندگان از کلیه کسا

این پژوهش همکاري و مساعدت نمودند، کمال تشکر و 
  گزاري را دارند.سپاس
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