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 Abstract 

Background. The PIK3CA:H1047R mutation is one of the most common driver 

mutations in breast cancer that leads to aberrant activation of the PI3K/AKT/mTOR 

signaling pathway. Rapid and low-cost detection of this mutation can significantly 

contribute to a better outcome and personalized treatment protocols. This study aimed to 

develop and optimize an allele-specific LAMP assay for the visual detection of the 

H1047R mutation without the need for advanced laboratory equipment. 

Methods. Allele-specific FIP and BIP primers were designed with a 5′ end 

complementary to the mutant nucleotide, along with a loop primer to enhance 

amplification speed and sensitivity. The assay was tested on DNA from MDA-MB-453 

(mutant) and MCF-7 (wild-type) breast cancer cell lines. Sensitivity was evaluated using 

serial dilutions. Reaction outcomes were assessed visually using Neutral Red 

colorimetry and SYBR Green fluorescence. Additionally, RNA-sequencing data of 

H1047R-positive breast cancer samples from the TCGA database were analyzed to 

investigate gene expression changes within the PI3K/AKT/mTOR pathway. 

Results. The developed assay accurately distinguished mutant from wild-type sequences 

with high specificity. The loop primer reduced reaction time from 25 to 20 minutes and 

improved sensitivity, achieving a detection limit of 0.033 ng/µL. Neutral Red enabled 

clear visual discrimination between positive and negative reactions, whereas SYBR 

Green showed only minor fluorescence differences. RNA-seq analysis revealed 

significant alterations in the expression of multiple PI3K/AKT/mTOR pathway genes in 

H1047R-positive samples.  

Conclusion. The optimized PE-LAMP assay provides a rapid, sensitive, inexpensive, 

and naked-eye–readable method for detecting the PIK3CA:H1047R mutation. Given its 

simplicity and minimal equipment requirements, this approach holds strong potential for 

clinical application in resource-limited settings to support targeted therapy selection in 

breast cancer patients.  

Practical Implications. The application of the developed method in this study can 

facilitate the detection of the PIK3CA:H1047R mutation, and potentially other mutations 

in the future, in clinical and laboratory settings with limited resources. Its high speed, 

low cost, and the ability to visualize results with the naked eye make this method 

suitable for initial screening of the patient and rapid selection of targeted therapies. 

Moreover, its use in point-of-care settings can improve patient access to accurate 

molecular diagnostic approaches. 
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Extended Abstract 

 

Background 

Breast cancer, the most common cancer in 

women, is significantly driven by PIK3CA 

mutations like H1047R, which activate the 

PI3K/AKT/mTOR pathway, promoting tumor 

growth and resistance. The development of targeted 

therapies for PIK3CA mutations highlights the need 

for efficient detection, especially in resource-limited 

areas. Traditional methods (PCR and sequencing) 

are complex and time-consuming. This research 

focuses on creating a simple, fast, affordable, and 

visually interpreted allele-specific probe-enhanced 

LAMP assay to detect the H1047R mutation 

accurately without advanced lab equipment. 
 

Methods 
 

Effect of PIK3CA R1047H Mutation on 

PI3K/AKT/mTOR Pathway Gene Expression 

We analyzed TCGA RNA-seq data to assess the 

impact of PIK3CA H1047R mutations on 

PI3K/AKT/mTOR expression in breast cancer. 

Significant differences were identified and 

visualized between mutated tumors and healthy 

tissues in the gene expression patterns using 

DESeq2. 
 

Cell Culture 

Human breast cancer cell lines (MB-MDA-453 

and MCF-7) were cultured in DMEM with 10% 

FBS and 1% Pen-Strep. Cells were passaged at 70-

80% confluency using 0.25% Trypsin-EDTA, 

followed by quenching with fresh medium and 

dilution for further use.  
 

DNA Extraction and Validation of PIK3CA R1047H 

Mutation by Sanger Sequencing 

DNA was extracted from MCF-7 (WT) and 

MDA-MB-453 (H1047R+) cell lines using 

commercial kits. Purity was verified by NanoDrop 

and gel electrophoresis. Additionally, the 

confirmation of H1047R mutation in MDA-MB-453 

was achieved via PIK3CA exon 20 PCR and Sanger 

sequencing analysis. 
 

Serial Dilution for Determining the Limit of Detection 

of the LAMP Assay 

The LOD of the LAMP assay was determined 

using tenfold serial dilutions of template DNA, with 

the lowest detectable concentration identified by 

agarose gel electrophoresis. 
 

Investigating LAMP Reaction Products Using 

Colorimetric Indicators 

We used two colorimetric LAMP detection 

methods, including SYBR Green method (green 

fluorescence under UV for positives) and Neutral 

Red (color change from violet-pink to yellow-

orange in positive samples, no change in negative 

samples). 
 

Molecular Docking between BST Polymerase and 

Mutant PIK3CA  

Molecular docking was used to compare the 

binding affinity of Bst polymerase to mutated versus 

wild-type DNA sequences and that of Bst versus 

Taq polymerase to the mutant sequence. Protein 

(Chimera) and DNA (3D-DART) structures were 

prepared, docking was performed (SwissDock), and 

results were statistically analyzed using t-test. 
 

Results 
 

Frequency of Mutation: PIK3CA R1047H and its 

Association with Cancers and Clinical Features 

The PIK3CA H1047R mutation ranks 7th among 

common cancer mutations. It is the most prevalent 

mutation in invasive ductal carcinoma that also 

occurs in endometrial, lobular, and other 

adenocarcinomas, linking it to distinct clinical traits. 
 

Effect of the PIK3CA H1047R Mutation on the 

Expression of Genes in the PI3K Signaling Pathway 

RNA sequencing data analysis showed that 

PIK3CA H1047R mutation in breast cancer 

significantly alters the expression of key genes 

(PIK3CA, PIK3R3, AKT, AKT2, and AKT3) in the 

PI3K/AKT/mTOR pathway compared to normal 

tissue. 

Results of Sanger Sequencing  

Sanger sequencing of exon 20 of PIK3CA from 

DNA of MDA-MB-453 cell line revealed an A-to-G 

transition at nucleotide 3140, resulting in the 

oncogenic H1047R mutation in the PI3K α-subunit. 
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Results of Specific LAMP Reaction for the PIK3CA 

H1047R Mutation 

Unlike PCR, which shows a single band, LAMP 

produces a characteristic ladder-like pattern due to 

its strand-displacement mechanism generating DNA 

fragments of varying lengths. This pattern confirms 

successful amplification. Key findings regarding 

reaction conditions include: 

 Time: Longer incubation increased 

amplification in both positive and negative 

samples, but the positive sample (PIK3CA 

H1047R) amplified faster and earlier. At 25 

minutes, amplification in the negative sample 

ceased while it continued in the positive sample. 

 Temperature: Increasing the temperature from 

62.5
C
 to 63.5

C
 significantly improved specificity 

by suppressing amplification in the negative 

sample while maintaining it in the positive one. 
 

Effect of Utilizing Loop Primer in LAMP Reaction 

As shown in Figure 3A, loop primers 

significantly improved the efficiency of LAMP 

assay by facilitating continuous loop formation and 

providing more replication start sites. They reduced 

amplification time for PIK3CA H1047R mutant 

samples from 25 minutes (without loops) to 20 

minutes (with loops). After 20 minutes (Figure A6), 

positive samples showed ladder-like bands on 

agarose gel, while wild-type and NTC showed none. 

Though not essential, loop primers greatly accelerate 

LAMP. Duplex testing (Figure 3B) with 2 positive 

and 2 negative samples confirmed high specificity: 

ladders in positives and none in negatives/NTC. 
 

Results of LAMP Product Observation Using 

Fluorescence Method with SYBR Green Dye 

SYBR Green detection showed higher 

fluorescence in PIK3CA H1047R positive samples, 

and agarose gel electrophoresis confirmed these 

results. In other words, samples with elevated 

fluorescence displayed ladder-like bands, while 

negatives showed none. 
 

Evaluation of Results of LAMP Reaction Using 

Colorimetric Method with Neutral Red Dye 

Duplex colorimetric LAMP (Neutral Red dye) 

distinguished positives from negatives (Figure 4C). 

After 30 minutes at 63°C, mutant-positive tubes 

changed from pink to orange (indicating pH drop 

from DNA amplification and Bst activity), while 

negatives and NTC remained pink. This confirms 

Neutral Red as a simple, rapid, and equipment-free 

LAMP detection method. 
 

Molecular Docking Results: Bst Polymerase Binding 

Affinity to Mutant versus Wild-type Sequences 

Molecular docking of Bst polymerase with 

PIK3CA H1047R mutant and wild-type sequences 

showed no significant difference in binding affinity 

using t-test (P>0.05). Therefore, the H1047R 

mutation does not affect Bst binding to DNA. 
 

Molecular Docking Results: Bst vesus Taq Polymerase 

Binding to R1047H Mutant Sequence 

Bst polymerase showed significantly higher 

binding affinity to the PIK3CA H1047R mutant 

sequence than Taq polymerase using t-test (P<0.05), 

indicating superior amplification capability. 
 

Conclusion 

This study introduced a robust, rapid, and low-

cost PE-LAMP assay for the clinically significant 

PIK3CA:H1047R mutation. The present method 

combines allele-specific primer design, loop 

primers, and a simple colorimetric readout method 

with Neutral Red, enabling naked-eye visualization 

of results within 20-30 minutes without 

sophisticated laboratory equipment. The current 

assay showed good specificity, high sensitivity 

(detection limit of 0.033 ng/µL), and very good 

concordance with Sanger sequencing and RNA-seq 

results. In-depth molecular validation and 

transcriptomic analysis were combined with docking 

simulations, providing a comprehensive overview of 

both the technical performance of the assay and the 

biological relevance of the mutation. Owing to its 

speed, affordability, and minimal technical 

requirements, this system may represent an 

exceptionally powerful PE-LAMP system for use in 

resource-limited clinical settings and in point-of-care 

diagnostics for rapid screening programs, enabling 

precision oncology and improving outcomes for 

breast cancer patients. 
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 مقاله پژوهشی
 

 در سرطان پستان PIK3CA: H1047R برای تشخیص سریع جهش PE-LAMP یتسنجش حساس
 

 *شیرین شهبازی، نژاد محمد معین صالحی

 
 ایران ،تهران ،دانشگاه تربیت مدرس، دانشکده پزشکی، گروه ژنتیک پزشکی

 

 
 مقدمه

و  استزنان  بدخیمی در میانترین  سرطان پستان شایع
های ژنتیکی نقش مهمی در شروع و پیشرفت آن دارند.  جهش

های مربوط به این بیماری  ژنای در  های نقطه شناسایی جهش
تواند به  درمان، میروند ، پیش از آغاز PIK3CAو  BRCA1/2مانند 

 کاهش عوارض جانبی  ،های درمانی هدفمند روش انتخاب
کمک کند.   آگهی جلوگیری از اتلاف زمان و بهبود نتایج و پیش

های مهم مرتبط با  ، یکی از جهشPIK3CA در ژن R1047Hجهش 
را به همراه  PI3K عملکرد پروتئین افزایشسرطان پستان است که 

 اطلاعات مقاله
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 :ها کلید واژه
 دما به واسطه  تکثیر هم

  حلقه

 های سوماتیک جهش 

 سرطان پستان 

 چکیده 
سازی  در سرطان پستان است که فعال برنده پیش های ترین جهش کی از شایعیPIK3CA: H1047R  جهش .زمینه
تواند  هزینه این جهش می  را به دنبال دارد. شناسایی سریع و کم  PI3K/AKT/mTOR رسانی پیام شده مسیر   کنترل غیر

آگهی بیماران ایفا کند. هدف این مطالعه، توسعه و  هدفمند و بهبود پیش یدرمانبرنامه نقش کلیدی در انتخاب 
 .برای شناسایی این جهش بدون نیاز به تجهیزات پیشرفته آزمایشگاهی بود سازی یک روش اختصاصی بهینه

. باشد افتهی جهش نوکلئوتید مکمل آنها ′5ای طراحی شدند که انتهای  گونه به BIP و FIP پرایمرهای اختصاصی. روش کار
های  رده DNA روی LAMP واکنش. شد طراحی واکنش سرعت و کارایی افزایش برای حلقه پرایمر یک همچنین،

سازی سریالی ارزیابی   )نوع وحشی( انجام شد و حساسیت روش با رقیق MCF-7یافته(  )جهش MDA-MB-453 سلولی
سنجی با رنگ قرمز خنثی و همچنین فلورسانس با سایبر گرین استفاده شد.  گردید. برای مشاهده نتایج، از روش رنگ

 جهش از پایگاهمربوط به بیماران دارای  RNAیابی  توالی های دادهیید اهمیت این جهش به منظور تأعلاوه بر این، 
 بررسی شد. PI3Kرسانی  مسیر پیامهای  استخراج و بیان ژن  TCGAداده

از نوع وحشی تفکیک کند. افزودن  مناسبی یافته را با اختصاصیت  شده توانست توالی جهش  روش طراحی. ها یافته
 نانوگرم 033/0طوری که حد تشخیص روش   افزایش حساسیت شد؛ به وایمر حلقه موجب کاهش زمان واکنش پر 

که  های مثبت و منفی ایجاد کند؛ در حالی میکرولیتر تعیین گردید. رنگ قرمز خنثی قادر بود تغییر رنگ واضح بین نمونه
باعث بازآرایی   R1047H نیز نشان داد جهش  RNAیابی  توالی سیگنال سایبر گرین تفاوت چشمگیری نداشت. تحلیل

شده و چندین ژن کلیدی این مسیر دچار افزایش یا کاهش بیان معنادار  PI3K/AKT/mTOR های مسیر الگوی بیان ژن
 .شوند می

هزینه و قابل مشاهده با چشم  یافته در این مطالعه، روشی سریع، حساس، کم  توسعه PE-LAMP روش. گیری نتیجه
برای غربالگری و عنوان یک ابزار مناسب   تواند به است و می PIK3CA: H1047R غیرمسلح برای تشخیص جهش

تشخیص مولکولی در مراکز با امکانات محدود مورد استفاده قرار گیرد. این روش با توجه به عملکرد مناسب و نیاز اندک 
 .شدن به یک ابزار بالینی برای انتخاب درمان هدفمند در بیماران سرطان پستان را داراست به تجهیزات، پتانسیل تبدیل

و در  PIK3CA: H1047R تواند تشخیص جهش یافته در این مطالعه می  توسعه کارگیری روش  به. پیامدهای عملی
در مراکز درمانی و آزمایشگاهی با امکانات محدود تسهیل کند. سرعت بالا، هزینه کم و قابلیت  های دیگر را آینده جهش

های هدفمند مناسب  تر درمان انتخاب سریعمشاهده نتایج با چشم غیرمسلح، این روش را برای غربالگری اولیه بیماران و 
تواند به بهبود دسترسی  می Point of care)) های نزدیک به بیمار  این، امکان استفاده از آن در محیط علاوه بر سازد.  می

 .مولکولی کمک کند دقیق تشخیصهای  روشبیماران به 
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، پیشرفت موجب افزایش تکثیر سلولی تواند در نهایت می و شتهدا
های متعددی برای  روش 1.شیمی درمانی شودو مقاومت به  تومور 

توان  ها می ای وجود دارد که از جمله آن های نقطه شناسایی جهش
 ها شامل د. این روشاشاره کر    DNAتکثیربر پایه  های به روش

PCR دمای هم تکثیر  های و روشDNA  های تکثیر  هستند. روش
های دمایی متعدد دارد،  که نیاز به چرخه PCR دما، برخلاف هم
این  2.دهنددر یک دمای ثابت واکنش تکثیر را انجام تواند  می

کننده چرخه  تنظیمسنگین ها نیاز به تجهیزات پیچیده و  روش
توان  ها می کنند و از مزایای آن دمایی )ترموسایکلر( را برطرف می

سرعت بیشتر و پایداری بیشتر در برابر  یت بالا،به حساس
 های ترین روش از مهم 3.اشاره کرد ی واکنش تکثیر ها مهارکننده

 اشاره کرد. LAMPو  RPA ،RCAروش توان به  دما می هم تکثیر 
های خاص خود را  ها نقاط قوت و محدودیت هر یک از این روش

شناسایی و همچنین  ها توانند در تشخیص جهش دارند و می
گوناگون مانند صنایع های بالینی و صنایع   ها در نمونه پاتوژن

دما به واسطه حلقه  تکثیر هم تکنیک 4،5کار روند. غذایی به
(LAMP )دمای  های تکثیر هم ترین روش   شده یکی از شناختهDNA 

مدت  را در  DNA تواند تا یک میلیارد کپی از قطعه است که می
قادر  PCRروش  کند، در حالی که  تکثیر یک ساعت  تر از  زمانی کم

. این در ساعت تکثیر نمایدتنها حدود یک میلیون کپی  است
تجهیزات پیشرفته آزمایشگاهی نیاز ندارد و به دلیل تکنیک به 

استفاده از چهار تا شش پرایمر که شش تا هشت جایگاه روی 
کنند، دارای اختصاصیت بسیار  هدف را شناسایی می DNA رشته
پرایمرهای مورد استفاده شامل پرایمر داخلی  است. بالایی

ر خارجی فوروارد پرایم،  (BIP)وارد ، پرایمر داخلی بک (FIP)فوروارد
(F3)وارد ، پرایمر خارجی بک (B3) حلقهاختیاری پرایمرهای  و (LF, 

LB) تکنیک 6.باشند می LAMP جایی رشته جابه به دلیل توانایی 
و  بوده  DNA ، فاقد مرحله دناتوراسیونمراز پلی Bstآنزیم  مختص

درجه  65تا  60 از دمای ثابتیک همه مراحل واکنش در 
ترموسایکلر  دستگاه نیازی به شوند. بنابراین، گراد انجام می سانتی

 ای واکنش وجود ندارد. یکی دیگر از مزایای برای تغییر دمای مرحله

LAMP نسبت به PCRبا  واکنش ، امکان مشاهده مستقیم نتیجه
چشم غیرمسلح در حین و پس از پایان واکنش، بدون نیاز به 

واکنش نتیجه  مشاهده 6.است انتقال محصولات به ژل آگارز 
ن، های فلورسنتی مانند سایبر گری تواند با استفاده از رنگ می
میزان  یا بر اساس  همچون قرمز خنثی های غیر فلورسنت رنگ

، اشاره شدهبا وجود مزایای  7.دانجام شو محیط واکنش کدورت
های  قادر به تشخیص جهش در نوع ابتدایی خود این تکنیک

نوع وحشی  یافته و جهش DNA نوکلئوتیدی و تمایز میان تک

سازی این تکنیک، تغییراتی در طراحی پرایمرها  نیست. برای بهینه
دارای   DNAرشته طور اختصاصی  به بتواننداعمال شده است تا 

نوع وحشی واکنشی نداشته  DNA با ولی کردهجهش را تکثیر  
های  های مختلف و استراتژی باشند. همچنین، استفاده از پروب

کار گرفته شده  های غیردلخواه به تکثیر توالیدیگر برای جلوگیری از 
گیری از پرایمرهای  در این پژوهش، با طراحی و بهره 8.است

سنجی،  استفاده از روش تشخیص رنگ پرایمر حلقه و اختصاصی و
ادر به شناسایی جهش شود که ق ارائه می  LAMP تکنیکی مبتنی بر

H1047R  در ژن PIK3CA  در بیماران مبتلا به سرطان پستان است. 
 

 روش کار
های  بر بیان ژن PIK3CA: H1047R برای بررسی تأثیر جهش

 RNAیابی  توالیهای  ، دادهPI3K/AKT/mTORرسانی  مسیر پیام
های  نمونههای سرطان پستان دارای این جهش و  مربوط به نمونه

های انسانی  اطلس سرطانبافت سالم مجاور از پایگاه داده 
(TCGA) های دارای جهش شد. ابتدا نمونه دریافت PIK3CA: 

H1047R های مرتبط با سرطان پستان انتخاب   فیلتر و سپس نمونه
های توموری و  مربوط به نمونه RNAیابی  توالی های گردید. داده

 شده پس از  استخراج های داده. بافت سالم مجاور دریافت شد
 های غیرکدRNA  حذف مانندپردازش  پیشیندهای آسری فر  یک

صورت یک ماتریس سازماندهی  ، بهدیگر کننده و اطلاعات اضافی
های کدکننده پروتئین و  ها ژن شدند. در این ماتریس، ردیف

دادند و مقادیر  های سالم و توموری را نشان می ها نمونه ستون
تحلیل بودند. ان بیان هر ژن در هر نمونه میز بیانگر ماتریس 

در محیط  DESeq2 افزاری نرم بستهاستفاده از ها با  داده
های  انجام شد. این بسته با استفاده از آزمون R نویسی برنامه

های سالم و توموری را  آماری، تفاوت بیان هر ژن میان نمونه
تغییرات ارائه داری  معنیمیزان برای سنجش را  Pمحاسبه و مقدار 

های سرطانی  ها در نمونه دهد. بدین ترتیب، الگوی بیان ژن می
. های سالم مشخص شد و بافت PIK3CA: H1047R دارای جهش

سازی و  بصری ggplot2 ها با بسته هبرای نمایش بهتر نتایج، داد
صورت  ها به نمودارهای مرتبط ترسیم شد تا تغییرات بیان ژن

های سلولی انسانی سرطان  رده .ارائه گرددواضح و قابل تفسیر 
 DMEM (با محیط کشت کامل MCF-7و  MDA-MB-453پستان 

-سیلین پنی درصد 1و  گاوی جنین سرم درصد 10حاوی 
گراد و  درجه سانتی 37در دمای  و 25 فلاسکدر ) استرپتومایسین

تا  70ها به  شدند. هنگامی که سلولکشت داده  CO₂  درصد 5با 
 آماده پاساژ یا بعدی های آزمایش برای رسیدند، تراکمدرصد  80

صدم  EDTA  25–ها با استفاده از تریپسین پاساژ سلولشدند. 
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و افزودن  PBS ها با وشوی سلول انجام شد. پس از شستدرصد 
 گرفتند قرار انکوباتور در دقیقه 5–2ها به مدت  تریپسین، سلول

 افزودن با تریپسین اثر سپس. شوند جدا فلاسک سطح از تا
 ها سلول به آسیب از تا شد متوقف سرم حاوی تازه کشت محیط

 کشت ادامه برای مناسب نسبت به سپس ها سلول. شود جلوگیری
و با استفاده  DNA برای استخراج شدند. منتقل ها آزمایش انجام یا

و  عنوان کنترل منفی به  MCF-7رده سلولی های تجاری،  از کیت
 به MDA-MB-453 سلولی  و رده PIK3CA: H1047R فاقد جهش

هستند،  PIK3CA: H1047R عنوان کنترل مثبت که دارای جهش
استخراج شده با نانو دراپ و  DNA کیفیت و غلظتاستفاده شد.  

 R1047Hجهش یید أبه منظور ت. الکتروفورز ژل آگارز بررسی شد

 20، اگزون MDA-MB-453 شده از رده سلولی استخراج DNA در
و  PCR واکنش با جهش در آن واقع شده است که PIK3CA ژن

یابی برای شرکت  توالی برایو تکثیر پرایمرهای اختصاصی 
فایل کروماتوگرام  در نهایت،فناوری پیشگام ارسال شد.   زیست

آنالیز   کروماس افزار  یابی سنگر، با استفاده از نرم مربوط به توالی
و 3F ،3B ،FIP ، BIP شامل LAMP پرایمرهای واکنش .دگردی

 9.ندشدانتخاب  صورت گرفته بود، ای که قبلاا  از مطالعهپرایمر حلقه 
میکرولیتر از هر یک از  10، واکنش برای تهیه مخلوط پرایمرهای

میکرولیتر  10پیکومولار،  10با غلظت  3B و 3F پرایمرهای خارجی
 5پیکومولار و  100با غلظت  BIP و FIP از پرایمرهای داخلی

 5 همراه بهپیکومولار  100با غلظت  میکرولیتر پرایمر حلقه
واکنش  .ترکیب شدندآرامی  میکرولیتر آب مقطر استریل به

LAMP  میکرولیتر انجام شد. ترکیب  15در حجم نهایی اختصاصی
عنوان حلال،  میکرولیتر آب مقطر استریل به 5/7واکنش شامل 

برای  10Xمیکرولیتر بافر  dNTP  ،5/1میکرولیتر مخلوط 5/2
، در محیط واکنش مناسب pH فراهم کردن شرایط یونی و

 Bst عنوان کوفاکتور ضروری آنزیم به سولفاتمنیزیم  میکرولیتر1

میکرولیتر  5/0میکرولیتر میکس پرایمر اختصاصی،  1مراز،  پلی
اضافه  الگوعنوان  نمونه به DNA میکرولیتر 1مراز و  پلی  Bst آنزیم

درجه  )5/62) در دمای  65تا  60شد. واکنش در دمای ثابت بین 
و  انجام گرفت دقیقه ( 40تا  20) گراد به مدت زمان مشخص سانتی

در نهایت محصولات واکنش جهت مشاهده باندها بر روی ژل 
به منظور ارزیابی حساسیت و تعیین حد  الکتروفورز بررسی شدند.

سازی  از روش رقیق طراحی شده، LAMPتکنیک  (LOD) تشخیص
های متوالی به نسبت  رقت سریالی استفاده شد. برای این منظور 

 کدام از   . هر الگوی با غلظت اولیه تهیه گردیدDNA از یک دهم 
به کار رفت و  LAMP در واکنش الگوعنوان  به شده  تهیه های رقت

نتایج با استفاده از روش الکتروفورز ژل آگارز ارزیابی گردید. این 

قابل شناسایی توسط  DNA آزمایش امکان تعیین کمترین غلظت
مشاهده  برای .را فراهم ساخت توسط ما شده  سیستم طراحی

و بدون نیاز به تجهیزات  ، آسانسریع صورت نتیجه واکنش به
استفاده شد. در روش نخست،  سنجی پیشرفته، از دو رویکرد رنگ

به پیش از شروع تکثیر  X100سایبر گرین میکرولیتر رنگ  1مقدار 
دو   DNA واکنش اضافه گردید. این رنگ با اتصال بهمخلوط 

تابش ی حاصل از تکثیر، در مواجهه با نور فرابنفش ا رشته
دهنده وقوع  نشان از خود بروز می دهد که فلورسانس سبز رنگی
میکرولیتر رنگ قرمز  1در روش دوم، مقدار . واکنش تکثیر بود

پیش از آغاز واکنش به مخلوط اضافه شد.  (Neutral Red) خنثی
کرده و در اثر   عمل pH عنوان یک نشانگر حساس به این رنگ به

توسط آنزیم  DNA آزاد شدن یون هیدروژن طی فرآیند سنتز
بر اثر کاهش  های مثبت، دهد. در واکنش تغییر رنگ می مراز پلی
pH طیف رنگی رنگ محیط از  ناشی از آزاد شدن یون هیدروژن 

که در   ، در حالییابد میزرد تغییر -صورتی به نارنجی-بنفش
رنگ اولیه  دهد، طیف که تکثیری رخ نمی  های منفی واکنش
منظور بررسی و   به .ماند می صورتی بدون تغییر باقی -بنفش

مراز به توالی دارای  پلی Bst مقایسه میزان تمایل اتصال آنزیم
همچنین  و و توالی فاقد این جهش PIK3CA: H1047R جهش

توالی دارای مراز به اتصال با  پلی Taq و Bst های مقایسه تمایل آنزیم
این جهش، از روش داکینگ مولکولی استفاده شد. این روش 
 امکان ارزیابی میزان تمایل اتصال یک پروتئین به لیگاند هدف را

بعدی  ساختار سه .کند فراهم می in silico افزاری و صورت نرم به
 فایل به فرمت RCSB مراز از پایگاه داده پلی Taq و Bst های آنزیم

PDB  افزار شد. سپس با استفاده از نرمدریافت Chimera ،
های آب و افزودن  های لازم شامل حذف مولکول پردازش پیش
 به. های هیدروژن بر روی ساختارهای آنزیمی انجام گرفت یون

اساس توالی مورد نظر، از  بر DNA بعدی منظور طراحی ساختار سه
ولکولی استفاده و فرآیند داکینگ م 3D-DARTافزار تحت وب  نرم

انجام شد. برای  SwissDock گیری از پلتفرم تحت وب با بهره
افزایش اعتبار نتایج، داکینگ برای هر آنزیم در پنج تکرار مستقل 

مورد تحلیل و  T آمده با آزمون آماری  دست  انجام شد و نتایج به
 .مقایسه قرار گرفت

 
 ها یافته
 The Cancerهای استخراج شده از پایگاه داده  اساس داده بر

Genome Atlas (TCGA) جهش ،PIK3CA:H1047R  20یکی از 
شود و در  ها محسوب می جهش شایع در انواع مختلف سرطان

را به  7ها، رتبه  های سوماتیک مرتبط با سرطان میان تمام جهش
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های بالینی مرتبط نشان داد   تحلیل داده .خود اختصاص داده است
های بالینی خاص در  ویژگی با برخی PIK3CA: H1047R که جهش

بیماران سرطانی همراه است. بیشترین فراوانی این جهش در  
، (Invasive Ductal Carcinoma) کارسینومای داکتال مهاجم

ترین زیرگونه سرطان پستان، مشاهده شد. علاوه بر این،  شایع
توجهی از این جهش در کارسینومای آندومتر،  فراوانی قابل

های  آنالیز داده .کارسینومای لوبولار نیز ثبت گردیدآدنوکارسینوما و  
 های سرطان پستان دارای جهش مربوط به نمونه RNA یابی توالی

PIK3CA: H1047R های نرمال و  ها با بافت و مقایسه آن
 رسانی  غیرتوموری مجاور نشان داد که برخی از اجزای مسیر پیام

PI3K/AKT/mTOR  اند. نتایج این  تحت تأثیر این جهش قرار گرفته
های  های دارای جهش، بیان ژن آنالیز مشخص کرد که در نمونه

PIK3CA ،PIK3E1 ،PIK3R3 ،AKT ، AKT2و AKT3 طور معنادار به 

(05/0>P) های نرمال تغییر کرده است. میزان  نسبت به نمونه

دهنده نقش  نشانشده و ارائه  1شکل شماره ها  این ژنتغییر بیان 
  PI3K/AKT/mTORرسانی در مسیر پیام PIK3CA: H1047R جهش

 از PIK3CA ژن 20پس از تکثیر اگزون  .در سرطان پستان است

DNA  ی سلولی  شده از رده  استخراجMDA-MB-453محصول ، 
PCR صورت فایل کروماتوگرام و با  یابی به نتایج توالی و ارسال

که در شکل آنالیز نتایج   .تحلیل شد  Chromasافزار استفاده از نرم
شده از   استخراج DNA نشان داد کهشود،  مشاهده می 2شماره 

دارای یک  PIK3CA ژن 20در اگزون  MDA-MB-453سلولی   رده
ای که باز آلی آدنین در نوکلئوتید  گونه ای است؛ به جهش نقطه

به گوانین تبدیل شده است. این جهش باعث تغییر  3140شماره 
از هیستیدین  PI3K پروتئین α واحد در زیر 1047آمینه شماره  اسید

شناخته  A>G3140c. ،R1047H شود، که با جهش به آرژنین می
 .شده و اهمیت بالایی در فرآیند تومورزایی دارد

 
 

 
 یانب ییر تغ یزانم یو محور عمود یانسطح ب یانگینم ی، محور افق(یرتصو ی)بالا MA در نمودار RNA یابی توالی های تحلیل دادهمربوط به  Volcano-plotو  MA-plot هاینمودار  .1شکل 

(Log₂ fold change)  معنادار  یانب ییر تغ یدارا یها ژن یانگر و نقاط قرمز ب دهد یرا نشان م(05/0>P )نمودار. هستند  Volcanoرا بر اساس یافته یانب ییر تغ یها ژن یز ن (یرتصو یین)پا Log2 

fold change مقدار  بیانگر  یزن یو محور عمود دهد یم یشنما( ی)محور افقp-value مشخص  یدر رنگ آب یانبا کاهش ب یها  در رنگ قرمز و ژن یانب یشبا افزا یها ژن که یطور   به ،باشد می
 .اند شده
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صورت  که الگوی باندها بر روی ژل به PCRبرخلاف واکنش 
 به LAMP شود، الگوی باندهای حاصل از واکنش باند دیده می  تک

شود. این الگو ناشی  ظاهر می  (Ladder-Like) صورت نردبان مانند
است که در آن، تکثیر پیوسته  LAMP از مکانیسم خاص تکثیر در

های متفاوت  منجر به تولید محصولات با طول DNA و تصاعدی
تشکیل  ،مراز پلی BSTجا به جایی رشته آنزیم  شود. فعالیت می

ای،  و عدم نیاز به دناتوراسیون دورهای  حلقه حد واسط ساختارهای
 این الگوی باند قطعات با اندازه گوناگون و از عوامل اصلی ایجاد

دهنده تکثیر موفق  اهده این الگو نشانهستند. بنابراین، مش ویژه
نتایج حاصل از این بخش  .است LAMP و عملکرد صحیح واکنش

زمان انجام واکنش تأثیر مستقیم بر میزان   نشان داد که مدت
 25ها و همچنین بر اختصاصیت واکنش دارد. پس از  تکثیر نمونه

ی ، مشاهده شد که تکثیر در نمونه منفLAMP دقیقه انجام واکنش
طور کامل متوقف شده است، در  به PIK3CA: H1047R فاقد جهش

که تکثیر در نمونه مثبت حاوی جهش همچنان، هرچند با  حالی
با افزایش  .شدت کمتر نسبت به شرایط اولیه ادامه دارد

مثبت و   زمان انکوباسیون، میزان تکثیر در هر دو نمونه  مدت
 :PIK3CA حاوی جهشمنفی افزایش یافت، اما تکثیر در نمونه 

H1047R تری نسبت به نمونه فاقد جهش آغاز  زمان کوتاه  در مدت
شد. به بیان دیگر، تحت شرایط یکسان، میزان تکثیر در نمونه 
مثبت بیشتر بوده و آغاز واکنش تکثیر نیز زودتر از نمونه منفی 

که افزایش دمای واکنش شد. همچنین، مشخص شد  مشاهده 
دارد.   LAMP ر افزایش اختصاصیت واکنشتوجهی ب تأثیر قابل

درجه  65/63به  5/62طور مشخص، با افزایش دما از  به
گراد، میزان تکثیر در نمونه منفی فاقد جهش کاهش یافت،  سانتی

 ر نمونه مثبت همچنان ادامه داشت.که تکثیر د  در حالی
نتایج نشان داد که قابل مشاهده است،  3Aطور که در شکل  همان

، ها پرایمرهای حلقه با تسهیل تکثیر، از طریق تشکیل مداوم حلقه
فعالیت نقش مهمی در فراهم کردن نقاط شروع تکثیر بیشتر 

دارند. استفاده از این پرایمرها باعث  LAMP بهبود بازده واکنش
 :PIK3CA شد که مدت زمان لازم برای تکثیر نمونه دارای جهش

H1047R دقیقه  25طوری که مدت زمان واکنش از  کاهش یابد؛ به
دقیقه با پرایمر حلقه کاهش  20در حالت بدون پرایمر حلقه به 

دقیقه، نمونه مثبت دارای  20، پس از A6شکل  مطابق با. یافت
مانند بر روی ژل آگارز   جهش تکثیر شده و الگوی باندهای نردبان

قد جهش و واکنش کنترل شود. در مقابل، در نمونه فا دیده می
، در این مدت زمان هیچ تکثیری مشاهده نشده (NTC)الگو بدون 

بنابراین، اگرچه استفاده از . شود و باندی بر روی ژل ظاهر نمی
پرایمر حلقه برای وقوع واکنش و تکثیر ضروری نیست، اما سرعت 

بخشیده و مدت زمان را  توجهی بهبود  طور قابل واکنش را بهتکثیر 
نشان داد که  LAMP واکنش نتایج تست دوگانهش می دهد. کاه

 PIK3CA: H1047R این روش اختصاصی برای شناسایی جهش
بسیار دقیق است. در این آزمایش، از دو نمونه مثبت دارای جهش 
 و دو نمونه منفی فاقد جهش استفاده شد. پس از انجام واکنش

LAMP   ،مشاهده شد که و الکتروفورز محصولات روی ژل آگارز
آمیز رخ داده و الگوی باندهای  های مثبت تکثیر موفقیت در نمونه
هیچ   NTCهای منفی و تشکیل شد، در حالی که در نمونه نردبانی

دهنده اختصاصیت بالای  ها نشان  باندی مشاهده نگردید. این یافته
های حاوی جهش و  واکنش و توانایی آن در تمایز واضح بین نمونه

قابل مشاهده  3Bهستند و در شکل ای فاقد جهش ه نمونه
 3Cکه در شکل   سریالی سازی رقیقنتایج مربوط به  هستند.

 LAMP نشان داد که تکنیک اختصاصی نمایش داده شده است

یافته در این مطالعه از حساسیت بالایی برخوردار است و   توسعه
 DNA نانوگرم بر میکرولیتر از 033/0هایی با غلظت  تواند نمونه می

را تکثیر و شناسایی کند. پس از  PIK3CA: H1047R جهش دارای
های مختلف و بررسی محصولات  روی رقت LAMP اجرای واکنش

 3/3و  33های بالا ) بر روی ژل آگارز، مشاهده شد که در غلظت
نانوگرم بر میکرولیتر( تکثیر شدید و واضح بوده و باندهای نردبانی 

اند، در حالی که با کاهش غلظت به   قابل مشاهده ه وضوح بالاییب
 دهد مینانوگرم بر میکرولیتر، تکثیر همچنان رخ  033/0و  33/0

به سمت  ی تشکیل باندهااما وضوح باندها کاهش یافته و الگو
نانوگرم بر میکرولیتر و  0033/0. در رقت رود میاسمیر شدن پیش 

دهنده  مشاهده نشد. این نتایج نشانهیچ تکثیری  NTCنمونه 
و وابستگی وضوح الگوی باندها  LAMP حساسیت بالای واکنش

سایبر گرین برای از رنگ استفاده  .استالگوی اولیه  مقدار به 
نشان داد   تحت نور فرابنفش LAMPواکنش محصولات مشاهده 

 های مثبت دارای جهش که شدت نور فلورسانس در نمونه
PIK3CA: H1047R های منفی و نسبت به نمونه NTC  ،بیشتر است
چندان چشمگیر نبود. فلورسنس شدت تابش  هرچند این تفاوت

 ، محصولات واکنشرنگ سایبرگرینمنظور اعتبارسنجی نتایج   به

LAMP   مشاهده شده در  . نتایجمنتقل شدندبر روی ژل آگارز
ی که میزان تابش فلورسنس های نشان داد که در نمونه 4شکل 

بنفش به نسبت بیشتر بود، بر روی ژل آگارز  ها تحت نور فرا آن
هایی که  نمونهکه در  ، در حالیباندهای نردبان مانند تشکیل دادند

. هیچ باندی مشاهده نشدها کمتر بود،  میزان تابش فلورسنس آن
های فلورسانس سایبر گرین دارد  خوانی کامل با یافته هم این یافته

را  روش مشاهده محصولات با سایبرگریننتایج و اختصاصیت 
 LAMPمشاهده محصولات واکنش نتایج حاصل از  .کند تأیید می
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نشان داد که  دوگانه انجام شد،صورت  به که  سنجی رنگبا روش 
های مثبت و منفی است.  نمونه میان این روش قادر به تمایز 

های حاوی  در لولهشود،  مشاهده می 4Cطور که در شکل  همان
در دمای  دقیقه واکنش 30پس از ، های مثبت دارای جهش نهنمو
صورتی به طیف رنگی از  محیط واکنش، رنگ گراد درجه سانتی 63

ناشی واکنش محیط  pH دهنده کاهش نارنجی تغییر یافت که نشان
مراز است. در مقابل،  پلی Bst و فعالیت آنزیم DNA از تکثیر موفق

  و همچنین در لوله فاقد جهش های منفی های حاوی نمونه در لوله
NTC   صورتی اولیه  طیف رنگیهیچ تغییر رنگی مشاهده نشد و

ها  دهنده عدم وقوع تکثیر در این نمونه نشان . این امر حفظ شد
 رنگ سنجی با استفاده از  کند که روش رنگ بود. این نتایج تأیید می

قابل روشی ساده، سریع و عنوان  تواند به خنثی، می قرمزنشانگر 
 ای بدون نیاز به تجهیزات ویژه  LAMP اعتماد برای ارزیابی واکنش

 BST نتایج داکینگ مولکولی بین آنزیم مورد استفاده قرار گیرد.

و توالی  PIK3CA: H1047R های دارای جهش و توالیمراز  پلی
آنزیم به هر دو  (affinity) مقایسه میزان تمایل اتصال ووحشی 

که تفاوت معناداری وجود   نشان داد، Tتوالی با استفاده از آزمون 
 R1047H بنابراین، حضور یا عدم حضور جهش(. P>05/0) ندارد

 .نخواهد داشت DNA بهمراز  پلی  BSTتأثیری بر میزان اتصال آنزیم
نشان داد که  T مقایسه میزان تمایل اتصال با استفاده از آزمون

به  مراز پلی Taq و مراز پلی  Bstمعناداری بین تمایل آنزیمتفاوت 
دهد که  این یافته نشان می(. P<05/0) این توالی وجود دارد

تمایل بیشتری برای اتصال  مراز پلی  Taqنسبت بهمراز  پلی  Bstآنزیم
و توانایی بالاتری در تکثیر  داشته R1047H.p به توالی دارای جهش

 .این توالی دارد

 

 
 است. MDA-MB-453 استخراج شده از رده سلولی  DNAدر  R1047H ،A>G3140.cدهنده جهش  نشان که   Chromasافزار  یابی سنگر با نرم نتایج حاصل از تحلیل توالی .2شکل 

 

 
حاوی نمونه فاقد این جهش و  Control، چاهک R1047Hحاوی نمونه دارای جهش  TESTدقیقه. چاهک  20نتایج مربوط به استفاده از پرایمر حلقه و مدت زمان واکنش :  A.3شکل 
باندها دیده  NTCو   Controlهای ی که در چاهکباشد؛ در حال دهنده رخداد واکنش می شود که نشان الگوی نردبان مانند مشاهده می Testنمونه بدون الگو. در چاهک  NTCچاهک 

دهنده وقوع واکنش در این  که مشاهده الگوی نردبان مانند نشان  R1047Hحاوی نمونه دارای جهش  2و  Test 1های  اختصاصی. چاهک LAMPنتایج مربوط به تست دوگانه : Bشوند.  نمی
سازی  : نتایج مربوط به رقیقCباشد.  ها می دهنده عدم وقوع واکنش در این نمونه قد جهش که عدم مشاهده الگوی باندی نشاندارای نمونه فا 2و  1 شماره Controlهای  ها و چاهک نمونه

نانو گرم بر  33/0نانوگرم بر میکرولیتر(، چاهک سوم رقت یک به صد ) 3/3نانوگرم بر میکرولیتر(، چاهک دوم رقت یک به ده ) 33الگو )  DNAسریالی. چاهک اول نمونه حاوی غلظت اصلی
ششم نمونه بدون الگو. با کاهش غلظت نانوگرم بر میکرولیتر( و چاهک  0033/0نانو گرم بر میکرولیتر(، چاهک پنجم رقت یک به ده هزار ) 033/0میکرولیتر(، چاهک چهارم رقت یک به هزار )

 0033/0الگوی یک به ده هزار ) DNAالگو، الگوی تشکیل باندها از حالت نردبان مانند با وضوح تفکیک بالا به سمت اسمیر شدن پیش رفته است و در چاهک دارای رقت نمونه   DNAنمونه 
 نانوگرم بر میکرولیتر( تکثیر رخ نداده است.
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حاوی نمونه فاقد این جهش در معرض  Controlو لوله  R1047Hحاوی نمونه دارای جهش  Test: لوله Aبا رنگ سایبر گرین و قرمز خنثی  LAMPنتایج مربوط به مشاهده واکنش  .4شکل 

حاوی  Testهای در معرض نور فرابنفش. چاهک  آگارز متناظر با لوله : ژلBتابش فرابنفش. لوله دارای نمونه حاوی جهش به میان کمی پراکنش فلورسنس بیشتری دارد اما قابل توجه نیست. 
: Cخوانی دارد.  هم Testتکثیر رخ داده است که با بیشتر بودن میزان پراکنش فلورسنس لوله  Testحاوی نمونه فاقد این جهش. در چاهک  Controlو چاهک  R1047Rنمونه دارای جهش 

حاوی نمونه فاقد این جهش  Control 2و control  1های  و لوله R1047Hحاوی نمونه دارای جهش  2Testو   1Testهای  سنجی: لوله با روش رنگنتایج مربوط به مشاهده نتیجه واکنش 
که تکثیری در   NTCو   controlهای ناشی از تکثیر رشته الگو متمایل به نارنجی شده اما رنگ محیط واکنش در لوله pHرنگ محیط واکنش بر اثر کاهش   2Testو  Test 1های  هستند. لوله

 اند. ها رخ نداده، تغییر نکرده و طیف رنگی صورتی را حفظ کرده آن
 

 

بحث
ترین بدخیمی در میان زنان در سراسر   سرطان پستان شایع

 به ها ومیر ناشی از سرطان ن است و یکی از علل اصلی مرگجها 
با فراوانی  حتی های سوماتیک شناسایی جهش 10.رود شمار می
خون  در های بافتی و چه  نمونه در تومور، چه  DNA پایین در

آگهی بیماری،  بی متاستاز، پیشمحیطی، نقش حیاتی در ارزیا
انتخاب روش درمانی، پایش درمان و تشخیص زودهنگام سرطان 

جدیدترین راهنمای انجمن انکولوژی بالینی بر اساس  11.کند ایفا می
در  PIK3CAژن های سوماتیک  ، شناسایی جهش(ASCO) آمریکا

، از اهمیت بالینی بالایی برخوردار است. در این سرطان پستان
در  R1047H پژوهش، ما روشی اختصاصی برای شناسایی جهش

در سرطان پستان توسعه دادیم که مبتنی بر تکنیک   PIK3CAژن
LAMP پرایمرهای  استفاده از های ما نشان داد که با  است. یافته

کارگیری رنگ قرمز خنثی،  اختصاصی و پرایمرهای حلقه، همراه با به
ای سریع، ساده و بدون نیاز به  توان جهش مورد نظر را به شیوه می

 R1047H جهش .تجهیزات پیچیده آزمایشگاهی شناسایی کرد
سازی  است و موجب فعال PIK3CA دومین جهش شایع در ژن
این  1.شود می  PI3K/AKT/mTORرسانی غیرقابل کنترل مسیر پیام

درمانی و   جهش با پیشرفت سرطان، مقاومت به داروهای شیمی
همراه  -HR+/HER2 درمانی در بیماران  ونکاهش پاسخ به هورم

از تومورهای حامل این  RNA یابی های توالی تحلیل داده 12،13.است
تواند  می  R1047H جهش در مطالعه حاضر نشان داد که جهش

را تحت تأثیر قرار دهد و  PI3K/AKT/mTOR بیان اعضای مسیر
شناسایی سریع این منجر به اثرات منفی یاد شده شود. بنابراین، 

 .جهش برای تعیین روش درمان هدفمند اهمیت بالایی دارد
شامل  ای، عمدتاا  های نقطه های متداول برای شناسایی جهش روش
یابی هستند؛ با این حال، نیاز به  و توالی PCR های مبتنی بر تکنیک

ها، کاربرد بالینی گسترده  تجهیزات پیچیده و هزینه بالای این روش
کند. با توجه به اهمیت شناسایی دقیق  را محدود میها  آن

هایی ساده، سریع و  ها، توسعه روش ای در سرطان های نقطه جهش
تواند نقش مؤثری در بهبود مدیریت و درمان  صرفه می  به  مقرون

به دلیل انجام  LAMP استفاده از تکنیک 14.دبیماران سرطانی ایفا کن
واکنش در دمای ثابت، عدم نیاز به ترموسایکلر، اختصاصیت بالا و 

های  توانایی تکمیل واکنش در کمتر از یک ساعت، نسبت به روش
در این  16 ،15.ردیابی، مزیت قابل توجهی دا و توالی PCR سنتی مانند

شدند   کار گرفته بهای  گونه به BIPو  FIPپژوهش، پرایمرهای داخلی
در و  یافته باشد ها مکمل نوکلئوتید جهش که نوکلئوتید انتهایی آن

صورت نگیرد. این طراحی سبب  واکنش نوع وحشی، حضور توالی
کاربردهای   LAMP تکنیک. شود افزایش چشمگیر اختصاصیت می
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از جمله در  ؛های بالینی و تحقیقاتی دارد ای در حوزه گسترده
هایی  ویروسو  Escherichia coli ها مانند  شناسایی سریع پاتوژن

همچنین در صنایع غذایی  17،18. 19 مانند کوویدبا اهمیت جهانی 
کار  به های منتقله از غذا برای کنترل کیفیت و پیشگیری از بیماری

های  از کاربردهای جدید این روش، شناسایی جهش 18.رود می
های  های سوماتیک در نمونه ویژه جهش ها، به ای در بیماری نقطه

در افتراق  LAMP توموری است. با این حال، محدودیت ذاتی
نوکلئوتیدها باعث شده اصلاحاتی در طراحی پرایمرها و  تک

با توجه  8.دت ایجاد شوها برای افزایش اختصاصی استفاده از پروب
ای  های نقطه برای شناسایی جهش LAMP به اینکه تاکنون روش
کار گرفته نشده است، هدف اصلی این  سوماتیک در ایران به

ی این آزمون برای شناسایی انداز  مطالعه استانداردسازی و راه
ای در مسیر کاربرد  عنوان گامی پایه به PIK3CA: H1047R شجه

شناسی و  منظور اطمینان از استحکام روش به. بالینی آن بود
سرطان  از رده سلولیقابلیت تکرارپذیری در مرحله اعتبارسنجی، 

 تأیید PIK3CA: H1047R که دارای جهش MDA-MB-453 پستان
 تکنیک، استفاده شد. این توالی یابی سنگر بودشده توسط روش 

چندین بار بر روی نمونه مرجع تکرار شد تا شرایط واکنش 
و تکرارپذیری بین دفعات انجام  سازی، حساسیت، ویژگی بهینه

آزمایش مورد ارزیابی قرار گیرد. نتایج پایدار و سازگار حاصل از 
یافته   توسعه LAMP ی پروتکلهای مکرر، کارآیی و پایدار  آزمایش

بر  این تکنیک، عملکرد در آینده بعدی های گامدر  . را تأیید کردند
 شده با فرمالین و پارافینه  های بافت تومور تثبیت روی نمونه

(FFPE)  از بیماران مبتلا به سرطان پستان ارزیابی خواهد شد تا
این رویکرد اعتبار تحلیلی و قابلیت کاربرد بالینی آن مشخص شود. 

های  شامل استانداردسازی اولیه با استفاده از نمونه ای دو مرحله
 توسعهمرجع با مشخصات دقیق و سپس اعتبارسنجی بالینی 

مند و دقیق برای ادغام در روندهای  را به شکلی نظام LAMP آزمون
و همکاران با استفاده از ایتونوگا  .کند تشخیصی روتین تضمین می

را شناسایی کردند؛ این روش  KRAS های ژن ، جهشPNA پروب
اختصاصیت بالاتری داشت، اما روش ما به دلیل استفاده از پرایمر 

 یمر در پرا 19.دهد حلقه، حساسیت و سرعت بالاتری ارائه می
 H19جهش در ژن  یصتشخ یکه تانگ و همکاران برا  یا حلقه
قرار  یمر پرا یمپرا 3مکمل با جهش در سر  یدکردند، نوکلئوت  یطراح

جهش در سر  یمکمل اختصاص یدداشت، اما در روش ما نوکلئوت
 یرا برا یبالاتر  یتبود که اختصاص یداخل یمرهایپرا یمپرا 5

 همکاران، روش وکالوفونو   20داد. ننشا  USS-sbLAMP ییشناسا

USS-sbLAMP  را برای شناسایی جهش R1047H  در ژنPIK3CA  
 (ISEFT) های حساس به تغییرات کردند و روی چیپ  طراحی

و چیپ   USSسازی کردند. استفاده از پرایمرهای رقابتی پیاده
در مقابل،  9.دکر  میحساس، اختصاصیت و دقت بالایی فراهم 

هزینه،  سنجی ساده، سریع و کم  روش ما با استفاده از سیستم رنگ
 سازد. مشابه آن، راحتی قابل مشاهده می اکنش را بهنتیجه و
 جهش شناسایی برای  USS-LAMPو همکاران از الکساندرو

K545E در DNA استفاده کردند و پرایمرها  در خون کننده گردش
ترین مزایای  یکی از مهم 21.کردند  اندازی و راه را فشرده طراحی

های شناسایی  و سایر روش PCR سبت بهن LAMP تکنیک
های متنوع برای  ای، امکان استفاده از روش های نقطه جهش

مشاهده نتیجه واکنش و تشخیص وقوع تکثیر است. در 
هزینه مانند    های ساده و کم مطالعات مختلف، از روش

های  های پیشرفته مانند رنگ سنجی تا روش سنجی و رنگ کدورت
در این مطالعه، سه  22.فاده شده استاست ISEFT فلورسنت و

کار گرفته شد:  روش ساده و قابل مشاهده با چشم غیرمسلح به
با تغییر  سنجی با قرمز خنثی که روش اصلی مطالعه بود و رنگ

رنگ محیط همراه است، تشخیص فلورسنس با سایبر گرین که 
سنجی که بر  دهد و کدورت تحت تابش فرابنفش تغییر رنگ می

در  .شود اساس محصولات تکثیر باعث کدر شدن محیط می
ها یون dNTP و افزودن Bst فعالیت آنزیم ،LAMP واکنش

امکان  محیط را کاهش داده و pH کند که هیدروژن آزاد می
مطالعات  .سازد را فراهم می pH های معرف تشخیص تکثیر با رنگ
سنجی مبتنی بر  های رنگ اند که روش متعددی نشان داده

ویژه رنگ قرمز خنثی، ابزار مؤثری برای مشاهده  ، به pHنشانگرهای
و همکاران لی هستند. برای نمونه، مطالعه  LAMP نتیجه واکنش

یروس کرونا از متیل رد و مطالعه برای شناسایی سویه دلتای و
 لاسمی از فنول رد بها و همکاران برای شناسایی آلفا ت جومویی

رنگ قرمز خنثی در مواجهه  23،24.استفاده کردند pH عنوان نشانگر
دهد و در  محیط، از صورتی به زرد تغییر رنگ می pH با تغییرات

کار رفت؛  این مطالعه نیز جهت مشاهده بصری نتیجه واکنش به
و  نارنجی-مایل به طیف زردهای مثبت رنگ محیط به  در واکنش
ورتی باقی ماند. همچنین، صدر طیف رنگی های منفی  در واکنش

و همکاران استفاده موفق از این رنگ برای  ژانگمطالعاتی مانند 
اند، که  شناسایی ویروس بیماری پا و دهان گزارش کرده

با  LAMP دهنده قابلیت این رنگ برای تشخیص محصول نشان
 به هایی مانند سایبرگرین گرچه رنگ 25.چشم غیرمسلح است

 UV ای را با تابش دو رشته DNA توانند وجود می عنوان روشی دیگر 

اختلاف  ،ای های نقطه نشان دهند، اما برای تشخیص جهش
سیگنال بسیار کم و با چشم غیرمسلح قابل مشاهده نیست؛ به 

. با این هستند  Real-Timeمعمولا نیازمند دستگاههمین دلیل 
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هزینه بوده که  حال، هدف این مطالعه توسعه روشی ساده و کم
دستگاه و تنها با مشاهده چشمی بتوان جهش استفاده از بدون 

R1047H در ژنPIK3CA  با انجام آنالیز داکینگ  .یی کردرا شناسا
مولکولی مشخص شد که تفاوت معناداری میان تمایل اتصال 

و توالی  PIK3CA: H1047R مراز به توالی دارای جهش پلی Bstآنزیم 
دهنده  نتواند نشا  فاقد این جهش وجود ندارد. بنابراین، این می
دهنده تواند تمایز  این موضوع باشد که این آنزیم به تنهایی نمی

خوبی میان این دو توالی باشد و طراحی پرایمرهای اختصاصی 
یافته و بدون جهش اهمیت بسیار  برای تمایز میان نمونه جهش

 که جهش  تأیید کرد RNA های تحلیل داده همچنین، بالایی دارند.
PIK3CA: H1047R های مسیر  باعث تغییرات چشمگیر در بیان ژن
PI3K/AKT/mTOR ها مانند  شود. برخی ژن میPIK3CA، PIK3R1 

که  دلیل مهار بازخوردی کاهش بیان دارند، در حالی به EGFR و
کارهای جبرانی  احتمالاا ناشی از سازو AKT1 و  PIK3E3افزایش بیان

 AKT3 و AKT2 های تغییرات متفاوت در ایزوفرم ،است. همچنین

جهش است. دهنده تنظیم اختصاصی آنها در حضور این  نشان
بر  علاوه R1047H دهد جهش مجموع این نتایج نشان می

دست را نیز   ، الگوی بیان ژنی اجزای پایینPI3K سازی مسیر فعال
عنوان هدف درمانی بالقوه در   کند و اهمیت آن را به بازآرایی می

سازد، هرچند نیازمند تأیید آزمایشگاهی  سرطان پستان برجسته می
 .بیشتر است

 
 گیری تیجهن

 دقیق پرایمرهای اختصاصی استانداردسازیدر این تحقیق، با 
FIP و BIP و همچنین پرایمر حلقه، روش LAMP  اختصاصی آلل

  شد. برای مشاهده انجام PIK3CA: H1047R برای شناسایی جهش
رنگ قرمز خنثی که تمایز  :سنجی استفاده شد نتایج، دو روش رنگ

تفاوت آن کمتر قابل مشاهده واضح ایجاد کرد و سایبر گرین که 
توان روشی سریع،   بود. در مجموع، این مطالعه نشان داد که می

 هزینه و قابل رؤیت با چشم غیرمسلح برای تشخیص جهش کم
PIK3CA: H1047R در سرطان پستان ارائه داد. 

 

  قدردانی
وسیله مراتب تقدیر و سپاس خود را از  نویسندگان بدین
صورت مستقیم یا غیرمستقیم در پیشبرد این  تمامی افرادی که به

ها  دارند. همچنین، از حمایت اند، اعلام می پژوهش همکاری داشته

که دانشگاه تربیت مدرس  شده توسط   و تسهیلات پژوهشی فراهم
 کنند. ت، تشکر و قدردانی میامکان اجرای این تحقیق را مهیا ساخ

 
 مشارکت پدیدآوران

تمامی نویسندگان در طراحی مطالعه، اجرای مراحل پژوهش، 
ها و نگارش یا بازنگری محتوای علمی مقاله مشارکت  تحلیل داده
انجام پردازی،  ایده :نژاد یصالح ینمع محمد. اند مؤثر داشته

پردازش و آوری،  جمعهای عملی و آزمایشگاهی پژوهش،  بخش
 ی:شهباز  یرینش؛ نویس اولیه مقاله ها و نگارش پیش تحلیل داده

هدایت و نظارت علمی بر تمامی مراحل پژوهش،  پردازی، ایده
شده  و تأیید نهایی نسخه کامل، نقد و بررسی بازبینی انتقادی محتوا
 .اند مقاله را بر عهده داشته

 
 منابع مالی

برای این مطالعه توسط دانشگاه بخشی از منابع مالی مورد نیاز 
تربیت مدرس و مابقی منابع مالی توسط نویسندگان این مقاله 

 فراهم شده است.
 

 ها پذیری داده دسترس
ای در  ها در این مقاله مورد ندارد، زیرا هیچ داده رسانی داده هم

طول مطالعه فعلی تولید یا مورد تجزیه و تحلیل قرار نگرفته 
 .است

 
 قیملاحظات اخلا

این پژوهش توسط کمیته اخلاق در پژوهش دانشگاه تربیت 
مورد تأیید IR.MODARES.REC.1403.015 مدرس با کد اخلاق 

 قرار گرفته است.
 

 منافع تعارض 
گونه تعارض منافع مالی،  دارند که هیچ نویسندگان اظهار می

علمی یا شخصی در ارتباط با انجام این پژوهش، نگارش یا انتشار 
ای   مقاله وجود ندارد. همچنین، هیچ منبع تأمین مالی یا رابطهاین 

ها تأثیر  طور بالقوه بر نتایج یا تفسیر داده که ممکن است به
 .بگذارد، در این مطالعه دخیل نبوده است
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