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  چکیده 
 ـاز جملـه ت ) الیگونوکلئوتیدهاي تک زنجیره اي(هاي قطعات کوچک نوکلئوتید ه به ویژگیـ با توج :مقدمه وانائی ــ

ه دست هاي کلیدي تصمیم گرفته شد تا تجربیاتی در رابطه با ب    از مولکول ها در استفاده ابزاري براي تشخیص بعضی         آن
  .که تمایل زیادي در اتصال به مولکول مورفین دارد، حاصل گردد DNAآوردن یک قطعه 

 براي این منظور ابتدا یک کتابخانه الیگونوکلئوتیدي که شامل دو توالی :مواد، روش ها و یافته هاي پژوهش
ترتیـب اسـیدنوکلئیک     نوکلئوتیـدي در وسـط کـه از نظـر    40یک توالی 3' و   5' لئوتیدي در دو سر    نوک 19و   21مشخص  

 اسـید نوکلئیـک دارد حـدود    40که چهار نوع اسیدنوکلئیک وجود دارد و تـوالی        تصادفی بوده تهیه گردید، با توجه به این       
 در معـرض    PCR از تکثیـر توسـط       پـس . که استخر الیگونوکلئوتیدي نام بـرده شـد        حاصل گردید  DNA زنجیره   1015

مولکول هدف که مورفین بود و به یک بستر ثابت شده بود قرار گرفت و پس از شستشو با یک بافر و خروج زنجیره هائی           
را از مولکـول   DNAکه به مولکول هدف متصل نشده بودند توسط یک بافر دیگر که توانائی جدا کـردن زنجیـره هـاي         

سپس در بار آخـر از پرایمـر هـائی اسـتفاده گردیـد کـه در       .  مرتبه تکرار گردید15ن عمل تا هدف داشتند جدا گردید و ای 
وسیله تکنیک فلوسایتومتري کارائی زنجیره براي تشخیص مولکـول    ه   آن یک مولکول فلورسین قرار گرفت و ب        5انتهاي  

  .اثبات کنیم) مورفین(هدف
ن از نظر اجتماعی، اقتصادي براي دولتمندان کـشور،   مولکول مورفین  به واسطه اهمیت آ       :نتیجه گیري بحث و   

ــد  ــاب گری ــد انتخ ــه       .هدفمن ــن قطع ــازي ای ــستم جداس ــین سی ــر محقق ــارب دیگ ــتفاده از تج ــا اس ــتا ب ــن راس در ای
 ـ               ) الیگونوکلئوتید(نوکلئوتید جـاي  ه طراحی گردید و در نهایت به قطعاتی دست یافتیم که پس از تعیین توالی می تـوانیم ب

روند استفاده گردد با این  کار میه هاي سریع ب  مونوکلونال که هم اکنون براي تشخیص مورفین در کیت       هاي آنتی بادي 
چنین  تجربه پا به عرصه علوم نانوبیوتکنولوژي می گذاریم که در امتداد آن به استفاده از الیگونوکلئوتیدها در درمان و هم                

  .ها و در نهایت کمک به تصویر برداري خواهیم رسید ر سلولهاي هدف و پیگیري تاثیر دارو ب انتقال دارو به سلول
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  مقدمه
ک زنجیره اي ـائی تـــنوکلئوتیدهرها اولیگوـآپتام

DNA  یاRNA با تمایل بسیار بالا براي اتصال به 
ها با اختصاصیت و  آن. مولکول هدف خود می باشند

بهگزینی بسیار بالا به واسطه ویژگی شکل ساختمان 
لغت . )1،2(،سوم خود به مولکول هدف متصل می شوند

فته گر آپتامر از کلمه لاتین آپتوس به معنی مناسب
ولکول هدف ـشده است که رفتار قفل و کلید را با م

یاري ـــاهت بســـهت شبــ و از این ج،)3(،خود دارد
کول ـــاز طرف دیگر این مول .ها دارند به آنتی بادي

ها داشته  تواند مزایائی نیز نسبت به آنتی بادي می
  )1 شماره جدول.(باشد

  : طور خلاصه عبارتند  ازه  این مزایا ب
نتز و تولید آپتامر ساده تر از تولید آنتی بادي س-1

  . می باشد

امر بسیار کمتر از زمان تولید ــزمان تولید آپت-2
 . آنتی بادي است

توانائی ممانعت از فعالیت هدف بیشتري نسبت -3
 . به آنتی بادي دارد

 ولکولـــودن مـــک بـــوچـــت کــعله ب-4
 هاي ل به جایگاهقابلیت اتصا) الیگونوکلئوتید(آپتامر
ورت ــــصه باشد که حتی ب دف را دارا میــهفعال 
صورتی که آنتی بادي  در هاي اپی توپ هستند حفره

 ت از این قابلیتـــتر اس زرگـــچون یک پروتئین ب
توپ هاي خطی را شناسائی ت و اپی ــبرخوردار نیس

 . کند می
ی ـــکـــوژیــــولـــونـــت ایمــیـــــخاص-5
ت در ـــده نشده اســــیت از آپتامرها دیـــــو سم

ها خطر ایمونولوژیکی  اديــی بـــورتی که آنتـــص
  .دارند

  
  ها ها با آنتی بادي  خواص آپتامرها و مقایسه آن.1جدول شماره 

  با آنتی بادي  آپتامر  
   ماه6تا    هفته8  مدت زمان تولید

  بیولوژیکی  شیمیائی  سنتز
   در حد نانومولارKsبالا،    در حد نانومولارKsبالا،   ویژگی و میل ترکیبی

   مورد200 از 1پائین، تنها    درصد موارد مهار کننده هستند50بالا،   قدرت مهاري
  هاي خطی قسمتهاي بیرونی، اپیتوپ  هاي سه بعدي حفره ها و شیارها، اپیتوپ  نحوه اتصال به پروتئین

  هاي ایمنی خطر واکنش  استمشاهده نشده   ایمونوژنیسیتی و توکسیسیتی
  تشخیص و درمان  ناك داون پروتئین و کشف دارو  کاربرد

  
  

 سلکس نام دارد که بر اساس ،مرحله تولید آپتامر
 سلکس. سیستم اتصال تدریجی بنا نهاده شده است

وسیله  ه ب) سیستم اتصال تدریجی بوسیله غنی سازي(
ز آن راع شده بود و بعد ااخت و گرایج ترك لاري گلد
در  .را توسعه داد تد کواچ روش فتوسلکسپروفسور 

 وقتی که اتصال یک آنزیم ویروسی به یک 1989سال 
گلد و ترك    شرح داده شد، آقایانRNAتوالی ویژه 

فهمیدند که می توانند از رابطه بین پروتئین و نوکلئوتید 
  . )5،6(،یک کاربرد بسیار وسیع و مفیدي تعریف نمایند

 را بنا نهادند که در آن بعضی ها روشی  آن
 باز بودند 40 تا 30اولیگونوکلئوتیدها که داراي طول 

قابلیت اتصال اختصاصی را به بعضی پروتئین ها دار 
 نام  In vitro evolutionباشند این روش گاهی می

یدها در ـــفاده از الیگونوکلئوتـــده استــای. )2(،دارد
ه  ب1990در سال ها اولین بار  تشخیص بعضی مولکول
مطرح شد و با  و سزوستاك وسیله آقایان الینگتون

 پیشرفت  علوم مولکولی و پایه گذاري تکنیک سلکس
ها  آپتامرهاي اختصاصی براي بسیاري از مولکول

این مولکول ها شامل اسیدهاي . )7،8(،جداسازي شد
ها و  نوکلئیک، اسیدهاي آمینه، قندها و پلیمرهاي آن

ح ـــهاي سط ولــت معدنی و مولکچنین ترکیبا هم
  )10،19.(لولی می باشندـــس

اي زیاد دیگري شامل ـــه ون مولکولـــکنتا
ها،  اديـــد، آنتی بـــتورهاي رشـــها، فاک آنزیم

 یم ژن، مولکول هايـــاي مربوط به تنظـــفاکتوره
چسبیده به  سلول و کیتین ها و حتی اجزاء ویروسی به 
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امرهاي ـــداسازي آپتـــراي جـــدف بـــوان هـــعن
آپتامرها  .ته اندــــرار گرفـــایش قـــها مورد آزم آن

امروزه به عنوان یک ابزار قوي جهت شناسائی، درمان 
و تصویربرداري مورد توجه محققان علوم بیولوژي قرار 

  .گرفته است
هاي  جا که مولکول مورفین از نظر ویژگی از آن

 اجتماعی بسیار حائز اهمیت ذاتی از نظر اقتصادي و
است، تصمیم گرفته شد که به عنوان مولکول هدف 

 DNA جهت جداسازي یک یا چند دسته از قطعات
آپتامر مورد استفاده قرار گیرد تا در صورت موفقیت در 
مراحل بعدي از این قطعات جهت طراحی یک کیت 

  .سریع تشخیص گام برداشته شود
،  C17H19NO3لورفین با فرموـــکول مـــمول

ت که ـــه اي اســـج حلقـــپنمان ـــداراي ساخت
ا ـــقه هـــگر حلـــود بر دیـــقه آن عمـــیک حل

   )1  شمارهشکل(.)4(،می باشد
  

  
  
  
  
  
  
  

  

  فرمول ساختمانی مولکول مورفین.1 شماره شکل

 
  ها مواد و روش

مواد مورد نیاز شامل استخر الیگونوکلئوتیدي تهیه 
وسیله ه  که بB4 سفاروز ژل، )کیاژن(رکتشده از ش

تهیه شده از  ود،ـــده بـــیانید فعال شـــبروموس
 مورفین متصل به آلبومین سرم گاوي ،)سیگما(شرکت

، محلول فسفات سالین )گیبکو(تهیه شده توسط شرکت
لیتر، فسفات  گرم در 9سدیم  کلرید( میلی مولار17

 ات ديـــسفتر، فــلی گرم در 9/0هیدروژن دي سدیم 
ه که جهت شستشو ب) لیتر  گرم در4/0هیدروژن سدیم 

 EDTA 5 مولار، 7اوره ( اورهولـــرود، محل کار می
جهت شستشوي نهائی قطعات ) PH=8میلی مولار، 

DNA، چنین ابزار مورد نیاز شامل دستگاه  هم 
یوژ ـــریفـــتـ، سان)Eppendrof(لرـــایکـــوســترم
ینیتور ـس لومـــروفورز و ترانـــدار، الکت چالــــیخ

  . می باشد
. ابتدا ستون کروماتوگرافی تمایلی  باید آماده گردد

راي این منظور ژل سفاروز را به وسیله پنج برابر حجم ب
آن آب مقطر آماده ساخته و پس از یک ساعت انکوبه 

 1وسیله اسیدکلریدریک ه  درجه ب4اي کردن در دم
  صل ـــــمتهاي  روهــگمیلی مولار جهت فعال کردن 

  
 سپس مخلوط حاصل را با بافر اتصال .نمودیمشستشو 

به موازات  . رسید8 آن به  PHقدر شستشو دادیم تا آن
ه  که مولکول مورفین بپروتئین آلبومین گاوياین عمل 

 را در کیسه عنوان مولکلول هدف به آن متصل بود،
سدیم کربنات (فر اتصال کیسه را در بادیالیز ریخته و

سه بار )  میلی مولار500، کلریدسدیم  میلی مولار100
 ،پروتئین را به ژلبعد از این عمل، . به تعادل رساندیم

 ساعت در حال هم 16در بافر اتصال افزوده و به مدت 
گراد به هم متصل   درجه سانتی4خوردن در دماي 

 برابر حجم ژل 5وسیله افزودن ه در آخر نیز ب. کردیم
 8به مدت  مولار 1وتئین از اتانل آمین متصل به پر

ژل را غیرفعال عوامل فعال متصل نشده ساعت 
سفات با ــوسیله بافر سالین فه شستشو ژل ب. نمودیم

PH 4 که  طوريه بPH محلول خروجی از شستشو به 
 برسد آخرین مرحله براي آماده سازي ستون 4/8

  .کروماتوگرافی تمایلی بود
ون دیگر به شرح بالا را در کنار این عمل یک ست

آماده سازي نمودیم با این تفاوت که پروتئین آلبومین 
  این ستون را براي آن. گاوي فاقد مولکول  مورفین بود
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آماده گردید که در هر بار عمل اتصال قطعات آپتامر به 
ها را ابتدا با این ستون مجاور ساخته  ستون اصلی، آن

جزاء ستون را دارند از تا قطعاتی که تمایل به اتصال به ا
بدین ترتیب ما قطعاتی را خواهیم . کل قطعات کم گردد

به داشت که اگر به مولکول هدف تمایل داشته باشند 
آن متصل شده و در غیر این صورت از ستون اصل 

  .خارج خواهند شد
  کتابخانه اولیگونوکلئوتیدي

 توکلئوتیدي 80  این کتابخانه شامل یک توالی 
 مشخص در   با توالی نوکلئوتید21 بی ازاست که ترکی

 آن 3'  نوکلئوتید با توالی مشخص در سر19 و 5' سر
 نوکلئوتیدي 40و یک قطعه جهت جایگاه اتصال پرایمر 

-'5(اشدــــط می بـــخص در وســوالی نامشــــبا ت
CAT CCA TGG GAA TTC GTC GAC (NNN)13N 

CT GCC TAG GCT CGA GCT CG-3'( .انه این کتابخ
نوع مختلف  1015 شاملطور عملی و تجربی تقریباًه ب

براي ) پرایمر(ازگرــــآغ. ی باشدـــلئوتید مـــنوک
 F(5'-CAT CCA TGG: خص شاملــهاي مش توالی

GAA TTC GTC GAC-3') و R(5'-CTG CCT AGG 

CTC GAG CTC G-3') می باشد که البته از آغازگر  
ه و یکی توسط فوروارد دو نوع ساخته شد یکی ساد

لازم . دار شده بود  نشان5' مولکول فلورسئین  از طرف
جهت انجام ) دار نشان(به توضیح است که آغازگر اخیر

تکنیک فلوسایتومتري در مرحله آخر مورد استفاده قرار 
برنامه واکنش زنجیره اي پلیمراز براي قطعات  .گرفت

 5د گرا  سانتی95 -1:کتابخانه اولیگونوکلئوتیدي شامل 
 درجه 62 -3.  ثانیه30گراد   درجه سانتی94 -2 .دقیقه
 30گراد   درجه سانتی72 -4.  ثانیه30گراد  سانتی

، 4  الی2مرحله ( دقیقه5گراد   درجه سانتی72 -5. ثانیه
   . ) بار تکرار می گردد30

  پنینگ
 که در باشد میعملیات پنینگ شامل یک چرخه 

کلئوتیدي در مجاورت  قطعات کتابخانه اولیگونو، ابتداآن
  قرار بدون ملکول هدفستون کروماتوگرافی تمایلی

 تا قطعات زائد از کل قطعات جداسازي شده و در گرفته
مرحله بعد در مجاورت ستون کروماتوگرافی تمایلی 

 و پس از قرار می گیرد) مورفین(داراي مولکول هدف
وسیله بافر شستشو،  ه شستشوي قطعات متصل نشده ب

 مولار اوره 7محلول وسیله ه  محیط بPHر با تغیی

به این . قطعات موردنظر را از ستون جداسازي می گردد
ه ـه وسیـــلجی بـــدریـــمراحل سیستم اتصال ت

  . می گویند) سلکس(غنی سازي
براي انجام پنینگ ابتدا کتابخانه اولیگونوکلئوتیدي 

گراد قرار   درجه سانتی90 دقیقه در دماي 5را به مدت 
دادیم تا قطعات دو زنجیره اي را به تک زنجیره تبدیل 

 دقیقه در حمام یخ 2شوند و بلافاصله آن را به مدت 
یک دو زنجیره قرار می دهیم تا قطعات تک زنجیره اي 

ساختمان دوم و سوم (را با توالی خود برقرار نمایند
سپس این ). وسیله توالی خود تشکیل دهنده فضائی ب

حالا کل قطعات را .  اتاق قرار دادیممخلوط را در دماي
 30در ستون اول که فاقد مولکول هدف بود به مدت 

دقیقه تیمار داده و محلول عبور کرده از ستون را در 
) مورفین(مجاورت ستون دوم که حاوي مولکول هدف

 دقیقه تیمار دادیم و پس از این زمان 30بود به مدت 
 را با فسفات محلول عبوري را درو ریز نموده و ستون

شش تا ده بار  PH 2/7 میلی مولار با 17بافر سالین 
 مولار 7شستشو داده و در آخر ستون را با محلول اوره 

لازم به ذکر است که اجازه می دهیم . شستشو نمودیم
.  دقیقه در مجاورت ستون قرار گیرد15تا اوره به مدت 

چنین براي شستشوي در چرخه هاي بعدي به  و هم
 درصد5/0 الی  درصد1/0به بافر شستشو مقادیر تربیت 

می افزائیم تا قدرت جداکنندگی قطعاتی که اتصال 
   .ضعیف برقرار نموده اند را افزایش دهد
وسیله فسفات ه در آخر هر چرخه ستون ها را ب

بافر سالین ده بار شستشو دادیم تا براي چرخه بعد آماده 
ه ی باشند را بقطعات آپتامر که در محلول اوره م. شوند

وسیله اتانل از آن جداسازي نمودیم و ه روش رسوب ب
ره ــــوسیله واکنش زنجیه دست آمده را به قطعات ب

مراز تکثیر کرده و وارد چرخه بعدي شدیم و این  پلی
ه در چرخه آخر ب . تکرار نمودیم15عمل را تا چرخه 

وروارد معمولی از آغازگر ــازگر فــفاده از آغــجاي است
اي حاصل ـــزنجیره ه. دار شده استفاده نمودیم نشان

دست ه  قطعات ب.دار شده بود نشان 5' داراي یک سر
آمده از این مرحله را به دو قسمت مساوي تقسیم نموده 

اوي مولکلول مورفین و دیگري و در دو ستون یکی ح
 دقیقه مجاور ساختیم و محلول 30به مدت فاقد آن 

له هاي جداگانه ذخیره نمودیم عبوري از ستون را در لو
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بافر سالین ها به وسیله   شستشوي ستون بار6 و پس از
پس از . فسفات آن را نیز به لوله هاي قبلی افزودیم

 مولار افزوده و 7به آن محلول اوره  شستشوي ستون 
نموده و ستون   دقیقه آن را نیز از ستون جدا15پس از 

ستشو داده و در  بار ش6شو ــــوسیله بافر شسته را ب
بدین ترتیب چهار . لوله هاي جداگانه نگهداري نمودیم

 حاوي 1لوله شماره  .شرح ذیل خواهیم داشته لوله ب
قطعاتی که به ستون حاوي مولکول مورفین متصل 

 حاوي قطعاتی که به ستون فاقد 2لوله شماره . نشده اند
 حاوي 3لوله شماره ، مولکول مورفین متصل نشده اند

  لــــی که به ستون حاوي مولکول مورفین متصقطعات

 حاوي قطعاتی که به ستون فاقد 4لوله شماره ، شده اند
یري ـــبا اندازه گ. مولکول مورفین متصل شده اند

وسیله ه  ب4  و3وله شماره ــات لــعـــداد قطـــتع
لاف ــتر می توان اختـــایتومـــگاه فلوســـتـــدس

معنی دار میزان اتصال قطعات به مولکول مورفین را 
داد ـــین با اندازه گیري تعـــچن هم. ررسی نمودـــب

ز می توان این اختلاف را ــ نی2 و 1قطعات لوله شماره 
  . تأیید نمود

  یافته هاي پژوهش
تکثیر قطعات حاصل از کتابخانه اولیگونوکلئوتیدي 

   :)2  شمارهشکل(به شرح ذیل است
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   قطعات تکثیر شده حاصل از کتابخانه اولیگونوکلئوتیدي .2 شماره شکل
   کنترل منفی6چاهک شماره ،  محصول تکثیري5-2چاهک شماره ، 1000-100 مارکر 1چاهک شماره 

  
  . نشان داده شده است3  شماره در شکلدار گر نشاناکنش زنجیره اي پلی مراز با آغازنتیجه تکثیر و

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
   با پرایمر فوروارد فلورسئینPCRژل الکتروفورز حاصل از   .3 شماره شکل

    مارکر 7چاهک شماره ،  محصول تکثیري6-2چاهک شماره ، کنترل منفی 1چاهک شماره  
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تري ـایتومــــلوســـــاصل از فــــه حــــنتیج
صل به ستون بدون ـــقطعات مت(  4وله شماره ــــل

ورسئین ــــرگونه فلــــاقد هــــکه ف) نـــورفیـــم
  )4  شمارهشکل (.ی باشدــــم

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  )ینقطعات متصل به ستون بدون مورف( 4اعداد حاصل از فلوسایتومتري لوله شماره   .4 شماره شکل
   چرخه سیزدهم که فاقد هر گونه فلورسئین می باشند، صفر درج گردیده است

  
   . نشان داده شده است5  شمارهدر شکل)قطعات متصل به مورفین ( 3ي لوله شماره نتیجه حاصل از فلوسایتومتر

  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

   )ینقطعات متصل به مورف( 3عدد حاصل از فلوسایتومتري لوله شماره   .5 شماره شکل
 . درج گردیده است درصد9/4چرخه سیزدهم 

 
  

گونه که در نتایج مشخص است در لوله  همان
مورفین بود تعدادي قطعات آپتامر به  که حاوي 3شماره 

 که 4 اما در لوله شماره .مورفین موجود متصل گردید
. فاقد مورفین بود هیچ قطعه اي متصل نگردیده است

می توان نتیجه گیري نمود که قطعات فقط به مولکول 
  .موفین متصل شده اند

ک از قطعات به ـــر هیچ یـــدر چرخه آخ
ده اند این در ـــ نشتون بدون مورفین متصلـــس
 از قطعات به  درصـــد25 ت که تقریباًـــالی اســـح
 یرفـــده اند و از طـــولکول مورفین متصل شـــم

وروارد ـــازگر فـــ آخر از آغPCRهم در انجام 
ت ـــودیم و در حقیقـــفاده نمـــدار است انـــنش
این  بر دار بودند بنا انـــصول نشـــی از محـــنیم

 50 مود که تقریباًـــگونه محاسبه ن این وانـــی تم
ین ـــول مورفـــات به مولکـــطعـــ از کل قدرصد
ه در هر ستون ـــجا ک از آن. ده اندـــل شـــمتص

ه بود ـــار رفتـــکه ب DNA میکروگرم 460 تقریباً
ن ـــرم مورفیـــگ  میلی4/1این به ازاء  بر ناـــب

ین متصل ـــروگرم به مورفکـــ می230 باًـــتقری
  .ده اندـــش
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   و نتیجه گیريبحث
ه باید به این نکته توجه داشت که حاصل سلکس ب

آپتامر واحد با یک  DNAدست آوردن یک زنجیره 
توالی خاص نیست بلکه محصول سلکس یک یا چند 

  )11،12(.خانواده از قطعات آپتامر است
ود در بین خانواده هاي مختلف آپتامر قطعاتی وج

این . دارند که تمایل بیشتر نسبت به بقیه خواهند داشت
گونه تفسیر نمود که در یک  توان این مطلب را می

توالی نوکلئوتیدي ما دو دسته باز پورین و پیریمیدین 
خواهیم داشت که اگر بازهاي پورینی به جاي یکدیگر 
یا بازهاي پیریمیدینی به حاي یکدیگر قرار گیرند شاید 

. تغییري حاصل نشود) فضائی(ساختمان سومدر تشکیل 

به عبارت دیگر با تغییر بعضی از بازها که در جایگاه 
فعال قطعات آپتامر قرار ندارند هیچ تغییري در عملکرد 

  .وجود نیایده این قطعات ب
این قطعات می توانند در طراحی کیت هاي سریع 
بر مبناي ایمونواسی بسیار مناسب باشند و به جاي 

رایط ــلونال آنتی بادي که تهیه آن به شمونوک
کول ــوان یک مولــعنه تگی دارد بــستی بســزی

اصی براي اتصال به مولکول هدف بکارگیري ــاختص
ازي ــداســراي جــتوان ب ی میــحت. شوند

رم از این ــدف در حد نانوگــاي هــه لوــولکــم
ی ــاتوگرافــاي کرومــه ونــا در ستــه ولـــمولک

  . مایلی استفاده نمودــت
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Abstract 

Introduction: With regard to the chara-
cteristics of single-stranded oligonucle-
otides, including their potential for implem-
ental use in order to detect some key molec-
ules, it was determined to gain experience 
in obtaining single-stranded DNA (ssDNA) 
having affinity for binding to morphine 
molecules. 
 
Materials, methods & Findings: An oligo-
nucleotide library was prepared, consisting 
of an 80-nucleotide sequence with fixed 
length flanked by constant 5′ and 3′ ends, a 
19-nucleotide sequence from 3′-end, a 21-
nucleotide sequence from 5′-end that serve 
as primer, and a 40-nucleotide random seq-
uence in the middle. Four types of nucleic 
acid and the 40-nucleotide sequence are 
mathematically equaled with 1015 DNA 
chains known as oligonucleotide pool. Af-
ter amplification by PCR, the aptamers we-
re exposed to the matrix-bound morphine 
molecules. After rinsing with a buffer and 
eliminating the chains, not bound to mor-
phine molecule, they were separated using 
washing buffer, having potential to separate 

DNA chains from the target molecule. This 
act was repeated 15 times. Lastly, those 
primers were used in which one fluorescein 
molecule was placed at its 5′-end and flow 
cytometry results proved the efficiency of 
the chain in detection of target molecule 
(morphine).  
 
Discussion & Conclusion: Morphine mol-
ecule was chosen due to its social and 
commercial importance for governments. 
For this reason, the separation of this nucl-
eotide segment (oligonucleotide) was desi-
gned by applying the experience of other 
researchers and some segments were event-
ually obtained, which can be utilized inst-
ead of monoclonal antibodies in detecting 
morphine in rapid kits after detection of 
sequences. Therefore, we enter to nanobi-
ology and we will achieve applying olig-
onucleotides in treatment, drug delivery 
into the target molecule, follow up the 
effect of the drug on cells, and finally help 
imaging. 
 
Keywords: aptamer, morphine, SELEX 
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