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 نييجهت تعgreen    SYBRبر پایه  Real-time PCRش رو يراه انداز

 اکيليسمبتلا به  مارانيدر ب HLA-DQ يها الل
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 ده يچك

در  HLA-DQ8و  HLA-DQ2 يهوا  حضوور الول   اک،يليس يماريمهم در ابتلا به ب يکياز عوامل ژنتسابقه و هدف: 
هوا عولاوب بور     روش نيباشد اما ا يها در دسترس م الل نيا نييجهت تع ياديز يمولکول يها باشد. روش يافراد مبتلا م

 يانوداز  مطالعه، راب نيلذا هدف از ا است،ها را دشوار کردب  هستند که استفادب از آن يمراحل متعدد يبالا، دارا نهيهز
-SYBR Green Real بوا روش  اکيليمبتلا بوه سو   مارانيدر ب HLA-DQ يها الل نييجهت تع عيسادب و سر کيتکن

Time PCR بود. 
 SYBR Green Real-Time PCR  ،DNAروش ييکوارا  يابيو ارز HLA-DQنوع  نييبه منظور تعها: مواد و روش
شدب بوود، اسوتارا     دييتا يو پاتولوژ يسرولوژ يها ها با استفادب از روش آن يماريکه ب ياکيليس مارانيآن دسته از ب

-HLAو  HLA-DQA1*05،HLA-DQB1*02 يهوا  الول  يجهت بررسو  ياختصاص يهامريشد. در مرحله بعد، از پرا

DQB1*0302 ديگرد سهيدر دسترس مقا يتجار يها تيدست آمدب با ک هب جياستفادب شد و نتا. 
درصود   011 يو اختصاصو  تيبا حساسو  HLA-DQ8و  HLA-DQ2 يها روش حضور الل نيبا استفادب از ا ها:يافته

 ييکوارا  ن،ييپوا  کيو در دسترس بوا دودرت تفک   يتجار يها تيبا ک سهيروش در مقا نيحاصل از ا جيشد و نتا نييتع
 .را نشان داد يبالاتر

 يهوا  الول  ييذوب آن، جهت شناسوا  يمنحن زياب آنالربه هم SYBR Green-Real Time PCRروش  گيري:نتيجه
HLA-DQ-2  وHLA-DQ8 معمول  يها داشته و نسبت به روش يمناسب ييکاراHLA و  تور  عيسر ران،يدر ا نگيپيتا

 دارد. ييبالا يو اختصاص تيحساسدرجه ها،  الل نيا صيتشا يتر بودب و برا آسان
  

 نگيپيتا Real-Time PCR ،HLA روش اک،يليس يماريبهاي کليدي: واژب
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 استخوان را نوام بورد   يپوک ،يخون سوء جذب، کاهش وزن، کم

بوه طوور    کوا يدر اروپوا و آمر  اکيليسو  يموار يب وعي[. ش1،2]

 زين راني[. در ا5-3درصد گزارش شده اس  ] 1-5/0 متوسط

 نيانجام شده اس  و محقق يماريب نيا يبر رو ياديمطالعات ز

درصد  کيدر کشور حدود  يماريب نيا وعيکه شاند  نشان داده

 [.1] اس 

 کوه  HLA-DQB1*02 مطالعات انجام شده، الل اساس بر

HLA-DQ2   کنود و  يرا کد مو HLA-DQB1*0302   کوه کود 

 يموار يارتبواط را بوا ب   نيتور  شيباشد، ب يم HLA-DQ8 کننده 

 يموار يب نيو ابوتلا بوه ا   سکير شيدارند و سبب افزا اکيليس

 95توا   90 نيدهنود بو   يمطالعات نشان م که يطور هشوند ب يم

 درصود حامول   HLA-DQ2، 5 مبوتلا، حامول   مارانيدرصد ب

HLA-DQ8 فاقود هور دو نووع    ايحامل  زين مارانيب يو مابق 

HLA [ هم1هستند .] 10مطالعات حدود  نيبر اساس ا نيچن-

نوووع از  نيووحاموول ا زيوون يعموووم  يوودرصوود جمع 30

که توسط  يا مطالعه راني[. در ا7]هستند  HLA يها پيهاپلوتا

مبتلا  مارانيدر ب HLA نييمنظور تع هنژاد و همکاران، ب يرستم

-HLA مطالعوات، حووور   ريانجام شد، ماننود سوا   اکيليبه س

DQ2  و HLA-DQ8يو فراوانو  ديو گرد دييو تا مارانيب نيدر ا 

 HLA-DQ2و HLA-DQ8 17و  83 ب،يو بوه ترت  ماران،يدر ب 

 57نشوان داده شود کوه حودود      يدرصد گزارش شد. از طرفو 

آن  نيچن [. هم8ها هستند ] الل نياحامل  زيدرصد افراد نرما  ن

کنند، در صورت داشتن  يرا حمل م DQ2 که يمارانيدسته از ب

اسو ، در   DQ2.5 رگروهيکننده ز که کد HLA-DQA1*05 الل

 يموار ياز ب يدتريشد ميو علا رنديگ يگروه با خطر بالا قرار م

 شيها در افزا الل نيا که ني[. صرف نظر از ا8دهند ] يرا نشان م

 ينقش دارند، غربالگر اکيليس يماريب شرف يشان  ابتلا و پ

ارزش  ،يموار يب نيو مشکوک به ا مارانيها در ب الل نيا يکيژنت

 يهوا  الول  نيو از ا کيو فقودان هور    کوه  يطوور  هدارد، ب ياديز

را  اکيليس يمارياحتما  ابتلا به ب ياديتا حدود ز ،ياختصاص

 يهوا  [. اموروزه روش 9] مشکوک رد خواهود کورد   مارانيدر ب

 Sequence-Specific ماننوووود ياديووووز يمولکووووول

Oligonucleotide Probe [SSOP]،Sequence-Based 

Typing [SBT]، Sequence-Specific Primer [SSP]  ،

Single- Strand Conformation Polymorphism [SSCP] ،

مبوتلا بوه    مواران يدر ب HLA-DQ يهوا  الول  يغربوالگر  يبرا

بوالا و   نهيها علاوه بر هز روش نياشود که  ياستفاده م اکيليس

 شيداشتن مراحول متعودد، شوان  خطوا در آزموون را افوزا      

 .دهد يم

 يموار يب صيدر تشوخ  HLA-DQ نييتع که نيتوجه به ا با

 يبوالا  نوه يهز يو از طرفو  کننوده اسو    کموک  اريبس اکيليس

افوراد مشوکوک    يدر کشوور موانع غربوالگر    جيو را يها روش

وابسوته بوه    يها الل نييمطالعه، ما به منظور تع نيشود، در ا يم

 هيووبوور پا عيسوواده، ارزان و سوور يروشوو اک،يليسوو يموواريب

 Real-Time PCR Using SYBR® Green يمنحنو  زيو آنال 

آن را    يو اختصاصو   يکرده و حساسو  يانداز ذوب آن را راه

  .ميکرد سهيدر دسترس، مقا يتجار يها  يبا استفاده از ک
 

 هامواد و روش
 قوات يکه به گروه تحق ياز افراد مارانيب.نمونهيآورجمع

گوارش و  يها يماريب قاتيواقع در مرکز تحق اکيليس يماريب

مراجعوه کورده بودنود،     يبهشت ديشه يکبد دانشگاه علوم پزشک

و  ديو گرد دييتوسط پزشک متخصص تا يماريانتخاب شدند. ب

نمونه خون گرفتوه   cc10  مقدار ،ينامه کتب  يپ  از اخذ رضا

شود.   يآور ماده ضود انعقواد جموع    يحاو يها شده و در لوله

 ها، از روش متداو  حذف نمک از نمونه DNA جه  استخراج

[Salting Out] استفاده شد و DNA     استخراج شوده توا زموان

 .شدند يدار نگه 70 يمنها زريدر فر شيانجام آزما

 قطعوات  ريو تکث جهو  .م رازيپل رهيواکنشزنجمرحله

DNA يطراحو  مريزوج پرا 3مورد مطالعه،  يها مرتبط با الل 

 ييکوارا  دييو ، جهو  تا Real-time PCR شود. قبول از انجوام   

 انيو مناسوب، گراد  يشده و محاسوبه دموا   يطراح يهامريپرا

استفاده شده  ريانجام شد که مقاد يمعمول PCR با روش ييدما

نشوان   1 در جودو   ازمور  يپل رهيدر واکنش زنج يمواد مصرف

 .داده شده اس 
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 نيوي مطالعوه جهو  تع   نيا درHLA-DQ . يهااللنييتع

 بيو که بوه ترت  HLA-DQB1*0302 وHLA-DQB1*02  الل

هور   ياختصاصو  يهوا مريپراهستند، از  DQ8 و DQ2 کننده کد

انجام واکنش  دييو تا ياستفاده شد. جه  کنتر  داخل پيژنوتا

 ]2MG]β نيکروگلوبوول يژن بتوادو م  ياختصاص مرياز پرا زين

 مارانيب نين گروه خطر در بييجه  تع نيچن . همدياستفاده گرد

DQ2 مثب ، از الل  HLA-DQA1*05     اسوتفاده شود کوه کود 

 .باشد يمHLA-DQ2.5  رگروهيکننده ز 

جداگانوه   PCR ، سوه واکونش   HLA-DQنوع نييتع يبرا

در واکونش او  الول    کوه  يهر نمونه انجام گرف  به طور يبرا

و در  DQ8 ، در واکونش دوم الول مورتبط بوا    DQ2 مرتبط بوا 

مثبو ،   DQ2 افوراد  انيدر م DQ2.5 رگروهيز زيواکنش سوم ن

ذکر شده در  رياز مقاد زيواکنش ن ک يم هيشد. جه  ته نييتع

 ييتا 91  يشده به پل هيته ک يم انياستفاده و در پا 1 دو ج

]سواخ  کشوور    ABI7500مود    Real-Time PCR دستگاه

هور فورد بوه     DNA از تريماکرول 1اضافه شد. سپ   آمريکا[ 

، چرخوه واکونش   1 اساس شوکل  و بر ديها اضافه گرد چاهک

 ذوب يمنحنوو زيشوود. در روش آنووال فيوودسووتگاه تعر يبوورا

Real-Time PCR از يقطعوه اختصاصو   ريتکث زاني، م DNA ،

مشوخص   SYBR® Green توسط فلورسن  حاصل از رنو  

 يا دو رشوته  DNA رن  در تموام قطعوات   نيا رايگردد، ز يم

ا ذوب بو  يمنحنو  زيشوود. آنوال   يوارد م PCR ريحاصل از تکث

واکنش آغاز  يدر انتها PCR به محصو  يجيتدر يده حرارت

 و آزاد شودن رنو    PCR گردد. بوا ذوب شودن محصوو     يم

SYBR® Green   در محلو ، شدت فلورسن  حاصل از رن

دستگاه بوه صوورت    ،يفاصله زمان نيا ي. در طابدي يکاهش م

 يمنحنو  کي ميکرده و با ترس شيمداوم کاهش فلورسن  را پا

برابور  در  شدت فلورسن  يبا استفاده از منحن يمشتق او  منف

 راتييو شوود، ت   يرسوم مو   اهافوزار دسوتگ   دما، که توسط نورم 

دهد که  يم شي[ نماييها کي]پ ييها فلورسن  را به صورت قله

از  DNA قطعوه  کيو  [Tm] ذوب يدهنده دموا  نشان کيهر پ

 ، دوDNA درصود  50دموا   نيو اسو  کوه در ا   PCR محصو 

 .اس  يا درصد تک رشته 50و  يا رشته

بوا   د،يو روش جد  يو اختصاصو   يحساسو  نيوي تع جه 

 ®Olerup SSP] در دسوترس  يتجوار  يهوا   يو استفاده از ک

HLA Typing kit and MorganTM HLA SSP 

ABCDRDQ Typing Kit نوع ،]HLA-DQ دوبواره ها  نمونه 

 .ديمشخص گرد

 
 .Real-time PCRمعمولی و  PCRدر  واکنش هر یبرا یمواد مصرف زانيم. 1 ولجد

 Real-time PCRمواد مصرفی در واکنش  معمولی PCRمواد مصرفی در واکنش 

 استفاده مورد مقدار

 [µl ] 
 ]غلظت[ یمصرف مواد

 استفاده مورد مقدار

 [µl ] 
 ]غلظت[ یمصرف مواد

2.5 PCR buffers 10 SYBR® Green Master Mix 

1 
Forward Primer 

[100 pmol/µl] 1 
Forward Primer DQB1 

[100 pmol/µl] 

1 
Reverse Primer 

[100 pmol/µl] 1 
Reverse Primer DQB1 

[100 pmol/µl] 

0.5 Mgcl2 1 
Forward Primer B2M 

[100 pmol/µl] 

0.5 dNTP 1 
Reverse Primer B2M 

[100 pmol/µl] 

0.3 Taq Polymerase 5 Deionised Water 
18/2 Deionised Water 

1 
 

Sample DNA 

[100 ng/µl] 
1 

Sample DNA 

[100 ng/µl] 

25 Total 20 Total 
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 .تعريف شده اس  ABI 7500مد   Real-timeشرايط سيکل: اين شرايط بصورت سه مرحله ايي براي دستگاه  .1 شکل

 

 نتايج
نشان داد که تمام  مرهايپرا ييدما انيج حاصل از گرادينتا

 جينتوا  نيدارند که ا ريگراد تکث يدرجه سانت 15 يها در دما آن

 يمرهوا يروش، پرا نيو نشان داده شوده اسو . در ا   2در شکل

HLA-DQA1*05 ،HLA-DQB1*02 و 

 HLA-DQB1*0302 بووده و   يذوب اختصاص يمنحن يدارا

 نيکروگلوبوليبتوادوم  مور ياز پرا کونش، انجام وا دييبه منظور تا

 کيو قابول تفک  مرهايپرا نيذوب آن از ا ياستفاده شد که منحن

پلک  انجام شود. آن دسوته از    يصورت مولت هبوده و واکنش ب

 HLA-DQB1*02الول   يذوب بورا  کيپ يکه دارا ييها نمونه

 HLA-DQB1*0302 الول  کيکه پ ييها ن مثب ، آ DQ2بود، 

-HLAالول   کيو کوه پ  يو گروهو  ثب م DQ8را نشان دادند، 

DQA1*05  ،را نشان داندDQ2.5 جينظر گرفته شد. که نتا در 

 اند.  نشان داده شده  3در شکل

 کيو بوا اسوتفاده از تکن   HLA-DQ يهوا  الل ديياز تا پ 

در  يتجوار  يهوا   يو نمونوه بوا اسوتفاده از ک    20شده،  يمعرف

 Olerup SSP® HLA typing kit andدسوووترس ]

MorganTM HLA SSP ABCDRDQ Typing Kitزيو [ ن 

دس  آمده نشان داد، اطلاعوات   هب جيشدند. نتا پيژنوتا نييتع

درصود   100 يتجوار  يهوا   يو حاصل از روش حاضور بوا ک  

 .دارد يخوان هم

نتايج حاصل از گراديان دمايي براي هر پرايمر: گستره دمايي هر  .2شکل
واکنش و طو  قطعه اختصاصي هر پرايمر نشان داده شده اس  و تمام 

ژن B2M : درجه سانتي گراد تکثير داشتند. الف 15پرايمرها در دماي 
اين پرايمر در دماهاي پايين  HLA-DQB1*02 :بتادوميکروگلوبولين. ب

 :صاصي داشته اما با افزايش دما، اين باندها حذف شدند. جتکثير غيراخت
HLA-DQB1*0302  کد کنندهDQ8د .: HLA-DQA1*05  کد کننده

 . DQ2.5در زيرگروه  αزنجيره 

 الف

 ب

 ج

 د



 و همکاران کاظم مشايخي                                                       ...Real-time PCR using SYBR® Greenراه اندازي روش 

735 

 

مثب ،  DQ2نمونه هاي  :جداگانه اما با شرايط يکسان و بصورت همزمان انجام شد. الفمنحني ذوب اختصاصي هر الل: براي تعيين هر الل، دو واکنش . 3شکل
چنين وضعيتي  :منفي تنها پيک مربوط به کنتر  داخلي را دارند. ب DQ2هستند اما نمونه هاي  B2Mو  HLA-DQB1*02داراي دو پيک مربوط به محصو  

مثب ، آنهايي که پيک مريوط به محصو   DQ2از ميان نمونه هاي  :ارند، مشاهده مي شود. جرا د HLA-DQB1*0302مثب  که الل  DQ8براي نمونه هاي 
HLA-DQA1*05  را داشتند، در زيرگروهDQ2.5  قرار گرفتند. همانطور که در شکل ديده مي شود،  متوسط دماي ذوبB2M  درجه سانتي گراد  8/81حدود

درجه سانتي گراد  2/89و  1/88،  5/84، به ترتيب HLA-DQB1*0302و  HLA-DQA1*05 ،HLA-DQB1*02مي باشد و اين مقدار براي محصولات 
مي باشد.

 

 گيريبحث و نتيجه
در  عيشوا  نسوبتا   يهوا  يموار ياز ب اکيليسو  يماريامروزه ب

 ،ينيبوال  ميو علا ي[. بوه علو  گسوتردگ   11،10] جامعه اسو  

 رد،يو قورار گ  ريتوانود تحو  تواث    يم اکيليس يماريب صيتشخ

گاهوا   ايو داده شوده و   صيتشوخ  ريبا تواخ  يماريب که يطور هب

توانود   يمسوئله مو   نيو [ و ا14-12] شوود  يداده نمو  صيتشخ

 مارانيب ني[. در ا11،15بگذارد ] ماريب يزندگ بر يمنف راتيتاث

توانود منجور بوه     يمدت با گلووتن، سورانجام مو    يتماس طولان

 [. 17] چون سرطان شود يديعوارض شد

 IgA Antiخصوصووا  کيسوورولوژ يهووا آزمووون اگرچووه

Transglutaminase Antibody [anti-tTGA] وIgA Anti 

Endomyosum Antibody [anti-EMA]خوواطر  ه، اغلووب بوو

شووند   ياستفاده م يماريب صيتشخ يها برا آن يبالا  يحساس

که دچوار نقوص    يمارانيها در ب شيآزما نيا ريتفس ي[، ول18]

 الف

 ب

 ج
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[. 19ممکن اس  با مشکل روبه رو شود ] تند،هس IgA يانتخاب

 يمثب  ول anti-tTG هستند که از نظر زين يافراد ان،يم نيدر ا

نرما  هستند.  يپاتولوژ يخود دارا يدر سطوح مخاط گوارش

باشند و  يم اکيليس يماريهستند که مستعد ب يگروه افراد نيا

[. به 21،20] خود را نشان دهند ممکن اس  عوارض ندهيدر آ

 ينيب شيافراد جه  پ نيا يغربالگر يها از راه يکي ليدل نيهم

بوودون گلوووتن، اسووتفاده از  ييغووذا ميووو شووروع رژ يموواريب

بوه صوورت    نو  يپيتا HLA-DQو  کيسورولوژ  يهوا  آزمون

 نو ، يپيتا HLA-DQبودن  يزمان اس  که در صورت منف هم

 [. 24-22توان رد کرد ] يرا م يماريها به ب آن يشک ابتلا

تواند بور   يم HLAاند که نوع  مطالعات نشان داده نيچن هم

هوا   يباد يسطح آنت يو حت ينيبال ميعلا ،يماريب شرف يپ يرو

 DQ2کوه از نظور    يطوور مثوا ، افوراد    هگذار باشد، بريتاث زين

ماننود اسوها  و    يدتريشود  ينيبوال  ميهستند، علا گوتيهموز

داده شد،  نشانو همکاران  F.Biagiدارند. در مطالعه  يخون کم

نسب  بوه   اک،يليدر افراد مستعد س DQB1*0302الل  يفراوان

نشان داده شوده کوه    ي[. حت28-25] اس  تر شيگروه کنتر  ب

در  HLA-DQ typingو  يسوورولوژ يهووا تسوو  يخوووان هووم

توانود از   يدارد کوه مو   ييکوارا  يا بوه انودازه   يماريب صيتشخ

 نجوام کوه صورف ا   موار يتوسوط ب  ياضواف  يها نهيپرداخ  هز

کنود،   يريشوود، جلووگ   ياز روده م يبردار و نمونه ياندوسکوپ

و  يبوا انجوام اندوسوکوپ    يماريب يقطع صيچنان تشخ هم يول

 باشود  يروده کوچک، مو  يپاتولوژ يجه  بررس يوپسياخذ ب

[29.] 

 نيوي درخواسو  تع  ،يماريبودن ب يوراثت ليبه دل يطرف از

HLA-DQ پزشک جه  مشخص کردن خطر ابتلا به  ياز سو

بوا   اريندارند، بسو  يميکه علا ماريدر اعواء خانواده ب اکيليس

انجمن کودکان گوارش،  يارهاياساس مع [. بر30] ارزش اس 

عودم   ايو حووور   نيوي [ تعBSPGHAN] ايو تانيبر هيکبد و ت ذ

توانود شوک    يدر افراد بدون علام ، م HLA DQ-2/8 رحوو

 دييو تا ايو روده، رد  يوپسيبه ب ازيرا بدون ن اکيليس يماريب به

 [.9] کند

بهتور   صيرا جهو  تشوخ   ن يپيتا HLAمطالعات  تر شيب

 شونهاد يدر مووارد مشوکوک پ   بوه خصوو    اکيليسو  يماريب

 يمختلفو  يمولکوول  يهوا  کيو منظور از تکن نيا يکنند. برا يم

،  SBT يهوا  کيتوان به تکن يم انيم نيشود که از ا ياستفاده م
Reference Strand-mediated Conformation Analysis 

[RSCA] ،SSOP، SSP ،TaqMan SNP نيوواشوواره کوورد. ا 

هسوتند و   HLA يهوا  آلل نييتع يبرا يقو يهاها، ابزار روش

 يباشوند، اموا دارا   يمو  ييبالا  يو اختصاص  يحساس ييدارا

و  RSCAماننوود، گووران بووودن روش ماننوود  ييهووا  يمحوودود

TaqMan SNP پرزحم  بودن روش مانند ،SSOP  وSSP  و

و  SSP بوزر  ماننود   اسيو با مق ييکارها ينامناسب بودن برا

SBT [. 33-31] هستند 

 يتجار يها  ياستفاده از ک HLA يها آلل نييتع گريد راه

 Olerup SSP DQ،Delfia HLA hybridizationماننوود 

assay ،Dynal RELI SSO HLA Typing kit  و
MorganTM HLA SSPABCDRDQ Typing Kit 

و   يبوالا، حساسو   ييعلاوه بور کوارا   زيها ن  يک نيباشد. ا يم

 يعولاوه بور گوران بوودن، دارا     يدارند ول ييبالا  ياختصاص

امور کوار    نيهستند که ا صيتشخ يبرا يمرحله واکنش نيچند

 ي[. از طرفو 34] دشوار کرده اس  يها را تا حدود  يک نيبا ا

بوده و بوه مراحول    ازمنديمجهز ن يشگاهيها به آزما روش نيا

post-PCR اند. وابسته زين 

 نوووع نيوويمطالعووه بووه منظووور سوواده کووردن تع  نيووا در

 HLA-DQ2/8 از روش SYBR Green Real- Time PCR 

وب آن اسوتفاده شود کوه نسوب  بوه      ذ يمنحنو  زيراه آنال به هم

مقرون بوه   ع،يساده، سر يشده، روش يمتداو  معرف يها روش

 3بوالا بوا اسوتفاده از      يو اختصاص  يحساس يصرفه و دارا

کوه مطالعوات نشوان     ييجوا  [. از آن35] باشد يم مريجف  پرا

 اکيليمبوتلا بوه سو    مواران يدر ب DQ2.5اند که حوور الل  داده

[، 31اسو  ]  اکيليسو  يماريخطر ابتلا به ب شيدهنده افزا نشان

در دسترس که تنهوا حووور    يتجار يها  يبا ک سهيما در مقا

DQ2/8 الل يروش، با بررس نيکنند، در ا يم نييتع رانيرا در ا 

 زيو را ن DQ2.5افوراد حامول    DQ2 در α رهيو زنج ياختصاص
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را جزء گروه  رگروهيز نيا نيحامل نيمحقق ي. برخميکرد نييتع

 [.8دانند ] يم با خطر بالا

واکونش را از قبول    ک يتوان مو  يم زين ينقطه نظر عمل از

 DNAتنها  از،يکرد و در موقع ن يدار نگه زريکرده و در فر هيته

سوهول  و   شيعمل باعث افوزا  نيکه ا نمونه به آن اضافه شود

روش بوا حوذف مراحول     نيدر ا نيچن شود. هم يکار م يراحت

post-PCR   هوا   نمونوه  يمانند ژ  الکتروفورز، شوان  آلوودگ

حوذف شوده    زيو زا ن سرطان يها و تماس با رن  افتهيکاهش 

و تور   عيسور  صيروش بوه تشوخ   نيا ،يطيشرا نياس . در چن

 نيو طور مکورر بوا ا   هکه ب يدر مراکز اکيليس يماريتر ب راح 

 ياديو سروکار دارند و روزانه با حجم نمونه ز مارانيگروه از ب

 کند. يمواجه هستند، کمک م

 مربووط بوه الول    مور يما نشوان داد کوه پرا   جينتا نيچن هم

 HLA-DQB1*0302که  ييها ، در نمونهDQ2   ،مثب  هسوتند

قطعوه بوا    نيرا دارد که ا يراختصاصيغ يا قطعه ريثتک ييتوانا

قابل افتراق اس   DQ8 يذوب، از قطعه اختصاص يمنحن زيآنال

 DQ8مثب  و  DQ2منظور در هر واکنش، از نمونه  نيا يو برا

 4در شوکل  جياستفاده شد کوه نتوا  مثب  به عنوان کنتر  مثب  

 ذوب الوول يمنحنوو گوور،يد ينشووان داده شووده اسوو . از سووو

 HLA-DQA1*05 ذوب کنتور    يبا منحن ياديتا حدود ز زين

نشان داده شده  4طورکه در شکل تداخل داشته اما همان يداخل

 . اس صيتداخل قابل تشخ نيذوب، ا يمنحن زياس ، با آنال

 نيوي تع ييروش، عودم توانوا   نيو نقطه ضعف ا نيتر مهم اما

 ييعوودم توانووا جووهيدر نت HLA-DQ يهووا سوواب الوول گووريد

 يمرهوا يبا توجوه بوه پرا   يماريخطر ابتلا به ب زانيم ينيب شيپ

بوه   ک،يو تکن نيانجام ا يبرا نيچن [. هم37شده اس  ] يطراح

 ازيو ن Real-Time PCRقابل توجه از جمله دستگاه  زاتيتجه

موجوود   يقوات يهوا و مراکوز تحق   شوگاه يآزما هيو اس  که در کل

 باشد. ينم

 يانوداز  راه کيو که تکن ييجا به مطالب فوق، از آن باتوجه

برخووردار   ييبوالا  ييها از کارا روش گريبا د سهيشده در مقا

کند، لوذا اسوتفاده از آن    يوارد م ماريبه ب يتر کم نهياس  و هز

بزر  و افراد در معرض خطر ماننود   يغربالگر يها در پروژه

 .ودش يم شنهاديپ مار،يدرجه او  ب شاوندانيوخ

 
محصولي غير اختصاصي را تکثير مي دادند کوه از   DQB1*0302مثب  بودند، توسط پرايمر  DQ2: آناليز منحني ذوب : الف[ آن دسته از نمونه هايي که  4شکل

، ايون قطعوات   نظر طو  قطعه بهم نزديک بوده بطوريکه اين محصولات روي ژ  الکتروفورز قابل تفکيک نمي باشند اما با توجه به متوسط دماي ذوب هر محصو 
 مثبو  و   DQ2محصوو  از يکوديگر، در هور واکونش از نمونوه هواي       از طريق آناليز منحني ذوب قابل تفکيک هستند و به منظور تسهيل در تشخيص ايون دو  

DQ8 مثب  براي اين پرايمر استفاده شد. ب[ تداخل منحني ذوب محصو  پرايمرHLA-DQA1*05         با محصو  کنتور  داخلوي کوه بوا آنواليز منحنوي ذوب هور
 . محصو ، قابل افتراق از يکديگر هستند

 الف

 ب
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 تشكر و قدردانی
مرکوز   شوگاه يپرسونل آزما  هيو مقالوه از کل  نيا سندگانينو

 يگوارش و کبد دانشوگاه علووم پزشوک    يها يماريب قاتيتحق

پوروژه بوا گوروه     نيو که در ا يمارانيب نيچن و هم يبهشت ديشه

و تشکر را دارنود.   يگزار سپاس  يکردند، نها يهمکار قيتحق

 يمونولووژ يا ارشود  يکارشناسو نامه  انيمقاله حاصل از پا نيا

 .باشد يم يخيمشا مکاظ يآقا
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Introduction: HLA-DQ2 and HLA-DQ8 alleles are important genetic factors in development of celiac 

disease. There are many molecular techniques available to determine these alleles, but they are very 

complicated to perform and also cost highly.  Therefore, the aim of this study was to set up a simple and 

quick real-time PCR based SYBR ® Green method to determine HLA-DQ alleles in patients  with celiac 

disease. 
Materials and Methods: To determine HLA-DQ alleles and evaluate Real-time PCR using SYBR ® 

Green method for our aim, first, DNA extraction was performed for patients with celiac disease, whose 

diagnosis was confirmed by using serology and pathology tests. Later, the specific primers for detecting 

HLA-DQA1*05, HLA-DQB1*02 and HLA-DQB1*0302 alleles were used. Finally the results were 

compared with commercially available kits. 
Results: Presence of HLA-DQ2 and HLA-DQ8 alleles were determined by using this method with 100% 

sensitivity and specificity. Also, in comparison with low resolution commercially available kits, the results 

of this method were more efficient. 

Conclusion: Real-time PCR using SYBR® Green method with melting curve analysis is a well efficient 

method to identify the HLA-DQ2 and HLA-DQ8 alleles. Also, in compararison with conventional HLA-

typing techniques in Iran, this method was faster and easier to performe and displayed higher sensitivity and 

specificity in distinguishing the alleles. 
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