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پزشكي
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79 شماره–سال شانزدهم
 1387 اسفند

اي گـذاري نقطـه لكه اندازي روش راه

تعيين براي (Reverse Dot Blot)معكوس

 HLA DRB*01ي گروههاآللتيپ 

،3لها اكبر پورفتح عليدكتر،2*مقدم مهدي فروزنده دكتر،1مجيد صفا: نويسندگان
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 چكيده

وهاهشناخت گرو:و هدفمقدمه درها آللي آللي ي اختصاصي موجود در افراد پيامدهاي مهمي را
ب و سلول و در مطالعات مرتبط با پيوند عضو كـاربرد تعيـين تيـپ. دنبـال دارد بـه هـا بيمارينيادي

ي لكوسيت انساني به روش مولكولي در پيوند عضو، كيفيت بهتري را در ايـن امـر ايجـادهاژن آنتي
در ايـن مطالعـه تكنيـك. شـود مـي تر با نتايج بـاليني بهتـر منجـرو به تعيين سازگاري دقيق كند مي

بهاي نقطه هيبريداسيون و سريع براي تشخيص معكوس -HLAگروهيها آللعنوان يك روش ساده

DRB1*01 شد راه .اندازي

و روش به:ها مواد باها آللبا قدرت تفكيك بالا، HLA-DRB1*01منظور تعيين تيپ آللي ما ي اين گروه را
مي درDNAتكثير.يمكرداستفاده از پرايمرهاي اختصاصي گروه آللي تكثير دهد كه آللي صورتي رخ

اين تكنيك اغلـب. ژنومي وجود داشته باشدDNA به صورت كاملاً مكمل با دو پرايمر انتخاب شده در 
،)HLA-DRB1*0101,0102,0103,0104(ها آللسپس براي تشخيص اختصاصي اين. است PCR-SSP منسوب به
كهها پروببا) رهاي نشاندار با بيوتينبا استفاده از پرايم(نشاندار شده با بيوتين PCRمحصولات يي
َ حضور محصولات. داراي گروه آمين بودند بر روي غشاء كربوكسيله شده هيبريد شدند5در انتهاي

PCRو سوبستراي رپتواويدينكونژوگه با آلكاليناسته شده با پروب اختصاصي، به وسيل هيبريد فسفاتاز
NBT/BCIP شودمي رديابي .

بهها آللر هر كدام از حضو:نتايج شدي اختصاصي نتايج. وسيله ظهور يك لكه روي غشاء شناسايي
.ي ديگر همخواني داشتها روش حاصل از اين تكنيك با آمده دست به

و حساس،HLA براي تعيين تيپ RDB كه تكنيك كندمينتايج ما پيشنهاد:گيري نتيجه  يك روش سريع
و براي موارد . است استفاده باليني مناسب با دقت زياد است

���� ���	
 قدرت،ي لكوسيت انسانيهاژن آنتي اي معكوس، تعيين سازگاري گذاري نقطه لكه:��� 
 تفكيك بالا، پيوند

9/7/85:وصول
1/5/86: ارسال اصلاحات
16/10/86: دريافت اصلاحات
26/6/87: ارسال اصلاحات
27/7/87: دريافت اصلاحات

30/7/87:پذيرش

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

46 

 HLA DRB*01هاي گروهآللتعيين تيپبراي(Reverse Dot Blot)ي معكوساگذاري نقطهلكهاندازي روشراه

مي
عل
مه
هنا
وما
د

–
كي

زش
رپ
شو
دان
شي

وه
پژ

/
هد
شا

گاه
ش
دان

/
ند
سف
ا

87/
ال
س

ش
هم
زد
ان

/
ره
ما
ش

79

 مقدمه
 HLA: Human)هـاي لكوسـيت انـسانيژن مجموعه آنتـي

Leuckocyte Antigene) هـاي تـرين سيـستم يكـي از متنـوع
از. است ژنتيكي شناخته شده   آلل در 2000هم اكنون بيش

اين مجموعه وجود دارد كه در مردمان سراسر دنيا شناخته
در شده و دو جايگاه ژني بيان12است و كننده كلاس يك

و آلل شناخت گروه. حضور دارند هاي اختصاصي هاي آللي
و سلولم وجود در افراد پيامدهاي مهمي را در پيوند عضو

و در مطال  به عات مرتبط با بيماري بنيادي بـه. دنبال دارد ها
مورفيسم را در بين ايـن ترين پلي بيش DRB1ويژه لكوس 

و تعيــين تيــپ آن از اهميــت بــيش لكــوس تــري هــا دارد
ز جمله علل لزوم تعيين تيـپ بـه روشا. برخوردار است 

مولكولي براي اين ژن، حضور آن صرفاً در سـطح تعـداد
].2و1[ها است كمي از سلول

هـاي لكوسـيت انـساني بـهژن كاربرد تعيين تيپ آنتي
روش مولكولي در پيوند عضو، كيفيت بهتري را در اين امر 

و به تعيين سازگاري دقيق ايجاد مي  تر با نتايج بـاليني كند
هاي لكوسـيتژن تعيين سازگاري آنتي. شود بهتر منجر مي 

 توانـد، هـا مـي انساني در چندين سطح تشخيص براي آلل 
تعيين تيپ با قدرت تفكيك بالا سعي در بيان. نجام شودا

هـاي ژنـي هايي در جايگاه است كه چه آلل دقيق اين نكته 
بـراي پيونـد مغـز اسـتخوان تعيـين. يك فرد قرار دارنـد 

سازگاري با قدرت تفكيك بالا، بـه منظـور افـزايش بقـاء 
و كم كردن بيماري پيوند   ميزبان عليهطولاني مدت پيوند

(GVHD: Graft Versus Host Disease) 3[ مورد نيـاز اسـت[.
اند كـه ابداع شده HLA تعيين تيپ چندين روش مولكولي

ژن نشان هـايژن هاي آنتـي دهنده پل مورفيسم خيلي زياد
-PCRهـا كه از ميان ايـن روش]4[لكوسيت انساني است 

SSP وPCR-SSPدر ايـن.]5[تر هـستند هاي معمول روش
ب مطالعه ر اين بـود كـه از مزايـاي هـر دو تكنيـك تلاش

 HLA-DRB1هاي لكوس به همين منظور آلل. استفاده شود
و يك جفت پرايمر به چندين گروه آللي تقسيم بندي شدند

از. اختصاصي براي هر گروه آللي در نظر گرفته شد  بعـد
ــروب  ــي از پ ــروه آلل ــر گ ــصاصي ه ــر اخت هــاي تكثي

اصي هر آلل اسـتفاده اوليگونوكلئوتيدي براي تعيين اختص 
عنـوان اولـين بـه HLA-DRB1*01گرديد، در اين تحقيـق 

و هر يك  گروه آللي كه بايد تكثير شود در نظر گرفته شده
در اين گـروه (0104* , 0103* , 0102* , 0101*) هاي از آلل

.رديابي شدندشدن هاي اختصاصي توسط پروب

و روش ها مواد
 بـا (salting out) نمـك سـازي خـارج يك روش تغيير يافته

 برايKهاي لباسشويي به جاي پروتئيناز استفاده از دترجنت
كارهب افراد سالم محيطي هاي خون از نمونه DNAاستخراج

هـاي خـوني بـا در اين روش ابتدا سـلول.]7و6[گرفته شد 
و سپس  استفاده از يك ماده ايزوتون حاوي سوكروز، ليز شد

كه حاوي بسياري از مواد مورد(ويي با استفاده از پودر لباسش
. اسـتخراج انجـام گرديـد) اسـت DNAنياز براي استخراج 
كه تيپ DNAهمچنين چند نمونه توسطها آن HLA ژنومي

 :IHWG)از، تعيــين شــده بــود هــاي اســتاندارد روش

International Histocompatibility Workshop Group) دريافـت 
آبه. گرديد  با قـدرت HLA-DRB1*01للي منظور تعيين تيپ

هاي اين گروه را با اسـتفاده از پرايمرهـاي تفكيك بالا، آلل
ايـن پرايمرهـاي. اختصاصي اين گروه آللي تكثيـر كـرديم 

در اختصاصي بـراي ناحيـه  ژن2اگـزون اي  HLA-DRB1 از
ــدند ــي شــــــ ــر. طراحــــــ -Forward (5′پرايمــــــ

TTTCTTGTGGCAGCTTAAGTTTGAA)ــاز هـــاي كـــه بـ
و با ديگرنآ′3انتهاي   براي اين گروه آللي اختصاصي است

در. دهـد مـينواكـنش هـا يا ديگر لوكـوس DRB1هاي آلل
ــر ــل، پرايم ــشتمقاب ــاي (Reverse) برگ ــه انته ــا آن′5 ك  ب

Biotin (5′-ACTCGCCGCTGCACTGTGAACGT) نــشاندار
مي براي همه گروه شده  و تـوان بـا هاي آللي مشترك است

 براي تكثير، اختصاصي(forward) رفتبكارگيري پرايمرهاي 
 در PCRهاي براي واكنش. هاي آللي ديگر نيز اقدام كرد گروه

از25حجم كلي  ژنوميك DNA نانوگرم50-100 ميكروليتر
 ,HLA-DRB1*0101, 0102هــاي كنتــرل اســتاندارد نمونــه(

، dNTPمـول ميلي2/0، پليمرازDNAيك واحد ) 0103,0104
بMgCl2مول ميلي2 KCl ،20مـول ميلـي1XPCR )50 افرو

.استفاده كرديم) pH=4/8 با Tris-HClمول ميلي
اجـرا اپنـدروف در دستگاه ترموسـايكلر PCRواكنش

 شامل يك دناتوراسـيون اوليـه PCRبرنامه واكنش. گرديد
°C94 به10 به مدت و  سـيكل متـوالي35 آن دنبال دقيقه

 C62°دماي اتصال ثانيه،30 به مدت C94°دناتوراسيون در
و دماي پليمريزاسيون20به مدت 40 به مدت C72° ثانيه

شدثانيه  به مدت C72° نهايي تكثير در دماي سيكل. انجام
، PCRجهـت تأييـد انجـام عمـل. دقيقه خاتمه يافـت 10

 درصد مورد بررسي قـرار5/1محصول بر روي ژل آگارز
صـ).1شكل(گرفت حيح به منظور اطمينـان از عملكـرد
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 DNA، بر روي چند نمونه 01*پرايمرهاي اختصاصي گروه
 را 01* ژنوميك كه از پيش تعيين شده بود كه گروه آللـي

 PCR واكـنش 01*اسـتاندارد ندارند، همراه با يك نمونـه
).2شكل(انجام شد

، 0101هـاي پروب اوليگونوكلئوتيدي آلل4با طراحي
تك HLA-DRB1*01 در گروه آللي 0104و 0102،0103 با

يـك پـروب هـم. مورد آناليز قـرار گرفتنـدها تك پروب 
هاي ايـن اي مشترك از تمام آلل عنوان كنترل براي ناحيه به

).1جدول(گروه طراحي گرديد 

هاي اوليگونوكلئوتيدي كه براي تشخيص توالي پروب.1جدول
.است هاي مختلف استفاده شده آلل

�������� ����� ��� ����

HLADRB1*0101 
HLADRB1*0102 
HLADRB1*0103 
HLADRB1*0104 

HLADRB1*01 (Control)

NH2 – TGG AAC AGC 
CAG AAG GAC - 3´ 
NH2 – ACG GGG CTG 
TGG AGA G - 3´ 
NH2 – CTG GAA GAC 
GAG CGG G - 3´ 
NH2 – GGG GTT GTG 
GAG AGC TT - 3´ 
NH2 – TGC AGA CAC 
AAC TAC GGG - 3´ 

P1

P2

P3
P4

G2

 حاوي (Biodyne C)ها غشاء نايلوني براي اتصال پروب
 دي متيل آمينو-3-3توسط اتيل ابتدا،هاي كربوكسي گروه

 فعال غشاء مذكور درصد16 (EDC)پروپيل كربودي آمين
و سپس پروب  خود حاوي گروه′5ها كه در انتهاي گرديد

بلاتـر بـه غـشاء متـصل توسط دستگاه مينـي،آمين بودند
 فوق ابتدا در يك غشاءبراي انجام هيبريداسيون. گرديدند

 مـول ميلي 180 شامل 2XSSPEليتر بافر هيبريداسيون ميلي
ديديمولار ميلي10، (NaCl) كلريدسديم هيدروژن سديم

آمين تتـرا اتيلن دي مولارو يك ميلي(Na2H2PO4)فسفات 
1/0و سـديم دو دسـيل سـولفات (EDTA) استيك اسـيد 
. ور گـشت دقيقه غوطه10 به مدت C42°ي درصد در دما

 اي پليمراز واكنش زنجيره ميكروليتر از محصول10سپس
(PCR) اي دقيقـه10وسيله جوشـاندن نشاندار با بيوتين به

و عمل هيبريداسيون و به نوار فوق اضافه گرديده دناتوره
از. انجام گرفت C42°به مدت يك ساعت در دماي  پـس

 SDSو 4XSSPEاء دوباره بـا بـافر عمل هيبريداسيون غش 
 دقيقـه شستـشو10 بـه مـدت C46° درصد در دماي1/0

بابه. گرديد  درصدBSA 1/0دنبال آن عمل بلاكينگ غشاء
ــام ــتانج ــا گرف ــپس ب ــد5و س ــترپتواويدين واح  اس

(Streptavidin) 30 كونژوگه با آلكـالن فـسفاتاز بـه مـدت
رنگ آبي تيره با ظهور. گرديددقيقه در دماي اتاق مجاور

ــستراي  ــدت NBT/BCIPسوب ــي م ــه20 ط ــورت دقيق ص
).3شكل( كه با روش چشمي قابل ارزيابي است پذيرفت

 نتايج
 PCR-Reverse Dot Blotنتايج حاصـل از سيـستم كاوشـگر

 *0104و *0103،*0102،*0101هـاي اسـتاندارد براي نمونـه

تست بار3براي هر نمونه.)7شكل(است نشان داده شده

و صحت آن مورد ارزيابي قرار  مورد نظر تكرار شد تا دقت

 RDB (Reverse به منظور بررسي اختصاصيت تكنيك. گيرد

Dot Blot)هاي مذكور، تعدادي در تشخيص افراد داراي آلل

 (low resolution)با قـدرت تفكيـك پـايين كه DNAنمونه 
و تيپ گـزارش شـده HLA-DRB1*01بنـدي شـده بودنـد

 PCRمثبت شده آزمـون. را مورد بررسي قرار داديم بودند

ها در واقع پرايمرهاي ما را مورد تأييد قرار براي اين نمونه

 مربوط 01*سپس براي تعيين آلل اختصاصي گروه. دادند

اي نمونه كه با تكنيك هيبريداسيون نقطه2ها، به اين نمونه

ــوس ــپ0102*معك ــراي تي ــدند، ب ــدي ش ــكانسبن  س

(Sequencing)نتـــايج حاصـــل از روش. فرســـتاده شـــد

از هيبريداسيون نقطه   سـكانس اي معكوس با نتايج حاصل

و هر دو روش را2مورد تأييد قرار گرفت  نمونه مـذكور

).8شكل( نشان دادند 0102*

 HLA DRB1*01 اختصاصي گروه PCR نتيجه واكنش.1شكل
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اصيت منظـور بررسـي اختـص بـه PCRنتيجـه واكـنش.2شكل
چپ1در اولين ستون. پرايمرها  كنترل PCRمحصول از سمت

 مربـوط بـه5و3،4هـاي سايز ماركر، سـتون2مثبت، ستون
 متعلق بـه كنتـرل5و ستون DRB1*01هايي غير از گروه نمونه

.منفي است

���ل محصول ايجاد واكنش رنگزايي آنزيماتيك در اثر اتصا.� 
PCR ي كه با يك لينكر به سـطح جامـد متـصل اسـت پروببه.

 با استفاده از پرايمـر نـشاندار بـا بيـوتين توليـد PCRمحصول
استرپتويدين كونژوگه با آنزيم آلكالن فسفاتاز جهت. است شده

و توليــد رنــگ از سوبــسترا اســتفاده PCRشناسـايي محــصول 
.است شده

��!�" �#	$ %&'�� ��() *	+�( 
4X SSPE 42 Hybridization 

2X SSPE 46 Washing 

و شستشو روي.2و جدول4 شكل تأثير غلظت بافر هيبريداسيون
و نتيجه واكنش   مقايسه3و جدول5با شكل(ميزان توليد رنگ

).شود

��!�" �#	$ %&'�� ��() *	+�( 

2X SSPE 42 Hybridization 

4X SSPE 46 Washing 

و شستشو روي.3و جدول5شكل تأثير غلظت بافر هيبريداسيون
و نتيجه واكنش  ميزان توليد رنگ

هاي نشاندار با غلظت PCRظهور هيبريدهاي محصول.6شكل
كم.G2مختلف پروب   ترين غلظت پروب نتـايج خـوبي بـه حتي با

.دست آمد

ا نتايج حاصل از هيبريداسيون نمونه.7شكل  ,0101ستاندارد هاي

و لكه. 0103,0104 ,0102 هاي اختـصاصي در همـه كنترل مثبت
هـاي هـا بـا پـروب هـيچ يـك از آلـل. ها مشخص اسـت نوار

.اند غيراختصاصي واكنش نداده

Biodyne C Membrane

Biotin PCR product Target
Probe

Alkaline PhosphataseSA

NBT/BCIP
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 نشاندار شده نمونه نامعلوم PCR ظهور هيبريد محصول.8شكل
از آن (Sequencing) تعيين تواليو نتيجه حاصل از با، DNAقطعه

و نوع آلل تشخيص داده شده با گذاري روش لكهنتايج آزمايش
. مطابقت دارد(reverse dot blot)اي معكوس نقطه

 بحث
 مـورد HLAهاي مختلفي براي تعيين تيپ هم اكنون روش

ها بر پايه تكثيـر بعضي از اين روش. گيرد استفاده قرار مي

كه اختصاصي يك قسمت از ژن بنا شده   SSPهـا به آن اند

(Sequence Specific Priming)بر پايه اين.]8[شود گفته مي

هـاي يـك لكـوس ها، بـراي جـستجوي تمـام آلـل روش

 آلل اسـت، 300 كه حاوي بيش از DRB1اختصاصي مثل 

روش ديگر براي جستجوي. تعداد زيادي پرايمر نياز داريم

ــي ــسم پل ــروب مورفي ــه پ ــر پاي ــي ب ــاي ژنتيك ــاي ه ه

 SSOP: Sequence)كلئوتيـدي اختـصاصي تـوالي اوليگونو

Specific Oligonucleotide Probe)تعيين تيپ. استHLA با 

ي نياز به تعداد زيادSSOPقدرت تفكيك بالا توسط روش

و ايجــاد شــرايط ويــژه هيبريداســيون بــراي پــروب دارد

امـا، تركيـب.]9[هاي مذكور كار دشـواري اسـت پروب

هتواند بر مشكلات ذكر شـدمي SSOPو SSPهاي تكنيك

به همين لحاظ، ما از پرايمرهاي اختصاصي گروه. غلبه كند

هـايو از پـروب DRB1*01آللي براي تكثير گـروه آللـي 

ــل ــراي شناســايي آل هــاي مربوطــه در ايــن اختــصاصي ب

بنـابراين بـا ايـن روش تنهـا تعـداد. استفاده كـرديم گروه

يك مذكور كه بر تكن. محدودي پروب استفاده خواهد شد 

گـذاري لكـه تكنيك،پايه هيبريداسيون در فاز جامد است 

شود كـه از حـساسيت، ناميده مي (RDB)اي معكوس نقطه

.]10[ سرعت عمل خوبي برخـوردار اسـتو اختصاصيت

.ي استيهاي ديگر هم داراي مزايا همچنين نسبت به روش

هـاي نيازمند تهيـه آنـزيم PCR-RFLPعنوان مثال روش به

و همين طور فراهم  سازي محدودكننده خاص با هزينه بالا

ي استيها شرايط مناسب براي عملكرد صحيح چنين آنزيم

 تحت PCR نيازمند انجام مكرر واكنش ARMSو يا روش

در كوچك كه طوري شرايط مناسب است به ترين تغييـري

و (dNTPs)هـا فسفات دزوكسي نوكلئوتيد تري هاي غلظت

و تغييرات دمايي مي(MgCl2) كلريد منيزيم توانـد، پرايمر

و منفي كاذب گردد از ديگر مزاياي.]11[ سبب نتايج مثبت

و RDBتكنيك  و موادگران نبوده كه نيازمند لوازم  اين است
و شـرايط PCRبه آساني در هر آزمايـشگاهي كـه بتـوان

نكته قابـل. هيبريداسيون را اجرا ساخت، قابل انجام است

و نحوه RDBدر رابطه با تكنيك بحث ديگر   انتخاب غشاء

به. ها بر روي غشاء است تثبيت پروب عنوان مواد مختلفي

است مورد استفاده قرار گرفته SSOPفاز جامد براي روش 

و در ايــن ميــان غــشاهاي نــايلوني جــايگزين غــشاءهاي 

.]12[اند نيتروسلولزي شده

بهيدر رابطه با تثبيت پروب رو ه اضـافه وسـيل غشاء،

و هاي نوكلئوفيل همانند گروه كردن گروه هاي آمين يا تيول

 وسيله آنزيم ترمينـال دزوكـسي بهTپلين دم كرديا اضافه 

هـاي در حـال پـروب′3ترانسفراز به انتهاي نوكلئوتيديل

آن سنتز، مي  غشاء انتخاب شـده.]13[ها را فعال كرد توان

 باشـد تـا بـا هـاي كربوكـسيل آنيونيـك بايد داراي گـروه 

از ميان. هاي داراي گروه آمين يا تيول واكنش دهد پروب

 قادر به Biodyne Cو IAMغشاهاي با بار منفي، تنها غشاء 

از اتصال به پروب هاي تغيير يافته هستند كه در اين تحقيق

در ايـن تحقيـق از تركيـب. استفاده شدBiodyne Cغشاء 

EDC كر براي فعال  EDCتركيـب. ديمسازي غشاء استفاده

 تبـديل O-acylureaهاي كربوكسيل غشاء را به شكل گروه

مي مي هاي آمـين تواند به گروه كند كه اين فرم حد واسط

و پروب پيوند آميدي برقرار كنـد  و بين غشاء  حمله كرده

به.]14[ و انفعـلات اتصالات غيراختصاصي وسـيله فعـل

ــي  ــيميايي م ــا ش ــدروفوبيك ي ــتاتيك، هي ــدت الكتروس وانن

هـاي گـروه.]15[حساسيت اين سنجش را كاهش دهنـد 

در كربوكسيل فعال شده مي  توانند با هر نوكلئوفيل موجود
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پـس از تثبيـت اوليگونوكلئوتيـد،. محلول واكـنش دهنـد

در سازي جايگاه غيرفعال هـاي فعـال ضـروري اسـت كـه

و همكارانش (Zhange) زانگ مطالعات انجام گرفته توسط 

آ و هيدروكسيل درNaOH 1/0مين  نرمال حداكثر كـارآيي

ترين زمان را داشتند هاي استر در كوتاه سازي گروه غيرفعال

و به (NaOH) هيدروكسيد سديم كه دليل سهولت دسـترس

 واكنش اندازي تكنيك اما راه.]16[تأثير بهتر انتخاب گرديد

-PCR) اي معكـوس گذاري نقطـه لكه–اي پليمراز زنجيره

reverse dot blot)يكي. است معمولاً با مشكلاتي نيز همراه

هــاي مناســب بــراي از مــشكلات عمــده طراحــي پــروب

ها است كه آزادي عمل در انتخاب مورفيسم تشخيص پلي 

بالاخص. اي از ژن براي هيبريداسيون وجود ندارد هر ناحيه

ز زماني كه  يادي پروب همزمان تحت يـك شـرايط تعداد
 تمـام RDBدر تكنيك.]17[ار گيرند هيبريداسيون بايد قر 

 تقريبـاً يكـساني Tmهاي متصل شده به غشاء بايـد پروب

 اختلاف داشته باشند كه در اين تحقيـق ايـنC2°حداكثر

و نتايج حاصل اين در طراحي پروب نكته ها رعايت شده

تـوان از ديگر مشكلات اين تكنيـك مـي. امر را تأييد كرد 

در آن به اتوماسيون سيستم عدم وجود  صـورت گـسترده

ــشگاه ــرد آزماي ــام ب ــا ن ــاكي.]18[ه و (Palomaki) پالوم

هايي را براي آزمايشRDBهمكارانش اختصاصيت تكنيك

كه بر روي بيماران مبتلا به بيماري سيستيك فيبروزيس در 

از. درصد گزارش كردنـد4/99ايالات متحده انجام دادند 

 تا 1996هاي بين سالدر تحقيقي كه پالوماكي طرف ديگر

 انجام داد حساسيت اين CF در آمريكا براي بيماري 2001

بـا وجـود ابـداع].19[ درصد گزارش كرد9/97تست را

 RDBهاي جديد در مقوله تعيين ژنوتيپ، تكنيـك تكنيك

هاي متداول مورد اسـتفاده در دنيـا همچنان يكي از روش

ي تشخيص همچنين اين تكنيك در كشور ما برا]20[است 

مي بيماري ].21[شود هايي مثل تالاسمي استفاده

واكـنش تمام مشاهداتي كه از تكنيـك در اين مطالعه
 دستهب اي معكوس گذاري نقطه لكه–اي پليمراز زنجيره

و همين آمد با روش هاي استاندارد ديگر همخواني داشت
عنـوان يـك روش مناسـب بـراي مسأله اين تكنيك را بـه 

و حساسيت بـالا HLAمولكولي بندي تيپ با اختصاصيت
. كند مطرح مي
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