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Abstract 

Introduction: Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune disorder with unknown etiology. 
Genetic and environmental factors associated with MS susceptibility. Genetic studies show an 
important role for human leukocyte antigens (HLA) and susceptibility to autoimmune diseases such as 
MS. There is controversy between the association of HLA alleles with MS susceptibility in various 
studies. However, with consider the high incidence of MS in Iranian population and limit information 
about association of HLA and MS, we analyzed HLA alleles in MS patients. 

Materials and Methods: In this case-control study, 60 MS patients and 40 normal individuals 
with the same ethic background and geographic area were analyzed for HLA-DRB and DQB alleles by 
single specific primer-polymerase chain reaction (SSP-PCR) method. 

Results: HLA-DRB1*03 and DQB1*02 alleles frequencies in MS patients were greater than 
healthy controls. There was no significant difference in frequency of other HLA-DR alleles between 
the MS patients and normal individuals. 

Conclusions: DRB1*03 and DQB1*02 alleles confer increased susceptibility to MS in this 
population. However, to determine the role of HLA in Iranian MS patients, more studies are needed. 
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-SSPبا روش  HLA-DQB و  HLA-DRBبررسی هاپلوتیپ هاي
PCR استان مرکزي– در بیماران مبتلا به مولتیپل اسکلروزیس  

 
  4، علی قضاوي3، کیوان قسامی3، فردین فرجی*2، قاسم مسیبی1مانا شجاع پور

  
  .ایران اراك، اراك، پزشکی علوم دانشگاه مولکولی، و پزشکی تحقیقات مرکز مولکولی، پزشکی دکتري دانشجوي -1
  دانشگاه علوم پزشکی اراك، اراك، ایران،مرکز تحقیقات پزشکی و مولکولی ،استاد -2

 دانشگاه علوم پزشکی اراك، اراك، ایراناستادیار، گروه نورولوژي،  -3

 ، دانشگاه علوم پزشکی اراك، اراك، ایرانگروه میکروب شناسی و ایمی شناسیجوي دکتري ایمنی شناسی، دانشمربی،  -4

  
 20/1/93: تاریخ پذیرش14/11/92: تاریخ دریافت

 
 چکیده

فاکتورهاي محیطی و ژنتیکی . باشد  مولتیپل اسکلروزیس یک بیماري خود ایمن با اتیولوژي نامشخص می:زمینه و هدف
 هاي سازگار نسجی دهد که ژنهاي کد کننده آنتی ژن مطالعات ژنتیکی نشان می. د ابتلا به بیماري نقش دارنددر استعدا
(HLA) مطالعات انجام شده نشان . هاي خود ایمن از جمله مولتیپل اسکلروزیس ارتباط دارند با بروز برخی از بیماري

 با توجه به تفاوت نژادي افراد در جوامع .ي مغایرت وجود داردها و بیمار دهد که در جوامع مختلف بین همراهی این ژن می
هاي  مختلف و مطالعات محدود انجام شده در جمعیت ایرانی و شیوع روز افزون بیماري مولتیپل اسکلروزیس، فراوانی آلل

HLA در بیماران مبتلا به مولتیپل اسکلروزیس مورد بررسی قرار گرفت . 
-PCR از روش HLA-DQ و HLA-DRهاي  شاهدي، به منظور تعیین آلل -عه  مورد در این مطال:ها مواد و روش

SSP فرد سالم با زمینه نژادي و جغرافیایی مشابه استفاده 40و بیماري مولتیپل اسکروزیس  بیمار مبتلا به 60 بر روي 
 . گردید
 در بیماران، به 2 کلاس HLA(DQ) و 2 کلاس HLA(DR)هاي   در این مطالعه بیشترین فراوانی آنتی ژن:ها یافته

 و HLA-DRهاي  داري در سایر آلل اختلاف معنی.  بودDQB1*02 و آنتی ژن DRB1*03ترتیب مربوط به آنتی ژن 
HLA-DQبین دو گروه مشاهد نشد  .  

در جمعیت مورد مطالعه با استعداد  DQB1*02  وDRB1*03هاي   در این مطالعه نشان داده شد که آلل:گیري نتیجه
دلیل تفاوت نژادي در نقاط مختلف ایران نیاز است مطالعات بیشتري صورت ه در هر صورت ب. لا به بیماري ارتباط دارندابت
  .یردگ

  ، مولتیپل اسکلروزیس، ژنتیکHLA آنتی ژن :کلیديواژگان 
  
  
  
  
  
  
کولی دانشگاه علوم پزشکی مرکز تحقیقات پزشکی و مولاراك، میدان بسیج، پردیس دانشگاهی پیامبر اعظم،  :نویسنده مسئول*

 اراك
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  مقدمه
-Multiple sclerosis) مولتیپل اسکلروزیس

MS)   نوعی بیماري مزمن و اغلب پیشرونده دستگاه عصبی
 از غشاي میلین در برخی مرکزي است که با از بین رفتن

هاي کوچک مشخص  صورت تکهه اعصاب مغز و نخاع ب
  . )1(شود می

اما .  به طور کامل مشخص نشده استMSپاتوژنز 
 نتیجه فرایندهاي اتوایمیون مرتبط با فعالیت MSمعتقدند که 

مطالعات . هاي خودي است  علیه آنتی ژنTهاي  لنفوسیت
Linkageترین عامل   و همبستگی مشخص نمود که قوي

هاي سازگاري  ، کمپلکسMS ی مرتبط با حساسیت بهژنتیک
 کلاس (Human Leukocyte Antigen-HLA)نسجی 

II 6( 2 بر روي کروموزوم شمارهP21.3 (باشد می)3 ،2(. 

اولین بار در  IIکلاس  HLA و MSارتباط بین 
. )4(و همکاران گزارش گردید دژسیل توسط 1973سال 

نقش HLA   گاه ژنیاند که جای مطالعات مختلف نشان داده
و هانیس . کند  ایفا میMSاستعداد به  اي در افزایش عمده

و همکاران نشان روبیو چنین   هم1998همکاران درسال 
 DRB1*1501هاي  اي بین مولکول دادند که ارتباطی ویژه

هاي مبتلا به  هاي مربوط به آن در بیشتر جمعیت و هاپلوتایپ
MS6، 5( وجود دارد(. 

 اند البته حاکی از این مطلب نیز بودهاین مطالعات 

    در خارج از جایگاه"جزیی"هاي ژنی  که جایگاه

HLAًآنها به اندازه   وجود دارد، ولی نقشهم احتمالا
که بین  با توجه به این .)9-7(بارز نیست HLA  لوکوس

 در جوامع مختلف با بیماري نتایج HLAهمراهی و ارتباط 
شده در این زمینه در کشور ما متفاوت است، مطالعات انجام 
بر این . طلبد هاي بیشتر را می ناکافی بوده و نیاز به بررسی

 HLAاساس در این مطالعه به بررسی همراهی هاپلوتیپ هاي

 در بیماران مبتلا به مولتیپل MSبا بیماري  II تیپ 
 .اسکلروزیس در استان مرکزي پرداخته شد

  
  
  

 مواد و روش ها
 بیمار مبتلا به 60شاهدي،  -ددر این مطالعه مور

MSهاي نورولوژیک شناخته   فرد سالم و فاقد بیماري40 و
. شده به تایید متخصص مغز و اعصاب وارد مطالعه شدند

لیتر خون   میلی5مقدار پس از اخذ رضایتنامه کتبی آگاهانه 
سیاهرگی از هر داوطلب گرفته شد و به یک لوله آزمایش 

براي سپس  .قاد منتقل گردیداستریل حاوي ماده ضد انع
 از نمونه خون محیطی با استفاده PCR ،DNAانجام آزمایش

. استخراج گردید) DNA)DNG-Plusاز کیت استخراج 
 در شوراي اخلاق پزشکی 89-102-9این پژوهش با کد 

  .دانشگاه علوم پزشکی اراك به تصویب رسید
PCR-SSP(Polymerse chain reraction –

sequence specific priming): 

  به روش مولکولیHLA-typingدر این تحقیق 
PCR-SSP  روش . گردیدانجامPCR-SSP بر اساس 

 مورد نظر با استفاده از پرایمرهاي DNAتکثیر قطعات 
هایی که آنتی ژن مربوطه را  اختصاصی هر ژن یا مجموعه ژن

در هر لوله دو جفت پرایمر . شود کنند انجام می کد می
 ژن PCR-SSPیکی پرایمر اختصاصی براي وجود دارد، 

HLA  مورد نظر و یک جفت پرایمر براي کنترل داخلی که
مجموعه . باشد سکانس آن بر اساس ژن هورمون رشد می

 DRB1,DRB5,DRB4,DRB3پرایمرهاي اختصاصی 
براي )  جفت8(DQB1  و پرایمرهاي اختصاصی) جفت23(

مایی برنامه  شرایط د.)11، 10( استفاده شدHLA-typingهر 
PCR  گراد   درجه سانتی96شامل واسرشت سازي اولیه در
 درجه 96 سیکل به صورت10 سپس  ثانیه،120براي 
 60گراد براي   درجه سانتی56 ثانیه، 15گراد براي  سانتی

گراد براي   درجه سانتی96:  سیکل شامل20ثانیه، در نهایت
ماي پایانی  ثانیه و د50گراد براي   درجه سانتی61 ثانیه، 15
  . بود دقیقه30گراد براي   درجه سانتی72

 از الکتروفورز با ژل PCRمنظور مشاهده نتیجه  ه ب
در مرحله  ).1 شکل(استفاده شد  درصد 8پلی اکریل آمید 

 INNOبعد با استفاده از نرم افزار مربوط به کیت به نام 

TRAIN softwareدست آمده از هر نمونه را ه ، نتایج ب
  . ده و نتیجه تفسیر شدوارد کر

Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir



  و همکاران                                                                                         مانا شجاع پور ... با روشDAB-HLA و DRB-HLAبررسی هاپلوتیپ هاي 

 22                                                                                                    1393خرداد ، 3، شماره هفدهممجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك،  سال 

 آنالیز آماري
اطلاعات دموگرافیک بیماران شامل سن، جنس، 

دست آمده با کمک ه اطلاعات مولکولی ب  ومرحله بیماري
هاي آماري مناسب  از روش.  آنالیز گردیدSPSSنرم افزار 

 جهت ارتباط  correlationمانند ضریب همبستگی و 
HLAبا بیماري استفاده شد .  

  
  ایافته ه

 بیمار مبتلا به مولتیپل 60در این تحقیق 
عنوان گروه کنترل وارد ه  فرد سالم ب40اسکلروزیس و 

 بالینی بیماران از نظر ماهیت علائم  درصد7/51. مطالعه شدند
بیماري مولتیپل اسکلروزیس داراي اختلالات حسی بودند و 

  . اي داشتند  مخچه– درصد بیماران مشکلات مغزي 2حدود  
ن مطالعه بر اساس نوع بیماري، بیماران به سه در ای

 Primary progressive (singleدسته 

demyelinating), Relapsing/remitting, and 
Secondary progressiveنوع . بندي شدند  طبقه

Relapsing/remitting بیشترین فراوانی و  درصد3/53 با 
  .شت داکمترین فراوانی راSecondary progressive نوع 

دست آمده از میانگین شدت بیماري که ه نتایج ب
 درصد 20د بیش از اد شود، نشان   بیان می EDSSبه صورت

 و 7افراد داراي اسکور . باشند  می7بیماران داراي شدت 
، بستري در منزل یا بالاتر توانایی حرکتی نداشته و غالباً

  .بیمارستان بودند
  PCR-SSP نتایج

:  شامل2نسانی کلاسهاي لوکوسی ا آنتی ژن
DRB*1, DRB*2, DRB*3, DRB*4, DRB*5 )23 

  PCR-SSPبا روش )  واکنش8(*DQB1و ) واکنش
  ). 1 شکل(برسی شدند 

  

  
 PCR-SSP نتیجه الکتروفورزیس محصولات .1 شکل

  نتایج تکثیر با پرایمرهاي مختلف:3-31،)فقط پرایمر رشد (کنترل منفی: 2،)SM0241)100 bpمارکر : 1
  

کلاس  HLA(DR)هاي  یشترین فراوانی آنتی ژنب
 و کمترین آنها DRB1*03 در بیماران مربوط به آنتی ژن 2

DRB1*01:03و  DRB1*13:09چنین بیشترین  هم. بود
 در بیماران 2 کلاس HLA(DQ)هاي  فراوانی آنتی ژن

 و کمترین آنها DQB1*02مربوط به آنتی ژن 
DRB1*03:23و  DRB1*02:031جدول (بود.(  
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هاي  هاي آماري آلل توزیع درصد فراوانی و شاخص. 1جدول 
HLA-CLASS II DR به روش مولکولی در بیماران مبتلا به 

  مولتیپل اسکلروزیس و افراد کنترل
  آلل ها  درصد فراونی

  کنترل  بیمار
Odd-
ratio  

p  

DRB1*01 5 0 28/1 10/0 
DRB1*03 16 1 712/6 01/0 
DRB1*04 7 4 99/1 158/0 
DRB1*07 7 11 76/1 18/0 
DRB1*08 4 5 06/0 8/0 
DRB1*09 5 1 02/0 9/0 
DRB1*10 4 4 99/1 158/0 
DRB1*11 9 0 09/2 148/0 
DRB1*12 4 0 005/0 9/0 
DRB1*13 10 7 82/1 177/0 
DRB1*14 6 11 46/1 227/0 
DRB1*15 9 12 06/0 8/0 
DRB1*16 3 1 82/2 09/0 
DRB1*13:09 1 0 68/0 48/0 
DRB1*01:03 1 0 38/1 24/0 
DRB3 0 2 05/0 7/0 
DRB1*24 0 1 49/1 22/0 
DRB1*82 0 1 49/1 22/0 
DRB1*14:57 0 2 49/1 22/0 

  
هاي  از طرفی بیشترین فراوانی آنتی ژن

HLA(DR) در جامعه کنترل مربوط به آنتی ژن 2 کلاس 
DRB1*15 و کمترین آنها DRB1*01:03و   

DRB1*16، DRB1*24، DRB1*82 ،DRB1*09 ، 

DRB1*13:58هاي  بیشترین فراوانی آنتی ژن. بود
HLA(DQ) در جامعه کنترل مربوط به آنتی ژن 2 کلاس 
DRB1*05 کمترین آنها  وDRB1*232جدول( بود.(  

در این مطالعه مشاهده گردید که ارتباط 
و بیماري  DRB1*03داري بین وجود آنتی ژن  معنی

چنین خطر  هم). =01/0p(مولتیپل اسکلروزیس وجود دارد
 ابتلا به مولتیپل اسکلروزیس در افراد واجد آلل احتمال

DRB1*03 ،61جدول( برابر بیشتر از سایرین است(.  
 هاي داري بین وجود آنتی ژن ارتباط معنی

DQB1*02   و بیماري مولتیپل اسکلروزیس وجود
چنین خطر نسبی ابتلا به بیماري مولتیپل  هم .)=005/0p(دارد

 چند برابر  DQB1*02اسکلروزیس در افراد واجد آلل 
  ). 2جدول(بیشتر از افرادي است که این آلل وجود ندارد

  
راوانی و شاخص هاي آماري آلل هاي   توزیع درصد ف.2جدول

HLA-CLASS II DQ به روش مولکولی در بیماران مبتلا به 
  مولتیپل اسکلروزیس و افراد کنترل
  آلل ها  درصد فراوانی

  کنترل  بیمار
Odd-
ratio  

p  

DQB1*02 16 4 88/7 005/0 
DQB1*03 29 16 166/0 68/0 
DQB1*05 11 12 229/4 4/0 
DQB1*06 19 13 49/0 48/0 
DQB1*02:03 2 0 078/0 78/0 
DQB1*03:23 3 3 06/0 8/0 
DQB1*04 0 2 49/1 22/0 
DQB1*23 0 1 49/1 22/0 
DQB1*06:29 0 2 011/3 08/0 

  
  بحث

در این مطالعه نشان داده شد بیشترین فراوانی آنتی 
 در بیماران مربوط به آنتی ژن 2 کلاس HLA(DR)هاي  ژن

DRB1*03نها  و کمترین آDRB1*01:03و  
DRB1*13:09هاي  بیشترین فراوانی آنتی ژن . بود

HLA(DQ) در بیماران مربوط به آنتی ژن 2 کلاس 
DQB1*02 و کمترین آنها DRB1*03:23 و 

RB1*02:03 هاي  چنین بیشترین فراوانی آنتی ژن هم. بود
HLA(DR) در جامعه کنترل مربوط به آنتی ژن 2 کلاس 
DRB1*15 ها و کمترین آنDRB1*01:03  و
DRB1*16 ،DRB1*24، DRB1*82  ،DRB1*09،  

DRB1*13:58 هاي  بود و بیشترین فراوانی آنتی ژن
HLA(DQ) در جامعه کنترل مربوط به آنتی ژن 2 کلاس 
DRB1*05 و کمترین آنها DRB1*23ارتباط مثبتی .  بود

 در بیماران  DRB1*03،DQB1*02بین وجود آنتی ژن 
MSشتروه کنترل وجود دا در مقایسه با گ .  

 1991و همکاران در سال مونتانی در مطالعه 

در مطالعاتی  .)12( نشان داده شدMS و DR2همراهی بین 
 MSو همکاران در بررسی مبتلایان به هاگرت توسط 

پوستان آمریکایی به طور  دراروپاي شمالی، آمریکا و سیاه
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-HLA هاي  و هاپلوتیپMSقابل توجهی بین 

DRB1*1501 ,DQA1*0102 ,DQB10602 همراهی 
چنین در مطالعه امیرزرگر و  هم. )14 ،13(گزارش شد

ها را در بیمارن ایرانی مبتلا به  همکاران، فراوانترین هاپلوتیپ
MS شامل DRB10404,DQ0301,DQB1*02 گزارش 

 کلاس HLAهاي  همبستگی هاپلوتایپ. )15(گردید
2)DRB1*1501, DQA1*0102, DQR1*0602 ( با
در ویژه هاي نژادي و به طور   در همه گروهMSیماريب

 HLA DRB1*1501.)16(جمعیت قفقازي تایید شده است
ابتلا به بیماري خطر ترین واریانت درگیر در  مهم
 1501همه مطالعاتی که آلل   دربه طور تقریبی. )17(باشد می

اند، محققین دریافتند که فراوانی این آلل به  را بررسی کرده
 بیشتر از جامعه کنترل MSبل توجهی در بیماران طور قا

   .)18(باشد می
در چندین مطالعه در هند، آفروآمریکن و 

 در بیماران 1501آفروبرزیلین گزارش کردند که فراوانی 
که فراوانی این آلل در هر دو  تر از کنترل است و یا این پایین

 183در مطالعه بیات و همکاران، . )19-21(جامعه کم هست
بیمار مولتیپل اسکلروزیس مورد بررسی قرار گرفت و نتایج 

داري در   به طور معنیHLA DRB1*1501نشان داد که 
اي  هعدر مطال. )22(تر از جامعه کنترل بود فراوان بین بیماران

 و DRB1*03در اسپانیا نشان داده شده که ارتباط مثبتی بین 
  .)23( وجود داردMSخطر ابتلا به 

ج متناقضی در ارتباط با همراهی از طرفی نتای
بالینی و خصوصیات  2کلاس  HLAهاي  وجود آنتی ژن

 HLAنتی ژن آبرخی مطالعات . بیماري وجود دارد

DRB1*1501 را مرتبط با شروع بیماري در دوره جوانی 
 در جنس HLA DRB1*1501چنین وجود  هم .دانند می

سایر مونث در برخی مطالعات نشان داده شده است اما در 
مطالعات تفاوتی در وجود این آنتی ژن با نوع جنس مشاهده 

در این مطالعه به دلیل پراکنده بودن متاسفانه  .)24(نگردید
ماري و آامکان آنالیز بالینی اطلاعات خصوصیات 

  .گیري در این زمینه وجود نداشت نتیجه
  

  نتیجه گیري 
هاي  در این مطالعه نشان داده شد که آلل

DRB1*03و  DQB1*02  در جمعیت مورد مطالعه با
ه در هر صورت ب.  ارتباط دارندMS استعداد ابتلا به بیماري

 مطالعات بهدلیل تفاوت نژادي در نقاط مختلف ایران نیاز 
  .در این راستا می باشدبیشتري 

  
  تشکر و قدردانی 

این گزارش حاصل طرح تحقیقاتی مصوب 
باشد که  میمعاونت پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك 

وسیله از زحمات همه همکاران محترم آن معاونت و  بدین
  .نماییم شوراي محترم پژوهشی تشکر و قدردانی می
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