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چکيد‌ه 

آزمایش‌‌های کنترل کیفیت ژنتیک حیوانات آزمایشگاهی از فرآیندهای مهم تولید و پرورش حیوانات آزمایشگاهی است. هدف این پژوهش، 
پایش ژنتیکی جایگاه‌‌های ایمونوژنتیکی H-2Kو H-2Dدر موش‌‌های همخون BALB/c مورد استفاده در ایران بود. در این آزمایش، بر اساس 
استاندارد FELASA از بافت طحال تعداد 30 سر موش BALB/c )15 نر و 15 ماده( نمونه‌برداری شد. سپس با استفاده از کیت‌‌های اختصاصی 
استخراج RNA و سنتز cDNA انجام شد. برای تعیین وضعیت ژنتیکی مارکرهای مد نظر، به‌‌ترتیب قطعات 820 و 295 جفت بازی از توالی 
ژن کد‌‌کننده‌‌ی H-2D و H-2K با روش PCR و پرایمرهای اختصاصی تکثیر شد. تفاوت‌‌های نوکلئوتیدی در قطعات تکثیر شده نسبت به توالی 
مرجع، وجه تمایز بین آلل‌‌ها و هاپلوتایپ‌‌های مختلف قرار گرفت. توالی نمونه‌‌های مورد آزمایش با استفاده از روش توالی‌‌یابی سنگر تعیین 
و پس از پیرایش اولیه و مقایسه با آلل‌‌های استاندارد موش نژاد BALB/c، وضعیت ژنتیکی برای مارکرهای مورد آزمایش تعیین شد. نتایج 
نشان داد که از تعداد 30 سر موش مورد آزمایش، تعداد 25 سر در جایگاه H-2K  دارای آلل d )آلل استاندارد موش BALB/c( بود، یک سر 
موش آلل d جهش یافته و 4 سر دارای آلل k بودند. همچنین از کل نمونه‌‌ها، تعداد 25 سر در جایگاه H-2D دارای آلل d منطبق با توالی مرجع 
بودند. در این جایگاه، تعداد 3 سر موش آلل d جهش یافته و 2 سر آلل غیر از d داشتند. بین موش‌‌های نر و ماده از نظر فراوانی آلودگی ژنتیکی 
تفاوتی وجود نداشت )P<0/05(. از مجموع 30 سر موش، 25 سر هاپلوتایپ d داشتند که هاپلوتایپ استاندارد موش‌‌های BALB/c است. این 
نتایج نشان از آلودگی حدود 17 درصدی در جایگاه‌‌های مورد مطالعه در کلنی موش‌‌های BALB/c داشت که احتمالًا ناشی از جهش‌‌های تک 
نوکلئوتیدی و یا آمیزش‌‌های کنترل نشده باشد. در کل، نتایج این پژوهش نشان داد که حداکثر حدود 83% موش‌‌های BALB/c مورد آزمایش 

از نظر جایگاه‌‌های ژنی H-2K و H-2D خلوص دارند.  
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Genetic quality control test is one of most important procedures in laboratory animal breeding. This study was aimed 
to monitor two immunogenic loci, H-2D and H-2K, in BALB/c inbred mouse strain. In this study, according to the 
FELASA recommendations, a total of 30 mice (15 male and 15 female) were randomly selected from the BALB/c 
colony. The animals were euthanized by Ketamine-Rampon, and the spleen tissue samples collected under sterile 
condition. Thereafter, total RNA was extracted and cDNA was synthezed using specific kites. In the current study, 
two DNA segments of 295 and 820 pb from H-2K and H-2D loci were amplified using specific primers and PCR 
method, respectively. The nucleoid differences between the sequenced samples were considered to identify alleles 
and haplotypes. The nucleoid sequences were determined using Sanger method and the primed sequences were then 
aligned and compared with the standard sequence of the BALB/c sequence as the reference. Results showed that 25 
mice of 30 sampled mice had d allele in H-2K loci. In addition, four mice had sequences associated with k allele 
and one mouse showed mutant-d allele. Also, 25 mice of the 30 sampled mice showed complete identity with the d 
allele as the reference of H-2D BALB/c allele. However, three mice showed mutant-d allele, while the sequence of 
two mice did not show identity with d alleles. Moreover, among 30 investigated mice, 25 mice showed standard d 
haplotype of BALB/c strain. There was no significant difference between male and female mice regarding genetic 
contamination (P<0.05). These finding show that about 17% genetic contamination in the H-2K and H-2D loci of 
BALB/c colony which is probably related to single nucleotide mutation or uncontrolled mating. In conclusion, the 
results of the present study showed that approximately 83% of the BALB/c mice colonies were pure in H-2K and 
H-2D immunogenic loci.
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مقدمه
فرآوردهای  و  واکسن‌‌ها  داروها،  شمار  تکنولوژی،  و  علم  پیشرفت  با 
بیولوژیک تولیدی به‌‌طور فزآینده‌‌ای افزایش یافته است. بی‌‌شک تولید 
هر محصولی نیاز به آزمایش‌‌های تکمیلی دارد تا از نظر کیفیت، کنترل 
بازار  به  مصرف  برای  سازمان‌‌های صلاحیت‌‌دار،  تأیید  از  پس  و  گشته 
ارائه گردد. انجام آزمایش‌‌های کنترل کیفی که بخش زیستی آن بر روی 
تضمین  فرآیند  بی‌‌بدیل  بخش  می‌‌شود،  انجام  آزمایشگاهی  حیوانات 
است.  تولیدی  داروهای  و  بیولوژیک  فرآوردهای  واکسن‌‌ها،  کیفیت 
خالص‌بودن نژاد حیوانات مورد استفاده، پیش‌‌فرض انجام پژوهش‌‌های 
ایمنی‌‌شناسی، تولید آنتی‌‌بادی منوکلونال و برخی از آزمایش‌‌های پزشکی 
می‌‌باشد؛ این درحالی است که، ناهمگنی ژنتیکی موجب بروز پاسخ‌‌هایی 
متفاوت و غیر قابل اعتماد می‌شود. از این رو، تولید و پرورش حیوانات 
و مؤسسات  مناسب، در شرکت‌‌ها  ژنتیکی  کیفیت  دارای  آزمایشگاهی 

بزرگ و معتبری که در این زمینه‌‌ها فعالیت دارند، امری ضروری است 
 .)8,14(

در منابع مختلف، از جهش، هتروزیگوستی باقی‌‌مانده و آلودگی ژنتیکی 
برای  اصلی  منبع  سه  به‌‌عنوان  نشده(  کنترل  یا  ناخواسته  )آمیزش‌‌های 
تغییر در ماده ژنتیکی و در نتیجه هموزیگوستی در نژادهای همخون 
ممکن  تجاری   BALB/c موش‌‌های  که  است  شده  گزارش  می‌‌شود.  یاد 
است در اثر بروز آلودگی ژنتیکی )آمیزش‌‌های کنترل نشده و تصادفی( 
از نظر کمپلکس سازگاری بافتی و ایزوآنزیم‌‌ها با یک‌‌دیگر تفاوت شایانی 
تلاش‌‌های  بر  افزون  که  می‌‌دهد  نشان  امر  این   .)11,13( باشند  داشته 
مداومی که برای کنترل آمیزش‌‌ها و حفظ کیفیت ژنتیکی وجود دارد، 
همیشه خطر کاهش کیفیت ژنتیک حیوانات همخون پا برجا است. در 
یک مطالعه، محققان ژاپنی گزارش دادند که موش‌‌های BALB/c تجاری 
به‌‌طور قابل توجهی با استاندارهای فنوتیپی نژاد BALB/c دچار تفاوت 

پایش ژنتیکی جایگاه‌های ایمونوژنتیک کمپلکس سازگاری بافتی  ...
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شده‌‌اند )11(. همچنین، آزمایش‌‌های ایزوآنزیمی و آنالیز هاپلوتایپ‌‌های 
بیشتر  که  است  داده  نشان  موش(  بافتی  سازگاری  )کمپلکس   H-2 ژن 
موش‌‌های مورد آزمایش قرار گرفته با این دو روش، هتروزیگوت بوده و 
به‌‌طور پیوسته کمپلکس H-2 یا گلوکز فسفات ایزومراز را بیان نمی‌‌کنند. 
نخستین بار موضوع وجود آلودگی ژنتیکی در سال 1983 در سویه‌‌های 
از   .)15  ,10( گشت  مطرح  بزرگ  بسیار  مشکل  یک  به‌‌عنوان  همخون 
ژنتیکی  پایش  با  باید  که  پذیرفتند  بین‌المللی  و  علمی  مجامع  پس،  آن 
حیوانات آزمایشگاهی از میزان بروز آلودگی‌‌های ژنتیکی اطلاع حاصل 

گردد و نسبت به اصلاح آن اقدام شود. 
امروزه پایش ژنتیکی حیوانات آزمایشگاهی جایگاه مهمی در شرکت‌‌های 
بزرگ پرورش‌‌دهنده‌‌ی حیوانات آزمایشگاهی دارد، به‌‌طوری که انجمن 
 ICLAS (International Council بین‌‌المللی علوم حیوانات آزمایشگاهی
 FELASA دستورالعمل‌های  یا  و   )for Laboratory Animal Science
تاکید   )Federation for Laboratory Animal Science Associations)s

یک  در  نمی‌‌توان  که  همانگونه  دارند.  ژنتیکی  پایش  انجام  به  زیادی 
شرکت‌‌های  محصول  که  آزمایشی  ماده‌‌ی  یک  یا  محلول  از  آزمایش 
مختلف باشد استفاده کرد، نمی‌‌توان از موش‌‌های دارای تفاوت ژنتیکی 
پیوستگی  که  حیواناتی  به‌‌کارگیری  کرد.  استفاده  آزمایش  یک  در  نیز 
جایگاه‌‌های  نظر  از  و  ندارند   )Genetic integrity( ژنتیکی  )همگنی( 
ژنتیکی مهمِ تأثیرگذار بر نتایج آزمایش‌‌ها، خالص‌‌سازی نشده‌‌اند، نه‌‌تنها 
تکرارپذیری  و  اعتبار  بلکه  می‌‌شود،  وقت  و  هزینه‌‌ها  هدررفت  باعث 

نتایج حاصله را نیز دچار آسیب جدی می‌‌کند )8(. 
تاکنون چندیدن روش برای تمایز نژادهای موش ارائه شده است؛ برای 
نمونه، اندازه بدن، رنگ پوشش بدن، مارکرهای بیوشیمیایی، مارکرهای 
اندازه‌‌گیری‌‌های  پوست،  پیوند  وازنش  زمان  مدت  ایمونولوژیکی، 
موارد  از  پاره‌‌ای  در   PCR-SSLPو  DNA انگشت اثر  مورفولوژیکی، 
استفاده  اخیراً  نهایت روشی که  کاریوتایپ نمودن کروموزوم‌‌ها و در 
می‌‌شود، پلی‌‌مورفیسم تک نوکلئوتیدی )SNP( است )5, 8, 13(. برای 
ژنتیکی  جایگاه  تعدادی  پایش   ICLAS ژنتیکی،  پروفیل  پایش  انجام 
یا  و  بیوشیمیایی  فرآیند‌‌های  در  موثر  ژنتیکی  مارکرهای  اغلب  که 
جایگاه‌‌های ژنی ایمونولوژیک هستند را توصیه می‌‌کند. از جایگاه‌‌های 
مهمی که در این خصوص به آن اشاره شده است، جایگاه‌های مربوط 
این  می‌‌باشد.   MHC همان  یا  اصلی  بافتی  سازگاری  کمپلکس  ژن  به 
 III و   II ،I کلاس   MHC نام‌های  به  ژنی  ناحیه‌‌ی  سه  حاوی  جایگاه، 

است. 
ژن‌‌های MHC در موش بر روی کروموزوم 17 قرار داشته و اندازه آن 
کد  را   H آنتی-ژن  نام  به  خونی  گروه  آنتی‌‌ژن  یک  و  است   2000  kb
خلاصه  به‌‌طور  یا  بافتی-2  سازگاری  ناحیه  این  دلیل،  به‌‌همین  می‌‌کند؛ 
 H-2K، H-2D موش با اسامی I کلاس MHC نامیده می‌‌شود. سه ژن H-2
می‌‌کنند.  کد  را   L و   K، D نام‌‌های  به  مختلف  پروتئین  سه   ،H-2L و 
ایجاد  در  که  هستند  ژن‌‌هایی   ،II Iو  کلاس   MHC پلی‌‌مورف  ژن‌‌های 
ساختار دیواره‌‌ها و شیار ارائه‌‌ی آنتی‌‌ژن پروتئین MHC )زنجیره سنگین 
آلفا( نقش دارند و پلی‌‌مورف بودن آن‌‌ها منجر به تغییر اسیدهای آمینه 

این زنجیره‌‌ها می‌‌شود )1, 7(. 
مشخص شده است که موش‌‌های نژادها و سویه‌‌های مختلف، آلل‌‌های 

 ICLAS نمونه،  برای  دارند.   I کلاس   MHC جایگاه  در  را  متفاوتی 
C57/ نژادهای  موش‌‌های  در  را   H-2K و   H-2D ژنی  جایگاه  آلل‌‌های 

BL6 و BALB/c به ترتیب H-2DbKb و H-2DdKd معرفی کرده است 
در حالی که برای سایر نژادها، آلل‌‌های دیگری وجود دارد. تفاوت‌‌های 
آلل‌‌های مختلف در نژادهای موش مربوط به نوکلئوتیدهای کدکننده‌‌ی 
زنجیره‌‌های سنگین آلفا-1 و آلفا-2 می‌‌باشند؛ بر این اساس، می‌‌توان با 
ارزیابی توالی و تغییرات ایجاد شده در توالی این ژن‌‌ها، افزون بر تعیین 
اولیه نژاد حیوان، به خلوص این جایگاه نیز پی‌‌برد. با توجه به مطالب 
ایمونوژنتیک  جایگاه‌‌های  ژنتیکی  پایش  مطالعه  این  هدف  شده،  بیان 
H-2D و H-2K در موش‌‌های BALB/c مورد استفاده در مراکز پژوهشی 

ایران بود.

مواد و روش‌ها
گرآدوری اطلاعات و آنالیزهای بیوانفورماتیک

و   H-2D ژنی  جایگاه‌‌های  هاپلوتایپ‌‌های  و  آلل‌‌ها  تعیین  منظور  به 
سایر  و   BALB/c موش‌‌های  به  مربوط  آلل‌‌های  اطلاعات  ابتدا   ،H-2K
 NCBI جمله  از  مختلف  پایگاه‌‌های  از  آزمایشگاهی  موش  نژادهای 
به  مربوط  آلل  و  استخراج   Mouse Genome Informatics پایگاه  و 

موش‌‌های خالص نژاد BALB/c تعیین شد.

تعیین توالی نوکلئوتیدی جایگاه‌‌های پلی‌‌مورف بر روی mRNA و 
H-2K و H-2D  برای جایگاه DNA

از آنجا که بخش‌‌های پلی‌‌موف مولکول‌‌های H-2D در زنجیره‌‌های آلفا-1 
و آلفا-2 قرار دارند، برای تعیین توالی دقیق نوکلئوتیدی و آمینواسیدی 
ابتدا  آزمایش  این  در   ،DNA و همچنین   mRNA مولکول  روی  بر  آن 
 H-2D انواع آلل‌‌های موش در جایگاه MHC ساختار سه بعدی مولکول
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/ پایگاه‌‌های  از   )1 )شکل 

استخراج شد و سپس   /MMDB/mmdb.shtml، https://www.rcsb.org
 )/UCSF Chimera (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera نرم‌افزار  با 
منظور،  این  برای   .)2 )شکل  شد  تعیین  زنجیره‌‌ها  آمینواسیدی  توالی 
موش   1 کلاس   MHC سنگین  زنجیره‌‌ی  سازنده‌‌ی  آمینواسیدی  توالی 
بتا  با  همراه  آلفا-3  و  آلفا-2  آلفا-1،  دومین‌‌های  در  آلفا(  )زنجیره‌‌ی 
شیت‌‌های آن به تفکیک مورد ارزیابی قرار گرفت. سپس با استفاده از 
نرم‌‌افزار BioEdit )نسخه 7/05( و ترجمه معکوس، توالی نوکلئوتیدی 
توالی‌‌های  با  و  تعیین   DNA و   mRNA روی  بر  نظر  مد  جایگاه‌‌های 

نوکلئوتیدی مرجع همردیف‌‌سازی شد.
در این آزمایش بر اساس مطالعه Klebs و همکاران )12( برای تعیین 
در  که  موش  آلل‌‌های  دهنده‌‌ی  تمایز  ‌‌SNPهای  از   H-2K جایگاه  آلل 
 BALB/c اگزون 4 و 5 این جایگاه قرار دارند، استفاده شد. موش‌‌های
با آلل d در جایگاه H-2K، در موقعیت 847  توالی mRNA کدکننده 
 k و   b آلل‌‌های  دارند، درحالی که  باز سیتوزین  زنجیره سنگین خود، 
در این موقعیت، باز تیمین دارند. همچنین، در موقعیت بازهای 917 
دارد،  TAATCA وجود  بازهای   ،k و   d آلل  دارای  923 موش‌‌های  تا 
 CGACCG b، در این موقعیت، بازهای  در حالی‌‌که موش‌‌های با آلل 

دارند )شکل 3(.
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حیوانات و نمونه‌‌گیری
در پژوهش حاضر، بر اساس فرمول ارائه شده توسط Fox و همکاران 
)9( و مورد تایید FELASA، با فرض حداقل میزان آلودگی ژنتیکی 10 
درصدی جایگاه‌‌های مد نظر، برای تشخیص حداقل یک نمونه ناخالصی 
در این جایگاه‌‌ها با ضریب اطمینان 95%، از بافت طحال 30 سر موش 
نژاد موش BALB/c )15 نر و 15 ماده( به‌‌طور تصادفی نمونه‌‌گیری شد. 
و  کتامین  بطنی  درون  تزریق  با  موش‌‌ها  ابتدا  نمونه‌‌گیری،  انجام  برای 
از  برداری  نمونه  استریل،  شرایط  تحت  سپس  و  شدند  یوتانایز  رامپون 

صورت  MHCها  بیان‌کننده‌‌ی  ایمنی  سلول‌‌های  منبع  عنوان  به  طحال 
گرفت. برای جلوگیری از تجزیه RNA، نمونه‌ها بلافاصله در کرایوتیوب‌‌ 
قرار داده شد و تا زمان استخراج ماده ژنتیکی در ازت مایع نگهداری 

شد. 

RT و واکنش RNA  استخراج
برای استخراج RNA و واکنش RT به ترتیب از کیت‌‌های تجاری شرکت 
بایونیر  شرکت   2-step RT-PCR  Viva تجاری  کیت‌‌های  و   QIAGEN

شکل 1- ساختار سه بعدی مولکول H-2D. الف( ساختار کامل مولکول H-2D )زنجیره سنگین آلفا و بتا-2 میکروگلبولین( همراه با پپتید 

آنتی‌‌ژنی که در شیار آنتی‌‌ژنی قرار گرفته است؛ ب( ساختار سه بعدی زنجیره‌‌ی سنگین مولکول H-2D شامل آلفا-1، آلفا-2 و آلفا-3؛ ج( 

 H-2D ؛ و( ساختار پلی‌‌مورف مولکولH-2D ؛ ه( زنجیره آلفا-3 مولکولH-2D ؛ د( زنجیره آلفا-2 مولکولH-2D زنجیره آلفا-1 مولکول

متشکل از مارپیچ آلفا-1، مارپیچ آلفا-2 و بتاشیت کف شیار آنتی‌‌ژنی؛ ز( مارپیج آلفا-1 مولکول H-2D؛ ح( مارپیچ آلفا-2 مولکول H-2D؛ 

 .H-2D ت( صفحات بتاشیت سازنده کف شیار آنتی‌‌ژنی مولکول

پایش ژنتیکی جایگاه‌های ایمونوژنتیک کمپلکس سازگاری بافتی  ...
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آلودگی  از  شده  استخراج   RNA خالص‌‌سازی  برای  شد.  استفاده  کره 
احتمالی با DNA، پیش از سنتز cDNA از کیت DNase شرکت سیناکلون 
از  پیشگیری  برای  و همچنین  سازنده  دستورالعمل شرکت  ایران طبق 
تجزیه RNA استخراج شده نیز از RNA Inhibitor )بایونیر کره جنوبی( 
استفاده شد. پیش از سنتز cDNA،کیفیت و کمیت ماده ژنتیکی استخراج 

شده با روش اسپکتوفتومتری و دستگاه نانودراب، بررسی شد.

H-2K و H-2D تکثیر و توالی‌‌یابی جایگاه
برای تعیین آلل جایگاه H-2D موش‌‌های مورد آزمایش، بر اساس روش 
Cao و همکاران )6(، روش مشابهت توالی با توالی‌های مرجع انتخاب 
از  جایگاه  این  آلل‌‌های  تعیین‌کننده  توالی‌‌های  منظور،  این  برای  شد. 
پرایمرهایی  توالی‌‌ها،  از همردیف‌کردن  و پس  استخراج   NCBI پایگاه 
قطعه‌‌ی  یک  شامل   ،  H-2D ژن  توالی   5-2 اگزون‌‌های  که  شد  انتخاب 
820 جفت‌‌بازی از توالی کدکننده زنجیره‌‌ی سنگین H-2D  را تکثیر کند. 

توالی پرایمر‌‌های رفت و برگشت برای این جایگاه به صورت زیر بود:
’F:3'-TCGGCTAYGTGGACAACAMGG-5

 ’R:3'-GRCCAYAGCTCCAAGGACAMC-5
)R=G/A; Y=T/C; M:C/A; M=A/C( 

برنامه دمایی مورد استفاده برای تکثیر توالی مد نظر شامل یک سیکل 
واسرشته‌‌سازی اولیه در دمای 95 درجه سانتی‌گراد به مدت 5 دقیقه، و 
در ادامه 35 سیکل شامل واسرشته‌‌سازی در دمای 94 درجه سانتی‌گراد‌ 
به مدت 45 ثانیه، اتصال پرایمر در دمای 58 درجه سانتی‌گراد به مدت 

45 ثانیه، پليمريزاسيون یا تکثیر در دمای 72 درجه سانتی‌گراد به مدت 
درجه   72 دمای  در  پایانی  تکثیر  سیکل  یک  نهایت  در  و  دقیقه  یک 

سانتی‌گراد به مدت 5 دقیقه بود. 
برای تکثیر قطعه‌‌ی مد نظر توالی H-2K ، از یک جفت پرایمر معرفی 
این   PCR محصول  شد.  استفاده   )12( همکاران  و   Kelbs توسط  شده 
توالی  بود.   RNA روی  از  بازی  جفت   295 قطعه  قطعه  یک  جایگاه، 

پرایمر‌‌های رفت و برگشت برای این جایگاه به‌‌صورت زیر بود:
 ’F:3’- CCTGGGCTTCTACCCTGCT-5
 ’R:3’-CCACCACAGCTCCAGTGAC-5
برنامه دمایی مورد استفاده برای تکثیر توالی مد نظر شامل یک سیکل 
واسرشته‌‌سازی اولیه در دمای 94 درجه سانتی‌گراد به مدت 4 دقیقه، و 
در ادامه 35 سیکل شامل واسرشته‌‌سازی در دمای 94 درجه سانتی‌گراد 
به مدت 40 ثانیه، اتصال پرایمر در دمای 64 درجه سانتی‌گراد به مدت 
40 ثانیه، پليمريزاسيون یا تکثیر در دمای 72 درجه سانتی‌گراد به مدت 
40 ثانیه و در نهایت یک سیکل تکثیر پایانی دمای 72 درجه سانتی‌گراد 
PCR برای هر دو جایگاه در حجم 50  به مدت 5 دقیقه بود. واکنش 
میکرولیتر با استفاده از 4 میکرولیتر تمپلت، 2/5 میکرولیتر پرایمر مستقیم 
پیکومول/  10( معکوس  پرایمر  میلی‌‌لیتر   2/5 پیکومول/میلی‌‌لیتر(،   10(

 16 و  دانمارک(،  )امپلیکون،   2X Master Mix میکرولیتر   25 میلی‌‌لیتر(، 
میکرولیتر آب دو بار تقطیر انجام شد.

محصول PCR هر دو جایگاه در ژل آگارز 1/7% حاوی رنگ سایبرگرین 
 45 مدت  به   )BioRad( الکتروفورز  دستگاه  توسط  سیناکلون(  )شرکت 

شکل 2- توالی آمینواسیدی سازنده مولکلول H-2Dd در موش )بخش‌‌های که با کادر سبز و زرد مشخص شده‌‌اند توالی آمینواسیدی زنجیره سنگین مولکول 

H-2D را می‌‌سازند(.

شکل 3-  مقایسه توالی اسیدهای نوکلوئیک آلل‌‌های مختلف H-2K در موش بین اسیدهای آمینه 840 تا 930 مربوط به اگزون‌‌های 4 و 5.
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دقیقه الکتروفورز شدند. سپس تصویر نمونه‌‌ها با دستگاه ژل‌‌داک ثبت 
شد. پس از تایید تکثیر، 40 میکرولیتر از محصول PCR هر نمونه به شرکت 
پیک‌‌های  سنگر،  روش  به  توالی‌‌یابی  از  پس  و  ارسال  سوئد  بایوسنس 
تکثیر شده،  توالی  از  نوکلئوتید  از خوانش رفت و برگشت هر  حاصل 
به دقت بررسی شد. پس از بررسی اولیه و پیرایش نمونه‌‌ها، توالی‌‌ها با 
نرم‌‌افزار Finch TV و BioEid مورد بررسی قرار گرفت و توالی مربوط 
به هر نمونه به صورت مجزا ثبت و جهش های تک نکلئوتیدی و آلل‌‌های 

هر یک از جایگاه‌‌ها تعیین شد.

نتایج 
ژنوتیپ استاندارد جایگاه H-2K و H-2D نژادهای مهم موش 

آزمایشگاهی
 BALB/c بر اساس بررسی‌‌های انجام شده، ژنوتیپ استاندارد موش‌‌های
به  مربوط  هاپلوتایپ  همچنین،  بود.   H-2Kd و   H-2Dd به‌‌صورت 
موش‌‌های d،BALB/c است، یعنی در تمام جایگاه‌‌ها‌‌ی MHC، ژنوتیب 

موش‌‌های خالص باید به صورت d باشد )جدول 1(.

  H-2D مطالعه ساختار سه‌‌بعدی مولکول
است.  داده شده  نشان   )1( در شکل   H-2D مولکول  سه‌‌بعدی  ساختار 
همچنین، شکل 2 نشان دهنده‌‌ی توالی اسیدآمینه‌‌ای بخش‌‌های مختلف 

سازنده‌‌ی مولکول MHC را نشان می‌‌دهد. بر اساس بررسی‌‌های انجام 
H-2D، زنجیره‌‌ی  شده بر روی توالی آمینواسیدی و پروتئینی مولکول 
سنگین مولکول H-2D از 273 اسیدآمینه تشکیل شده است که اسیدهای 
بر  در  را  مولکول  این   mRNA ترجمه  از  حاصل   298 تا   27 آمینه‌‌ی 

می‌‌گیرد.

 H-2D توالی‌‌ نواحی پلی‌‌مورف آمینواسیدی و نوکلئوتیدی
داد که کل ساختار زنجیره‌‌ی  mRNA نشان  نوکلئوتیدی  توالی  بررسی 
 819 تعداد  به   298 تا   87 نوکلئیک شماره  اسیدهای  از   H-2D سنگین 
اسیدنوکلئیک تشکیل شده است. ژن H-2D از 8 اگزون و حدود 4000 
ساخت  در  که  ژن  این  از  اگزون‌هایی  است.  شده  تشکیل  باز  جفت 
می‌‌باشند.   4 و   3  ،2 اگزون‌‌های  شامل  دارند،  شرکت  نهایی  محصول 
همچنین، ارزیابی ساختار سه بعدی کریستالی مولکول H-2D نشان داد 
ساختار  در  که  است  تشکیل شده  آمینه  اسید   84 از  آلفا-1  دومین  که 
حاصل از ترجمه mRNA، اسیدهای آمینه‌‌ی 26-10 را شامل می‌‌شود؛ که 
معادل بازهای شماره 327-76 مولکول mRNA می‌‌باشد. اگزون شماره 
زنجیره شرکت  این  ساخت  در  که  است   H-2D ژن  از  اگزونی  تنها   ،2
دارد. نوکلئوتیدهای 528-277 از توالی ژن کدکننده‌‌ی H-2D در ساخت 
دومین آلفا-1 نقش دارند. دومین آلفا-2 از 90 اسید آمینه تشکیل شده 
باقی‌‌مانده‌‌های شماره‌‌  بالغ،   mRNA ترجمه‌‌ شده‌‌ی  توالی  در  که  است 

جدول 1- آلل‌‌های شناخته شده برای جایگاه H-2K و H-2D در برخی از نژاده‌‌های مهم موش آزمایشگاهی.

جایگاه H-2Dجایگاه H-2Kنژاد موشجایگاه H-2Dجایگاه H-2Kنژاد موش

AKR/JkkC57BR/cdJbb

BALB/cAnNddC57L/Jkk

BALB/cByddC58/Jbb

BALB/cByddC57BL/10bb

BALB/CJddCBA/Cakk

BDP/JppCBA/Jkk

BUB/BnJqqCBA/Nkk

BXSB/MpbbCE/Jkk

C3H/BikkDBA/1qq

C3H/HekkDBA/2dd

C3HeB/FeJkkNODdb

C57BL/6bbSWR/Jqq

پایش ژنتیکی جایگاه‌های ایمونوژنتیک کمپلکس سازگاری بافتی  ...
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110 تا 192 و اسیدهای نوکلئیک شماره 328 تا 597 که بخشی از اگزون 
2 و 3 توالی کد کننده این ژن است را در بر می‌‌گیرد. معادل این توالی‌‌ها 
و  اگزون-2  از   529-544 شماره  نوکلئیک  اسیدهای   ،DNA روی  بر 
اسیدهای نوکلئیک شماره 989-736 از اگزون-3 می‌‌باشد. ساختار دومین 
آلفا-3 شامل 93 اسیدآمینه می‌‌باشد که از اسیدهای آمینه 272-200 و 
H-2D را شامل می‌‌شود.  mRNA کدکننده زنجیره‌‌ی سنگین   279-298
نوکلئیک اسیدهای متناظر در mRNA، شامل بازهای 816-598 و 894-

835 که بخشی از اگزون 3 و بخشی عمده‌‌ای از اگزون-4 می‌‌باشد. توالی 
ژنومی بازهای سازنده‌‌ی دومین آلفا-3 شامل اسیدهای نوکلئیک شماره 
1011-990 از اگزون-3، بازهای 2877-2681  و  2955-2896 از اگزون-4 

می‌‌باشد.
آشکارسازی باندهای تکثیر شده 

H-2K و H-2D مولکول‌‌های PCR نتایج مربوط به الکتروفورز محصول
به ترتیب در شکل‌‌های 4 و 5 نشان داده شده است. نمونه‌‌ها در کنار 
نشانگر وزن مولکولی )مارکر( bp 100، کنترل منفی و مثبت و نمونه‌‌های 
 bp 820 و حدود bp آزمایشی الکتروفورز شدند. نتایج نشان از تکثیر باند

300 به ترتیب برای جایگاه‌‌های H-2D و H-2K داشت.

H-2D تعیین ژنوتیپ موش‌‌ها در جایگاه
پس از همردیف‌‌سازی توالی اسیدهای نوکلئیک نمونه‌‌های آزمایشی با 

شکل 5- تکثیر قطعه 295 جفت بازی از اگزون شماره 4 و 5 ژن H-2K 100bpنشانگر مولکولی La؛- C، کنترل منفی؛+ C، کنترل مثبت )نمونه مربوط 

به موش BALB/c خالص(؛ A-L: تعدادی از نمونه‌‌های آزمایشی.

شکل 4- الکتروفورز محصول PCR نمونه‌‌های تکثیر شده ژن H-2D موش‌‌های BALB/c؛ La: نشانگر مولکولی 100bp؛ -C؛ کنترل منفی؛ +C کنترل 

مثبت )نمونه مربوط به موش  BALB/c خالص(؛ A-K: تعدادی از نمونه‌‌های آزمایشی.
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توالی‌‌های مرجع، آلل هر یک از جایگاه‌‌های مورد آزمایش برای موش‌‌های 
BALB/c تعیین شد. سایر توالی‌‌ها داری عدم انطباق نولکئوتیدی برای 
آنتی‌‌ژنی  پلی‌‌مورف ساختار شیار  نقاط  تغییر در  از نظر  بیشتر  بررسی 
مولکول H-2D مورد بررسی بیشتر قرار گرفت. نتایج نشان داد که از 
تعداد 15 موش نر مورد مطالعه، 3 مورد و از تعداد 15 موش ماده مورد 

مطالعه 2 مورد ناهمگونی نوکلئوتیدی وجود داشت و در کل 25 مورد 
به طور کامل با توالی مرجع H-2D موش‌‌های BALB/c مشابهت %100 
 ،BALB/c برای موش‌‌های H-2D داشت. در شکل )6( توالی مرجع ژن
با مشابهت  توالی‌‌های  از  و چند نمونه  توالی‌‌های جهش‌‌یافته  با  همراه 

کامل گزارش شده است. 

شکل 6- مقایسه توالی آمینواسیدی جایگاه H-2D حاصل از ترجمه توالی‌‌های موش‌‌های BALB/c نسبت به توالی‌‌های مرجع

پایش ژنتیکی جایگاه‌های ایمونوژنتیک کمپلکس سازگاری بافتی  ...
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شکل 7- مقایسه توالی‌‌های آمینواسیدی پیرایش شده H-2D موش‌‌های BALB/c با توالی های مرجع

H-2Dبا  نتایج حاصل از همردیف‌‌سازی توالی‌‌های آمینواسیدی جایگاه 
توالی‌‌های مرجع در شکل )7( گزارش شده است. با در نظر گرفتن اینکه 
H-2D توالی ساختار زنجیره‌‌های آلفا-1 و آلفا-2 مشخص‌کننده آلل‌‌های

می‌‌باشند، در این مطالعه توالی‌های اسید آمینه‌‌ای این مولکول در سه 
ارائه شده در بخش بالایی شکل7(، آلفا-2 )توالی  بخش آلفا-1 )توالی 
ارائه شده در بخش میانی شکل 7( و آلفا-3 )توالی ارائه شده در بخش 
توالی  گرفتن  نظر  در  با  شد.  بررسی  مجزا  صورت  به   )7 شکل  پایینی 
 )L27 و G52( آلفا-1 و آلفا-2، تنها 2 موش از موش‌‌های مورد ارزیابی
H-2D شیار  ساختار  در  اسیدی  آمینو  تفاوت  به  منجر  ژنی  جهش‌‌های 

نسبت به توالی‌‌های داشت. 
شده  پیرایش  نوکلئوتیدی  توالی‌‌های  همردیف‌‌سازی  از  حاصل  نتایج 
H-2K موش‌‌های BALB/c مورد مطالعه در شکل )8( گزارش شده است. 
موش   25 توالی  شده،  نمونه‌‌برداری  موش  مورد   30 از  نتایج،  اساس  بر 
داشت.  همخوانی   BALB/c موش‌های   H-2Kd توالی  با  کامل  به‌‌طور 
در  مطالعه  مورد   BALB/c موش‌‌های   H-2K آمینواسیدی  توالی‌‌های 
شکل )9( نشان داده شده است. آنگونه که مشخص است، تنها توالی 5 

موش با توالی مرجع H-2Kd تطابق کامل نداشت.
BALB/c در موش‌‌های   H-2D و   H-2K ژنتیکی  پایش  از  نتایج حاصل 

در موش‌‌های BALB/c در جدول )3( گزاش شده است. بر اساس نتایج، 
آزمایش، 25 مورد در هر دو جایگاه خلوص  تعداد 30 موش مورد  از 
توالی  از 5 مورد دارای  کامل داشتند که معادل 83/5 درصد می‌‌باشد. 
H-2K جایگاه  در  موش   4  ،H-2D جایگاه  در  موش  یک  جهش‌یافته، 

نیست،   BALB/c که مخصوص موش‌‌های  بودند   k آلل مشخص  دارای 
اما سایر حیوانات جهش‌‌یافته‌‌های آلل رفرنس بودند. برخی از توالی‌‌های 
 ،MH578170 با شماره دسترسی NCBI حاصل از این آزمایش در پایگاه
MH578171، MH578172، MH559112 و MH559113 قابل جستجو 

هستند.

بحث
مقایسه توالی مرجع ژن H-2D برای موش‌‌های BALB/c، با توالی‌‌های 
 ،G52 موش‌‌های مورد آزمایش )شکل6( نشان داد که در موش شماره
موش  در  بود.  یافته  تیمین جهش  به  آدنین  باز   269 نوکلئوتید شماره 
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شکل 9- مقایسه توالی آمینواسیدی جایگاه H-2K حاصل از ترجمه توالی‌‌های موش‌‌های BALB/c نسبت به توالی‌‌های مرجع

شکل 8-مقایسه توالی‌‌های نوکلئوتیدی پیرایش شده H-2K موش‌‌های BALB/c مورد مطالعه با توالی های مرجع

پایش ژنتیکی جایگاه‌های ایمونوژنتیک کمپلکس سازگاری بافتی  ...
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.BALB/c در موش‌‌های H-2D و H-2K جدول 2-خلاصه نتایج پایش ژنتیکی جایگاه‌‌های ایمونوژنیک

هاپلوتایپH-2KH-2Dموارد

-3030تعداد نمونه

BALB/c ژنوتیپ مرجعddd

252525تعداد نمونه‌‌های خالص

83/583/583/5درصد خلوص اولیه

16/516/516/5درصد ناخالصی اولیه

--13 تعداد حیوان با آلل مرجع BALB/c جهش یافته 

86/59086/5درصد کلی موش‌‌های با ژنوتیپ مرجع خالص و جهش‌‌یافته

*4(H-2Dk) 2H- 2 (H-2Kk)  تعداد موش‌‌های با آلل غیر از BALB/c (نوع آلل)

H11، در موقعیت نوکلئوتید 840، باز گوانین به تیمین جهش‌یافته بود. 
به سیتوزین  آدنین  باز  نوکلئوتید شماره 753  در   ،I40 همچنین، موش
جهش ‌یافته بود. نوکلئوتید شماره 753 موش J15، از سیتوزین  به تیمین 
در  که  داد  نشان   K9 موش  توالی  بررسی  همچنین،  بود.  جهش ‌یافته 
موقعیت نوکلئوتید شماره 753 بجای باز آدنین، سیتوزین قرار داشت. 
این  توالی  که  به‌‌طوری  شد  مشاهده   L27 موش  در  تغییرات  بیشترین 
نمونه با توالی استاندارد بیش از ده مورد تفاوت داشت. سایر توالی‌‌های 

مورد مطالعه با توالی مرجع همخوانی کامل داشت. 
H-2D جایگاه  آمینواسیدی  توالی‌‌های  همردیف‌‌سازی  از  حاصل  نتایج 

توالی  گرفتن  نظر  در  با  که  داد  نشان   )7 )شکل  مرجع  توالی‌‌های  با 
 )L27 و G52( آلفا-1 و آلفا-2، تنها 2 موش از موش‌‌های مورد ارزیابی
H-2D شیار  ساختار  در  اسیدی  آمینو  تفاوت  به  منجر  ژنی  جهش‌‌های 

آمینه  اسید  موقعیت  در   ،G52 موش  در  داشت.  توالی‌‌های  به  نسبت 
شماره 90 زنجیره سنگین H-2D بجای آرژنین، ایزولوسین قرار داشت. 
آرژنین  اسیدآمینه‌‌های   L27 موش  توالی   107 و   90 موقعیت‌‌های  در 
در  همچنین،  بود.  شده  جایگزین  گلایسین  و  ایزولوسین  با  ترتیب  به 
 123 موقعیت  در  داشت،  قرار  تره‌‌اونین  سرین،  بجای   ،116 موقعیت 
بجای آلانین، تریپتوفان قرار داشت، در موقعیت 128 بجای اسید آمینه 
گلوتامین، گلایسین قرار داشت، و در موقعیت 138 اسید آمینه تریتوفان 
با گلوتامین جایگزین شده بود )شکل 7(. در کل با در نظر گرفتن این 
نتایج،  93% از موش‌‌های مورد آزمایش در جایگاه H-2D آلل d داشتند.

شده  پیرایش  نوکلئوتیدی  توالی‌‌های  ازهمردیف‌‌سازی  حاصل  نتایج 
H-2K موش‌‌های BALB/c مورد مطالعه )شکل 8( نشان داد که در موش 
L27 و موقعیت باز 779، گوانین با باز تیمین و در موقعیت نوکلئوتید 
865 گوانین با تیمین جایگزین شده بود. در سایر بخش‌‌های توالی مورد 
H-2Kd وجود داشت. در مورد توالی  با توالی  مطالعه، مشابهت کامل 
موش‌‌های G15، H11، G59 و K9 جهش‌‌هایی در موقعیت 865 )آدنین 

به جای گوانین( و همچنین در موقعیت 901 )گوانین بجای باز آدنین( 
وجود داشت. سایر بخش‌‌های توالی به‌‌طور کامل با آلل k منطبق بود، 
نمود.  معرفی   H-2Kk آلل  دارای  را  موش‌‌ها  این  می‌‌توان  که  به‌‌طوری 
بررسی توالی‌‌های آمینواسیدی H-2K موش‌‌های BALB/c مورد مطالعه 
)شکل 9( نشان داد که تنها توالی 5 موش با توالی مرجع H-2Kd تطابق 
در  اسیدی  آمینو  تغییر  دو   ،L27 نمونه موش شماره  در  نداشت.  کامل 
)لایزن   289 و   آلانین(  جای  به  )سرین   267 آمینه  اسیدهای  موقعیت‌‌ 
به جای گلوتامین( نسبت به توالی مرجع مشاهده شد. در مورد توالی 
رفرنس توالی  به  نسبت  تغییر  دو   K9 و   G15، H11، G59 موش‌‌های 

H-2Kk در موقعیت‌‌های 289 )لیزین به جای گلوتامین( و 301 )آلانین 

به جای تراونین( مشاهده شد. 
از  بسیاری  نتایج  تفسیر  پیش‌‌فرض‌‌های  از  یکی  ژنتیکی  ثبات  فرضیه‌‌ی 
این وجود، همواره جهش‌‌های  با  تحقیقاتی معتبر می‌‌باشد؛  پروژه‌‌های 
ژنی تصادفی اتفاق می‌‌افتد، و آمیزش‌‌های ثبت نشده )یعنی خطا( بین 
سویه‌‌ها نیز بروز می‌‌کند )13, 16(. در گزارشی، بیلی )4( نشان داد که 
حتی با بیش از 20 نسل آمیزش خواهر-برادری، هنوز ممکن است حدود 
این  با  محاسبه  این  باشد.  داشته  وجود  نرسیده  ثبات  به  لوکوس   273
فرض انجام شده است که 10500 لوکوس آلوژنیک کد‌‌کننده‌‌ی پروتئین 
در جمعیت پایه وجود دارد. جهش‌‌هایی که در زیرسویه‌‌های یک نژاد 
به ثبات می‌‌رسند، ممکن است منجر به ایجاد خصوصیات جدید و ایجاد 

زیرسویه‌‌های مختلف گردند )2, 3(. 
موش‌‌های  کلنی  در  که  داد  نشان  پژوهش  این  از  حاصل  یافته‌‌های 
در  آلودگی   %17 حدود  و  ژنتیکی  خلوص  درصد   83 حدود   ،BALB/c
سایر  گزارش  با  یافته‌‌ها  این  داشت.  وجود  مطالعه  مورد  جایگاه‌‌های 
مراکز در خصوص بروز آلودگی‌‌های ژنتیکی همخوانی داشت )10, 13, 
15, 16(. آلودگی‌‌های ژنتیکی اغلب حاصل از آمیزش‌‌های کنترل نشده 
تک‌‌نوکلئوتیدی  یا جهش‌‌های  و  باقیمانده  ناخواسته، هتروزیگوسیتی  و 
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می‌‌رسد  نظر  به  پژوهش،  این  از  حاصل  نتایج  نوع  به  توجه  با  است. 
نوکلئوتیدی و آمیزش‌‌های کنترل نشده عامل اصلی  که جهش‌‌های تک 
ضروری  اساس،  این  بر  باشد.  مطالعه  مورد  جایگاه‌‌های  در  آلودگی 
است کلنی موش‌‌های آزمایشگاهی از نظر سایر ژن‌‌های معرفی شده از 
سوی FELASA مورد آزمایش قرار گیرد تا شناسنامه دقیق موش‌‌های 
آزمایشگاهی مشخص شود. همچنین، می‌‌توان با توجه به اینکه درصدی 
نژاد  اصلاح  به  نسبت  دارند،  وجود  کلنی  در  نیز  خالص  موش‌‌های  از 
کلنی‌‌های پایش شده اقدام نمود و یا اینکه برای اطمینان از خلوص نژاد 
مختلف  نژادهای  خالص  موش  جفت  چند  استفاده،  مورد  موش‌‌های 
آزمایشگاهی تهیه و کلنی به مرور زمان با زاده‌‌های آن‌‌ها جایگزین شود.

نتیجه‌‌گیری کلی
موش‌‌های  کلنی  در  که  داد  نشان  پژوهش  این  یافته‌‌های  کلی  طور  به 
BALB/c آلودگی ژنتیکی وجود دارد. اگر چه در آغاز ممکن است درصد 
این ناخالصی‌‌ها پایین باشد، اما به مرور ممکن است نسبت موش‌‌های 
ناخالص افزایش یابد و منجر به ایجاد خطا در نتایج آزمایش‌‌های انجام 
شده بر روی آن‌‌ها شود. می‌‌توان با توجه به اینکه درصدی از موش‌‌های 
خالص نیز در کلنی وجود دارند، نسبت به اصلاح نژاد کلنی‌‌های پایش 
شده اقدام نمود و یا اینکه برای اطمینان از خلوص نژاد موش‌‌های مورد 
استفاده، چند جفت موش خالص نژادهای مختلف آزمایشگاهی تهیه و 

کلنی به مرور زمان با زاده‌‌های آن‌‌ها جایگزین شود.
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