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تمییز آلل های MHC سگ )DLA-DRB1( با روش                                       
DNA تحلیل دقیق دمای شکافت

سید میلاد واحدی1 شهرام جمشیدی1 لیلا لنکرانی مهاجر1 غلامرضا نیکبخت بروجنی2*
1( گروه بیماری های داخلی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران، تهران، ایران

2( گروه میکروبیولوژی و ایمونولوژی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران، تهران، ایران

  )  دریافت مقاله: 8 آذر ماه 1396،   پذیرش نهایی: 23 اسفند ماه 1396(     

 چکیده  
زمینه مطالعه: نقش مهم مولکول های مجتمع عمده پذیرش بافتی )MHC( اتصال به پپتید های پادگنی و عرضه آن ها  به لنفوسیت های 
T است. از اینرو تنوع MHC با حساسیت و یا مقاومت در برابر بسیاری از بیماری های عفونی و بیماری های خودایمن مرتبط است. یک روش 
نوین بررســی تنوع ژنتیکی، تحلیل دقیق دمای شکافت DNAا)HRM-High Resolution Melting( است که می توان آنرا برای بررسی 
تنوع MHC به کار برد. هدف: تمییز آلل های MHC ســگ )DLA-DRB1( با روش تحلیل دقیق دمای شــکافت DNA. روش کار: تعداد 40 
نمونه خون از سگ های ارجاعی به بیمارستان دام های کوچک دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران جمع آوری گردید. پس از استخراج DNA و 
افزوده ســازی اگزون دوم ژن DLA-DRB1، تحلیل HRM و منحنی ذوب صورت گرفت. برای تطبیق الگوهای HRM با توالی نوکلئوتیدی 
 A( و منحنی ذوب، 40 نمونه به 8 ژنوتیپ  HRM آلل ها، از روش تعیین توالی مستقیم استفاده شد. نتایج: بر اساس تنوع مشاهده شده در نتایج
تا H( قابل تقســیم بندی بودند. بیشــترین فراوانی مربوط به تیپ A )25/00 ٪( و ســپس تیپ C و E )هر کدام 15/00 ٪( بود. در مجموع 82/5 ٪ 
نمونه ها هتروزیگوت و 17/5 ٪ نمونه ها هوموزیگوت بودند. نتیجه گیری نهایی: مطالعه حاضر اولین مطالعه ای است که برای تایپیگ آلل های ژن 
DLA-DRB1 از تکنیک HRM استفاده شده است. تطبیق نتایج HRM با توالی آلل ها نشان داد که این روش می تواند برای تفکیک آلل های 

DLA-DRB1 به کار رود. 

واژه های کلیدی: مجتمع عمده پذیرش بافتی ، سگ، DLA-DRB1، تحلیل دقیق دمای شکافت

مقدمه
مجتمع عمده پذیرش بافتی )MHC( نقشــی اساسی در پاسخ های ایمنی 

دارد )19(. مولکول هــای MHC گلیکوپروتئین هایــی در ســطح یاختــه  

هســتند که پپتیدهای پادگنی را به یاخته هــای T عرضه می کنند و از این 

طریق سرنوشت پاســخ های ایمنی )هومورال یا یاخته ای( را رقم می زنند. 

 )Dog Leukocyte Antigen(اDLA ،در ســگ MHC مولکول هــای

نامیده می شوند و به سه کلاس  تقسیم می شوند )1(. مولکول های کلاس 

یک در همه یاخته های پیکری و مولکول های کلاس دو تنها در یاخته های 

عرض کننده پادگن )APC( بیان می شوند. نقش مولکول های کلاس  سه 

در عرضه پادگن مشخص نشده است )20(. ژن های رمز کننده مولکول های 

MHC در ســگ، بر روی کروموزوم 12 قرار دارند و ســاختار آن ها  شبیه 

 DQA انســان اســت )1(. ژن های کلاس دو در ســگ یک ژن عملکردی

به نام DLA-DQA1 دارد که با ژن DQA1 انســان ارتولوگ اســت. ژن 

عملکردی DQB به نام DLA-DQB1 نیز در ســگ شــناخته شده که با 

DRA، DRB )DLA- انســان ارتولوگ است. ژن های عملکردی DQB1

DRB1( و ژن کاذب DRB2 در ناحیه DR قرار دارند. تا کنون حدود 90 آلل 

DLA-و 54 آلل برای DLA-DQA1 22 آلل برای ،DLA-DRB1 برای

 DRB1 ارتولوگ( سگ DRB1 ژن .)شناسایی شده  اســت )1،22 DQB1

انسان( متغیرترین بخش از MHC کلاس دو سگ است.  

MHC در تمامی گونه های جانوری به دلیل فشار انتخابی عفونت های 

نوظهور و سازگار یافته و همچنین مکانیسم های پیشگیری از درون همسری 

)Inbreeding( از تنوع ژنتیکی بالایی برخوردار است. نتیجه این انتخاب 

طبیعی به صورت فقدان نسبی هوموزیگوتی در جمعیت های طبیعی تظاهر 

می یابــد )2،4،13(. ارتباط هتروزیگوتی با مقاومت افراد در برابر عفونت ها، 

بیماری های انگلی، بیماری های با واسطه ایمنی و حتی سرطان ها به اثبات 

رســیده اســت )1،8،15،22(. حفظ تنوع ژن های MHC امر بسیار مهمی 

اســت و این تنوع می تواند بر اثر کوچک کردن اندازه جمعیت، محدودیت 

جغرافیایی و انتخاب برای ویژگی هــای فنوتیپی خاص کاهش یابد. درون 

همســری در سگ ها امری شایع است تا به کمک آن ویژگی های فنوتیپی 

مثل اندازه و شــکل بدن، رنگ پوشــش خارجی و رفتار حیوان حفظ شود. 

بــا این وجود، درون همســری اثــرات عمیقی بر عملکرد ایمنی داشــته و 

ســبب عدم کفایت لازم در برخــورد با عفونت ها و افزایــش خطر ابتلا به 

بیماری های خودایمن و ســرطان می شــود )1(. وجود برخی از آلل های ژن 

DLA-DRB1 با رخداد بیماری های مختلف مثل کراتیت سطحی مزمن، 

هیپوآدرنوکورتیســیزم و لیشــمانیوز سگ ها مرتبط اســت. برخی آلل های 

DRB1 نیز با مقاومت یا حساســیت در برابر بیماری های عفونی مرتبطند 

)3،9،16(. این یافته ها  اهمیت بررســی تنوع آلل هــای DLA و بویژه ژن 

DRB1 را دو چندان می سازد.
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تاکنون روش های گوناگونی برای بررسی تنوع و ژنوتایپینگ آلل های 

MHC مورد استفاده قرار گرفته است که عبارتند از: روش های سرولوژیک، 

PCR- ،ایزوالکتریک فوکوسینگ ،PCR-RFLP ،کشت مخلوط لنفوسیت ها

 Next Generation( توالی یابی مستقیم، نسل آتی تعیین توالی ،SSCP

 ،)Heteroduplex analysis( تحلیل هترودوپلکس ،)Sequencing

اســتفاده از الیگونوکلئوتیدهــای اختصاصــی و اســتفاده از ریزماهواره ها. 

 HRM-High( یکــی از روش های نویــن، تحلیل دقیق دمای شــکافت

Resolution Melting(اDNA است. از آنجایی که بر خلاف روش های 

قدیمی بنای این روش بر مقایســه چشمی کاربر نیست، خطای انسانی در 

آن کمتر است و نتایج معتبری از لحاظ تکرار پذیری و تجدید پذیری ارائه 

 DLA-DRB1 می دهد )12،17(. هدف از مطالعه حاضر تمییز آلل های ژن

با استفاده از روش HRM بوده است. 

مواد و روش کار
جمع آوری نمونه و استخراج DNA: از تعداد 40 سگ ماده ارجاعی به 

بیمارستان دام های کوچک دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران که درمعاینه 

بالینی ســالم بودند، نمونه خون کامل جمــع آوری و درلوله های حاوی ماده 

ضدانعقاد EDTA ذخیره گردید. نمونه های خون تا زمان استخراج DNA در 

دمایoC 20- نگهداری شدند و سپس جهت استخراج DNA به آزمایشگاه 

ایمنی شناسی دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران انتقال یافتند. اطلاعات 

مربوط به نمونه های جمع آوری شــده در جدول 1 نشــان داده شــده است. 

 i-genomic Blood از نمونه های خون با کیت تجاری DNA  استخراج

DNA Extraction Mini Kit )شــرکتIntron, Korea( و طبــق 

دستورالعمل کیت انجام  شد.  نمونه ها تا زمان آزمایش درoC 20- نگهداری 

شدند.

افزوده ســازی اگزون دوم DLA-DRB1 )افزوده ســازی اگزون دوم 

DLA-DRB1  جهــت  آزمــون HRM(: به منظور بررســی تنوع با روش 

HRM از آزمــون Nested-PCR بــرای افزوده ســازی  اگــزون دوم ژن 

 20 ng25 شامل μlاســتفاده شــد. واکنش در حجم نهایی DLA-DRB1

DNA ژنومــی،pM 10 از هر کــدام از آغازگرهای اختصاصی )در مرحله 

 DRBF: GAT و همکاران در سال  2008 ؛ Kennedy اول از پرایمرهای

 CGC CCG CTG :DRBR3  و CCC CCC GTC CCC ACA G

 DRBTF: CCC و در مرحله دوم از پرایمرهای طراحی شده؛ CGC TCA

 CCC CCA CGT CGC :DRBTR1 و  CCG TCC CCA CAG

TGT C،)mM5/1 کلرید منیزیم، dNTPs mM200 و یک واحد آنزیم 

پلی مراز Taq  )سیناکلون، ایران( صورت گرفت. واکنش PCR مرحله دوم با 

تغییر غلظت کلرید منیزیم )2/5mM( و آغاز گرهای با شرایط مشابه مرحله 

 lµ، EvaGreen® Dye یک HRM اول انجام شد. به منظور انجام آزمون

Biotium, Germany( ( با غلظتMm 2/5، نیز به واکنش مرحله دوم 

افزوده گردید. طول محصول نهایی 138 باز بود.

برنامــه PCR مرحلــه اول به صــورت Touch down در دســتگاه 

ترموسایکلر شــرکت Eppendorf انجام شد: مرحله اوّل واسرشت اولیه، 

oC 95 به مدتmin 2. مرحله دوم شامل 15 چرخه و هر چرخه شامل سه 

  oC 30. گام دوم اتصال آغازگرها s95 به مدت oC گام: گام اول واسرشــت

65/3 به مدت s 30 که در هر چرخه oC 0/5 کاهش می یابد. گام سوم بسط 

.30 s 72 به مدت oC

برنامه PCR مرحله دوم به صورت زیر در دســتگاه Real time شرکت 

 .2 min 95 به مدت oC ،انجام شــد: مرحله اوّل واسرشــت  اولیه Qiagen

مرحله دوم شــامل 30 چرخه و هر چرخه شــامل ســه گام: گام اول واسرشت  

oC 95 به مدت s 30. گام دوم اتصال آغازگرها oC 59/8 به مدت s 30. گام سوم 

.5 min 72 به مدت oC 20. مرحله سوم بسط نهایی s 72 به مدت  oC بسط

در نهایــت به منظور رویــت نتایج حاصل از واکنــش PCR و ارزیابی 

 μl 10 محصــول دور دوم به همراه μl ،  کیفیــت و طول قطعه تکثیر شــده

2 بافــر بارگــزاری X6 به مدت min 45 با ولتــاژ v 80 روی ژل آگارز ٪1 

الکتروفورز شــد. پــس از آن ژل با اتیدیوم برومایــد )1µl/ml( رنگ آمیزی 

 UV و قطعات 138 جفت بازی به صورت باندهای فلورســنت در دســتگاه

ترانس ایلومیناتور مشاهده شد. 

 Melt Curve و HRM مرحله دوم جهت تحلیل PCR از محصــول

 Real-time در دســتگاه Melt Curve و HRM اســتفاده شــد. تحلیل

Rotor-Gene Q شــرکت Qiagen صورت گرفت. محدوده دمایی داده 

شده جهت تحلیل HRM ا50oC تا 95 در نظر گرفته شد. پس از نرمالایز 

کــردن نمودارهای حاصل از تحلیــل HRM نمونه های مشــابه با درصد 

اطمینان بالای 90٪ در یک گروه قرار داده شد. تحلیل Melt Curve هم 

در محدوده دماییoC 70 تا 98 صورت گرفت. 

محصولات افزوده سازی هر یک از الگوهای HRM بدست آمده برای 

تطبیق با توالی نوکلیوتیدی جهت تعیین توالی ارســال شدند. تعیین توالی 

  DNA توســط موسسه الفا سکوئنس )کانادا(  با دستگاه توالی یاب خودکار

)XL 3730(اABI و با روش خاتمه دهنده رنگی انجام شد. شناسایی توالی ها 

http://www.ncbi.nlm.(اNCBI وب ســایت BLASTn با استفاده از

nih.gov/pmc( صورت گرفت. توالی هایDRB1 به دســت آمده توسط 

www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.(اBio Editافــزار نــرم 

http://www.ebi.(اIPD با توالی های مرجع ثبت شده در سایت )html

ac.uk/ipd/mhc/dla/index.html( مقایسه شدند.

نتایج
افزوده ســازی اگــزون دوم ژن DLA-DRB1: پــس از اســتخراج 

نمونه های خون، وجود محتوای DNA و کیفیت سه نمونه توسط دستگاه 

نانــودراپ A&D مورد بررســی قرار گرفت. غلظــت DNA و جذب نوری
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nm 260/280 جهت بررســی خلــوص DNA و آلودگی های فنولی مورد 

 50 ng/μl در تمامی نمونه ها بالای DNA اندازه گیری قرار گرفت. غلظت

DLA- 260/280 نزدیک به 1/9 بود. افزوده ســازی ژن nm و جذب نوری

DRB1 جهــت تحلیل HRM و تعیین توالی به صورت Nested-PCR و 

توسط پرایمرهای طراحی شده انجام شد.  

تحلیــل HRM و Melt curve: بــر اســاس نتایج تحلیل HRM  و 

تحلیل Melt curve، براســاس تنوع مشــاهده شده تعداد 40 نمونه به 8 

ژنوتیپ )A تا H( تقسیم بندی شدند )تصویر 1(. بیشترین فراوانی در جمعیت 

مــورد مطالعه مربوط به تیپ A )25/00 ٪( و ســپس تیپ C و E )هر کدام 

15/00 ٪( بود.

بر اساس تحلیل Melt curve و HRM، 82/5 ٪ نمونه ها هتروزیگوت 

و 17/5 ٪ نمونه هــا هوموزیگوت بود. در تحلیل Melt curve نمونه های 

هتروزیگــوت دارای دو پیک دمایی و نمونه هــای هوموزیگوت دارای یک 

پیک دمایی هستند )تصویر 2(. وجود دو پیک دمایی نشان دهنده ذوب هر 

یک از رشته های DNA با ترکیب نوکلئوتیدی متفاوت )هتروزیگوتی( است. 

 DNA در حالی که در نمونه هوموزیگوت به دلیل مشــابه بودن دو رشــته

تنها یک پیک دمایی دیده می شود. همینطور در تحلیل HRM نمونه های 

هوموزیگــوت به صورت تک شــیب دیده می شــوند در حالیکه نمونه های 

هتروزیگوت دارای دوشیب و به صورت پلکانی هستند )تصویر 3،4( )23(.

تعییــن توالی: در نتایــج تعیین توالی تمامی نمونه هــا جز یک نمونه 

هتروزیگوتی را نشــان دادند )تصویر 5(. جدول 2 فراوانی ژنوتیپ و ارتباط 

آن ها   با نتایج بررسی توالی ها از لحاظ هوموزیگوتی و هتروزیگوتی نشان 

می دهــد. الگــوی HRM برای تحلیل موارد هتروزیگــوت و هوموزیگوت 

استفاده شد و نمونه هوموزیگوت شناسایی شده در HRM در تعیین توالی 

هوموزیگوتی و نمونه هتروزیگوت شناسایی شده در HRM در تعیین توالی 

هتروزیگوتی را نشان  داد )تصویر 6(. 

بحث 
مولکول های MHC مسئول عرضه پپتید های پادگنی به لنفوسیت های 

T هستند و یاخته  های T تنها پس از شناسایی پپتیدها در کنار MHC پاسخ 

ایمنی را آغاز می کنند. اگرچه ژن های MHC کلاس I در همه یاخته  ها بیان 

می شوند اما پاسخ ایمنی مناسب نیازمند عرضه پپتیدهای آنتی ژنی توسط 

مولکول هــای MHC کلاس دو به یاخته  های  Tاســت )5(. عملکرد این 

مولکول ها به میزان زیاد به ساختمان مولکولی آن ها  وابسته است. در تمام 

گونه های جانوری ژن های MHC  از متنوع ترین ژن ها محسوب می شوند و 

در هر فرد بصورت هم غالب بروز می یابند. بدین ترتیب بر تعداد مولکول های 

MHC دردسترس برای اتصال به آنتی-ژن های پپتیدی و عرضه آن ها  به 

یاخته های T افزوده می شود )18(. از سوی دیگر مولکول هایMHC نقش 

مهمی درمبارزه با ویروس ها و دفاع در برابر تومورها دارند و تنوع بیشتر آن ها  

با مقاومت در برابر بسیاری از بیماری های عفونی و با واسطه ایمنی همچون 

برخی سرطان ها در ارتباط است )11(. 

بررســی ژنتیک جمعیت نشــان داد که بیش از 80 ٪ از جمعیت مورد 

مطالعه هتروزیگوت هســتند. طبق مطالعات صــورت گرفته هتروزیگوتی 

می تواند سبب افزایش مقاومت در برابر برخی از بیماری ها شود. )8،15،22(. 

در این مطالعه بیشــترین فراوانی مربوط به آلل تیپ A و ســپس تیپ C و 

جدول 1. اطلاعات نمونه های جمع آوری شــده جهت بررســی پلی مورفیسم الل های 
.DLA-DRB1 ژن

نژاد میانگین سنی گروه کنترل تعداد نمونه  فراوانی ژنوتیپ

Terrier انواع 8 سال و 8 ماه 19 A )%21.05)

C )%21.05)

F )%15.79)

B )%10.53)

E )%10.53)

G )%10.53)

D )%5.26)

H )%5.26)

Shih Tzu 8 سال و 6 ماه 10 A )%30.00)

E )%30.00)

G )%20.00) 

C )%10.00)

F )%10.00)

German 
Shepherd

11 سال و 6 ماه 4 A )%50.00)

B )%25.00)

H )%25.00)

Pekignese 11 سال 4 A )%25.00)

B )%25.00)

C )%25.00)

H )%25.00)

Great Dane 7 سال و 9 ماه 2 D )%50.00)

F )%50.00)

Chihuahua 11 سال و 6 ماه 1 E )%100.00)

جــدول 2. ارتبــاط نتایــج به دســت آمــده از تحلیــل توالی هــای ژن DLA-DRB1 و 
.HRM تیپ های

فراوانی )%( هموزیگوتی یا هتروزیگوتی در توالی یابی  ژنوتیپ

25.00 هوموزیگوت A

10.00 هتروزیگوت B

15.00 هتروزیگوت C

5.00 هتروزیگوت D

15.00 هتروزیگوت E

12.50 هتروزیگوت F

10.00 هتروزیگوت G

7.50 هتروزیگوت H
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E بود که حاکی از این موضوع اســت که به نظر می رشــد چند آلل خاص، 

واجد بیشترین فراوانی )بیشتر از 50 ٪( در جمعیت سگ های مورد مطالعه 

هستند. دو ژنوتیپ A و C بیشترین فراوانی را در نژاد تریر و دو ژنوتیپ A و 

 A بیشترین فراوانی را در نژاد شیتزو داشتند و مجموع فراوانی دو ژنوتیپ E

و C در نژاد تریر بیشــتر از 40 ٪ و مجموع دو ژنوتیپ A و E در نژاد شیتزو 

بیشتر از 60 ٪ بوده است. با بررسی نژاد ژرمن شفرد می توان به غلبه ژنوتیپ 

 MHC پــی برد. در ایــن تحقیق تنوع و خصوصیات ژنتیکــی آلل های A

مربوط به ناحیه کد کننده اگزون دوم ژن DLA-DRB1 در  سگ های ایران 

نیز بررسی شد. بررسی تنوع آلل های MHC کلاس دو از جنبه های مختلف 

مورد توجه قرار گرفته اســت. این بخش از MHC تنوع قابل ملاحظه ای 

دارد تا عرضه آنتی ژن های مختلف امکان پذیر گردد و در همین حال ارتباط 

آلل های آن با حساســیت/مقاومت به بیماری های مختلف شناسایی شده 

است. هرچه تنوع مولکول های MHC بیشتر باشد، افراد می توانند با طیف 

گســترده ای از عوامل بیماری زا مقابله نمایند. در مطالعه تنوع حساسیت به 

بیماری ها، مشخص نمودن تنوع MHC و تعیین ارتباط آن با واکنش ها و 

پاسخ های ایمنی حائز اهمیت است. 

به  منظور تعیین تنوع جایگاه ژنی مذکور، از روش های مختلف جهت 

ارزیابی چندشکلی استفاده می شود که پیش تر به آن ها  اشاره شد )7،14،21(. 

یکی از این روش ها، روش HRM و تعیین توالی مســتقیم DNA بر روی 

محصول PCR می باشد که نتایج قابل قبول تر و مطمئن تری ارائه می دهد 

)12،17(. در این مطالعه برای اولین بار از این روش به طور اختصاصی جهت 

ارزیابی تنوع آللی اگزون دوم این ژن در سگ استفاده شد. شایان ذکر است 

روش رایج در سایر مطالعات اغلب PCR-RFLP یا PCR-SSCP می باشند 

که چون براســاس مقایسه چشمی کاربر صورت می گیرند، احتمال خطای 

انســانی در آن ها  بالاســت و به تجربه و دقت نظر بالا نیاز دارند. از ســوی 

دیگر مطالعه حاضر اولین مطالعه ای اســت که که جهت تایپیگ آلل های 

ژن DLA-DRB1 از تکنیک HRM اســتفاده شــده است. گرچه تا کنون 

مطالعاتی هر چند اندک در انسان جهت تایپینگ آلل های آنتی ژن لکوسیتی 

صورت گرفته است )6،12(. 

تحلیل توالی ها در تحلیــل HRM و Melt curve می تواند نگاهی 

 HRM اجمالی از توالی اســیدهای آمینه بیان شده داشته باشد. تأیید نتایج

.HRM نمونه هــای آبــی و قرمــز هتروزیگوتــی و نمونــه زرد تصویر 1. ژنوتیپ های مختلف به دست آمده از تحلیل ،Melt curve تصویــر 2. تحلیــل
هوموزیگوتی را نشان می دهد.

.HRM تصویر 3. نمایشی از نمونه های هوموزیگوت شناسایی شده در تحلیل.HRM تصویر 4. نمایشی از نمونه های هتروزیگوت شناسایی شده در تحلیل
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توسط سکانسینگ در این مطالعه نشــان داد که این روش می تواند جهت 

شناسایی آلل های MHC مورد استفاده قرار گیرد. چنانکه بتوان با توالی یابی  

و تشخیص آلل ها برای هر یک الگوی مشخص HRM تعریف نمود تا در 

مطالعات بعد تنها با اســتفاده از تحلیل HRM بتوان نوع آلل را به راحتی 

مشخص نمود. تحقیق بر روی ســایر نژادها با توجه به تنوع نژادی بالا در 

سگ و همچنین مطالعه برروی سایر ژن های MHC کلاس دو و ژن های 

MHC کلاس I پیشــنهاداتی اســت که می توان در مطالعات آتی از آن ها  

استفاده نمود.

تشکر و قدردانی
بدینوسیله از همکاری صمیمانه و زحمات مهندس خرمالی سپاسگزاری 

می شود.

تصویر 6. تأیید نتایج HRM توسط سکانسینگ در دو نمونه هوموزیگوت و هتروزیگوت )نمونه 1 هتروزیگوتی و نمونه 2 هوموزیگوتی را نشان می دهد(.

تصویر 5. همردیفی توالی های ژنوتیپ های ژن DLA-DRB1 مختلف که بر روی آن ها   تحلیل HRM انجام شد.

تمییز آلل های MHC سگ
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Abstract:
BACKGROUND: The function of molecules of major histocompatibility complex 

(MHC) is to bind antigenic peptides and display them on the cell surface for recognition by 
T cells. MHC polymorphism is related to suseptibility or resistance to immune-mediated 
and infectious diseases. High Resolution Melt (HRM) analysis is a novel and powerful 
technique in molecular biology for the detection of genetic polymorphisms and can be 
used for discrimination of MHC alleles and genotyping. OBJECTIVES: Discrimination of 
dog MHC alleles (DLA-DRB1) by high-resolution melt analysis. METHODS: Forty blood 
samples were collected from dogs referred to Small Animal Teaching Hospital of faculty 
of veterinary medicine, University of Tehran. After DNA extraction and amplification the 
exon 2 of DLA-DRB1, HRM and Melt Curve analysis was carried out. Direct sequencing 
was used for checking the HRM patterns. RESULTS: Following the HRM and Melt curve 
analysis, forty samples could be classified into 8 genotypes (A to H). Most frequent was 
A (25.00%) and then C and E (each one 15.00%). In total, 82.5% and 17.5% of samples 
were heterozygote and homozygote, respectively. CONCLUSIONS: In this study, the HRM 
technique was used for DLA-DRB1 gene alleles typing for the first time. Confirmation 
HRM results through sequencing results revealed that HRM can be used for discrimination 
of DLA-DRB1 alleles. 
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Samples information collected for determination of DLA-DRB1 alleles.

Table 2. Relationship between results of DLA-DRB1sequences and HRM types.

Figure 1. Different types of HRM achieved following high resolution melting analysis.

Figure 2. Melt curve analysis, blue and red samples show heterozygote and the yellow ones indicates homozygote.

Figure 3. The homozygote samples which were identified in HRM analysis.

Figure 4. The heterozygote samples which were identified in HRM analysis.

Figure 5. Allignment of genotypes sequences.

Figure 6. The confirmation of HRM by sequencing in two homozygote and heterozygote samples (the sample 1 and sample 2 shows 
heterozygote and homozygote respectively).


