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Background Recurrent Pregnancy Loss (RPL) is a multifactorial disease that affects 1%-3% of couples. 
Since Human Leukocyte Antigen-G (HLA-G) gene is involved in fetal maternal immune tolerance, muta-
tions in the HLA-G gene can affect the success rate of pregnancy.
Objective The present study aims to investigate the haplotype effect of rs1736933 and rs2735022 poly-
morphisms found in the HLA-G gene on the RPL.
Methods In this case-control study, participants were 100 women with RPL and 80 women with normal 
fertility in northwestern Iran. The HLA-G gene promoter was amplified by Polymerase Chain Reaction 
(PCR) method and sequenced. The genotype and allele frequencies of the two polymorphisms were 
compared between the two groups by using t-test in SPSS software version 22. Haplotype analysis was 
performed using PHASE 2.1 and Haploview 4.2 applications
Findings C allele and CC genotype in rs2735022 polymorphism and the G allele and GG genotype in 
rs1736933 polymorphism showed a significant association with the RPL (P<0.05). Frequency of haplo-
types AA, AC, GA, GC were 0.72, 0.23, 0.01, 0.03 in patients and 0.39, 0.01, 0.02, 0.59 in the control group 
(P<0.05). The linkage disequilibrium score was 94.
Conclusion Analysis of GC haplotype in rs2735022 and rs1736933 polymorphisms of the HLA-G gene can 
be helpful in genetic studies of women with RPL.
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Extended Abstract

1. Introduction

ecurrent Pregnancy Loss (RPL) is the most 
common complication of pregnancy and is 
defined as the occurrence of two or more 

miscarriages before the 20th weeks of gestation or before 
the fetus weighing 500 grams [2-5], which affects about 

1%-3% of couples who plan to have children [3]. From an 
immunological point of view, pregnancy requires the pro-
duction of inhibitory factors that prevent the rejection of 
foreign fetal antigens by the maternal immune system [7]. 
Human Leukocyte Antigen-G (HLA-G), a non-classical 
HLA class I molecule, is expressed in the cytotrophoblast 
stem cells at the fetal-maternal interface [8]. This molecule 
inhibits immune responses and induces the production of 
inhibitory and regulatory cells [9]. Changes in HLA-G ex-
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pression have been reported in the tissues of RPL patient 
[13]. Nucleotide changes in the promoter may affect HLA-
G expression level by altering binding affinity that target 
transcription factors [16]. The rs2735022 (-486 A>C) and 
rs1736933 (-689 A>G) polymorphisms, located in the 
HLA-G promoter, may affect its expression [16]. Given 
that the allele abundance of polymorphisms depends on 
the genetic background of each population [18, 24, 25], this 
study aims to evaluate the allele and genotype frequencies 
of rs2735022 and rs1736933 polymorphisms and analyze 
their association with RPL in Iranian women.

2. Materials and Methods

This case-control study was conducted during 2018-2019 
in northwestern Iran. Peripheral blood samples were taken 
from control (n=80) and RPL (n=100) groups. DNA was 
extracted by using Miller’s salting-out method [26] and 
DNA quantity and quality was determined using a spectro-
photometer and an electrophoresis system. Amplification 
of DNA fragments containing rs2735022 and rs1736933 
polymorphisms found in the upstream of HLA-G gene 
was performed by forward primers (5-GACTCACACG-

GAAACTTAGG-3) and reverse primers (5-ACACAG-
GTTAGGAGAAGGAG-3). The Polymerase Chain Re-
action (PCR) was initiated at first denaturation for 5 min 
at 95°C and then amplified in 40 cycles, each containing 
denaturation at 95°C for 30 seconds, annealing at 58 °C for 
30 seconds, and extension at 72°C for 30 seconds. The final 
extension was performed for 5 minutes at 72°C. The PCR 
products for sequencing were sent to Microsynth Company 
in Zurich, Switzerland and the sequences were edited in 
Chromas 2.6.6 software. Frequencies in both groups were 
compared by using t-test in SPSS V. 22 software, consider-
ing a significance level of P≤ 0.05. The haplotypes were de-
termined using PHASE 2.1 and Haploview 4.2 applications

3. Results

Genotype and allele frequencies of rs2735022 poly-
morphism 

Comparison of allele and genotype frequencies of 
rs2735022 between RPL and control groups showed that 
C allele (OR=1.897) and CC genotype (OR=1.932) were 

Table 1. Genotype and allele frequencies of rs2735022 polymorphism in two study groups

Polymorphism
No. (%)

OR 95%CI K2 P
RPL Group Control Group 

Genotypes

AA 8 (8) 16 (20) 0.348 0.891-0.132 1.681 0.012

CA 37 (37) 33 (41.25) 0.836 0.537-1.455 0.319

CC 55 (55) 31 (38.75) 1.932 1.533-3.059 0.015

Alleles
A 53 (26.5) 65 (40.62) 0.527 0.999-0.277 0.017

C 147 (73.5) 95 (59.38) 1.897 1.605-3.001 0.019

OR=Odds Ratio.

Table 2. Genotype and allele frequencies of rs1736933 polymorphism in two study groups

polymorphism 
No. (%)

OR 95%CI K2 P
RPL Group Control Group 

Genotypes

AA 7 (7)  15 (18.75) 0.324 0.876-0.117 1.479 0.013

GA 36 (36) 33 (41.25) 0.801 0.475-1.425 0.269

GG 57 (57) 32 (40) 1.988 1.635-3.090 0.012

Alleles
A 50 (25) 63 (39.37) 0.513 0.981-0.268 0.021

G 150(75) 97 (60.63) 1.948 1.734-3.019 0.013

OR=Odds Ratio.
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significantly different in the two groups (P<0.05), and they 
had a positive relationship with the RPL (Table 1).

Genotype and allele frequencies of rs1736933 polymor-
phism 

Comparison of allele and different genotype frequencies of 
rs1736933 polymorphism in RPL and control groups showed 
that G allele (OR=1.948) and GG genotype (OR=1.988) 
were significantly different in the two groups (P<0.05), and 
they had a positive correlation with the RPL (Table 2).

Haplotypes of rs2735022 and rs1736933 polymorphisms

Comparing the frequencies of two polymorphisms be-
tween the two study groups showed that GC haplotype was 
associated with RPL. The Linkage Disequilibrium (LD) 
analysis results showed that the linkage of the studied hap-
lotypes was high (LD =94) for rs2735022 and rs1736933 
polymorphisms (Figure 1).

4. Discussion and Conclusion

 The HLA-G promoter shows several peculiarities and 
the amount of protein produced by HLA-G is affected by 
several polymorphisms in the HLA-G gene, including poly-
morphisms rs2735022 and rs1736933 [27]. In our study, a 
comparison of genotype frequencies between the two study 
groups in terms of rs2735022 polymorphism showed that 
the homozygous CC genotype had a positive significant re-
lationship with the RPL (P=0.015). It was also found that 
the C allele had a positive significant relationship with the 
RPL (OR=1.897, P=0.019). For rs1736933 polymorphism, 
results showed that the homozygous GG genotype had a 
positive significant relationship with the RPL (P=0.012). 
The G allele also had a positive association with the RPL 
(OR=1.948, P =0.013). Consistent with our results, Ober et 

al. observed that not only rs2735022 and rs1736933 poly-
morphisms are associated with RPL, but also the serum 
HLA-G level decreases in women with RPL [19]. The main 
haplotype reported in our study was GC which may be an 
important factor in RPL in northwestern Iran 
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آنتی ژن  ژن  بالادست   rs2735022 و   rs1736933 پلی مورفیسم های  هاپلوتایپی  اثر  بررسی 
لکوسیت انسانی G بر اختلال سقط مکرر در زنان شمال غرب ایران

زمینه سقط مکرر یک بیماری چندعاملی است که 1 تا 3 درصد از زوج ها را درگیر می کند. به دلیل اینکه HLA-G در حفاظت جنین در 
مقابل سیستم ایمنی مادر نقش دارد، احتمال می رود جهش و تغییر ژنی در ژن HLA-G بر موفقیت بارداری اثر بگذارد. 

هدف مطالعه حاضر جهت بررسی اثر هاپلوتایپی پلی مورفیسم های rs1736933 و rs2735022 بالادست ژن HLA-G بر اختلال سقط 
مکرر خودبه خودی در جمعیت شمال غرب ایران انجام گرفت. 

مواد و روش ها در این مطالعه مورد شاهدی که در سال 1397 و 1398 انجام شد، پس از نمونه گیری از صد زن که دارای سابقه سقط 
مکرر و خودبه خودی بودند و هشتاد فرد با باروری طبیعی و استخراج DNA ژنومی، ناحیه پروموتر ژن HLA-G توسط واکنش زنجیره ای 
پلیمراز تکثیر و تعیین توالی شد. فراوانی های آللی و ژنوتیپی دو گروه توسط آزمون آماری تی تست مقایسه شدند. بررسی های هاپلوتایپی، 

با استفاده از نرم افزار Phase نسخه 2/1 و Haploview نسخه 4/2 انجام گرفت. 
یافته ها نتایج نشان داد که آلل C و ژنوتیپ CC در جایگاه پلی مورفیسم 486- و همچنین آلل G و ژنوتیپ GG درجایگاه پلی مورفیسم 
689 - با بیماری سقط مکرر دارای ارتباط مستقیم و معنی داری است )P<0/05). فراوانی هاپلوتایپ های AA, AC, GA, GC در گروه بیمار 
به ترتیب 0/03 ،0/01 ،0/23 و 0/72 و در گروه شاهد 0/59، 0/02، 0/01 و 0/39 محاسبه شد. بررسی آماری نشان داد که هاپلوتایپ 

GC با بروز سقط مکرر همراه است )P<0/05). میزان عدم تعادل پیوستگی برابر با 94 محاسبه شد.

نتیجه گیری بررسی هاپلوتایپ GC در جایگاه های rs2735022 و rs1736933 واقع در بالادست ژن HLA-G می تواند در بررسی های 
ژنتیکی افراد مبتلا به بیماری سقط مکرر در جمعیت زنان شمال غرب ایران کمک کننده باشد.
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مقدمه

طبق تعریف سازمان بهداشت جهانی1، سقط جنین به معنای 
ختم حاملگی قبل از هفته بیستم حاملگی و یا تولد جنینی با وزن 
کمتر از 500 گرم است ]1[. سقط مکرر یا RPL شایع ترین عارضه 
بارداری است و به صورت وقوع دو یا بیش از دوبار سقط قبل از هفته 
بیستم و یا قبل از رسیدن جنین به وزن500 گرم تعریف می شود 
که حدود 1 تا 3 درصد از زوج هایی را که قصد بچه دار شدن دارند، 
متأثر می کند ]5-2[. از جمله عواملی که منجر به این بیماری 
می شود، اختلالات سیتوژنتیکی، بدشکلی های رحمی، ترومبوفیلی 
ارثی، خودایمنی، مشکلات اسپرم و فاکتورهای محیطی است ]4[. 
با وجود این، نیمی از دلایل آن در بیشتر بیماران نامشخص باقی 

1. World Health Organization (WHO)

مانده است ]5[. رایج ترین ژن های دخیل در سقط مکرر، ژن های 
مرتبط با تغییرات متابولیسم مادری، آمبولی خونی )لخته شدن 

خون)، التهاب و تحمل ایمنی هستند ]6[.

از نقطه نظر ایمنی شناسی، بارداری نیازمند تولید فاکتورهای 
جنین  بیگانه  آنتی ژن های  رد شدن  از  که  است  مهار کننده ای 
HLA- توسط سیستم ایمنی مادر جلوگیری کند ]7[. مولکول

G جزو ژن های HLA کلاس یک غیر کلاسیک است که غالباً 
در طی بارداری و در رابطه مادر جنین شناخته می شود و روی 
سلول های سیتوتروفوبلاست در سطح مشترک مادری جنینی 
ایمنی را مهار کرده  بیان می شود ]8[. این مولکول پاسخ های 
و تولید سلول های مهاری و تنظیمی را القا می کند ]9[. به دلیل 
تماس نزدیک سلول های ایمنی مادر با جنین، HLA-G از طریق 
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محافظت جنین نیمه آلوژنیک در برابر سلول های کشنده طبیعی2 
مادر باعث حفاظت از حاملگی می شود ]10[.

HLA-G اولین بار در سال1986 به دنبال یافتن یک مولکول 
HLA در سطح سلول های تروفوبلاست خارج ویلوسی و یک رده 
مولکول  این  بیان   .]11[ شد  شناخته  کوریوکارسینوما  سلولی 
بیشتر روی سلول های  اما  به سلول های جفت نیست،  محدود 
جفت بیان شده است. HLA-G به عنوان یک مولکول اختصاصی 
بیان شده توسط سلول های سیتوتروفوبلاست بافت جنینی، در 
سطح مشترک مادری جنینی شناسایی شده است و بررسی های 
انجام شده نشان داده است که این مولکول در محافظت جنین از 
سیستم ایمنی مادر نقش دارد ]12[. تغییر بیــان HLA-G در 

بافت جفت افراد مبتلا به سقط مکرر گزارش شده است ]13[.

 6.p21.3 یک قطعه 3363 جفت بازی در موقعیت HLA-G ژن
با هشت اگزون و هفت اینترون است و یک رونوشت 1578 بازی 
مربوط به زنجیره سنگین HLA-G را کُد می کند ]15 ،14[. این 
ژن دارای 51 آلل است که شانزده پروتئین مختلف HLA-G را کُد 
می کند ]12[. تغییرات نوکلئوتیدی در پروموتر ممکن است سطوح 
HLA-G را از طریق تغییر دادن میل ترکیبی توالی هایی که هدف 

عوامل رونویسی هستند، تحت تأثیر قرار دهد ]16[. 

ناحیه  در   rs1736933 و   rs2735022 مورفیسم های  پلی 
پروموتر ژن HLA-G قرار گرفته اند و تحت عنوان 486A>C - و 
689A>G,T- نیز شناخته می شوند ]16[. پلی مورفیسم -486 
در نزدیکی عنصر شوک گرما قرار دارد ]17[. در زنان نابارور و 
باروری، کمبود فاکتور شوک گرما مشاهده  یا دارای مشکلات 
شده است. این پلیمورفیسم با تحت تأثیر قرار دادن اتصال فاکتور 
شوک گرما به عنصر شوک گرما، منجر به تفاوت های اولیه در بیان 

HLA-G می شود ]18[.

پلی مورفیسم 689- در نزدیکی ناحیه GAS قراردارد. اینترفرون 
 IFNGR1 ،به گیرنده نوع 2 اینترفرون گاما گاما 1b مستقیماً 
فسفریله   STAT1 درنهایت،  فرایندهایی  طی  و  می شود  متصل 
شده و در داخل هسته موجب آغاز رونویسی ژن های مرتبط با 
سیستم ایمنی می شود ]19[. مطالعات گذشته حاکی از ارتباط 
نشان  بررسی ها   .]20[ است  مکرر  سقط  با  پلی مورفیسم  این 
می دهند که HLA-G به عنوان لیگاند برای گیرنده های سلولی 
NK عمل می کند و قادر است عملکرد سلول های NK را مهار 
کند و اگر این فعالیت کنترل نشود می تواند به صورت بالقوه به 
این،کاهش سطح سرمی بر  جنین آسیب برساند ]21[. علاوه 

HLA-G  در بیماران مبتلا به سقط مکررخودبه خودی و همراهی 
پلی مورفیسم های 486- و 689- با آن بیماری گزارش شده است 
]19[. مطالعات نشان می دهند که به طور کلی جهش در ژن 
HLA-G و یا توالی های بالادست آن ممکن است با تعدیل بیان ژن 

2. Natural Killer (NK)

HLA-G بر موفقیت بارداری تأثیر داشته باشد ]23 ،22[. با توجه 
به اینکه فراوانی آللی پلی مورفیسم ها در جمعیت های مختلف به 
پیش زمینه ژنتیکی آن جمعیت ها بستگی دارد ]25-18[، ممکن 
است فراوانی پلی مورفیسم های 689- و 486- واقع در بالادست 
HLA-G نیز در جمعیت زنان شمال غرب ایران با جمعیت های 
دیگر متفاوت باشد؛ بنابراین مطالعه حاضر با هدف مشخص کردن 
هاپلوتایپ شایع جایگاه های مذکور و ارتباط آن با بیماری سقط 

مکرر در جمعیت زنان شمال غرب ایران انجام گرفت. 

مواد و روش ها

مطالعه حاضر از نوع مورد شاهدی بوده و در سال های 1397 و 
1398 انجام گرفت. افراد شرکت کننده شامل صد زن بیمار بودند 
که حداقل در دو بار از حامگلی های خود، دارای سابقه سقط مکرر 
خودبه خودی بوده و به بیمارستان الزهرا و درمانگاه مادر تبریز 
مراجعه کرده بودند و توسط متخصص زنان و زایمان انتخاب و در 
مطالعه شرکت داده شدند. معیار ورود افراد به گروه بیمار شامل 
حداقل دو سقط مکرر بدون دلیل و معیارهای خروج از مطالعه، 
وجود سندرم TORCH )توکسوپلاسموز روبلا سیتومگالوویروس 
هورمونی  اختلالات  کروموزومی،  مشکلات  ویروس)،  هرپس 
و آناتومیکی رحمی بودند ]32-5[. معیار ورود به گروه شاهد 
داشتن حداقل یک بچه با بارداری طبیعی و معیار خروج از مطالعه 
داشتن سابقه هرگونه سقط یا استفاده از روش های کمک بارداری 
بود. همچنین هشتاد زن دارای سابقه بارداری نرمال به عنوان 

شاهد در مطالعه شرکت داده شدند.

پس از تصویب کمیته اخلاق دانشگاه به منظور انجام مطالعه، با 
اخذ رضایت آگاهانه، نمونه گیری از خون محیطی افراد گروه بیمار 
و شاهد به اندازه 2 سی سی انجام شد. نمونه ها در فریزر منفی 20 
درجه سانتی گراد جهت استخراج DNA از خون نگهداری  شدند. 
DNA بر اساس روش نمکی میلر استخراج شدند ]26[ و کمیت 
و کیفیت آن با استفاده از اسپکتروفتومتر و الکتروفورز تعیین شد. 
تکثیر قطعه DNA حاوی پلی مورفیسم های 689- و 486- واقع 
ترتیب،  )به  پرایمر  بالادست ژن HLA-G توسط یک جفت  در 
پرایمر رفت GACTCACACGGAAACTTAGG-3-5 و برگشت 

ACACAGGTTAGGAGAAGGAG-3-5 ) انجام شد. 

پرایمرها با نرم افزار الیگو نسخه 7 طراحی شدند. واکنش زنجیره ای 
پلیمراز با آنزیم Tag پلیمراز در یک واسرشتی اولیه در 95 درجه 
سانتی گراد به مدت 5 دقیقه آغاز شد و سپس تکثیر در چهل سیکل 
که هرکدام شامل واسرشتی در 95 درجه سانتی گراد به مدت30 
ثانیه، اتصال در58 درجه سانتی گراد به مدت 30 ثانیه، تکثیر در 72 
درجه سانتی گراد به مدت 30 ثانیه انجام و با تکثیر نهایی 5 دقیقه 
در 72 درجه سانتی گراد انجام شد. درنهایت محصولات PCR جهت 
تعیین توالی به شرکت میکروسینس سوئیس ارسال شدند. ژنوتیپ 
افراد با استفاده از نرم افزار Chromas نسخه 6/6/2 تعیین و فراوانی 
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ژنوتیپی و آللی در گروه های بیمار و شاهد محاسبه شدند. فراوانی ها 
از نرم افزار  با استفاده  در هر دو گروه توسط آزمون آماری تی و 
SPSS نسخه 22 مقایسه شدند. P≤0/05 از لحاظ آماری معنی دار 
فرض شد. هاپلوتایپ ها، با استفاده از نرم افزار Phase نسخه 2/1 و 

Haploview نسخه 4/2 تعیین شد.

یافته ها

تمامی افراد شرکت کننده در مطالعه ترک زبان بوده و قومیت 
آذری داشتند. اطلاعات جمعیت شناختی و بالینی و شاخص های 

آمار توصیفی در جدول شماره 1 ارائه شده است.

و  پلی مورفیسم 486-  به  افراد نسبت  ژنوتیپ  تعیین  جهت 
689-، قطعه ای به طول 684 جفت باز از ناحیه پروموتری ژن 
 PCR تکثیر شد. در مرحله بعد محصولات PCR توسط HLA-G
تعیین توالی شدند و ژنوتیپ افراد از روی کروماتوگرام های حاصل 
خوانده شد. نمونه هایی ازکروماتوگرام های های مختلف مربوط به 
جایگاه های پلی مورفیسم های 486- و 689- در شکل شماره 1 

نشان داده است.

پس از تعیین توالی محصولات PCR، ژنوتیپ افراد نسبت به 
جایگاه 486- تعیین شد. در بین افراد بیمار، هشت نفر هموزیگوت 
 (CC( نفر هموزیگوت  و 55   (CA( نفر هتروزیگوت   37 ،(AA(
نفر   33 ،(AA( نفر هموزیگوت بودند و در گروه شاهد شانزده 

بررسی  بودند.   (CC( هموزیگوت  نفر  و 31   (CA( هتروزیگوت 
تعادل هاردی واینبرگ نشان داد که جمعیت نسبت به این جایگاه 
ژنی در تعادل است )K2=1/681). همچنین فراوانی آلل A)آلل 
نرمال) و فراوانی آلل C برای گروه های بیمار و شاهد محاسبه شد 
)جدول شماره 2). مقایسه فراوانی های آللی و فراوانی های ژنوتیپی 
بین گروه های بیمار و شاهد نشان داد که آلل C و ژنوتیپ CC در 
دو گروه اختلاف معنی داری با هم دارند )P<0/05). مقادیر نسبت 
شانس OR برای ژنوتیپ CC برابر با 1/932 و برای آلل C برابر 
با 1/897 به دست آمد که حاکی از همراهی مثبت آنها با بروز 

بیماری سقط مکرر خودبه خودی بود )جدول شماره 2).

پس از تعیین توالی محصولات PCR، ژنوتیپ افراد نسبت به 
جایگاه 684- تعیین شد. در بین افراد بیمار، هفت نفر هموزیگوت 
 (GG( و 57 نفر هموزیگوت (GA( 36 نفر هتروزیگوت ،(AA(
 ،(AA( وجود داشت و در بین افراد شاهد پانزده نفر هموزیگوت
33 نفر هتروزیگوت )GA) و 32 نفر هموزیگوت )GG) داشتند. 
بررسی جمعیت از نظر تعادل نشان داد که جمعیت مورد بررسی 
دارد  قرار  واینبرگ  هاردی  تعادل  در  جایگاه 684-  به  نسبت 
برای   G و  نرمال)  )آلل   A آلل های  آللی  فراوانی   .(K2=1/479(
شده  داده  نشان  شماره 3  جدول  در  شاهد  و  بیمار  گروه های 
است. مقایسه فراوانی های آللی و فراوانی های ژنوتیپ های مختلف 
گروه های بیمار و شاهد نشان داد که آلل G و ژنوتیپ GG در دو 

 
 یافته ها
زبان بوده و قومیت افراد شرکت کننده در مطایعه ترک    یتمام

ات جمعیدددت شدددناختی و بدددایینی و آذری داشدددتند  اطلاعددد
 ارایه شده است  1 شماره  آمار توصیفی در جدول هایشاخص
 

 689-و 486-   مورفیسدم  تعیین ژنوتیپ افراد نسبت به پلی   جهت 
جفددت بدداز از ناحیدده پرومددوتری ژن    684بدده طددول    قطعدده ای

HLA-G    وسط  تPCR    در مرحله بعد محصدولات   تکثیر شد
PCR  های  تعیین توایی شدند و ژنوتیپ افراد از روی کروماتوگرام

هدای مختلدف  هدای  نمونه هایی ازکروماتوگرام   د  حاصل خوانده ش 
  ر د 689- و 486-   هدای مورفیسدم هدای پلدی ه مربوط به جایگا 

   است نشان داده    1  شماره   شکل 
 

HLA-G(-689)     HLA-G(-486)
                                                   

       AA              AA    

   ایف    
     GA              CA     

   ب  
    CC            GG      

        ج  
های حاصل از تعیین نمونه هایی از کروماتوگرام -1شکل 
 486- و   689-فیسم  یمور پل برای دو   PCRصولات حم توایی
 در دو جایگاه AAهای افراد هموزیگوت کروماتوگرام ایف(
 در دو جایگاه های افراد هتروزیگوت کروماتوگرامب( 
و فرد   486-در جایگاه  CCفرد هموزیگوت کروماتوگرامج( 

 689-در جایگاه  GGهموزیگوت  

 
، ژنوتیپ افدراد نسدبت PCRپس از تعیین توایی محصولات  

 فدرن  8،  بیمداردر بدین افدراد  تعیدین شدد     486-به جایگداه  
 نفدر  55( و  CAهتروزیگوت )  نفر  37،  (AA)هموزیگوت  

 نفدددر16گدددروه کنتدددرل  درو  بودندددد( CCهموزیگدددوت )
 نفدر  31( و  CAهتروزیگوت )  نفر  33،  (AA)هموزیگوت  
بررسی تعادل هاردی واینبدر     فت شد( یاCCهموزیگوت )

 نشان داد که جمعیت نسبت به این جایگاه ژنی در تعادل است
(=1.6812K)   فراواندی آیدل همچندینA و (نرمدال )آیدل 

های بیمار و کنتدرل محاسدبه شدد برای گروه   Cفراوانی آیل
هدای های آیلدی و فراواندیاوانیفر(  مقایسه  2شماره    )جدول

و   Cبیمار و کنترل نشان داد کده آیدل  هایگروه  ژنوتیپی بین
در دو گروه اخدتلا  معندی داری بدا هدم دارندد   CCژنوتیپ

(05/0P< مقادیر  )1 نسبت شانسOR  ژنوتیدپ برایCC 
بدسدت آمدد   897/1ر با  ببرا  Cآیل    برای  و  932/1رابر با  ب

با بروز بیمداری سدقط مکدرر   که حاکی از همراهی مثبت آنها
 ( 2شماره  )جدولبود خودبخودی

، ژنوتیپ افدراد نسدبت PCRپس از تعیین توایی محصولات  
 نفدر  7،  بیمداردر بدین افدراد  تعیدین شدد     684-به جایگداه  
 نفدر  57( و  GAهتروزیگوت )  نفر  36،  (AA)هموزیگوت  
 نفدر15بین افراد کنترل  وجود داشت و در(  GGهموزیگوت )
 نفدر  32( و  GAهتروزیگوت )  نفر  33،  (AA)هموزیگوت  
بررسی جمعیت از نظر تعادل .شدند  تعیین(  GGهموزیگوت )

در   684-نشان داد که جمعیت مورد بررسی نسبت به جایگاه  
فراواندی    (1.4792K=)تعادل هداردی واینبدر  قدرار دارد  

بیمدار و  هدایه بدرای گدرو Gو  (نرمال)آیل A هایآیلآیلی 
مقایسده    نشدان داده شدده اسدت  3شدماره    جدولدر  کنترل  
هددای مختلددف ژنوتیددپ هددایفراوانددیهددای آیلددی و فراوانددی
 GGژنوتیپو   Gآیلبیمار و کنترل نشان داد که  هایگروه

اخدددتلا  معندددی داری نسدددبت بددده هدددم در دو گدددروه 
رای ژنوتیددپ بدد Odds Ratio(  مقددادیر >05/0Pدارنددد)
GG  و بددرای آیددل  988/1برابددر بدداG  948/1برابددر بددا 

با بدروز بیمداری   همراهی مثبت آنهامحاسبه شد که حاکی از  
 ( 3شماره  )جدولمی باشدسقط مکرر خودبخودی 

 
1 Odds Ratio 

شکل 1. نمونه هایی از کروماتوگرام های حاصل از تعیین توالی محصولات PCR برای دو پلی مورفیسم 689- و 486-
الف)کروماتوگرام های افراد هموزیگوت AA در دو جایگاه؛

ب) کروماتوگرام های افراد هتروزیگوت در دو جایگاه؛
ج) کروماتوگرام فرد هموزیگوت CC در جایگاه 486- و فرد هموزیگوت GG در جایگاه 689-.
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گروه نسبت به هم اختلاف معنی داری دارند )P<0/05). مقادیر 
Odds Ratio برای ژنوتیپ GG برابر با 1/988 و برای آلل G برابر 
با 1/948 محاسبه شد که حاکی از همراهی مثبت آن ها با بروز 

بیماری سقط مکرر خودبه خودی است )جدول شماره 3).

 آنالیز هاپلوتایپی توسط نرم افزار Haploview نسخه 6/6/2 چهار 
هاپلوتایپ برای این دو جایگاه شناسایی کرد. فراوانی هاپلوتایپ های 
AC ،GA ،GC و AA به ترتیب در گروه بیمار برابر با 71/95، 3/04، 

1/54 و 2/34 درصد و در گروه شاهد برابر با 58/73، 1/88، 0/63 و 
38/73 درصد محاسبه شد )جدول شماره 4). مقایسه این فراوانی ها 
بین دو گروه نشان داد که هاپلوتایپ GC با بیماری سقط مکرر 
Haplo- با نرم افزار LD  خودبه خودی همراهی نشان می دهد. آنالیز

view نسخه 6/6/2 نشان داد که میزان پیوستگی هاپلوتایپ های 
بالاست   -486 و   -689 پلی مورفیسم  دو  هر  برای  مطالعه شده 

)LD=94) )شکل شماره 2).

بحث و نتیجه گیری

سطح  و  می دهد  نشان  متعددی  تغییرات   HLA-G پروموتر 
پروتئین تولیدشده توسط HLA-G متأثر از چندین پلی مورفیسم 
A>C- پلی مورفیسم  آن ها  جمله  از  که  است   HLA-G ژن  در 

بررسی  جهت  حاضر،  مطالعه   .]27[ است   -689 A>G و   486
 rs2735022 و rs1736933 اثر هاپلوتایپی پلی مورفیسم های
در  مکرر خودبه خودی  اختلال سقط  بر   HLA-G ژن  بالادست 

جمعیت زنان آذری شمال غرب ایران انجام گرفت. 

نشان   -486 پلی مورفیسم  آماری  تحلیل  از  حاصل  نتایج 
داد که فراوانی ژنوتیپ های CA ،CC و AA در گروه بیمار به 
ترتیب )55)55 ،)37)37 و )8)8 و در گروه شاهد )38/75)31 
،)41/25) 33 و )20) 16 است. مقایسه فراوانی های ژنوتیپی بین 

شکل 2. میزان عدم تعادل پیوستگی پلی مورفیسم های 486- و 689-

جدول 1. شاخص های آمارتوصیفی متغیرهای جمعیت شناختی برای گروه شاهد و بیمار

شاهد بیمار متغیرها

32/25±6/98 33/17±7/07 سن )سال( )میانگین±انحراف معیار(

43-22 45-20 محدوده سنی

- 48 2 

تعداد سقط
- 43 3 

- 9 ≥4 

- 100 کل

- 22 بله

-سابقه خانوادگی 78 خیر

- 100 کل

39 48 دانشگاهی

تحصیلات
25 36 دیپلم 

16 16 دیپلم >

80 100 کل

46 - 1

تولد زنده
29 - 2

5 - 3

80 - کل
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دو گروه نشان داد که ژنوتیپ هموزیگوت CC همراهی مثبتی 
با سقط مکرر دارد )P=0/015). فراوانی آللی آلل های A و C به 
ترتیب در گروه بیمار )26/5) 53 و )73/5) 147 و در گروه 
شاهد )40/62) 65 و )59/38) 95 محاسبه شد و مشخص شد 
افزایش معنی داری در   P=0/019 و OR=1/897 با  C که آلل

بیماری سقط مکرر دارد.

همچنین نتایج تحلیل آماری پلی مورفیسم 689- نشان داد که 
فراوانی ژنوتیپ های GA ،GG و AA در گروه بیمار به ترتیب )57) 
57، )36) 36 و )7) 7 و در گروه شاهد )40) 32، )41/25) 33 
و )18/75) 15 است. مقایسه فراوانی های ژنوتیپی بین دو گروه 

نشان داد که ژنوتیپ هموزیگوت GG همراهی مثبت با سقط 
مکرر دارد )P=0/012). فراوانی آللی آلل های A و G به ترتیب در 
گروه بیمار )25) 50 و )75) 150 و در گروه شاهد )39/37) 63 
و )60/63) 97 محاسبه و مشخص شد آلل G با OR=1/948 و 
P=0/013 افزایش معنی داری در بیماری سقط مکرر نشان داد. 
در این مطالعه، متوسط سنی گروه بیمار 20-45 سال بود که 

می تواند محدوه خطرساز برای سقط جنین باشد.

با توجه به اهمیت مولکول HLA-G در ایجاد تولرانس مادری 
 NK جنینی، این مولکول ممکن است از طریق مهار سلول های
از   .]21[ مادر شود  ایمنی  توسط سیستم  دفع جنین  از  مانع 

جدول 2. توزیع ژنوتیپی و آللی پلی مورفیسم 486- در زنان مبتلا به بیماری سقط مکرر و گروه شاهد

)-486(
بیمار

100=N
F )درصد(

شاهد
80=N

F )درصد(

نسبت 
سطح معنی داریکای اسکوئر)CI%95(شانس

ژنوتیپ ها

AA8 )8( 16 )20( 0/348)0/891-0/132(1/6810/012
CA37 )37( 33 )41/25( 0/836 )1/537-0/455(0/319
CC55 )55( 31 )38/75( 1/932)3/533-1/059(0/015

آلل ها
A53 )26/5( 65 )40/62( 0/527 )0/999-0/277(0/017
C147 )73/5( 95 )59/38( 1/897 )3/605-1/001(0/019

جدول3. توزیع ژنوتیپی و آللی پلی مورفیسم 689- در زنان مبتلا به بیماری سقط مکرر و گروه شاهد

)-689(
F )درصد(

نسبت 
سطح معنی داریکای اسکوئر)CI%95(شانس بیمار

100=N
شاهد
80=N

ژنوتیپ ها

AA7 )7( 115 )18/75( 0/324)0/876-0/117(1/4790/013

GA36 )36( 333 )41/25( 0/801)1/475-0/425(0/269

GG57 )57( 32 )40( 1/988 )3/635-1/090(0/012

آلل ها
A 50 )25( 63 )39/37( 0/513)0/981-0/268(0/021

G 150 )75(97 )60/63( 1/948 )3/734-1/019(0/013

جدول 4. هاپلوتیپ های جایگاه های 486- و 689- ژن HLA-G و فراوانی آن ها به تفکیک گروه های بیمار و شاهد

فراوانی گروهتعدادهاپلوتایپ هاشاخص 
بیمار

SE†

بیمار
فراوانی گروه 

شاهد
SE

شاهد

H1GC2380/719549/0014360/5873750/000876

H2GA90/0304510/0014360/0188750/000876

H3AC40/0154510/0014360/0063750/000876

H4AA1090/2345490/0014360/387375)GGIH( 0/000876

†خطای استاندارد.
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سوی دیگر تغییر در بیان مولکول HLA-G در سطح سلول ها و 
یا تغییرات غلظت سرمی آن در برخی اختلالات دوران بارداری 
مانند اکلامپسی، پره اکلامپسی و سقط های مکرر خودبه خودی 
 ،HLA-G ژن  ساختار  در   .]25[ است  گرفته  قرار  توجه  مورد 
پلی مورفیسم هایی در ناحیه کُد کننده، ناحیه غیر قابل ترجمه 
بالادست و پروموتر گزارش  ناحیه تنظیمی  انتهای ´3 ژن،  در 
شده اند که روی بیان HLA-G اثر گذاشته و پروتئین هایی با اعمال 
مختلف ایجاد می کند و از آنجا کهHLA-G دارای خواص سیستم 
ایمنی است، درک تنظیم ژن و نقش جایگاه های چندشکلی روی 
عملکرد ژن ممکن است روش خاصی در استفاده از HLA-G برای 

اهداف درمانی در آینده باشد ]16-24[.

پلی مورفیسم  جایگاه  بررسی  در   (2010( همکاران  و  برگر3 
با بیماری سقط   C 486- روی زنان قفقازی دریافتند که آلل
مکرر همراهی نشان می دهد. در مطالعه آن ها، آلل G از جایگاه 
689- با OR=1/33 همراهی مثبتی با بیماری نشان داد ]28[. 
نتایج حاصل از مطالعه ما با نتایج برگر و همکاران مطابقت دارد 
و یافته های آن ها را تأیید می کند. این نتایج حاکی از اهمیت 
دو جایگاه پلی مورفیسم مورد مطالعه در بیماران مبتلا به سقط 
مکرر است. همچنین، اگراوال4 و همکاران در مطالعه خود در سال 
2015 در هندوستان، همراهی معنی داری بین جایگاه 689- و 
بیماری مشاهده نکردند. با وجود این، نتایج آن ها حاکی از همراهی 

معنی دار بین آلل C جایگاه 486- با سقط مکرر بود ]29[. 

در سال 1397 یزدانی و همکاران نشان دادندکه پلی مورفیسم های 
rs1736937 و rs1632948 بالادست ژن HLA-G با سقط مکرر 
پلی مورفیسم های  اهمیت  از  حاکی  نتایج  این  هستند.  مرتبط 
بارداری  موفقیت  در   HLA-G پروموتر   (SNPs( تک نوکلئوتیدی 
است ]20[. طبق نتایج مطالعه حاضر، آبر5 و همکاران در مطالعه 
خود مشاهده کردند که نه تنها پلی مورفیسم های 486- و 689- 
با سقط مکرر خود به خودی همراهی نشان می دهند، بلکه سطح 
سرمی HLA-G  در افراد مبتلا کاهش می یابد. به طور کلی، مطالعه 
آن ها سطح فوق العاده ای از تغییر در منطقه تنظیمی بالادست 
HLA-G را مشخص کرده و شواهدی برای ارتباط بین SNP منطقه 
پروموتر و میزان از بین رفتن جنین فراهم آورد ]19[. گذشته از 
آن، استفاده از فناوری های نوین توالی یابی اهمیت بالای تغییرات 
و پلی مورفیسم های بالادست ژن HLA-G را آشکار کرده و بیش از 

پیش به سبب شناسی این بیماری کمک کرده است ]30[. 

گزارشات حاکی از آن است که مطالعات همراهی بر اساس 
تعیین هاپلوتایپ شناساگرها می تواند قدرت تعیین نقشه و ژن های 
عامل بیماری ها را بهبود بخشد ]31[؛ بنابراین در مطالعه حاضر، 
اثر هاپلوتیپی دو جایگاه 486- و 689- بر سقط مکرر و همراهی 

3. Berger
4. Agrawal
5. Ober

آن ها با بیماری سقط مکرر مورد بررسی بیشتر قرار گرفت. طبق 
تجزیه و تحلیل نتایج هاپلوتایپی، بیشترین فراوانی هاپلوتیپی در 
این مطالعه، مربوط به هاپلوتیپ GC بوده و به ترتیب درگروه های 
بیمار و غیر بیمار 71/95 و 58/74 درصد به دست آمد. این نتایج 
نشان می دهند که هاپلوتایپ GC در زنان شمال غرب ایران با 
سقط مکرر خودبه خودی همراهی نشان می دهد. با بررسی عدم 
تعادل پیوستگی آلل های دو جایگاه مورد مطالعه، میزان پیوستگی 
برای آلل های دو جایگاه برابر با 94 درصد )LD=94) به دست آمد 
که حاکی از عدم تعادل پیوستگی قوی بین دو جایگاه در جمعیت 
 GC مورد مطالعه است. این نتایج نشان می دهند که هاپلوتایپ
می تواند به عنوان یکی از عوامل تأثیرگذار در بیماری سقط مکرر 

در زنان شمال غرب ایران در نظر گرفته شود. 

 CC و ژنوتیپ C نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که آلل
در پلی مورفیسم 486- وآلل G و ژنوتیپ GG در پلی مورفیسم 
684- در جمعیت زنان آذری شمال غرب ایران همراهی مثبتی 
با بیماری سقط مکرر دارد. همچنین هاپلوتایپ GC، هاپلوتایپ 
شایع در جمعیت مورد مطالعه بوده و با بیماری سقط مکرر مرتبط 
است؛ بنابراین بررسی ژنوتیپ افراد نسبت به این جایگاه ممکن 
است بتواند برای تصمیم گیری و ارائه خدمات بهداشتی درمانی 

توسط متخصصان زنان و زایمان کمک کننده باشد.

ملاحظات اخلاقي

پیروي از اصول اخلاق پژوهش

زیست  پژوهش های  در  اخلاق  کمیته  در  مطالعه  این 
IR- TBZMED. با شماره  تبریز،  علوم پزشکی  دانشگاه  پزشکی 

REC.1398.208 مورد تأیید قرار گرفت.

حامي مالي

این مقاله حاصل بخشی از نتایج پایان نامه کارشناسی ارشد 
نویسنده اول در دانشگاه تبریز، دانشکده علوم طبیعی است.

مشارکت نویسندگان

و  نگارش  منابع،  جست وجوی  روش شناسی،  مفهوم سازی، 
تجزیه  پروژه،  اصلاح  و  نظارت  نجفی؛  زهرا  اصلی:  پیش نویس 
و تحلیل داده ها، ویراستاری و تأیید نسخه نهایی: محمد خلج 
و  فیضی  حسین پور  محمد علی  مشاوره:  و  کندری؛ مدیریت 

شمسی عباسعلی زاده.
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