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اي گردش خون  هاي چندهسته در لكوسيتدوبيان و سكانس ژن الاستاز 
 Single neucleotide polymorphism جهت تعيين سالممحيطي افراد 

(SNP) بروش RT-PCR   
  استاديار ايمونوژنتيك، پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري ؛* دكتر قاسم آهنگري

  استاديار ايمونولوژي باليني، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي ؛چاوش زادهدكتر زهرا                 
   كارشناس ارشد ژنتيك، دانشگاه خاتم؛زهره لاري يزدي
  كارشناس ژنتيك، پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري ؛موسي كيهاني

   ژنتيك و زيست فناوريكارشناس ارشد بيولوژي، پژوهشگاه ملي مهندسي ؛شيرين جمشيدي               
   دانشگاه علوم پزشكي تهراناستاد گروه كودكان، ،  و آلرژي ايمونولوژيفوق تخصص ؛دكتر ابوالحسن فرهودي

  خلاصه
نوتروفيل الاستازيك سرين پروتئاز قوي است كه .  كدكننده نوتروفيل الاستاز است دوژن الاستاز :هدف

  دو الاستازژن. باشد هاي بافت پيوندي مي يب بيشتر پروتئينشود و قادر به تخر ها يافت مي در نوتروفيل
هاي رده  در پاتوژنز بيماريايژن الاستاز دو  جايگاه ويژه.  اينترون است4 اگزون و 5متشكل از 

هاي تك نوكلئوتيدي داراي كاربرد  مورفيسم با توجه به اينكه پلي. اردها دميلوئيدي و ساير بيماري
هاي جديد فارماكوژنوميك هستند بنابراين شناخت پلي مورفيسم تك نوكلئوتيديفراوان در مطالعات 

  .تواند گامي در جهت پيشرفت اين علم باشد مي
اي از خون تازه جدا شدند و هاي چند هستهسلول.  گرفته شد سالمخون محيطي از افراد :روش مطالعه

RNAتوسط روش  ژن الاستازبيان .  توسط روش استاندارد استخراج گرديدRT-PCR و بكارگيري ده 
 capillaryها توسط روشسكانس هريك از اگزون. پرايمر اختصاصي مورد ارزيابي قرار گرفت

sequencingشناسائي شد .  
 يافت 44 اين ژن در كدن 2جديدي در اگزون مورفيسم تك نوكلئوتيدي  ررسي پليدر اين ب :هايافته
-  تبديل شده اما هيچ تغييري در سكانس آمينوA به G، ديمورفيسم تك نوكلئوتي پليدر اين . شد

 است كه مشابه GCG در نيمي از افراد نرمال مورد بررسي 44سكانس كدن . اسيدي ديده نشد
  .  تغيير يافته استGCA به GCG است و در نيمي ديگر NCBI  بانك اطلاعات ژنيسكانس
توان ارتباط مي خاص در افراد ايراني لئوتيديپلي مورفيسم تك نوكبا توجه به شناسائي  :گيرينتيجه

  .ها و پاسخ به درمان مورد ارزيابي قرار داد تا بتوان به بيماران تحت درمان كمك نمودآنها را با بيماري

  نوتروپني، ، نوتروفيل الاستاز، پلي مورفيسم تك نوكلئوتيديدوژن الاستاز  :هاي كليديواژه

  مقدمه
 قرار دارد pl3.3 19روي كروموزوم  )ELA2( دوالاستاز ژن 

 5000 اينترون است كه تقريبا 4 اگزون و 5و متشكل از 
 1999در سال . گيرد  ژنومي را در بر ميDNAجفت باز از 

  يل در ـاز نوتروفـ كدكننده الاستدواز ـهاي ژن الاستموتاسيون

 2000در سال .  و همكارانش گزارش شدDaleانسان توسط 
Dale در ايجاد دوهاي ژن الاستاز كه موتاسيون گزارش كرد 

 يـوتروپنـو ن  (cyclic neutropenia)اي ي دورهـوتروپنـن

 (severe congenital neutropenia)شديد مادرزادي 
ها در اين ژن در نوتروپني تنوع موتاسيون. نقش دارند

در بيماران  .]3، 2، 1[اي است دورهمادرزادي بيشتر از نوتروپني
ها در سراسر  موتاسيون ،نوتروپني شديد مادرزاديبه مبتلا 

اند و موجب تغييرات مولكولي در  سكانس ژن گسترده شده
. شوند الاستاز بالغ، نواحي پرودمين و ناحيه پروموتور مي

شوند  هاي كوتاه ميهايي كه موجب توليد پروتئين موتاسيون
. وندش  مشاهده مينوتروپني شديد مادرزاديفقط در بيماران 

- در اگزون ترجيحاًاينوتروپني دورههاي مرتبط با موتاسيون

 مجله بيماريهاي كودكان ايران
  1385 تابستان، 2 شماره ،16دوره

  2/7/84: تاريخ دريافت
 5/11/84 :تاريخ بازنگري
  19/11/84: تاريخ پذيرش

تهران،  :مسئول مقاله، آدرس*
پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و 
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  انهمكار و آهنگري، دكتر سالمخون محيطي افراد هاي فيلنوتر در دوبيان و سكانس ژن الاستاز 

هاي  قرار دارند و محدود به جايگزيني4و  3و  2هاي 
 splice donor site در splicingآمينواسيدي و نواقص در 

  .]6، 5، 4[شوند  مي4اينترون 
نوتروپني  در بيماران دوالاستاز غربالگري مولكولي ژن       
 30حدود سبب شناسائي نوتروپني شديد مادرزادي و اي دوره

 ،با توجه به ساختار سوم الاستاز. ده استشموتاسيون مختلف 
اي در اطراف سايت فعال آنزيم ها در نوتروپني دورهموتاسيون

ها موتاسيوناند در حاليكه در نوتروپني مادرزادي تجمع يافته
طي  .ر دارند در سطح مقابل سايت فعال آنزيم قراعمدتاً

هاي  مشخص شد كه ژن2002تحقيقات انجام شده در سال 
الاستاز نوتروفيل موش و انسان سازمان يابي مشابهي دارند و 

شباهت % 76الاستاز موش و انسان در سطح آمينواسيدي 
هنوز  دوژن الاستاز هاي پاتوژنيسيته موتاسيون .]5، 4، 2[دارند

در آنها  دوستاز  الانهايي كه ژموش. مشخص نشده است
بصورت هموزيگوت يا هتروزيگوت تخريب شده است تعداد 

 هايي كه ژن  است و فقط موشطبيعيهايشان نوتروفيل
 به  در آنها به صورت هموزيگوت تخريب شده شديداًدوالاستاز 

ساختار و  دوژن الاستاز هاي موتاسيون. ند هستعفونت حساس
 اخيراً. دهند ر ميخصوصيات بيولوژيكي الاستاز را تغيي

 در T > C 1929شواهدي از پديده موزائيسم براي موتاسيون 
نوتروپني پدري كه از نظر خوني سالم است ولي دخترش به 

دهنده   نشانمبتلا است ارائه شده كه قوياًشديد مادرزادي 
ها از مغز طبيعت بيماريزايي اين موتاسيون در توليد ميلوسيت

  .]9، 8، 7[استخوان است
  دوهاي اخير مشخص شده كه ژن الاستاز در طي سال      

هاي رده ميلوئيدي و ساير  در پاتوژنز بيماريايجايگاه ويژه
بيان و نحوه عملكرد اين ژن داراي كاربردهاي . ارددها بيماري

با توجه به تازگي . فراوان در حالت سلامت و بيماري است
د بيان اين ژن در موضوع و نقش كليدي اين ژن ابتدا لازم بو

با توجه به . . مورد بررسي قرار گيردسالمخون محيطي افراد 
هاي تك نوكلئوتيدي داراي كاربرد فراوان  مورفيسم اينكه پلي

پلي در مطالعات فارماكوژنوميك هستند بنابراين شناخت 
تواند گامي در جهت  هاي جديد ميمورفيسم تك نوكلئوتيدي

   .پيشرفت اين علم باشد

  هاروش ومواد
اين تحقيق در بخش پزشكي مولكولي و ايمونولوژي  
پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري و با همكاري 

  .بخش ايمونولوژي مركز طبي كودكان انجام گرديد
 خـون از  cc5بـا سـرنگ      :تهيه خون محيطي از افراد سـالم      

  كه حاوي  cc15افراد مورد آزمايش تهيه كرده و آنرا به فالكون          
cc5/0  كواگولانـت     مـاده آنتـي   ليتـر   ميل 1تاEDTA 1 % بـود 

خـون  . يـم ادد   دقيقه به آرامي تكـان       1يم و به مدت     رداضافه ك 
  .  تهيه شدسالم فرد 20محيطي از 
 در يك فالكون هم حجم خون از :RNA  استخراج

Polymorphoprep  سپس خون به آهستگي به خته شدري ،
رت يك لايه كاملاً مجزا بر روي صوهتا بوارد شد ديواره فالكون 

Polymorphoprepمورفوپرپ براي  قرار گيرد، پلي
پس از  .فتر ها به صورت اختصاصي بكار  جداكردن نوتروفيل
 اي با استفاده از كيتهاي چند هستهجداسازي سلول

Roche) يم و ردها را ليز ك سلول،)آلماني RNA با استفاده
محلول را كه حاوي  .شدراج هاي خاص استخعبور از ستون از

RNAبراي نگهداري  و درجه سانتيگراد -20 د در دمايو ب
  . يماد قرار د درجه سانتيگراد-70طولاني مدت در دماي 

بررسي  براي RNAبعد از استخراج  :ژل الكتروفورز
  ، استخراج شدهRNAچگونگي كيفيت استخراج و ميزان 

ده را روي ژل  استخراج شRNA ميكروليتر از 3 تا 2حدود 
 ژل را ،بعد از الكتروفورز. يمردبرده و الكتروفورز ك% 5/1آگارز 

ماورا بنفش آميزي كرده و با لامپ  با اتيديوم برمايد رنگ
   .يمردمشاهده ك
 Reverseدر اين مرحله با كمك آنزيم : cDNA ساخت

Transcriptase و با استفاده از  كيت RevertAid 
First Strand cDNA Synthesis (Fermantas) 

روش كار . شد اي ساخته   دو رشتهRNA ،DNAاز روي 
  : شامل مراحل زير بود

استريل عاري از نوكلئاز كه روي ليتري ميلي 5/0در يك ويال 
 1  ميكروليتر پريمر و RNA ،1 ميكروليتر 7شت يخ قرار دا
  تا3به آرامي مخلوط و به مدت  Deionizedآب  ميكروليتر

 دقيقه در 5ويال را به مدت سپس . يمردين ك ثانيه اسپ5
قرار داده، مجدداً روي يخ خنك  درجه سانتيگراد 70دماي 

كرده و قطرات پراكنده را با يك اسپين ملايم در ته ويال جمع 
  ميكروليتر4شت كه ويال روي يخ قرار دادر حالي. يمردك

Reaction buffer 5x، 1مهاركننده ريبونوكلئاز   ميكروليتر
 به آرامي با واضافه  dNTp mix 10mM  ميكروليتر1  و

ديگر  ثانيه 5  تا3يم و به مدت ردنوك تيپ مواد را مخلوط ك
 37  دقيقه در دماي5ويال را به مدت سپس . يمرداسپين ك

 1درنهايت . يماد و بعد آنرا داخل يخ قرار ددرجه سانتيگراد
 Revert Aid M-Mulv reverseآنزيم ميكروليتر

transcriptase اضافه و مواد را به آرامي با نوك تيپ مخلوط 
 به ودرجه  42  دقيقه در دماي60 ويال را به مدت م ويردك

در . گرفت قرار درجه سانتيگراد 70 دقيقه در دماي 10مدت 
ها با  ونهـودگي نمـاز آللازم اط ـايت احتيـامي مراحل با رعـتم
ده را در ـت آمدسه بCDNAيم و ري كردـازها جلوگيـوكلئـن

  .يم  نگهداري كرددرجه سانتيگراد -20برودت 
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   ميكروليتريreaction 25 غلظت و مقدار هركدام از مواد مورد نياز براي يك - 1جدول
Taq 

5u/lμ 
  پرايمربرگشت

Pmol10 
  پرايمر رفت

Pmol10  
dNTp  

)mM10(  
Mgcl2  

)50mM(  
PCR 

buffer 10X 
CDNA آب استريل

Lμ1/0  Lμ5/0 Lμ5/0 Lμ5/0 Lμ75/0 Lμ5/2 Lμ25/18 Lμ2 
 

از آن  CDNAت  پس از ساخ: مراز اي پلي واكنش زنجيره
 25 در لوله هاي PCRواكنش . عنوان الگو استفاده كرديمبه

 انجام پژوهش.  صورت گرفت1ميكرو ليتري مطابق جدول 
 اگزون 5اين ژن داراي .  بودژن الاستاز دوشده بر روي 

 با هم و 2 و 1، اگزونهاي all exonباشد بنابراين براي  مي
. احي پرايمر انجام شد بصورت جداگانه طر5 و 4، 3اگزونهاي 

 درنظر گرفته شد كه 2 و 1يك جفت پرايمر براي اگزونهاي 
  GC-richعلت اين امر كوچك بودن اين قسمت از ژن و 

 اوليه DNA سيكل ميليونها كپي از 30بعد از انجام . است
  . آيد بدست مي

بايستي روي ژل   محصول ميPCRبعد از انجام واكنش       
 PCRالكتروفورز گردد تا كيفيت عمل آگارز برده شود و 

 معمولاً از ژل PCRبراي الكتروفورز محصولات . بدست آيد
 .شود استفاده مي% 5/1 از ژل RNAو براي الكتروفورز % 2

 روي كاغذ پارافيلم به 3براي تهيه ژل از پودر آگارز و بافر 
 ميكروليتر قرار 1 به ميزان Loading bufferها  تعداد نمونه

 به آن اضافه و كاملاً PCR ميكروليتر محصول 5 داده و
 ارتباط بين سپس. وارد نموديميم و در چاهك ردمخلوط ك

و تانك را با سيم برقرار ) power supply(منبع تغذيه 
به مدت حدود يك ساعت  ولت  100 و الكتروفورز در كرديم

 كردن محصولات، ژل را با اتيديوم runپس از عمل . انجام شد
باندها را ماورا بنفش آميزي كرده و با لامپ   رنگبرمايد

پس از اطمينان از تكثير ژن و مشاهده باند . يمردمشاهده ك
 PCR ميكروليتر از هر يك از محصولات 50مربوطه مقدار 

 شركت كياژن بازيافت شده و DNA recoveryتوسط كيت 

 capillary sequencingبراي تعيين سكانس به روش 
  .انجام شد

  هاتهياف
 RNAبراي بررسي چگونگي كيفيت استخراج و ميزان 

 را از RNAاستخراج شده هر نمونه بايد الگوي الكتروفورز 
يعني يك حالت اسمير و دوباند مربوط به . خود نمايان كند

 تصوير ژل الكتروفورز نمايانگر 1شكل . شود  ديده 286 و 186
RNA پس . شدبا  اگاروز مي%5/1 استخراج شده بر روي ژل

 با استفاده از RNAاز اطمينان از حصول صحيح استخراج 
cDNAمراز براي هر يك از  اي پلي  توليدي واكنش زنجيره

 نمايانگر 2شكل . فتگر صورت  دو هاي ژن الاستازاگزون
    باشد كه در آن  اي پلي مراز مي نتيجه واكنش زنجيره

لكتروفورز  پس از تكثير و ادوهاي مختلف ژن الاستاز اگزون
به . شود  مشاهده مي٪2صورت باندهايي بر روي ژل آگارز هب

، )bp211 (2و1، اگزون DNAترتيب از سمت چپ ماركر 
) bp 176 (5و اگزون ) bp247 (4، اگزون )bp146 (3اگزون 

    .باشد قابل مشاهده مي
پس از انجام الكتروفورز و اطمينان از حصول تكثير ژني هر 

هاي مختلف بر روي ، اگزوندون الاستاز هاي ژيك از اگزون
دند و پس از خالص سازي توسط روش شژل بازيافت 

capillary sequencingشكل.  توالي آنها مشخص گرديد 
دو  اگزون دو ژن الاستاز Sequencing تصوير مربوط به 3

  در انتهاي44 هموزيگوت ايراني است كه كدون سالميك فرد 
باشد و اين سكانس مشابه مي GCG داراي سكانس 2اگزون 

  
  %5/1 استخراج شده بر روي ژل RNA ـ تصوير ژل الكتروفورز 1شكل 

28 s

18 s
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، ladderترتيب از سمت چپ به راست به(. all exon و 5، 4، 3، 1،2هاي  اگزونPCR ـ ژل الكترفورز محصولات 2شكل 

  )سالم يك فرد  درall exon و 5، 4، 3، 2و 1، اگزونهاي ladder و دوباره سالمربوط به يك فرد  م5 و 4، 3، 2 ،1اگزونهاي 

 

  
  
  
  
  
  
  

  
  
 داراي سكانس 2 در انتهاي اگزون 44 هموزيگوت ايراني است كه كدن سالم فرد sequencing ـ تصوير مربوط به 3شكل 
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 4تصوير  . استNCBIتوالي ثبت شده دربانك اطلاعات ژني 
 سالم فرد Sequencingمربوط به تعيين توالي يا 

  G يا Aتواند   ميNهتروزيگوت ديگر ايراني است كه در آن 
 2 در انتهاي اگزون 44اين تصوير مربوط به كدن . باشد
 و IIمختلف ژن الاستاز  نمايانگر اگزونهاي 5شكل . باشد مي

 در انتهاي IIمورفيسم ژن الاستاز  جايگاهي است كه پلي
  .اگزون دو در جمعيت ايراني مشاهده گرديده است

 نمايانگر نوع ژنوتيپ، فراواني هر ژنوتيپ توالي 2جدول        
 كه كد كننده اسيد آمينه آلانين است كه تغيير در 44كدن 

          كه موجب پلي مورفيسم اين جايگاه در سطح نوكلئوتيد
نمائيم اين تغيير  گرديده است را مشاهده مي تك نوكلئوتيدي

  .دگرد در اسيد آمينه اين آنزيم نميدر نوكلئوتيد موجب تغيير 

  بحث

مورفيسم يا   پيدا كردن پليمطالعههدف از انجام اين 
  الاستاز دوهاي تك نوكلئوتيدي در ژن مورفيسم پلي
بطور كلي . دو بافراد سالماي چندهستههاي  لكوسيتدر

              چندين تنوع در ژنوم انسان وجود دارد از جمله 
ها يا ، ميكروستليت تك نوكلئوتيديهايمورفيسمپلي
هاي تك  مورفيسم پلي. درجي/ هاي حذفي مورفيسم پلي

نوكلئوتيدي فراوانترين فرم تنوع ژنتيكي در ژنوم انسان 
ها در ميان افراد تفاوت% 90بيش از هستند كه مسئول 

هاي پيچيده در انسان داراي يك بسياري از فنوتيپ. باشند مي
جزء ژنتيكي مهم هستند و بيشترين تنوع احتمالاً ناشي از 

  تك نوكلئوتيديهايپلي مورفيسمتفاوت در الگوي 
 1901مورفيسم در انسان در سال  اولين پلي. ]10[باشد مي

مورفيسم نيز  دومين پلي ز گذشت يك نسلگزارش شد و بعد ا
     . نـاسـايي شدش

. ]11[ شناخته شد1960مورف در دهه  گروه خوني پليهفده 
هاي تك  مورفيسم هاي اخير توجه زيادي به پليدر سال

ها در حال حاضر به ميزان نوكلئوتيدي شده است و تلاش
       هاي  مورفيسم زيادي در جهت شناسايي و بايگاني پلي

هاي  مورفيسم پلي. باشند تك نوكلئوتيدي در ژنوم انسان مي
نوكلئوتيدي ابزارهايي قوي در مطالعات ژنتيك پزشكي  تك

هستند و بعنوان ماركرهاي ژنتيكي براي شناسايي ژنهايي كه 
 ها نقش دارند، نيز بعنوان ماركر در مطالعات افتراق در بيماري

يده و فارماكوژنوميك هاي پيچها و در مطالعه بيماري جمعيت
 مورفيسم تك امروزه اصطلاح پلي. ]13، 12[روند بكار مي

 رود كه باز هاي متغيري بكار مينوكلئوتيدي براي مكان
 وجود داشته% 1تر در داخل جمعيت با فراواني بيش از  كمياب

 هاي لايه زايشي با فراواني كمتر مورفيسم باشد، در حاليكه پلي
 در واقع. گويند تاسيون ميرا اصطلاحاً مو% 1از 
هاي ساده  هاي تك نوكلئوتيدي جايگزيني مورفيسم پلي
ها يا خارج از آنها رخ بازي هستند كه در داخل ژن تك
 و نيز mRNAهاي جمع شدن سريع سكان. ]13[دهند مي

ژنوم انسان در طي چند سال آينده موجب شناسايي هزاران 
ات ارتباطي در مورفيسم تك نوكلئوتيدي براي مطالع پلي

  . ]15[سراسر ژنوم خواهد شد
هاي تك نوكلئوتيدي انواعي  مورفيسم براي شناسايي پلي

، high-throughput screeningها از جمله از تكنيك
هاي بر پايه منحني ذوب، تكثير حلقه غلتان و تكنيك

oligonucleotide ligation assayتا به . اند  بوجود آمده
 تك نوكلئوتيدي در  مورفيسم ميليون پلي 4/1امروز تقريباً 

NCBIمورفيسم تك  ماركرهاي پلي.  ثبت شده است
نوكلئوتيدي براي مطالعه پاسخ دارويي و بيولوژي تكاملي بكار 

روند و بسته به موقعيت وقوعشان بسياري از آنها روي  مي
تواند در سطح  اثر مضر آنها مي. گذارند اعمال ژنها تأثير مي

، ترجمه و رونويسي باشد و splicing و RNAپايداري 
اخيراً بررسي هاپلوتيپ . توانند ايجاد علائم باليني كنند مي

اي از  ها مجموعه هاپلوتيپ. بسيار مورد توجه قرار گرفته است
هاي تك نوكلئوتيدي كنار هم قرار گرفته بر روي  مورفيسم پلي

  پ از اپلوتيـرسد كه بررسي ه به نظر مي. يك كروموزوم هستند
بررسي ژنوتيپ مؤثرتر باشد، چرا كه در بررسي ژنوتيپ 

هاي مادري و پدري قابل  مورفيك بين كروموزم هاي پلي سايت
رسد كه بيماران از نظر ژنتيكي  تمايز نيستند و به نظر مي

توانند از نظر  مشابهند در حالي كه در بررسي هاپلوتيپ آنها مي
ايي كه به داروها پاسخ بسياري از ژنه. ژنتيكي متفاوت باشند

  .مورفيسم دارند دهند غالباً چندين پلي مي
بررسي هاپلوتيپ اطلاعات بيشتري دربارة ارتباط ژنها با       

 دارويي در اختيار  بيني بهتر از پاسخ ها و پيش بيماري
هاي تك نوكلئوتيدي هر  مورفيسم هاي پلي گذارد تا ژنوتيپ مي
  اريـ موجب بروز بيمDNAي سـهاي سكان وعـام تنـ تم.ـردف

   ايرانيسالم كدكننده اسيد آمينه آلانين در افراد 44 توالي كدن نوع و فراواني هرژنوتيپ و  - 2جدول 

 ژنوتيپ )فراواني(تعداد  توالي كدناسيد آمينه

ALanin 44 GCG 10 )50(% هموزيگوت 

ALanin 44 GCG 
GCA 

هتروزيگوت %)50( 10
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از طرف . د، بنابراين قبل از استفاده بايد ارزيابي شوندشون نمي
براي مستعد هاي تك نوكلئوتيدي  مورفيسم پليديگر بعضي از 

ها و متابوليسم دارويي داراي اهميت  بودن به انواع بيماري
بنابراين در آينده وقتي تعداد زيادي از  .هستند

اي هاي عملكردي شناسايي شوند ايجاد ماركره مورفيسم پلي
پذير  ژنتيكي مفيد و درمان اختصاصي براي هر فرد امكان

  . شود مي
تر واقع شود  كه درمان براي هر فرد يك درمان مفيدزماني

در آن صورت احتمالاً هر بچة تازه متولد شده در دوران 
. ]16[نوزادي براي درمان بهتر تعيين ژنوتيپ خواهد شد

مطالب ذكر شده نشاندهنده اهميت شناسايي 
هستند و اما در زمينه هاي تك نوكلئوتيدي  مورفيسم ليپ

 و همكارانش Ancliff، الاستاز دومورفيسم در ژن  وجود پلي
 ترمينال، C را در ناحيه p228L موتاسيون 2001در سال 

نوتروپني شديد ، در يك بيمار مبتلا به 5انتهاي اگزون 
ن گزارش كردند و پيشنهاد كردند كه اين موتاسيو مادرزادي

مورفيسم  در اين پلي. مورفيسم كمياب باشد تواند يك پلي مي
اين جايگزيني .  وجود داردC5054Tبازي  جايگزيني تك

شود متعاقباً در  بازي كه موجب تغيير آمينواسيدي مي تك
 نمونة 110پدري كه از نظر خوني سالم است و در يك فرد از 

  .]7[كنترل سالم يافت شد
موقعيت پلي مورفيسم يافت شده دهندة فوق نشانتحقيق 

در نتايج بدست آمده .  است5 در انتهاي اگزون 2001در سال 
 فرد نرمال ايراني كه موضوع اين 20از بررسي خون محيطي 

جديد در  تك نوكلئوتيدي  مورفيسم پليباشد يك  نامه مي پايان
 نفر 10در .  شناسايي شد الاستاز دو ژن2 در اگزون 44كدن 

 NCBI مشابه 44مورد مطالعه سكانس كدن الم س فرد 20از 
باشد و اين افراد هموزيگوت   ميGCGاست يعني بصورت 

 بصورت 44 نفر ديگر يك الل كدن 10كه در در حالي. هستند
GCG و الل ديگر بصورت GCAباشد كه اين افراد   مي

 تك  مورفيسم پليموقعيت اين . هتروزيگوت هستند
باشد و اين   مي2 اگزون جديد در انتهاينوكلئوتيدي 

موجب تغيير آمينواسيدي  تك نوكلئوتيدي  مورفيسم پلي
  .شود نمي
 مربوط به نوع ژنوتيپ، فراواني هرژنوتيپ، توالي 5 تصوير      
سالم  كه كدكننده اسيد آمينه آلانين است، در افراد 44كدن 

تاكنون بيشترين مطالعات انجام . باشد ايراني بررسي شده مي
اند و يك  بودهالاستاز دو هاي ژن  روي موتاسيونشده بر

 داده 2001مورفيسم در اين ژن در سال  گزارش درباره پلي
بطور كلي هدف از شناسايي و استفاده از . شده است

شناسايي افراد مستعد به  تك نوكلئوتيدي هاي مورفيسم پلي

 .باشد هاي خاص و تجويز داروها بر پايه ژنوم هر فرد ميبيماري
ترين روش در عصر  هايي موثرترين و ارزندهچراكه چنين درمان

فارماكوژنوميك مطالعه تنوع ژنتيكي است كه . ژنوم هستند
. باشد هاي متفاوت به داروها مي اين تنوع زيربناي پاسخ

پايه فارماكوژنوميك هستند و  تك نوكلئوتيدي  مورفيسم پلي
 فارماكوژنوميك .در تمام مراحل توليد دارو نقش اساسي دارند

كند كه از دادن داروهايي كه اثرات جانبي  پزشكان را قادر مي
ثر نيستند اجتناب كنند و مناسبترين درمان را ؤدارند يا م

رشته فارماكوژنوميك بسرعت در . براي هر بيمار انتخاب كنند
تواند در آينده حرفه پزشكي را  حال پيشرفت است و مي

 هر فرد دارويي جداگانه تجويز اي تغيير دهد كه براي بگونه
 يك الل در لوكوس APOE4براي مثال . ]16، 10[گردد

 نه تنها با افزايش ريسك ابتلا به آلزايمر Eآپوليپوپروتئين 
مرتبط است بلكه پاسخ ضعيف به درمان با مهاركننده كولين 

مورفيسم  اين مثال، مثالي از پلي. كند گويي مي استراز را پيش
گويي كننده   مرتبط با بيماري است كه پيشدر داخل يك ژن

رسد كه براي بسياري از  بنظر مي. باشد پاسخ دارويي مي
هاي مخرب ها از جمله سرطان، آترواسكلروز و بيماري بيماري

هاي مختلف هاي مختلف و بنابراين پاسخسيستم عصبي علت
به درمان وجود دارد كه اين مساله پاية فارماكوژنوميك 

ها كه روي پاسخ دارويي  مورفيسم نتايج فنوتيپي پلي. باشد مي
 و پروتئين RNAگذارند احتمالاً با تغييرات در سطح  اثر مي

ها در سطح رونويسي راه ديگري را براي  بررسي. مرتبط هستند
. ]15[گذارند  شناسايي ماركرهاي فارماكوژنوميك در اختيار مي

روي ئوتيدي  تك نوكل هايمورفيسم پليبا توجه به تأثير 
سلامت افراد، صنايع بيوتكنولوژي توجه خود را به ايجاد 

 تك نوكلئوتيدي هاي مورفيسم پليمتدهايي براي تعيين 
با تكميل نقشه ژنوم انسان و نقشه . ]10[اند  معطوف كرده

-مورفيسم پلي، تعيين ژنوتيپ  تك نوكلئوتيدي مورفيسم پلي
رماكوژنوميك در مطالعات وسيع فا تك نوكلئوتيدي  هاي

عنوان يك بخش مكمل در فرايند كشف و توليد دارو خواهد 
  .]17[بود

  گيرينتيجه 
 هايپلي مورفيسمطور كلي هدف از شناسايي و استفاده از به

 شناسايي افراد مستعد به بيماريهاي خاص و تك نوكلئوتيدي
 با توجه به شناسائي .باشد تجويز داروها بر پايه ژنوم هر فرد مي

توان  خاص در افراد ايراني مي مورفيسم تك نوكلئوتيديپلي
ها و پاسخ به درمان مورد ارزيابي قرار ارتباط آنها را با بيماري

  .داد تا بتوان به بيماران تحت درمان كمك نمود
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Abstract  
Background: ELA2 gene responsible for coding human neutrophil 
elastase, a powerful serine protease carried by blood neutrophils and 
capable of destroying most  connective tissue proteins. The NE gene 
consist of 5 exons and 4 introns. 
Methods: Peripheral blood obtained from healthy individuals. Total 
RNA was isolated using RNA standard techniques  from fresh 
separated cells by polymorphoprep. RNA was analyzed by 
employing PCR amplification of reveres transcribed using a total of 
ten specific primers. We amplified five exon of ELA2 gene 
separately and sequenced each exon.  Mutational analysis was 
performed by directed capillary sequencing method. 
Findings: We have found new single nucleotide polymorphism 
(SNP) in exon II codon 44. It was a silent mutation G to A 
substitution but no changes in amino acid sequences were seen. The 
codon sequence was GCG that has changed to GCA. 
Conclusion:  
The purpose of SNP detection is mainly recognition of susceptible 
people to certain diseases and providing suitable drugs based on each 
person genetic information. SNP information in Iranian patients can 
be used for analysis of drug response to human diseases. 
 

Key Words: Elastase II gene (ELA2), neutrophil elastase (NE), 
single nucleotide polymorphism (SNP), capillary sequencing 
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اين تصوير مربوط به انتهاي .  باشدG يا Aتواند   ميN هتروزيگوت ايراني كه درآن لمسا فرد sequencing تصوير  -4شكل 

 . است2اگزون 

  

  
  در افراد سالمII  ژن الاستاز 44 در كدن 2مورفيسم جديد يافت شده در انتهاي اگزون  موقعيت پليشكل شماتيك  -5شكل 
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