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ناهنجاري طيف اوتيسم  باReelin تك نوكلئوتيدي ژن هاي ارتباط پلي مورفيسمي بررسي 
  غرب ايران كودكان مبتلاي آذري در شمالدر 

 حسن شاهرخيو  2، مينا آدمپور زارع*1ديليلا مهديزاده فان

  گروه زيست شناسي ،دانشكده علوم طبيعي تبريز، دانشگاه تبريز، 1
 فيزيولوژي جانوريگروه زيست شناسي،  ،دانشكده علوم طبيعي تبريز، دانشگاه تبريز، 2

  بيمارستان رازيعلوم رفتاري،  روانپزشكي وتحقيقات تبريز، دانشگاه علوم پزشكي، مركز  3

  18/12/95 :تاريخ پذيرش  12/7/95 :تاريخ دريافت

  چكيده
 كلامي، غير و كلامي ارتباطات در نقص توسط كه است كودكي دوران پيچيده عصبي اختلال (ASD)اوتيسم  طيف لاختلا

 سيگنالي  Reelinجنيني  مغز رشد طول در  .است شده توصيف فعاليتها و علايق اي، كليشه رفتارهاي متقابل، تعاملات اجتماعي

 در مهمي بسيار نقش Reelinژن  كه آنجايي از .كند مي فراهم ميتوزي تقسيم از حاصل جديد ينورونها مهاجرت مناسب براي را

 اين تحقيق هدف. است شده گرفته نظر در اوتيسم براي بالقوه كانديد ژن يك عنوان به ژن بنابراين، دارد مهاجرتي فرآيند اين

 مطالعه اين در .است بوده ايران در آذري جمعيت در اوتيسم طيف اختلال با ژن اين هاي پلي مورفيسم احتمالي ارتباط بررسي

 هاي لكوسيت از ژنومي DNAاستخراج  .است شده استفاده سالم فرد  88و اوتيسم اختلال طيف به مبتلا بيمار 74 شاهدي،-مورد

 واكنش تكنيك از استفاده با مورفيسمي پلي جايگاه يژنوتيپها .شد انجام  salting outو  Kپروتئيناز  روش به محيطي خون

آنلاين  آماري افزار نرم طريق از شده آوري جمع اطلاعات .شد انجام (PCR-RFLP)محدود  قطعه طول -پليمراز زنجيرهاي
javastat 05/0 معناداري سطح با اسكوار، كاي تست از استفاده با<P آللي و ژنوتيپي فركانس .گرفت قرار تحليل تجزيه و مورد 

 زيستي انگرنش يك به عنوان توانند نمي ها SNPاين  بنابراين، .ندادند نشان داري معني تفاوت بيمار و كنترل گروه دو بين

  . باشد آذري -ايراني بيماران در اوتيسم طيف اختلال براي ژنتيكي استعداد بيني پيش براي مفيد مولكولي

  مولكولي ماركر مورفيسمي، ، پلي Reelinژن  ،اوتيسم :كليدي هاي واژه

  lfanid@yahoo.co.uk: پست الكترونيكي،  04133392736: نويسنده مسئول، تلفن* 

  قدمهم
 است كه بر نحوه نوعي اختلال مغزي مقارن با تولد اوتيسم
 علت اصلي. مي گذارد تأثيرمغز بر اطلاعات  استفاده

نشان مي  پژوهشهابرخي . هنوزشناخته نشده استاوتيسم 
بر  نوعي مشكل فيزيكي است كهاوتيسم  دهند كه
زبان و اطلاعات ناشي از  فرآينديي از مغز كه به قسمتها

ممكن است . مي گذارد تأثير ردازدحواس پنج گانه مي پ
. علت آن عدم تعادل برخي عناصر شيميايي در مغز باشد

  .)21( گذار بوده اند تأثيرموارد نيز عوامل ژنتيكي  در برخي

تري را هاي ابتدايي در مورد اين اختلال، نقش بيش نظريه
تر ولي امروزه بيش. بودند  قائلشناختي  براي عوامل روان

در همين . است  شناختي ه سوي عوامل زيستگيريها ب جهت
در گزارش ) 2001(  شيلدلي- راستا، فول اثتاين و روزين

تخمكي  انطباق نابهنجاريها در دوقلوهاي يك  خود ميزان
درصد و در دوقلوهاي دوتخمكي  86تا  82اوتيسم را 

مبناي   دهنده اند كه نشان كرده  درصد بيان 10تا  9اوتيسم، 
  .)14( استژنتيكي اختلال 
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 7كروموزوم شماره  بر روي) relnبا نماد(Reelin ژن 
واقع شده و محصول پروتئيني ) 7q22( 22 نوارq بازوي 

اش يك پروتئين سيگنال دهنده خارج سلولي است كه در 
توسعه سيستم عصبي مركزي، شامل مهاجرت نوروني، 
شكل گيري صحيح لايه هاي قشري و سيناپس زايي نقش 

مطالعات متعدد حاكي از دخالت پاتولوژيك . مهمي دارد
Reelin  يا محصول پروتئين اش در برخي از اختلالات

neuropsychiatry  اين ژن ). 13(از جمله اوتيسم  مي باشد
توسعه ساختارهاي لاميناري نظير قشر مغز، هيپوكامپ،  در

 Reelin. مخچه و هسته هاي ساقه مغز نقش حياتي دارد
سيگنال دادن توسط رسپتور  به وسيله لايه اي شدن قشر را

ليپوپروتئيني با چگالي بسيار پايين و رسپتور 
apolipoprotein E receptor -2 در ). 15( كنترل مي كند

افراد اوتيسم بسياري از مناطق مغز از جمله مخچه، 
هيپوكامپ، قشر پاريتال و فرونتال شكل غير عادي دارند 

كاهش در  postmortemمطالعات  ).23 ،7، 3(
را در چندين ناحيه از مغز نشان داده شده   Reelinپروتئين
در خون، فرونتال و  Reelin، همچنين سطح )1(است 

  .)12(قشرمغز در اختلالات اوتيسمي كاهش مي يابد 

موش، يك جهش طبيعي است كه  reelerعلاوه بر اين، 
است، تغييرات  Reelinحامل حذف بزرگ ژن 

در سراسر قشر مخچه،  نورونهاقعيت نوروآناتوميكي در مو
مخچه، مناطق هيپوكامپ نشان مي دهد كه چنين تغييراتي 

). 8و  2( در مغز افراد مبتلا به اوتيسم نيز يافت مي شود
اين اطلاعات بيوشيميايي و نوروآناتوميكي توسط برخي از 
مطالعات كه نشان مي دهند  ارتباط معني داري بين پلي 

و اوتيسم وجود دارد، حمايت شدند Reelin مورفيسم ژن 
اينترون تشكيل شده و  65اگزون و  65اين ژن از ). 22(

پلي مورفيسمي تك نوكلئوتيدي در اگزونها و  34داراي 
اينترونهاي مختلف است دو تا از پلي مورفيسمي هاي رايج 

مربوط مي شود كه اولي  59و اينترون  22اين ژن به اگزون 
ومي جايگاه اسپلايسينگ اين ژن را ساختار آمينواسيدي و د

در مطالعه حاضر به بررسي  .دهد قرار مي تأثيرتحت 

اوتيسم  ارتباط اين دو پلي مورفيسمي و اختلال طيف
  .پرداخته مي شود

  هاروشمواد و 
 زيانجمن تبر سمياز اوت ASD تمام افراد مبتلا به :روش كار

 انشركت كنندگ همه. انتخاب شدند رانيا يدر شمال غرب

سابقه  ،يروانپزشك قيدق يابيارز كي ريز ASD مبتلا به
از اطلاعات ارائه شده توسط  يبررس كيرشد و نمو، و 

افراد  نيا. داده شدند صيمعلمان و پدر و مادر خود تشخ
و توسط روانپزشك  ندقرار گرفت يپس از آن مورد بررس

 يارهاينفر مع 74تنها  انيو در پاند، شد يابيارز گريد

DSM-IV يبرا ASD و  يآگاهانه كتب تيرضا. نشان دادند
از همه شركت كنندگان به  نياز والد يكياز حداقل  يشفاه

اخلاق دانشگاه  تهيدست آمد، و پروتكل پژوهش توسط كم
  .ديرس بيبه تصو زيتبر يعلوم پزشك

كودكان در  يمحل مارستانيگروه شاهد، داوطلبان از ب در
دقت گرديد كه  نيهمچن .انتخاب شدند يهمان محدوده سن

 ايو  ،يروان ،ياز هر گونه مشكلات عصبعاري آنها 
  . باشند يريادگي

، N=  74(شامل  سميمبتلا به اوت ماريگروه ب ان،يپا در
زمان سال در  3/24= و سن محدوده  8,57=  يسن نيانگيم

 86 شاملگروه كنترل  و )دختر 18و  پسر 53،  نمونه گيري
و  يآگاهانه كتب تيرضانمونه گيري در زمان  .كودك بودند

از همه شركت كنندگان به  نياز والد يكياز حداقل  يشفاه
دانشگاه  ياخلاق تهيدست آمد و پروتكل پژوهش توسط كم

  .ديرس بيبه تصو زيتبر يعلوم پزشك

به طور كلي روش تحقيق مورد استفاده در اين پژوهش، 
فراد بدين ترتيب، ابتدا از خون ا. شاهدي است- موردي

مبتلا به طيف اوتيسم و افراد سالم به عنوان گروه شاهد 
نمونه گيري انجام شد و در داخل يخ به آزمايشگاه انتقال 

و روش  Kبه روش پروتئيناز  DNAسپس . داده شد
salting out جهت تشخيص پلي . استخراج گرديد
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 Reelinژن  59و اينترون  22مورفيسمي هاي ناحيه اگزون 
ز پرايمرهاي ويژه اي كه براي هر ناحيه طراحي با استفاده ا
و سپس با استفاده از آنزيم برشي ويژه  PCRشده بود 

جهت تشخيص ژنوتيپ ناحيه پلي مورفيسمي برش آنزيمي 
)RFLP (انجام شد ) 1جدول(.   

  اطلاعات مربوط به پرايمرها و سايز محصولات برشي -1جدول 

Alleles and 
fragment 

size  

Restriction 
enzyme 

(from 
NEB Inc.)  

Tm  Sequence of the forward &reverse 
primers  

Location  Amino 
acid 

change  

SNP ID and the 
base change  

SNP 

C=138+23 
G=161  

BsrI   
62°c 

5´-ACAGTGGAGGAGAGTCATACTG-
3´ 

5´-
CACAGTGGAGGAGAGTCATA*CTG-

3´ 

Exon 22  L997v  Rs362691(C/G)  1  

C=564 
T=243+321  

BtscI   
59°c 

5´-GCAGGGCTGACAGGTTACAC-3´ 
5´-

TGGTCTCCTCTATCAAAGTTGGC-3´ 

Intron 
59  

-  Rs736707(C/T)  2  

فراواني ژنوتيپي و آللي  براي مقايسه: آناليز آماري داده ها
استفاده شد و  X2بين گروه كنترل و بيمار از تست 

05/0<P نسبت . به عنوان سطح معني دار در نظر گرفته شد
براي تعيين رابطه بين  درصد 95شاخص و سطح اطمينان 

  .متغير وابسته و مستقل استفاده گرديد

  نتايج
و و 22به فراواني ژنوتيپي و آللي در اگزون نتايج مربوط 

در گروههاي كنترل و بيمار در جدولهاي زير  59اينترون 
  .آورده شده است

  

  )C/G( 22فركانس آللي و ژنوتيپي اگزون  -2جدول 

rs362691 Case (%) 
N=74 

Control (%) 
N=88 

OR (95% CI) P-Value  

Genotypes     

C/C 0 0   

C/G 16(36.4) 28(49.2) 1.692(0.830-3.449) 0.146 

G/G 58(63.6) 60(50.8)   

 Alleles      

C   16(10.81) 28(15.90) 0.641(0.259-1.573) 0.290 

G 132(89.19) 148(84.09) 1.561(0.636-3.867) 0.289 

  

  )C/T( 59فركانس آللي و ژنوتيپي اينترون  -3جدول 

rs736707 Case (%) Control (%) OR (95% CI) P-Value  

Genotypes     

C/C 41(55.41) 52(60.47) 0.812(0.445-1.482) 0.469 

C/T 26(35.13) 28(32.56) 1.122(0.599-2.103) 0.701 

T/T 7(8.11) 6(6.98) 1.176(0.37-3.777) 0.762 

 Alleles      

C   108(72.97) 132(76.74) 0.818(0.411-1.629) 0.539 

T  40(27.03) 40(23.26) 1.222(0.614-2.436) 0.539 
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بر مي آيد  2و  1 هاي همانطوري كه از اطلاعات جدول
و كنترل در دو  اوتيسمهيچ ارتباط معني داري بين گروه 

  ).P>0.05(پلي مورفيسمي مطالعه شده وجود نداشت 

  بحث
 Reelin نيي، پروتئينيدر طول توسعه مغز در دوران جن

ترشح  يا هيكاخال درمنطقه حاش وسيرتز يسلولهاتوسط 
مهاجرت مناسب نورون  يبرا يگناليشود و س يم

postmitotic شده اند  ديطق بطن تولااز من يكه به تازگ
 جيمغز و ترو ونيناسيو لام يمهاجرت عصب ميجهت تنظ
دادن  ليتشك يبراي ناپسيتماس س تيو تثب تيررشد دند

 انيب. )27و  19، 6، 5( كند يفراهم م زيمتما يمناطق مغز
Reelin اختلال  ،يزوفرنيانند اسكم يدر چند اختلال عصب
و  17 ،10،11( رهيو غ سم،ي، اوتيزنسفاليسندرم ل ،يدو قطب

مي دهد  مطالعات بعد از مرگ نشان .ابدي يكاهش م )18
 70(، فرونتال فوقاني )درصد 40(در مخچه  Reelinكه 

اين . كاهش مي يابد )درصد 70( ، و قشر پاريتال)درصد
آسيب مي  اوتيسمر مناطق مغزي با سه رفتار اصلي كه د

زبان، و  ،يرفتار اجتماعبيند، ارتباط دارد كه شامل 
به علاوه قشر پاريتال . ي استا شهيو كل يتكرار يرفتارها

 تأثيرو فرونتال برنامه ريزي و سازماندهي رفتار را تحت 
و با تشخيص زبان و حافظه ارتباط نزديك مي دهد  قرار

كرده اند كه بين  چندين مطالعات ژنتيكي ثابت). 2(دارد 
ارتباط وجود  اوتيسمبه بيماري  ءو احتمال ابتلا Reelinژن 
  ).28، 25 ،20،22، 1(دارد

موردي شاهدي براي ارزيابي  ما يك مطالعه اخيراًبنابرين 
كردن ارتباط بين دو پلي مورفيسمي تك نوكلئوتيدي در 

 اوتيسمو اختلال طيف  Reelinژن  59و اينترون  22اگزون 
كودك مبتلا به  74در اين مطالعه كه شامل . گرفتانجام 
كودك سالم بود هيچ ارتباط معني داري  86و  اوتيسمطيف 

در فركانسهاي ژنوتيپي و آللي بين دو گروه مشاهده نشده 
  .بود

پلي مورفيسمي ناحيه  شبه طور مشابه، دوتا و همكاران
هند  تيجمع كيدر را  22اگزون , )rs736707( 59اينترون 

 ي بينارتباط چيكه ه ندگرفت جهيو نت ندد مطالعه قرار دادمور
از  ).9(وجود ندارد  اوتيسماين ناحيه با  يسميمورف يپل

يك ارتباط مثبت معني  ششارما و همكاران گريطرف د
در  سميبا اختلال اوتداري بين پلي مورفيسمي اين ناحيه و 

 نيعدم تجانس ب. )26( دريافتند تيجمع يجنوب يقايآفر
و تعاملات ژن  ينيبال يويژگيهاگروه مورد مطالعه در 

. باشد جيممكن است مسئول تناقض نتا ستيز طيمح
 يپل يارث ختلالا كي سميفرض شده است كه اوت نيهمچن

تواند  يم SNP كي تنها كه اثر ياست به طور كيژن
 يها SNPاز جمله  شتر،يمطالعات ب ن،يبنابرا. باشد فيظر
 ).16(شود  يبررس دي، باReelin ژن از شتريب

اگر چه، در مطالعه حاضر، تفاوت قابل توجهي در فراواني 
در مقايسه با آلل  Cآللي در دو گروه مشاهده نشد اما آلل 

T سط شارما تو قبلاًاين يافته ها با نتايجي كه . شايع تر بود
آمده بود  به دست )16(در جمعيت آفريقاي جنوبي 

اين يافته ها در تضاد با داده  با اين وجود،. مطابقت دارد
در  )9( و همكاران Duttaهاي گزارش شده توسط 

و همكاران در ميان خانواده  سراجي، )REF(جمعيت هند 
) 4( ، و بونور و همكاران)REF( )24(هاي قفقازي اوتيسم 

در ميان بيماران مبتلا به اوتيسم انتخاب شده از مولكولي 
) IMGSAC(سيوم اوتيسم مطالعه بين المللي ژنتيكي كنسر

خانواده چندگانه از جمعيت اروپا مبتلا به اوتيسم مي باشد 
آلل غالب  Tآلل مغلوب در حالي كه آلل  Cكه در آن آلل 

 .يي شده بودشناسا

مطالعه هيچ ارتباط معني داري بين پلي  اين نتايج
و اختلال طيف ) rs362691 SNP( 22مورفيسمي اگزون 

  مطالعه نشان نداد اوتيسم در جامعه مورد
 (OR (CI): 1.692(0.830-3.449), P=0.146) (table 1) . به

نيز ) 2003(و بونور ) 2008(طور مشابه، مطالعه دوتا 
و ابتلا به  22ارتباط معني داري بين پلي مورفيسمي اگزون 
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اوتيسم به ترتيب در ميان جمعيت هند و در ميان نمونه 
IMGSAC 9و  4( نشان نداد.(  

در  Gكه آلل  مشخص گرديدين، در مطالعه حاضر، همچن
در . در بيماران آذري و كنترل بالاتر بود Cمقايسه با آلل 

آلل مغلوب در  Cآلل غالب است در حالي كه  Gواقع، 
در اين مطالعه، تفاوت قابل . جامعه مورد مطالعه است

در . توجهي در فراواني آللي در دو گروه مشاهده نشد
بيماران مبتلا به اوتيسم انتخاب شده از  مقابل، در ميان

مطالعه ژنتيك مولكولي بين المللي كنسرسيوم اوتيسم 
)IMGSAC ( توسط بونورا و همكاران)آلل )2003 ،G  به

در حالي كه در جمعيت  )4(عنوان آلل مغلوب شناخته شد 
آفريقاي جنوبي مورد مطالعه توسط شارما و همكاران 

بنابراين، اختلاف در . بودبه آلل غالب  G، آلل )26(
فركانس آللي نشان دهنده تفاوتهاي نژادي است كه ممكن 
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Association of two common single nucleotide polymorphisms of 
Reelin gene, Intron 59 (C/T) and exon 22 (C/G), with autism 

spectrum disorder in a Population Sample of Children of Iranian-
Azeri 

Abstract 

Autism spectrum disorder (ASD) is a complex childhood neuropsychiatric disorder that 
is characterized by deficits in verbal and non-verbal communication, reciprocal social 
interactions, stereotypic behaviors, interests, and activities. During emberyonic brain 
development, Reelin provides signal for proper migration of newly generated 
postmitotic neurons. Since the Reelin plays a crucial role in these migratory processes. 
Therefore, reelin gene is considered as a potential candidate gene for autism. In this 
study, we aimed to investigate the probable association of this polymorphisms with 
autism spectrum disorder in Iranian-Azeri population. In this Case-control study, we 
recruited 74 patients with Autism spectrum disorder and 88 healthy controls. Genomic 
DNA isolated from blood leukocytes by the proteinase K and salting out method. SNP 
genotyping was carried out by polymerase chain reaction restriction fragment length 
polymorphism (PCR-RFLP) technique. The collected data were analyzed through 
javastat online statistics software, using Chi-square (v2), with a significance level of 
0.05. The allele and genotype frequencies did not show significant difference between 
cases and controls (p>0.05).Therefore, this SNPs could not be used as a useful 
molecular biomarker to predict genetic susceptibility for autism spectrum disorder in 
Iranian-Azeri patients. 

Key words: Autism, Reelin gene, Polymorphism, Molecular marker 


