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کۀ عصبی شبدخیل در تکامل قشر مخ و توسعه  1DISCبررسی پلی مورفیسم ژن
  یک جمعیت ایرانی مطالعه بر روي نیاول :بیماران اسکیزوفرنی

  4يدخوریغلامرضا ب ، 3يل فلاح مهرآبادیجل، 2زاده کلاگرنیاباصلت حس، 1،2يروزآبادیف یرضا پورطالب یعل

  .ایران .مرکز تحقیقات ژنومیک، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی بیرجند، خراسان شمالی -1
  .ahcolagar@umz.ac.ir ایران. گروه سلولی و مولکولی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه مازندران، مازندران -2
  .ایران.شناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه قم، قمگروه زیست -3
  .تی فنلاند، فنلاندتیمرکز تحقیقات فناوري وي -4

 25/5/94:تاریخ پذیرش     20/4/94: تاریخ دریافت

  چکیده
را در توسعه قشر مخ  ینقش مهم DISC 1 است و ریمتغ پیبا وراثت بالا و فنوت یروان عیشا يماریب کی یزوفرنیاسک :زمینه و هدف

است  لیآن دخ يولوژیزیکه کمبود قشر مغز در پاتوف یزوفرنیاسک یعصب یکیولوژیب يها با مدل  ژن نیدر ا سمیمورفیپل. کندیم فایا
در مبتلایان به بیماري اسکیزوفرنی و مقایسه آن با  DISC 1، در ژن rs 2738864مورفیسماین پژوهش با هدف تشخیص پلی .ارتباط دارد

  .افراد سالم انجام شد
انتخاب  DSM-IVفرد مبتلا به بیماري اسکیزوفرنی که بر اساس روش  300این پژوهش براي اولین بار در ایران بر روي  :روش کار

-براي بررسی این پلـی . آوري اطلاعات استفاده شد نامه جهت جمع در این مطالعه از پرسش. فرد سالم صورت گرفت 300گردیدند و 
هـا   عـدد از نمونـه   50گرفتـه   استفاده گردید و براي تأیید و صحت پژوهش انجام  Nested allele specific PCRمورفیسم از تکنیک 

و  SPSS ver.22افـزار  تراز گردید و جواب نهایی با اسـتفاده از نـرم   هاي ژنی موجود در بانک ژن هم یج با توالییابی شده و نتاتوالی
SNP Analyzer تحلیل آماري قرار گرفت و  مورد تجزیه.  

 ارتباطرنی مورفیسم با اسکیزوفبررسی در ایران نشان داد که این پلی در جمعیت مورد rs 2738864مورفیسمپلی بررسی :یافته ها
 .به دست آمد =Chi-square= ،0000/0 p =  ،T 371/0/ C 926/0  Allele Frequency 385/46 هاي  دارد و یافته

  .مورفیسم با بیماري اسکیزوفرنی در جمعیت ایرانی مرتبط استهاي این تحقیق نشان داد که این پلی یافته :نتیجه گیري
  DISC ،Nested allele specific PCR 1 ، ژنمورفیسمپلی اسکیزوفرنی، :واژه هاي کلیدي

  مقدمه
روانی است که تا  يهدیچیپاسکیزوفرنی یک اختلال 

 .)1(باشد یماثرات ژنتیکی  ریتأثحد زیادي تحت 
نوع  نیتر دهیچیاسکیزوفرنی یا جنون جوانی یکی از پ

عنوان هاز آن ب در گذشتهاختلالات روانی است که 
- یی و شخصیت ذکر متحلیل تدریجی خصوصیات عقل

که فرد در خود فرو رفته و گرفتار تخیلات و  کردند
امروزه اصطلاح . ه استتصورات بیمارگونه و عجیبی بود

 است اختلالاتی مجموعه زودرس، جنون یا اسکیزوفرنی

 و عاطفه اراده، تفکر، ادراك، گفتار، در با آشفتگی که
 "زویاسک"واژه  .)6(گردد یم اجتماعی مشخص فعالیت

ز به ذهن و روان ین "یفرن"است و  یختگیگس یمعن به

 یختگیاغلب به اختلال گس یزوفرنیاسک. اشاره دارد
را افکار و احساسات فرد مبتلا به یه دارد، زاشار یتیشخص

گر یکدیو معمول با  یارتباط منطق ين عارضه دارایا
ت یلات خود را از واقعیست تخیفرد مبتلا قادر ن. ستندین

 .دارد يرعادیو غ یرمنطقیغ ين رفتاریافتراق دهد و بنابرا
 یزوفرنیاسک ،یجهان بهداشت سازمان فیتعر طبق

 ینوجوان ي دوره انیپا در شتریب که است يدیاختلال شد
اسکیزوفرنی از . )27(شود یم شروع یل جوانیاوا و

صورت  به .هاي روانی شدید است ترین اختلال شایع
کارانه برآورد شده است که انواع مختلف آن در  محافظه

کمتر از یک درصد جمعیت ایالات متحده رخ 
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 با این حال، برآوردهاي ملی میزان شیوع آن. )7(دهد می
از این گذشته، در بین برخی از . دانند درصد می 4یا  3را  

 18انشگاه، برآوردها به ها، نظیر دانشجویان د جمعیت
احتمالاً این برآوردهاي آخر  .)2 ،24(درس درصد هم می

اختلال شایعی   اسکیزوفرنیبا این حال آمیزند،  اغراق
 يا ندهیست سال گذشته شواهد فزایب یط .)21(است
که  یکیزوفرنیماران اسکیاز آن است که ب یحاک
جان یژه هیو به سازند یرا آشکار م IIپ یت يها نشانه
گفتار ممکن است به  ییزش و نارسای، فقدان انگیسطح

تاکنون . در ساختار مغز مبتلا باشند يا چند نابهنجاریک ی
. دباش شده یابی مکان يرسد که سه نوع نابهنجار ینظر م به

مربوط است که معلوم  یشانیپ يها اول به قطعه ينابهنجار
 یو سازمانده يزیر زش و برنامهینگتوجه، ا يشده برا

ک یزوفرنیماران اسکیممکن است ب. ت دارندیرفتار اهم
علاوه مخ و جمجمه  به یشانیپ يها ، قطعهIIپ یت

. )20(از افراد بهنجار داشته باشند يتر کوچک
سکیزوفرنی یک بیماري شایع روانی با وراثت پذیري ا

آن تاکنون به طور  منشأبالا و فنوتیپ متغیر است که 
شواهد قابل توجهی وجود دارد . کامل شناخته نشده است

 DISC)Disrupted in Schizophrenia 1 1 يها ژن که

 (2 DISC)Disrupted in Schizophrenia 2  ( نقش
در  DISC 1ژن . )19(دارندمهمی را در بروز این بیماري 

و  می باشد kb 570آنة اندازقرار دارد و  1q42 موقعیت
جابجایی متعادل  دارد کهاسید آمینه  854حدود 

t(1;11)(q42.1;q14.3)  در آن با بیماري اسکیزوفرنی و
 1پروتئین  .دارددیگر اختلالات عاطفی و روانی ارتباط 

DISC  یک پروتئین چندعملکردي است که قادر به
ي عملکردي ها دامنهپروتئین از طریق - تعاملات پروتئین

ن یک پروتئی DISC 1ن یپروتئ. )2، 30(باشدمتمایزمی
ان آن در سراسر مغز یاست که ب یلو دالتونیک 93بزرگ 

 1 همولوگ .پوکامپ بزرگسالان استین و در هیجن
DISC  در تمام خانواده بزرگ مهره داران از جمله

ه شد ییمون، موش، گاو و سگ شناسایشامپانزه، م
 يها ر سلولیجاد و تکثیا يبرا DISC 1ن یپروتئ .)8(است
ن یتوسعه قشر مغز جن یدر ط in vitroط یدر شرا یعصب

از است که یمغز موش بالغ موردن ینوسین سیموش و چ
در  .)6(ن امر را نشان دادیو همکارانش امااو  يها پژوهش

لذا  .ایران تشخیص ژنتیکی این بیماري انجام نشده است
براي  PCRحاضر استفاده از روش هدف از تحقیق 

جا که شناسایی موتاسیون در جمعیت ایران بود و از آن
قرار  25بندي جهانی اسکیزوفرنی در رتبه ایران در رتبه

ي ژنتیکی بیش از پیش ها تستدارد نیاز به این چنین 
 .)11(است

  مواد و روش ها
بیماري  به مبتلافرد  300این پژوهش روي 

 DSM-IV)Diagnosticاسکیزوفرنی که بر اساس روش 

and Statistical Manual of Mental Disorders, 
Forth (  صورت  ،فرد سالم 300و انتخاب گردیدند
ي آور جمعجهت  نامه پرسشدر این مطالعه از  .گرفت

 مورفیسمپلی ي بررسیبرا .اطلاعات استفاده شد
2738864 rsاز تکنیکNested allele specific PCR 

از ) Bioflux, China(با استفاده از کیت. ستفاده گردیدا
. ژنومیک انجام گرفت DNAهاي خون، استخراج نمونه

توسط متخصص روانپزشک به عنوان فرد مبتلا به بیماران 
این افراد تحت . اسکیزوفرنی تشخیص و معرفی شدند

اي براي شناسایی موتاسیون نقطه .درمان قرار داشتند
 1در جدول هاي پرایمري از توالی 2738864rsلوکوس 

قطعۀ تکثیر یافته با استفاده از پرایمرهاي  .استفاده شد
FG1 و RS1  نوکلئوتید و قطعۀ تکثیر یافته  400اندازة به

 450اندازة  RG1 و FS1با استفاده از پرایمرهاي 
قطعۀ تکثیر یافته با استفاده از پرایمرهاي . نوکلئوتید بود

FG1  وRG1  1شکل . نوکلئوتید داشت 789اندازة به 
پرایمرها با استفاده از نرم . دهدها را نشان میاین توالی

چون دماي نظر گرفتن مواردي همو با در  Oligo7افزار
،  G+C، درصد Tm Melting temprature)(اتصال
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لوپ یا حلقه درون هر یک از پرایمرها، طراحی  تولید
هاي متنوعی از از غلظت PCRبراي انجام واکنش . شدند

به آن ها اشاره شده و  3مواد استفاده شد که در جدول 
  .نوع مواد نیز مشخص گردید

 
  2738864rsتوالی پرایمرهاي طراحی شده براي بررسی موتاسیون  -1جدول

SNP ID 5 نام پرایمر' to 3' اولیگونوکلئوتید (oC) دما  
 اتصال

rs2738864 FG1 5’-GCCACCTACTCAGACACAATTAGGGTTC 1/64  

RG1 5’ATTTAGATTTAGATTCGCTTAGTATCTTTGAACTTCTCT 9/59  

FS1 5’-ACGTTGAGGACATATATTACGATAAAGACAACG 4/60  

RS1 5’-CGGGTAAGACTTCCATAACTTTGTCCTAT 60 

  
  PCRهاي مورد نظر در واکنش برنامه مورد استفاده براي تکثیر توالی  - 2جدول

تعداد   زمان درجه حرارت نوع عملیات برنامه
 سیکل

1 Primary Denaturation 94 4 دقیقه    
  

       30  
2 Denaturation 94 45 ثانیه 

3 Annealing 60 45 ثانیه 

4 Extention 72 45 ثانیه 

5 Final Extention 72 10 دقیقه 

  
 PCRگرهاي اختصاصی  هاي استاندارد مورد استفاده واکنشغلظت و حجم - 3جدول

PCR غلظت استاندارد برايµl 50  مواد  واکنش 
Variable ddH2O 

1 X 10 X, PCR Buffer 
2-5/1  mM 50 mM, MgCl2 

200 M 10 mM, dNTPs 

5/0-1/0  M پرایمر 
1-05/0  g DNA template 

5/2-5/0  U Taq. Polymerase 

  نتایج
محصولات به دست آمده از تکنیک  ،1در شکل 

Nested Allele Specific PCR،  نشان داده شده که براي
. سازي این روش از شرایط ذکر شده استفاده گردیدبهینه

-را نشان می جفت بازي 789 باند یک بایستی هانمونه

به درستی انجام  PCR واکنش گردد مشخص که دادند
دهد که پرایمرهاي طراحی نشان می PCRاین . شده است

اند به طور مناسب توانسته rs 2738864شده براي لوکوس
به . به ناحیۀ مورد نظر متصل شده و تکثیر انجام شود

 PCRبه نوعی کنترل مثبت براي  PCRعبارت دیگر این 
طور که همان. شودمحسوب می نیز rs 2738864لوکوس

ها این باند را نشان در شکل مشخص است تمام نمونه
 PCRح اند که در نتیجه تاییدي بر عملکرد صحیداده

ها نشان در نمونه bp 400چنین باند هم. استانجام شده 
 bp 450و باند  Tدهد نمونۀ مورد نظر داراي موتاسیون می

پس از  .است Cدهد موتاسیون مربوط به نشان می
 PCRهاي هایی که بر روي محصولات واکنشبررسی

 ستفاده از نرم افزارهاي تخصصی بهصورت گرفت و با ا
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 4ها پرداخته شد که نتایج حاصل در جدول آنالیز داده
نرم افزارهاي مورد استفاده در این . آمده است

در . بودند SNP Analyzer2و  SPSS Ver.22بخش
با  SNPي این محاسبات، اثبات گردید که این نتیجه

توان از آن در بیماري اسکیزوفرنی ارتباط دارد و می

پس از انجام . تشخیص مولکولی این بیماري استفاده نمود
تراز کردن ، هم ClustalWیابی، توسط نرم افزار توالی

صورت گرفت  NCBIخروجی آن با توالی موجود در 
در این تحقیق  PCRکه تاییدي بر صحت محصولات 

  .اندآمده 2نتایج در شکل . بود
  

  
  rs 2738864روي لوکوس FG1، FS1، RS1 ،RG1با استفاده از پرایمرهاي  PCRنتیجۀ  -1شکل 

هاي دیگر نیز محصولات پرایمرهاي تشخیصی براي پلی و در چاهک مشخص گردید 4دهدکه در چاهک شماره را نشان می bp 789 اییDNAیک قطعۀ 
یک قطعه  3در چاهک شماره . هستند) 2چاهک شماره ( bp 400و   )1چاهک شماره (bp 450مورفیسم مشخص گردیدند که داراي قطعاتی به طول 

  .استفاده شده است bp 100در اینجا از مارکر . هتروزیگوت نشان داده شد
  

  براي موتاسیون chi-squareو  p-valueهاي فرکانس آللی و مقدار شاخصه -4جدول
SNP ID Allele Missing 

Genotype 
Cnt 

Total 
Genotype 
Cnt 

Valid 
Genotype Cnt 

Call Rate Allele Freq Chi-square p 

A) Sample Type:  Patients 
rs2738864 C/T 0 402 402 1 0.557/0.443 19.449 0.00001 

B) Sample Type: Controls 

rs2738864 C/T 0 376 376 1 0.705/0.295 44.023 0 

C) Sample Type: patient and control 
rs2738864 C/T 0 778 778 1 0.629/0.371 46.385 0 

Detail: Chromosome_No:1, Call_Rate_Limit:0.900, Allele_Freq_Limit:0.000, HWE_Test_Limit:0.000000000,  
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  هم ترازي آن با توالی اصلی PCR ،(Bیابی محصول نتیجه توالی) A - 2شکل

  و نتیجه گیري بحث
از افراد در برخی از مراحل  7/0– 3/0 % حدود

میلیون نفر در سراسر جهان تا سال  24زندگی خودیا 
 گیرند، تحت تأثیر اسکیزوفرنی قرار می 2011

برابر بیشتر از زنان و به  4/1اسکیزوفرنی غالباً در مردان 
اوج سن شروع،  دهد طور معمول در مردان زودتر رخ می

براي زنان سال  32 -  26سال براي مردان و  28 -  20
سالی بدو میان بسیار نادرتر از در بدو دوران کودکی است

رغم دانش دریافت شده مبنی  علی. باشد می سالی کهنو
بر اینکه اسکیزوفرنی با نرخ مشابهی در سراسر جهان رخ 

. )17(دهد، شیوع آن در سراسر جهان متفاوت است می
ي هاي مستعدکنندهترین ژنارزشمندیکی از  DISC1ژن 

مطالعات ژنتیکی نشان داده . ابتلا به اختلالات روانی است
ژنی است که تاثیر زیادي در ابتلا به   DISC1که

اسکیزوفرنی، افسردگی، اختلال دو قطبی و اختلال 
 در موقعیت DISC1ژن  ).4، 18، 29(اسکیزوافکتیو دارد

1q42 570 ي آنقرار دارد و اندازه kb  که  باشدمی
آن با  در t(1;11)(q42.1;q14.3)جابجایی متعادل 

بیماري اسکیزوفرنی و دیگر اختلالات عاطفی و روانی 
داراي پروتئینی   DISC1 ). 22، 23، 24، 25(ارتباط دارد

اسید آمینه  854و داراي ) DISC1P(به همین نام است 

کیلو دالتونی  93یک پروتئین بزرگ  DISC1. باشدمی
است که بیان آن در سراسر مغز جنین و در هیپوکامپ 

باعث اختلال در  DISC1ژن . )14(بزرگسالان است
پوشان اگزون هم 13بیماري اسکیزوفرنی است که از 

تشکیل شده و اولین بار در یک خانواده بزرگ 
اسکاتلندي پیدا شده است که داراي جابجایی 

می باشد و آنرا ) q42.1-q14.3) (1، 11(کروموزومی 
، 10، 23(نداختلال اسکیزوفرنی و اختلال دو قطبی نامید

 ین پلیرابطه ب یگر با هدف بررسیک مطالعه دی ).2، 3، 6
 يو حجم ماده خاکستر DISC1 Leu607Pheسم یمورف
ماران و یان بیدر م. انجام شد MRIمغز با استفاده از  يجلو

 يبه طور قابل ملاحظه ا Phe607افراد سالم، حاملان 
و شکنج  یفوقان یشانیدر شکنج پ يکمتر يماده خاکستر

 Leu/Leu يگوت هایسه با هموزیدر مقا یقدام يکمربند
از علائم  يشتریشدت ب Phe607ماران حامل یب. دارند
 ین پلیشود ا یشنهاد مید که پنده ینشان مرا  مثبت
راً نشان یاخ .قابل توجه است یاز نظر روان ینیسم بالیمورف
ه وابست (CT) زان رشد و نمو قشر نازك مغزیاند که م داده

ن یگر، حاملیج دیمطابق با نتا و است DISC1پ یبه ژنوت
Phe607 زان کاهش یمCT ینوسین سیو چ یشانیرا در پ 

 يگوت هایسه با هموزیسال در مقا 23و  9ن ین سنیمغز ب
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Leu/Leu جالب توجه است، . دهند ینشان مSer704Cys 

SNP  ارتباطDISC1-NDEL1 یر قرارمیرا تحت تأث 
, 17(بلوغ قشر مغز نقش داردت یدهد و در تثب

 مورفیسمي بررسی پلیمطالعات بسیاري در زمینه.)9
2738864rs ها در صورت گرفته است که این بررسی

هاي مختلفی بوده و در اکثر این مطالعات به نقش جمعیت
. این موتاسیون در بیماري اسکیزوفرنی اشاره شده است

مورفیسم به دلیل تغییر در ساختمان اینترونی و این پلی
که در نهایت موجب  RNAایجاد تداخل در پردازش 

گردند، حائز اهمیت اختلال در ساختار این پروتئین می
ایی که توسط در مطالعه ).6، 10، 13، 16، 30(باشدمی

Athanasiu  کی يبر رو 2010و همکارانش در سال 
انجام  ماریسالم و ب تیعمتشکل از جم ينفر 649 تیجمع

ژنوتایپینگ شدند  DISC1ژن  SNP 250شد نزدیک به 
 6675281مورفیسم هايکه در بین آن ها پلی

rs،2255340 rs 2738864و rs در این . )15(مشاهده شد
ها تاکید شد و از آنها به  SNPین مطالعه روي نقش ا

اسکیزوفرنی نام برده  DISC1عنوان مارکرهاي ژن 
 2012ي این تحقیقات که در سال از جمله .)12(شد

 GWASو همکارانش با روش  Mathiesonتوسط 
)Genome Wide Association study(  انجام شد تعداد

نزدیک به سی هزار نفر مورد بررسی قرار گرفتند که 
  . )31(متشکل از جمعیت بیمار و کنترل بودند

ن یو همکارانش به ا موریسار یلعات بسپس از مطا
ن چندمنظوره است یک پروتئی DISC1دند که یجه رسینت

 یزوفرنیکه جهش ممکن است به استعداد ابتلا به اسک
 یو مهاجرت عصب یدرون سلول انتقالتوسط اختلال در 

هاي مطرح مورفیسمدر این پروژه پلی.)12(کمک کند
: مورد آنالیز قرار گرفت که نتایج آن عبارت بود از

2738864 rs)11/0= p ( که با نتایج به دست آمده از

را  SNPخوانی دارد و نقش این ي حاضر بسیار هممطالعه
در  ).1، 5، 26، 28، 30(نمایددر اسکیزوفرنی تایید می

در جمعیت مورد بررسی  SNP 2738864rsنهایت بررسی
ي ارتباط این در ایران نشان داد این اطلاعات تاییدکننده

باشد که در نهایت با با جمعیت ایران میمورفیسم پلی
.  باشدخوانی میاکثر مطالعات در این زمینه داراي  هم

ها بر همان گونه که امروزه تمرکز بسیاري از پژوهش
ها معطوف گردیده و اکثریت مراکز  SNPروي بررسی 

ها ها با بیماريتحقیقاتی در پی اثبات ارتباط این موتاسیون
هاي بسیار بزرگ و با استفاده از مقیاسباشند که در می

,  Microarrayتر همچون هاي بسیار پیشرفتهتکنیک
RNA Seq پذیرد، ممکن است بتوان و غیره صورت می

هاي درمانی بهتر نیز توفیق ها در یافتن راهبا این بررسی
امروزه از این مارکرها براي تایید . بیشتري کسب گردد

جا از آن. گرددا استفاده میهتشخیص این گونه بیماري
باشد نیاز را دارا می 25بندي جهانی رتبه که ایران در رتبه

. هاي ژنتیکی بیش از پیش استمبرم به این چنین تست
چنین در ایران تشخیص ژنتیکی این بیماري انجام هم

تواند شروعی در این نشده است، لذا نتایج این تحقیق می
  . زمینه باشد

 انیتشکر و قدرد
از سازمان بهزیستی استان البرز و مدیر کل محترم این 
سازمان، معاونت توانبخشی استان البرز خانم شیوا اکبري، 
بهزیستی شهرستان کرج، موسسه توانبخشی مهرورزان 

فر مدیریت این مجموعه آقاي جلال شکوهی و صباگستر
هم چنین از آقاي بیوك . گرددتشکر و قدردانی می

ري، نیلوفر کنی و الهه گنسرین عس :ها محمودي، خانم
  .شودطهماسبی قدردانی می
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