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  روش  ايراني به ي انوادهيك خسندرمي اتوزومي مغلوب در  صرع غيرعامل ارثي بررسي 

  يابي كامل اگزوم توالي
  

  3، محمود تولايي2يگرشاسب مسعود، 1راضيه خالصي
  
  

  چكيده
است.  انجام صرع در حال ايجاد علل ي وسيعي در زمينه تحقيقات آن نقش داشته باشد. امروزه، بروز تواند در مي ارثي عوامل موارد صرع ناشناخته است وعلت بيشتر  مقدمه:

  .يابي كامل اگزوم بود روش تواليي ايراني به  (هاي) عامل صرع غير سندرمي با الگوي توارث اتوزومي مغلوب در يك خانواده هدف از انجام اين مطالعه، شناسايي ژن

   فورم پلت يابي اگزوم با ژنومي از خون سه فرد مبتلا و يكي از افراد سالم خانواده، استخراج و توالي DNAبود.  تجربي نوع از ي حاضر، مطالعه ها: روش
Illumina HiSeq 2000 .ها با دو رويكرد انجام شد.  بندي آن اولويت ها از نظر نوع، جايگاه جهش و فراواني آللي و سپس، بندي واريانت ابتدا، دسته انجام شد

 .انجام شد RNF216ژن  NM_207111.3(RNF216): (g.5780794G>A), (c.854C>T)يابي سنگر براي تأييد واريانت  توالي

بودند. يك سوم تغييرات در نواحي بين ژني و اينتروني، يك  indelsدرصد از نوع  15رصد از نوع تغييرات تك نوكلئوتيدي و د 85واريانت، حدود  130855از  ها: يافته
  درصد و  8/3ژنوم، به ترتيب  1000و  ExACي  و يك سوم در نواحي اگزوني و جايگاه پيرايش بودند. از نظر فراواني آللي در پايگاه داده UTR’5,’3سوم در 

 NM_207111.3(RNF216): (g.5780794G>A), (c.854C>T)داشتند. با اعمال هر دو رويكرد، واريانت  01/0ها، فراواني آللي كمتر از  درصد واريانت 4/3
 .ي اعضاي خانواده تأييد نگرديد به عنوان كانديدا شناسايي شد، اما ارتباط اين واريانت در همه RNF216ژن 

هايي نيز همراه بود. در صورت قرار گرفتن  هاي مندلي تبديل شد، اما با محدوديت ي عوامل ژنتيكي بيماري اگزوم به ابزاري جهت مطالعهيابي  توالي گيري: نتيجه
 يبرا يموانع توانند يم ،يانتيوار زيآنالهاي تكنيكي و  فنوكپي، محدوديت نادرست بيماري، تشخيص كلينيكي، ي ژنوم، هتروژني واريانت در نواحي غير كد شونده

  .اند وب شوند كه باعث عدم موفقيت در شناسايي ژن عامل بيماري در اين خانواده شدهمحس يماريب عامل انتيوار ييشناسا
  ، شناسايي ژن كانديدDNAيابي  تشنج صرعي، توالي واژگان كليدي:

  
روش  ايراني به ي انوادهيك خسندرمي اتوزومي مغلوب در  صرع غيرعامل ارثي بررسي  .، تولايي محمودمسعود يگرشاسبخالصي راضيه،  ارجاع:
  1362-1368): 407( 34؛ 1395مجله دانشكده پزشكي اصفهان . يابي كامل اگزوم توالي

  
  مقدمه

ترين اختلال دستگاه عصـبي   ترين و شناخته شده صرع، به عنوان شايع
هـاي   ي مغزي و قلبي، بيشـترين فراوانـي را در جمعيـت    پس از سكته

ميليون نفر در سراسر دنيا به اين بيماري مبتلا  50انساني دارد. بيش از 
 يكـي  همواره ها، قرن طول بروز صرع در علت . بررسي)1-2(هستند 

 ربيشـت  در . ايـن بيمـاري  )3-4(بوده اسـت   پزشكان مهم از مشكلات
 ممكـن  ارثي عوامل و فاقد علت مشخصي است و موارد، ايديوپاتيك

 بـه  مبتلايان درصد 40 . در)5-8(نقش داشته باشند  آن بروز در است

  . است دخيل ژنتيك عامل صرع،
 تـوارثي  هـاي  مكانيسـم  بـر اسـاس   تـوان  مـي  را ژنتيكـي  هاي صرع

 اسـت؛  شـده  شناسـايي  هـا  آن بـراي  اصـلي  گـروه  سـه . كرد بندي طبقه
 بيمـاري  ايجـاد  عامـل  توانـد  مي اصلي لوكوس يك كه مندلي اختلالات

 كـنش  ميـان  حاصـل  توانـد  مي كه غير مندلي يا پيچيده هاي بيماري باشد،
 الگـوي  ي در نتيجـه  يـا  باشـد  محيطي عوامل با ژنتيكي لوكوس چندين

 اخــتلالات و شــوند ايجــاد ميتوكنــدريايي DNA مــادري تــوارث
  .)9(هستند  سيتوژنتيكي ناهنجاري يك حامل مبتلايان، كه كروموزومي

 مقاله پژوهشي
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 بيمـاري در دنيـا، امـروزه    بـالاي ايـن   بـه نسـبت   شـيوع  لدلي به
 جلـوگيري  كارهاي صرع و راه ايجاد علل ي وسيعي در زمينه تحقيقات

هـاي اخيـر در    پيشـرفت  .)10-11(اسـت   انجـام  در حـال  آن بروز از
ــه ــوژي زمينـ ــوال ي تكنولـ ــ يتـ ــل يابيـ ــجد نسـ ــ NGS( ديـ    ايـ

Next-generation sequencing(، ـ يتوال ژهيو به   اگـزوم  كامـل  يابي
)WES اي Whole exome sequencing(، يها يماريب اساس كشف 

 بـه  توجـه  بـا  ن،يبنابرا .)12-13( است كرده متحول را يانسان يكيژنت
ي  در زمينـه  انـدكي كـه   مطالعـات  و رانيا در بيماري نيا يبالا وعيش

دخيل در ايجاد اين بيمـاري صـورت گرفتـه     ژنتيكيشناسايي عوامل 
است، اين مطالعه با هدف بررسي عامل ارثي صرع غيـر سـندرمي بـا    
الگوي توارث اتوزومي مغلوب (حاصـل ازدواج خويشـاوندي) و بـه    

يـابي   ي ايراني به روش توالي طور احتمالي مونوژنيك در يك خانواده
  .كامل اگزوم انجام شد

  
  ها روش

فرد مبـتلا و يـك    3ي خون  بود. نمونه تجربي نوع از حاضري  مطالعه
ــه   ــرد ســـالم در لولـ ــاده   فـ ي ضـــد انعقـــاد   هـــاي حـــاوي مـ

Ethylenediaminetetraacetic acid )EDTAآوري گرديـد.   ) جمع
 مـدرس  تربيـت  دانشـگاه  پزشـكي  اخلاق ي كميته توسط مطالعه، اين

شد. اسـتخراج   تكميل اعضاي خانواده توسط نامه رضايت فرم تأييد و
DNA      به روش ترسيب نمكـي انجـام و غلظـت و كيفيـتDNA  از

  درصد بررسي شد. 1و الكتروفورز روي ژل آگارز  طريق نانودراپ
 BGI Tech يــابي كامــل اگــزوم توســط شــركت ســپس، تــوالي

(ايلومينا،  Illumina HiSeq 2000 فورم پلت از استفاده با كنگ) (هنگ
   قطعـات  بـه  تصـادفي  بـه صـورت   ژنـومي  DNAامريكا) انجام شد. 

 متصل قطعات انتهاي دو به آداپتورهايي و خرد بازي جفت 200-150
 نـانوگرم  50 روي اگـزوم  انـدازي  بـه دام  قطعـات،  تكثير از پس. شد

DNA ــا ــتفاده ب ــت از اس  Nextra Rapid Capture Exome كي
 انتهـا  دو هـر  از DNA قطعـات  و گرفـت  صـورت ) ايلومينا، امريكا(

 بـا  پوشـش،  ميـزان  و اگـزوم  انـدازي  بـه دام  كيفيت. شدند يابي توالي
   .شد ارزيابي GATK افزار نرم

ي  نسـخه  BWAافـزار   نـرم  بـا اسـتفاده از   خوانش ي بعد، در مرحله
 افزارهـاي  از نـرم . شـدند  رديـف  هم UCSC hg19 مرجع ژنوم با ،0.5.9

SAMtools و Annovar ــراي ــايي بـ ــير و شناسـ ــا واريانـــت تفسـ    هـ
  شد. استفاده

هاي خام از نظر موقعيت ژنومي، نوع جهش و فراواني آللـي   داده
ژنـوم بررسـي شـدند. سـپس،      1000و  ExACي  هـاي داده  در پايگاه

بندي  اولويت بيماري، عامل (هاي) كانديداي واريانت به دستيابي جهت
  دو رويكرد زير انجام شد: با

  :اول كرديرو
ــت -1 ــاي واريان ــرادف ه ــذف مت ــدند ح ــز و ش  روي تمرك

 .گرفت قرار اگزوني نواحي نامترادف هاي واريانت
هـاي داده   آللـي موجـود در پايگـاه    فراواني ميزان بر اساس -2
 .شدند حذف 01/0 از بالاتر آللي فراواني با هايي واريانت فيلتر و
 مغلــوب اتـوزومي  تــوارث الگـوي  بــا اعمـال  هـا  واريانـت  -3
 .)14(شدند  بندي اولويت
  :دوم كرديرو
هاي تك نوكلئوتيـدي   ها در دو گروه واريانت ابتدا واريانت -1

بندي شدند. در اين مرحله، براي هـر گـروه از    تقسيم Indelsو گروه 
هـاي نـواحي اينترونـي و     هاي مترادف و واريانت ها، واريانت واريانت

 بين ژني حذف شدند.
 ها اعمال شد.  الگوي توارث اتوزومي مغلوب روي واريانت -2
هـاي داده   هـا بـر اسـاس فراوانـي آللـي در پايگـاه       واريانت -3
 بندي شدند.  اولويت

خانواده بـه روش   در آن تفكيك و RNF216جهش  سپس، تأييد
  .شد انجام) Sanger sequencing( سنگر يابي توالي

  
  ها افتهي

 يمـار يب و نـه يمعا اعصـاب  و مغز متخصص پزشك توسط مبتلا افراد
 1 شـكل  در يخـانوادگ  ي نامه شجره. شد داده صيتشخ افراد در صرع
  .است مشاهده قابل

  

  
 ،III:3 افراد يبرا اگزوم يابي يتوال. يخانوادگ ي نامه شجره. 1 شكل

III:4، IV:1 و IV:3 يها نمونه. شد انجام III:1 و III:2 در   
  .نبودند دسترس



  

  

و همكارانصي 

 1395 دي

  

  

  نوم

ـرايش قـرار      
ـورد كـاهش   
 بد معني بـه  
در ادامـه، بـا     
هـا واريانـت   
NM_2071 

قرار  7ي  ماره
رخ  G>Aير 

NM_2071

د مبـتلا كـه      
فكيـك ايـن       

 درصد 2-1 
 در حـال  اي 

مانند ژنتيـك  

3', 5

inter

Exon

راضيه خالصي

ي سوم د/ هفته407

ExA ژ 1000(د)  و

حي اگزونـي و پيـ
مـو 766و  17115  

هاي عداد واريانت
I حـذف شـدند. د

، تنه01/0يشـتر از    
11.3(RNF216)

روي كروموزوم شم
، تغيي5780794مي 

11.3(RNF216): 

ـابي يكـي از افـرا
ص نشـده بـود، تف

   ).4ل 

فراواني آن و دنيا ر
كشـورها در لامت 

م مختلفي عوامل .
  .)15(باشند  

' UTR

rgenic and introni

nic and splice site

AF < 0.01

7 ي/ شماره 34ال 

  ب     

  د  
AC ي داده گاهيپا ر

هـاي نـواح واريانت
ها به ترتيب بـه ت

ل الگوي توارث، تع
Indelsي مـوارد   ه

ا فراوانـي آللـي بي
: (g.5780794G

  .)3(شكل ند 
NM_207111.(ر ،

ژن در موقعيت ژنو
(g.5780794G>

يـ  حاصل از تـوالي 
بي اگـزوم مشـخص

شكل( تأييد نكرد

  بحث
در عصبي اختلال 

سـلا مهم  مشكلات
)16(باشد  مي يران
دخيل صرع  بروز

ic

e

1K genome

1 AF > 0.01

w  

سا –شكي اصفهان 

                       

                      
در يآلل يفراوانج)

SNP: Sing

Indتمركز روي و ،
ت و تعداد واريانت
ت. سپس، با اعمال

رد رسيد و همهمو
هايي با ف واريانت

G>A), (c.854C>
RNF216 باقي ما

RNF216 ).3ژن 

اين ژ 4. در اگزون 
 ,(A<( اســـت 

(c.854C>(. نتايج
يا تيپ آن در توالي

يانت در خانواده را
  

ترين جدي صرع،
از يكي و )15(ت
اي يژه درو به و سعه

توانند در حيط، مي

unknown

www.mui.ac.i

دانشكده پزشمجله

  
                      

  
                       

(ج جهش، گاهيجاب)
gle nucleotide pol

11 
 ـ  اي
 از
39 
 يح

ــاه
E  و

ـي
شتر
ـي

 وي
به 
ـي
ال
ت
NM 

 و

dels

گرفت
يافت

م 97
حذف
>T)
6ژن 

دارد
داده

>T)

ژنوت
رياوا

است
توسع
و مح

ir

                       

                      
(ب جهش، نوعف)

lymorphism 

 ـ  ـم ني 10786 ان،ي
 ـئوت ي SNVs( يدي
درصـد) 34/15( 
7/9 جهـش،  گـاه ي

ــد ــواح در درص ن
 اگزونــي و جايگــ

ExACي  گـاه داده

هـا، فراوانـ واريانت
، فراواني آللي بيش

ــ ــصــد، فراوان ي آلل

رو تمركـز  و رادف
130855ها از  نت

ي بـا فراوانـي آللـ
 در آخـر، بـا اعمـا

تنهــــا واريانــــت
M_207111.3(R

هـاي بـد معنـي ت

0

50000

100000

150000

ت
ريان

 وا
داد

تع

AF < 0.0

رسندرمي

           الف)     

              ج     
(الف اساس بر ها انت

. از ابود مورد 130
 ـغ نوكلئ تـك  راتيي
S (مـورد 20069 و
جا نظـر  از). الـف  
ــيا و ي 31 ،ينترون

در نــواحي رصــد)
ب). در پايگ -2ل  

درصد و 4/3صد و
درصد 8/68صد و

درص 8/27صــد و
.(  

متـر هـاي  واريانت
گزوني، تعداد واريا

هايي  حذف واريانت
رسـيد. 5184ا به

ومي مغلــــوب، ت
RNF216): (g.57

 3(.  
 دو گـروه واريانـت

130855
1

total
ش

ExAC

01 AF > 0.01

صرع غيرمل ارثي 

                       

                       
ايوار يبند دسته. 2 

0855 ها، انتيوار 
يتغ نوع ازدرصد)  

Single nucleoti

ا -2(شـكل   ودند
ــ يـواح ــ نيب يژن

در 3/29( يمــابق و
 شده بودند (شـكل

درص 8/3ه ترتيب 
درص 2/41و  01/0

درص 0/55تند و در 
ج و د -2 (شكل 

رد اول، با حذف و
اگ نواحي نامترادف

ش يافت. سپس، با ح
ها ، تعداد واريانت

ـــوارث اتــــوزو
780794G>A), (

R  شكلباقي ماند)
رد دوم، براي هـر

10786

200

SNP ind
نوع جهش

unknown

  

عوامبررسي

1364 

                 

                 
شكل

  
كل تعداد

66/84( مورد
ide variants

بو Indels نوع
ــد ــ در درص ن

3’,5’UTR و
پيرايش ايجاد

ژنوم، به 1000
آللي كمتر از 

ــت 01/0از  داش
نامشخص بود
در رويكر

ن هاي واريانت
كاهش 20055

01/0بيشتر از 
الگــــوي تــ
(c.854C>T)

RNF216 ژن

در رويكر

69

del



 

  

  
www.mui.ac.ir  

و همكاران راضيه خالصيصرع غيرسندرميعوامل ارثي بررسي

 13951365ي سوم دي/ هفته407ي/ شماره34سال–مجله دانشكده پزشكي اصفهان 

                
  رويكرد دوم - ب          رويكرد اول  - الف

  مرحله فيلتراسيون ها پس از هر  ها و تعداد آن كردن واريانتهاي فيلتررويكرد. 3 شكل

  

  
 :NM_207111.3(RNF216) انتيوار دييتأ از حاصل جينتا. 4 شكل

(g.5780794G>A), (c.854C>T) ژن RNF216 بالا از بيترت به 
) IV:1( مشخص پيژنوت با مبتلا افراد از يكي)، III:3( مادر در نييپا به

 فرد و AG پيژنوت مادر،). IV:3( نامشخص پيژنوت با مبتلا فرد و
IV:1، پيژنوت AA ،سنگر يابي يتوال از پس دارند   

)Sanger sequencing (فرد IV:3، پيژنوت AG با كه داد نشان را 
  .شتندا مطابقت مغلوب ياتوزوم توارث يالگو

تـوان   ي ژنوم انسان، مـي  امروزه، به دنبال موفقيت در انجام پروژه
ي  ژن عامل صرع ژنتيكي را شناسايي كرد. ايـن كـار، نيازمنـد مطالعـه    

هـا بـه خـوبي     باشد كه بيمـاري آن  هايي با چند عضو مبتلا مي خانواده
تشخيص داده شده باشد. در اين نوع صرع، توارث منـدلي كلاسـيك   

)، و در گـروه  Xشود (اتوزومال غالب، مغلوب يا وابسـته بـه    يده ميد
هـاي ايـديوپاتيك    . صـرع )17(گيرنـد   هاي ايدوپاتيك قـرار مـي   صرع

وارد درصـد تمـام م ـ   1ول كمتـر از   ها مسؤ مندلي، نادرند و همگي آن
رع با بـروز  . نقش عوامل ژنتيكي در ايجاد اين نوع ص)9(باشند  صرع مي

ها آشكار شـده اسـت    خواني كلينيكي در مطالعات دوقلو خانوادگي و هم
ي مكانيسـم   هـاي مسـؤول، بيـنش باارزشـي دربـاره      . شناسايي ژن)17(

ها براي پيشـبرد دانـش    آني  كند و مطالعه مولكولي عامل صرع ايجاد مي
  .  )9(ما از اساس پاتوژنز صرع ايديوپاتيك ضروري است 

مـورد مطالعـه،    هاي ايديوپاتيك مندلي بيشتر موارد صرع تا كنون
 متغيـر  كلينيكي تظاهرات و كاهش يافته نفوذ با غالب اتوزومي صفات
 صـرع  عامـل  هاي ژن شناسايي به اين مطالعات، منجر. اند داده را نشان

. )18(عصبي هستند  يوني كانال زير واحدهاي ها آن شوند و اغلب مي
هـاي   خانواده از اي زير مجموعه براي در ابتدا مغلوب، اتوزومي موارد

 پيوسـتگي  روش بـا  پيشـنهاد و  خـانوادگي  رولانـديك  صـرع  مبتلا به

 هاي خام حاصل از اگزومتعداد كل واريانت
 عدد) 130855(

 هاي مترادفپس از حذف واريانت
 عدد) 20055(

 01/0ها با فراواني آللي بالاتر از پس از حذف واريانت
 عدد) 5184(

 پس از اعمال الگوي توارث اتوزومي مغلوب
 ])RNF216عدد ( 1[

 هاي خام حاصل از اگزومتعداد كل واريانت
عدد) 130855(

 هاي تك نوكلئوتيديتعداد واريانت
 عدد) 110786(

 Indelsتعداد 
 عدد) 20069(

 ها با تمركز روي تعداد واريانت
 هاي نواحي اگزوني و پيرايشواريانت

 عدد) 766(

 ها با تمركز روي تعداد واريانت
 هاي نواحي اگزوني و پيرايشواريانت

 عدد) 17115(

پس از اعمال الگوي توارث اتوزومي 
 مغلوب

 ها)واريانت ي(حذف همه

پس از اعمال الگوي توارث اتوزومي 
 مغلوب

 عدد) 97(

 ها با فراواني آللي پس از حذف واريانت
 01/0بالاتر از 

 ])RNF216عدد ( 1[
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 ي خـانواده  يـك  بـه عـلاوه، در  . شد شناسايي ها آن براي q15 ي ناحيه
 كلونيـك  -تونيـك  و ميوكلونيـك  هـاي  براي مبتلايان به صـرع  بزرگ
. شـد  يـابي  نقشـه  13p16 ي ناحيـه  اتوزومي مغلوب، با توارث عمومي

 هـاي  صـرع  براي لوكوس اي در كشور تركيه، يك مطالعهدر  همچنين،
  .)18(شد  شناسايي 31p9-33ي  ناحيه در ايديوپاتيك

هاي ايـديوپاتيك اتـوزومي    ي صرع توان گفت كه مطالعه در زمينه مي
غالب نسبت به شكل مغلوب، بسيار بيشتر است و از آن جـايي كـه تنهـا    

هاي اتوزومي مغلوب گزارش شده  چند لوكوس براي برخي از انواع صرع
 نشده است، پـاتوژنز  شناسايي ها اين نوع صرع ژني به عنوان عامل و هيچ

است. بنـابراين، مطالعـه بـر روي     باقي مانده ناشناخته هنوز اختلالات اين
هـاي ايـديوپاتيك خـانوادگي بسـيار حـايز       اشكال اتوزومي مغلوب صرع

ي حاضر، بـه جسـتجوي عامـل ارثـي      اهميت است. از اين رو، در مطالعه
  نوادگي پرداخته شد.صرع اتوزومي مغلوب در موارد خا

ي انواع تغييرات ژنتيكـي در   توانايي شناسايي همه NGSامروزه، 
سرتاسر ژنوم انسان در حد جفت باز در يك آزمـايش منفـرد را دارد.   

و  )19(هاي سنتي اسـت   تر و كارامدتر از روش اين روش بسيار سريع
يـابي   . توالي)20(هاي نادر دارد  نظيري در شناسايي واريانت توانايي بي

است و به سرعت به ابزاري جهـت   NGSاگزوم، يكي از كاربردهاي 
. )21(هاي مندلي تبـديل شـده اسـت     ي عوامل ژنتيكي بيماري مطالعه
 Miller سندرم شامل يمندل يها يماريب عامل يها انتيوار از بسياري

  .)23(اند  روش شناسايي شده نيا به Kabuki سندروم و )22(
 هـاي  واريانـت  زيـاد  تعـداد  ميان از بيماري عامل هاي واريانت تمايز
 كـردن  فيلتـر  مراحـل  يك سـري  طريق از كه است بزرگي چالش ژنومي،
ها را  توان واريانت جايگاه جهش، مي. بر اساس نوع و )20(شود  مي ممكن
 پايـان  كدون ي ايجاد كننده چارچوب، تغيير هاي بندي كرد. جهش اولويت

. در )24(دارنـد   بيشـتري  اثر ها پيرايش، نسبت به ساير واريانت جايگاه و
هاي نامترادف نـواحي اگزونـي تمركـز شـد.      اين مطالعه، بر روي واريانت

 ها در واريانت آللي فراواني گرفتن در نظر كردن، مراحل فيلتر ديگر از يكي
 هـايي بـا   . در اين مطالعـه، واريانـت  )23(عمومي است  ي داده هاي پايگاه

ژنـوم،   1000و  ExACي  هـاي داده  در پايگاه 01/0فراواني آللي بالاتر از 
هـا بسـيار    حذف شدند. الگوي توارث بيماري نيز در فيلتر كردن واريانت

 براي واريانت عامل بيماري، مادر و پدر فرض، حايز اهميت است؛ با اين
  .)24(موتان هستند  هموزيگوت مبتلا، افراد و اجباري ناقل

هاي خام اگـزوم، ژنوتيـپ برخـي از افـراد بـراي برخـي        در داده
 هـا، واريانـت   هـا تعيـين نشـده بـود. يكـي از ايـن واريانـت        واريانت

NM_207111.3(RNF216): (g.5780794G>A), (c.854C>T) 
كي از افراد مبتلا مشـخص  كه ژنوتيپ آن براي ي است RNF216 ژن

ي  نبود. از آن جايي كـه فراوانـي آللـي ايـن واريانـت در پايگـاه داده      
ExAC  و  001894/0و بـه ترتيـب    01/0تـر از   ژنوم، پـايين  1000و

بود، اين واريانت مورد توجه قرار گرفت. بنابراين، قبل  00119808/0
ين ژنوتيپ شد. از بررسي تفكيك در ساير افراد خانواده، فرد مبتلا تعي

از آن جايي كه ژنوتيپ فرد مبتلا براي واريانت موتان، هتروزيگوت به 
)، مشخص شد كه اين واريانـت بـه عنـوان واريانـت     AGدست آمد (

  شود.  عامل بيماري در اين خانواده تفكيك نمي
هاي  يابي اگزوم در شناسايي واريانت هاي توالي يكي از محدوديت

درصد ژنـوم   1ي  ه با اين روش، تنها مطالعهعامل بيماري، اين است ك
. )21، 25(باشـد   انسان (نواحي كد شونده به پروتئين) امكان پذير مـي 

د كه نـواحي  ده نشان مي ENCODEبه علاوه، نتايج حاصل از طرح 
ي زيادي وجود دارند كـه عملكـرد بيولـوژيكي مهمـي      غير كد شونده

 .)25(ها داشـته باشـند    توانند نقش مهمي در ايجاد بيماري ميو دارند 
غيـر كـد   بنابراين، در صورتي كه واريانت عامـل بيمـاري در نـواحي    

يـابي اگـزوم    ي ژنوم باشد، امكان شناسايي آن از طريـق تـوالي   شونده
وجود ندارد. همچنين، ممكن است يك واريانت ژنومي ساختاري يـا  

  يابي اگزوم شناسايي نشود.  بزرگ، طي توالي Indelيك 
 هاي تكنيكي و آناليز واريـانتي ماننـد فقـدان    به علاوه، محدوديت

ــش ــي پوش ــت برخ ــا،  واريان ــيره ــت تفس ــث  آن نادرس ــا و مباح  ه
يـابي اگـزوم،    واريـانتي در تـوالي   خـوانش  بـه  مربـوط  بيوانفورماتيك

تواند مانعي براي شناسايي واريانت عامل بيماري محسوب شود. از  مي
 فنوكپي، و نادرست بيماري كلينيكي، تشخيص طرفي، وجود هتروژني

رد و باعث از بگذا اثر ها واريانت كردن فيلتر راهبرد است روي ممكن
توانند  ي اين عوامل، مي . همه)26( ها شود دست رفتن برخي واريانت

دليل عدم موفقيت در شناسايي واريانت عامل بيماري در اين خـانواده  
ها، عواملي مانند مقـرون بـه    ، با وجود اين محدوديتباشد. در نهايت

يـابي كامـل ژنـوم و تمركـز آن      صرفه بودن اين روش نسبت به توالي
، پيشــنهاد كردنــد كــه )27(تــري از ژنــوم (اگــزوم)  روي حجــم مهــم

تـري جهـت    يابي كامل اگـزوم، رويكـرد آزمايشـگاهي مناسـب     توالي
  هاي عامل بيماري در اين خانواده است.  ي واريانت مطالعه

كمـپلكس  درصد انواع صـرع، اسـاس ژنتيكـي     40به علاوه، حدود 
هاي كمپلكس، اغلب به صـورت اسـپوراديك    صرع .)28(پيچيده) دارند (

در  .)29كننـد (  يابند و از الگـوي تـوارث منـدلي پيـروي نمـي      تظاهر مي
ي مورد بررسي، چند مورد فرد مبتلا وجـود داشـتند و الگـوي     نامه شجره

تر بـود. بـا ايـن حـال،      توارث اتوزومي مغلوب براي اين خانواده محتمل
نامه به طور كامل رد كـرد.   توان نوع توارث پيچيده را براي اين شجره مين

توانـد   از اين رو، دليل ديگر براي نرسيدن به جواب در اين خـانواده، مـي  
همين قضيه باشد كه عامل بيماري به طور الزامي از الگوي مغلـوب (كـه   

ي  وهتواند بـه شـي   كند و مي فرض اين مطالعه بوده است)، تبعيت نمي پيش
ي تـوارث پيچيـده بـه ارث     غالب و يا غالب با نفوذ متغير و يا حتي شيوه

ــابراين، يكــي از اقــدامات بعــدي، مــي  ــد بررســي  رســيده باشــد. بن توان
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  .كنند هايي باشد كه از الگويي غير از الگوي مغلوب پيروي مي واريانت
  

  تشكر و قدرداني
 تخصصـي  دكتـري  مصـوب  ي نامـه  پايـان  از بخشـي  حاصل مقاله اين

 مـالي  حمايـت  بـا  كـه  اسـت  52/د1685ي  پزشكي بـا شـماره   ژنتيك
بـه   مدرس تربيت دانشگاه پزشكي علوم ي دانشكده پژوهشي معاونت

از افـراد   را خـود  قدرداني نگارندگان مراتب وسيله، بدين. انجام رسيد
 .دارند مي ها در اجراي اين مطالعه ابراز خانواده به دليل همكاري آن
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Abstract 
Background: The cause of epilepsy in most of cases is unknown but inherited causes can play a role in its 
incidence. Recently, many researches have been conducted in the field of epilepsy. The aim of this study was to 
identify gene(s) responsible in an Iranian family with autosomal recessive non-syndromic epilepsy using whole 
exome sequencing (WES) method.  

Methods: In this experimental study, genomic DNA was extracted from whole blood belonging to three affected 
persons and a healthy individual and whole exome sequencing was performed using Illumina Hiseq2000 
platform. At first, variants classification were carried out based on mutation types, position of the mutation and 
their allele frequencies and then, prioritization was performed via two approaches. Sanger sequencing was 
carried out for RNF216 confirming the variant [NM_207111.3 (RNF216): (g.5780794G > A), (c.854C > T)]. 

Findings: From 130855 variants, 85% were single nucleotide variants and 15% were indels. One third of them 
located in intergenic and intronic regions, one third located in 3’and 5’ UTRs and one third located in exonic and 
splice site regions. 3.8% and 3.4% of variants had allele frequencies below 0.01 in ExAC and 1000 genome 
project databases, respectively. By using the two prioritization approaches, a variant in RNF216 gene 
[NM_207111.3 (RNF216): (g.5780794G > A), (c.854C > T)] was selected as a prior candidate. However, this 
variant did not co-segregate with the disease in all of the members of this family. 

Conclusion: Exome sequencing has been considered as a tool for studying genetic causes of Mendelian 
disorders; but it has some limitations. Mutation in the non-coding regions of the genome, clinical heterogeneity 
of disease, wrong clinical diagnosis, phenocopy, and technical and analytical limitations can be considered as a 
reason that we could not find gene(s) responsible for the disease in this family. 
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