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:چکیده

که در آن سـه دختـر   کندگزارش میرامطالعه حاضر یک مورد کماي تکرار شونده خانوادگی:معرفی

پنـل ژنـی هدفمنـد بـراي صـرع بـا کـاربرد        . شـد که منجر به کما میمی دادندتشنجات سرکش نشان 

مسبب بیماري در بیمارانمان را شناسایی کند.هايبرده شد تا واریانتکار بهیابی نسل جدید توالی

و سـپس استخراج شدژنومی از خون وریديDNAبیماران،نامه ازپس از کسب رضایتروش کار:

ژن 72اینترون از -مرزهاي اگزونونواحی رمزکننده،، ابتداصرعمرتبط با هاي براي شناسایی جهش

.بـه دام انداختـه شـدند   Sure Selectسـازي هدفمنـد  سیسـتم غنـی  4Vکیت مرتبط با صرع با کاربرد

یـابی  توالیهاي خوانش، یابی شدند،توالیHiSeq 4000ایلومنا یهاي کپچر شده روي سیستمکتابخانه

مضاغف را حذف کندهاي رفت تا خوانشبه کار Picardابزارشدند.همترازشده با یک ژنوم مرجع 

شد تا رفتهبه کار 2برنامه تفسیر.) انجام شدGTAK(با کاربرد ابزار آنالیز ژنومهافراخوانی واریانتو

هـاي % مطـابق بـا پایگاهـاي داده   1با فراونی آلـل کمتـر از   هاییفسیر کند، سپس واریانتتهاواریانت

رفته شـد تـا بیمـاریزایی    به کار In silicoشدند. ابزار ، جداسازيو هزاره ژنومdbSNPنوکلئوتید مانند 

را ارزیابی کند. هاواریانت

در یـا واریانـت از نـو    تی ، موتاسیون خاصـی پیشگویی کننده پاتوژنسیدادههاي پایگاه: مطابق با نتایج

ند. شدگزارشپلی مورفیسم چندینیافت نشد، ولی صرع مرتبط با هايژن

در صرعمرتبط با هایی يدر ژنمورفیسم هایی ي یا پلی هاواریانتبرخی با وجود اینکه : نتیجه گیري

تحقیقات نتوانست ما را در تشخیص قابل قبول براي این شرایط یاري دهد. اما بیمارانمان یافت شدند.

ادامه دارد. بیشتري جهت آشکارسازي علت بیماري 

صرع ،یابی نسل جدید، پنل ژنی:  کماي تکرار شونده ، توالیواژگانکلید

1. Next Generation Sequencing
2. ANNOVAR
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مقدمه

که براي بـیش  کما، یک حالت عمیق از عدم هوشیاري 

توانـد  بیمـار نمـی  کشد کـه در آن  ساعت طول می6از 

.صدا ناتوان استآگاه باشد و در پاسخ به نور، درد و  

سیسـتم عصـبی،   هـاي  دلایل مختلفـی نظیـر، بیمـاري   

حـاد شـرایط ، داروهـا ،سـموم  اختلالات متابولیـک ، 

نورولوژیکی نظیر، سکته، هیپوکسـی، هیپوگلایسـمی و   

. چنانچه کماها شودتواند سبب کما یا آسیب به سر می

کما نامیـده  یکتکرار شوند، اپیزود1صورت دوره ايبه

ــی ــوند. م ــم  ش ــادرزادي متابولیس ــاي م ، )5- 3(خطاه

گرنهـــاي همـــی و می)6(ي میتوکنـــدريهـــابیمـــاري

نند در ایجاد کماهاي دوره اي نقـش  می توا)7(پلژیک

ندرتا یـک تـک تشـنج مـی توانـد سـبب       .داشته باشند

صـرع ایجاد کما گردد، ولی تشنجات تکرار شـونده و  

مـا در اینجـا یـک    .)8(می توانند منجر به کمـا گردنـد  

مبتلا به تشـنج  واده خانواده اي که در آن سه دختر خان

را معرفـی مـی کنـیم.    و کماهاي دوره اي بودند بودند، 

براساس اینکه بیماران دچار تشنجات  صـرعی بودنـد،   

بـه  صـرع ژن مرتبط با 72که در آن صرعارزیابی پنل 

گـردد،  بررسـی مـی  اگـزوم هدفمنـد  شیوه توالی یـابی 

درخواست شد.

و روش بررسی  بیماران معرفی 

بیمار اول

تا اینکه یـک روز صـبح   ،استخانواده دختر او اولین 

حالت تهـوع دارد و  و بیان کرد که از خواب بیدار شد 

از نور گریزان اسـت، رفتـه رفتـه حـالش بـدتر شـد و       

شـلی بـدن    ،صرع،گیجی ، تاري دید، تشنجات مکرر

به  بیمارسـتان  درنهایتو فقدان هوش حادث شد  و

بـراي او  .بـه کمـا رفـت   منتقل شد که در همـان روز   

1. Episodic

ــر ــدین دارو نظی ــاربیتول،: چن ــورژینفنوب ــولتی لامت ، م

شـد میبهبودي حاصل يتجویز شد، تا حدودویتامین

2سـالگی  9او تـا سـن   .افتـاد دوباره کما اتفاق میاما

.اپیزود از کما را تجربه کرد

بیمار دوم  

بـه علـت   ماهه بـود،  4وقتی :دختر دوم خانواده است

، و صـرع  سوتغذیه، بیقراري مفرط ، تشـنجات مکـرر  

به بیمارستان نمازي مراجعه شلی بدن، استفراغ، گیجی 

او نیز با دارو هـاي  .کرد  و در همان روز به کما رفت

پیدا کردتجویزشده مشابه خواهرش  تا حدودي بهبود 

. او تـا  مـی افتـاد  دوباره کما اتفـاق اماو مرخص شد 

دوره کما را تجربه کرد، بعد از آن چندسالگی، 8سن 

.او . شدمیبیمارستان بستري راهی صرع فقط به علت 

ــا    ــا دارو هــاي تجویزشــده مشــابه خــواهرش ت ــز ب نی

.و مرخص شدپیدا کردحدودي بهبود 

بیمار سوم

هفتگـی متولـد   32او فرزند سوم خانواده است  کـه در 

در اولـین روز  بـود،  NICUدر یک مـاه شد و به مدت 

او دچار تب، تشنجات مکـرر،  NICUبعد از خروج از 

به کما منجر شد و  او نیـز بـا  اًمتعاقبشلی بدن شد که 

5شـد. تـا سـن    درمـان ،گفتـه شـد  قـبلاً ی که یداروها

نامـه  (شجرهاپیزود از کما را تجربه کردچندینسالگی 

نشان داده شده است).  1خانوادگی درشکل 
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با حالت مادر آنها ( کماي تکرار شونده) در خانواده اي با سه عضو مبتلا و شجره خانوادگی با سه عضو مبتلا به اپیزودیک کما-1شکل 

تر از بیماري.خفیف

روش کار:

آنالیز ژنتیکی  

DNAاستخراج -1

میلی لیتر از خون 5پس از کسب رضایت نامه از بیماران، 

. شـد آوري جمـع EDTAهر فرد در لوله آزمایش حاوي 

توسط کمیته اخـلاق دانشـگاه آزاد مرودشـت    این مطالعه 

با کاربرد بیماران ژنومی از خون DNA. ابتدا تصویب شد

.مطابق با دستورالعمل استخراج شدGeNET Bioکیت 

ارزیابی پنل اپیلیپزي  -2

یابی نسل جدیدبا روش توالییابی توالی-الف

مـرتبط بـا   هـاي ژنبکار برده شد تـا  کاربهتوالی نسل 

اپلیپزي در بیماران را ارزیابی کند. در ایـن روش یـک   

GeneDx, Courtagen1پنـل بـا ژن مطابق72پنلی از 

انتخاب شد. لیست شده است.1لیست ژنها در جدول 

نواحی کدینگ و مرزهـاي  به دام انداختن یا کپچرینگ

Agilentبـا کـاربرد کیـت    هـا ژناینتـرون/ اگـزون   

)CA, Santa Clara,Agilentkit (V4SureSelect

1. https://www.genedx.com/comprehensive-epilepsy-gene-panel

هاي کپچـر شـده بـا سیسـتم     انجام شد، سپس کتابخانه

Illumina)ایلومینـا ( NGS)توالی یابی نسـل جدیـد (  

Inc., San Diego, CA, USAفــراهم شــده توســط

یابی شد.توالی2انستیتو ژنومی چین

آنالیز بیوانفورماتیکی  -ب

اطلاعات تواالی یابی خام با آخرین ژنوم انسـان  سپس 

(GRCh37/hg19)0.7.15با کاربرد-BWA   هـم تـراز

ــی ــردد.مـــــ ــزار  گـــــ ــپس ابـــــ Picardســـــ

https://github.com/broadinstitute/picard) بکــار (

برده شد تا خوانشهاي مضاعف شده را حذف کند.بعـد  

GTAKها با ابزار آنالیز ژنـوم  از آن فراخوانی واریانت

)Genome Analysis Tool Kit   انجام شـد کـه در آن (

ــات   ــاي  خــاص اطلاع ــرم افزاره ــا ن ــهب ــدي و طبق بن

بندي، فرایند یافتن شود.  بعد از طبقهسازي میفهرست

ــردو    ــراي هــــ ــلی بــــ ــت اصــــ Indelواریانــــ

)insertion/deletionهاي تک نوکلئوتیـدي  ) و واریانت

2. Beijing Genomics Institute
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ــرم افزارهــاي مربوطــه انجــام مــی شــود. ســپس   ــا ن ب

ANNOVAR کـار بـه هـا  براي تفسیر مناسب واریانـت

شود که  ایـن تفاسـیر  شـامل: تفاسـیر تغییـر      برده  می

، Polyphene2، نمــرات SIFT1آمینـو اسـید، نمـرات    

dpSNP ، Genomes Project alleleشناسـه هـاي   

frequencies  .می باشدSIFTرجـه حفـظ   برااساس د

شدگی رزیدوي آمینواسید با کاربرد چنـدین اطلاعـات   

هم تراز شده بیماریزا بودن جایگزینی یک آمینو اسـید  

باشد SIFT<0.05کند. چنانچه نمره را پیشگویی می

SIFTزا اســت و اگــر نمــره آن جــایگزینی بیمــاري

Polyphene-2بیمـــاري زاســـت. غیـــرباشـــد 0.05.<

اساس سـاختار و  جانشینی آمینواسید را برتأثیراحتمال 

اش و عملکرد یک پـروتئین انسـانی بـر اسـاس تـوالی     

ــگویی    ــی اش پیش ــی ژنتیک ــاختاري و پل ــات س اطلاع

ــی ــر  م ــد. گ ــایگزینی Poly phen-2 >.95کن ج

زایــی آن آمینـو اسـید را پیشــگویی   آمینواسـید بیمـاري  

ایـن جـایگزینی آمینواسـید غیـر     >95.کند  و اگرمی

بیماري زاست.  

نتایج: 

MRI،CT scan وEEG   ــونوگرافی شــکمی همــه و س

ــود  ــال ب ــاران نرم ــا   بیم ــز ی ــوار مغ ــه ن ــر از اینک ــه غی ، ب

ــفالوگرام  ــوزنیEEG)(الکتروآنسـ ــواج سـ ــته -امـ آهسـ

)sharp-and-slow-wave complexes( ــه را ــان داد ک نش

دال بر تشنجات صرعی می باشد.  

( پلی مورفیسم تک SNPهفت صرعدر ارزیابی پنل 

ــدي ) در  ، PCDH19)(rs41300169ژن6نوکلئوتیـــــ

KCNQ2)rs1801475 ، (ALDH5A1 )rs2760118 ، (

ARX )rs75489697  ،(CLN3 )rs77595156 ،(

KCNH1 )rs1135317 یافت شد، اما مطابق با پایگاه  .(

1. Sorting Intolerant from Tolerant

Polyphen  ،Mutations tasterداده هــــــاي 

)www.mutationtaster.orgو (SIFTهاي همه واریانت

یافت شده به عنوان پلی مورفیسم تلقی شـدند و هـیچ   

فراوانـی پلـی   گونه واریانت بیمـاریزایی یافـت نشـد.     

لیست شده است.2در جدول ها مورفیسم
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GeneDx, Courtagen مطابق باصرعمرتبط با هايلیست ژن:1جدول 

Genes

ADSL

CNTNAP2, SCL9A6, NRXN1, TCF4, UBE3A
CHRNA4, CHRNB2, CHRNA2
LGI1
CSTB
SCN2A
KCNQ2, KCNQ3
GAMT, GATM
ALDH7A1, ARX, ATP6AP2, CDKL5, PCDH19, POLG, PNPO, SCN1A, SLC2A1, SLC25A22, SPTAN1,
STXBP1
SYN1
GABRG2, SCN1A, SCN1B, SCN2A
SLC2A1
CACNB4, EFHC1, GABRA1
EPM2A, EPM2B
PNKP
ZEB2
CLN3,CLN5,CLN6,CTSD,CLN8,MFSD8, PPT1,TPP1
STXBP1, ARX
CLN3, CLN5, CLN6, CLN8, CSTB, CTSD, EPM2A, MFSD8, NHLRC1, PPT1, PRICKLE1, TPP1
ALDH7A1
CDKL5, FOXG1, MECP2
ARX, CDKL5, STXBP1,TSC1,TSC2

هاي یافت شده در بیمارانمانفراوانی پلی مورفیسم-2جدول

نام ژن شماره مرجع پلی مورفیسم dpSNPفراوانی آللی پلی مورفیسم در پایگاه داده 

PCDH19 rs41300169 0.065
KCNQ2 rs1801475 0.355

ALDH5A1 rs2760118 0.327
ARX rs75489697 0.018
CLN3 rs77595156 0.035

KCNH1 rs1135317 0.286

حثب

تکرار شونده که در اینجا ما یک مورد خانوادگی از کماي 

با تشنجات مکرر و چندین کما را در طـول  سه دخترآن 

گـزارش  زندگی کودکی خـود را تجربـه کـرده بودنـد، را     

ي متابولیک هابیماريکردیم. تشخیص اولیه مان بر اساس 

اخـتلالات  هـاي  بنا نهاده شد، از آنجا که غربالگري تست

مادرزادي متابولیسم  در هر سه بیمار، نرمال بـود، فرضـیه   

( مایع اختلالات متابولیک رد شد.  با توجه به اینکه نتایج

نیز منفی بود،  فرضـیه مننژیـت   1CSFیا نخاعی–مغزي 

در ارزیــابی آزمایشــات نورولــوژیکی همــه نیــز رد شــد. 

، امـواج EEGآزمایشات نرمال بودنـد، بـه غیـر از اینکـه     

،بیمـاران توجـه اینکـه  و بـا  را برملا کردآهسته-سوزنی

بر ، تصمیم قبل از وقوع کما نشان دادند صرعیتشنجات

بر ،هدفمندبه شیوه توالی یابی اگزومصرعتا پنل آن شد

. در ارزیابی  این پنل  با وجـود  شودبررسیبیمارانروي 

1. Cerebrospinal Fluid
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صرعمرتبط با هاي ژندر هایی اینکه برخی پلی مورفسیم

کـه بتوانـد دلیـل     زایـی  بیمارياما واریانت ندگزارش شد

بیماري را توضیح دهد، یافت نشد.

اینکه کماي مکرر در بیماران مـا یـک بیمـاري    دلیل به

مطالعاتی از رابطه صرع و کمـا در  به ندرت نادري است ، 

با این وجود برخی مطالعـاتی از  شود.  جهان گزارش  می

اند. در دنیا گزارش شدهکماهاي مکرر

2016که توسط شیخ و همکاران در سال ايدر مطالعه

انجام شد، یک مورد از کماي مکرر و صرع سرکرش را در 

او اپیزودهـایی از اسـتفراغ،   جوان گـزارش کردنـد،  يمرد

گیجی و شلی را نشان داد. قبل از این شرایط، دوسال پیش 

در آن زمـان  کرده بود.او بخاطر کما به بیمارستان مراجعه 

یک  تحقیق گسترده روي بیمار انجام شد. فقط یک سطح 

افزایش یافته از آمونیوم را بر ملا کرد. کمبود اورنتین ترانس 

عنـوان علـت بیمـاري  بـراي او پیشـنهاد      بـه کرباموئیلاز

این بیماري یک بیماري وابسته به جـنس مغلـوب   .)9(شد

.رخ می دهدOTCدر ژن هایی است که در اثر موتاسیون

و همکاران یک مـورد کمـا را   1اسپی، 2001در سال 

گزارش کردند که در آن بیمار در ابتدا خوب بود تا اینکـه  

کم کم در کنترل سر ناتوان شد و در ادامه به هیپو تونی و 

اسپاسم اعضا مبتلا شد. در سه زمان  به صورت جداگانـه  

اي پـس از یـک    او به دلیل عدم هوشیاري و کماهاي دوره

و هر بـار در  شدمیاهی بیمارستان ضربه کوچک به سر، ر

هـاي  ) بسـتري شـد. نتـایج تسـت    ICUاي سی یو (واحد

EEG وMRIنرمال گزارش شد. امـا  بیمارآزمایشگاهی 

وي غیر نرمال بود. تشخیص براي او برا اساس یک نوعی 

. )10(از لکودیستروفی بنا نهاده شد

ــرایط    ــت ش ــونده تح ــاي تکرارش ــوارد کم ــی م برخ

یدهنـد. میگرن ـ رخ مـی FHM2نیم فلجـی یـا  هاي میگرن

مونوژنیک با اورا است که بـا حمـلات تیپیـک مـرتبط بـا      

شود. دیگر علائم بینایی توصیف میو نقص  موقت موتور

1. Espay
2. Familial hemiplegic migraine

علائم شامل هوشیاري مختـل شـده از گیجـی تـا کمـاي      

تشنجات در تعـداد کمـی از بیمـاران دیـده     طولانی، تب،

به تاریخ سه ژن براي کمـا گـزارش شـده اسـت    .شودمی

کونگ و همکاران در سال، یک بیمـارکره اي، یـک   .)11(

دوبینـی و عـدم   دلیـل بهساله، را معرفی کردند که 40مرد 

، آتروفی مغـز  MRIتکلم به بیمارستان مراجعه کرده بود.

اي مهجدرون جمهاي اتساع سرخرگCT ورا بر ملا کرد

را گزارش کرد. تاریخچه خانوادگی نشان داد که مـادرش  

نظـر بـه از سردردهاي میگرنی موقت مکرر رنج می بـرد.  

FHMدر پـی آن، آنـالیز ژن   آمد که دلیل بیماري باشد.می

بیمار و مـادرش هـر دو   انجام شد.FHMجهت تشخیص 

نشان CACNA1Aاي را دراگزون ژن یک موتاسیون نقطه

. )12(دادند

ــتدر مطالعــه مــا  ــايدر ژنزاي بیمــاريهــاواریان ه

یافـت  1در جـدول  هـاي  مطـابق بـا ژن  مرتبط با صـرع 

هـاي  ژننظیر هایی در ژنهایی نشدند، اما پلی مورفیسم

PCDH19 ،KCNQ2 ،ALDH5A1 ،ARX  ،CLN3 ،

KCNH1 .ند.شدپیدا

را در صرع بررسـی  PCDH19 اي نقش ژندر مطالعه

که درآن شرکت کنندگانی با تشنج ، مشکلات عصبی شد

. در قرار گرفتندمورد مطالعه خواب  هايرفتاري و ویژگی

این مطالعه درگیري ژن در صرع محدود به زن تفسیر شـد  

در .)1(شـدند پیـدا  این ژن ي پاتوژنیکی در هاواریانتو 

ــی مورفیســم (    ــک پل ــط ی ــا فق ــه م ــه در مطالع حــالی ک

rs41300169 (زایـی  شـد و هـیچ موتاسـیون بیمـاري    پیدا

نشد. گزارش

وهمکاران انجام شد، لی در مطالعه دیگري که توسط 

را در کودکان مبتلا بـه  KCNQ2ژن را درهاییموتاسیون

که در مطالعه ما فقط پلی مورفیسم )2(صرع گزارش کرد

rs1801475 .گزارش شد

: باتوجه به اینکه مطالعات بالینی و آنـالیز ژنـی   گیرينتیجه

را به نتیجه قابـل  که بر روي بیماران انجام شد نتوانست ما
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قبولی براي تشـخیص ایـن اخـتلال برسـاند و تحقیقـات      

ــل بیشــتري  ــابی دیگــر پن ــد ارزی ــی هــاي مانن جهــت ژن

آشکارسازي علت بیماري لازم است.

تقدیر و تشکر

این مقاله مربوط به بخشی از رساله دکتري ژنتیـک واحـد   
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Abstract:
Introduction: The present study reports a case of familial episodic coma in
which three girls manifesting refractory seizures followed by coma. Targeted
gene panel of epilepsy using next-generation sequencing (NGS) technique
was requested to identified disease -causing variant(s) in the patients.
Materials and Method: After obtaining a written informed consent from

our patient, genomic DNA was extracted from venous blood, for identifying
mutations in epilepsy genes, at first, coding regions as well as all intron–
exon boundaries of the 72 genes were captured by Sure Select Target
Enrichment System V4 kit (Agilent, Santa Clara, CA), then captured
libraries were sequenced on an Illumina HiSeq 4000(Illumina Inc., San
Diego, CA, USA), sequenced reads were aligned with a reference human
genome and Picard tools was used to remove duplicated reads; variant
calling was performed using the Genome Analysis Tool Kit (GATK).
ANNOVAR was used to annotated variants, then all variants were filtered
out based on minor allele frequency (MAF) <1 % according to data bases of
nucleotide including dpSNP, 1000 Genome project. In silico tools was
performed to evaluated pathogenicity of variant(s).
Result: According to databases of pathogenicity prediction of gene, no
specific mutation in epilepsy genes was found in our patients, but several
polymorphisms were reported.
Conclusion: Given polymorphisms in genes related to epilepsy were found
in our study, failed to provide us with an acceptable diagnosis of this
condition, further research is needed to reveal the cause of the disease.

Keywords: episodic coma, NGS, gene panel, epilepsy
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