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Abstract 

Background and Objective: Spina Bifida (SB) is a congenital 
malformation and is a result of the failure of the closure and failure of the 
neural tube. The causes and mechanisms of genetic involvement involved 
in the onset of SB are still ambiguous. The present study addresses the 
genetic variation in SB disease using Next Generation Sequencing (NGS) 
as a powerful molecular tool for comprehensive genetic disorders studies. 
Materials and Methods: Three complete blood samples from people with 
spina bifida were investigated after DNA extraction using NGS-whole 
exome sequencing (NGS-WES) method and after comparing the obtained 
data with the control sample. The results were analyzed using Alignment 
software (bwa), variant calling (gatk4) and Annotation (wannovar) with the 
version of the Hg19 genome. 
Results: Out of 559087 mutations, there are 1205 mutations of the type 
INDELs and 557882 mutations associated with SNPs. This number of 
mutations was compared with control samples and patients with SB. 
Further studies ultimately identified the genes of PAX3, CUBN, MTHFR 
and PDGFRA as more effective genes in the disease. 
Conclusion: The NGS is a powerful method for the genetic evaluation of 
patients with SB that can help detect genetic disorders in these patients. 
Gene mutations found have all occurred in genes that are associated with 
evolution in the nervous system during the fetal period. These mutations 
should be confirmed by valid molecular methods.  
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 چکیده
و بـه عنـوان نتیجـه     باشدمیاز ناهنجاري هاي مادرزادي  )Spina Bifida, SB( اسپینابیفیدا سابقه و هدف:

دخیـل   SB. علـل و مکانیسـم هـاي ژنتیکـی کـه در بـروز       لوله عصبی استاي از عدم بسته شدن و شکست 
با اسـتفاده از روش تعیـین    SBبیماري  در تغییرات ژنتیکیبه بررسی مطالعه حاضر هستند، مبهم می باشند. 

به عنوان ابزار قدرتمند مولکولی بررسی هـاي   Next Generation Sequencing, NGS)(توالی نسل بعدي 
 د.پردازجامع اختلالات ژنتیکی می 

 بـا اسـتفاده از روش   DNAپـس از اسـتخراج    SBسه نمونه خون کامل از نوزادان مبتلا به  ها:مواد و روش
NGS-Whole Exome Sequencing (NGS-WES)     مورد بررسی قرار گرفته و پـس از مقایسـه اطلاعـات

 Alignment (bwa) ،Variantبه دست آمـده بـا تـوالی شـاهد آنـالیز نتـایج بـا اسـتفاده از نـرم افزارهـاي           

calling(gatk4)  وAnnotation(wannovar)  با ورژن ژنومHg19 .اجرا شد 
ه این تعداد جهش در مقایسه و بررسی جهش در سه نمونه مشاهده شد ک  559087در مجموع  ها:یافته

، PAX3 ،CUBNهاي بدست آمد. بررسی هاي بیشتر در نهایت ژن SBنمونه کنترل و بیماران مبتلا به 
MTHFR  وPDGFRA .را به عنوان ژن هاي موثرتر در بروز بیماري شناسایی نمود 

می باشد که می تواند به  SB، روشی قدرتمند براي بررسی ژنتیکی بیماران مبتلا به NGS گیري:نتیجه
شناسایی اختلالات ژنتیکی در این بیماران کمک شایانی نماید. جهش ها ي ژنتیکی یافت شده همگی در 

 ژن هایی رخ داده اند که با تکامل در سیستم عصبی در دوران جنینی مرتبط می باشند.
 

 NGS ؛سیستم عصبی ؛اسپینابیفیدا کلیدي:واژگان 

 علوم دانشگاه يبرا نشر حقوق یتمام
 .است محفوظ همدان یپزشک

 

مقدمه
از ) Neural Tube Defect, NTDs(نقص لوله عصبی 

که با اختلال است شایع ترین ناهنجاري هاي مادرزادي نوزادان 
 Central Nervous( در عملکرد سیستم عصبی مرکزي

System, CNS ( هنگامی که لوله عصبی در باشدمیهمراه .
نقص  شود،مراحل اولیه تکامل جنین موفق به انسداد کامل نمی

و به تبع آن اختلالات عصبی  عملکردي شدید در مغز و نخاع
هر در  10 -1بین  NTDs شیوع گردد. میزانزیادي ایجاد می

شده است، با این حال تخمین زده در سراسر جهان تولد  1000
هاي مختلف لازم به ذکر است که میزان شیوع در جمعیت

. یکی از اختلالات مربوط به نقص لوله ]1, 2[ باشدمتفاوت می
ستون است که در این اختلال  SBناهنجاري مادرزادي عصبی 

 Bifidaبه معناي مهره و  Spine( شدهفقرات تقسیم و دو شاخه 
به معناي دو شاخه شدن) و به عنوان نتیجه اي از عدم بسته 

 در طول هفته سوم و چهارم جنینی شدن و شکست لوله عصبی
 Spina Bifida به طور کلی به دو گروه اختلال SBاست. 

Occulta (SBO)  وSpina Bifida Cystica (SBC)  تقسیم
 Myelomeningoceleشامل سه گروه، SBCشود که می

(MMC)،Meningocele (MC)   وLipomeningocele 
 SBشایعترین و شدیدترین فرم  MMC .]3-6[ باشدمی

یا هیچ  ،بسته به اندازه و محل نقصکه نوزادان مبتلا  ]6[است
شدید مادام العمر از معلولیت به طور و یا  ندارندنقص جسمی 

هاي مختلف بدن  حرکتی همراه با آبشاري از اختلالات در اندام

 مقاله پژوهشی 

 مجله علمی پژوهان 44 تا 37 صفحات ،1397 زمستان ،2شماره  ،17دوره 
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  .]4, 5[ برندمیرنج به ویژه هیدروسفالی 
 ،تغذیهمانند محققین بر این باورند که مجموع عواملی 

عوامل تاثیر گذارند که  NTDsژنتیک در بروز و  محیط
هاي احتمال زیاد شامل تغییرات نابجا در ژنژنتیکی به 

, 4, 6[ باشددر بسته شدن طبیعی لوله عصبی میموثر کلیدي 
خطر در  عواملبه عنوان  ان نیزسن باروري مادر. چاقی و ]2

NTDs این برآیند احتمال خطر در بر اساس که  شناخته شده
 سال افزایش  19و جوان تر از  40 مادران با سن بالاتر از

 .]5, 7, 8[ یابدیم
، میزان فولات ارتباطمطالعات سبب شناسی بیانگر 

تعداد دیگري از مواد مغذي و عوامل مربوط و  B12ویتامین 
عدم بسته شدن صحیح لوله عصبی  و NTDsبه تغذیه با بروز 

تر به بررسی کاهش در زمان جنینی بوده، مطالعات پیشرفته
سطح با افزایش آن  عود وفزاینده بروز نقص لوله عصبی 

فولات به عنوان  .]9-12[ فولات در بدن مادر پرداخته است
عمل  RNAو  DNAکوفاکتور آنزیم هاي درگیر در بیوسنتز 

می کند و تامین کننده گروه متیل در چرخه متیلاسیون 
 . ]13[ است

بر اساس مطالعات انجام گرفته بر روي حیوانات ثابت شده 
 8تا  3در بستگان درجه اول به میزان  SBاست که خطر ابتلا به 

درصد  2تا  1درصد و در بستگان درجه دوم و سوم به میزان 
متاسفانه، استراتژي جستجوي ژن (به  .]1, 4[افزایش می یابد

عنوان مثال، کلونینگ موضعی و نقشه برداري پیوستگی ژنتیکی) 
نیست، چرا که در  ممکن NTDsدر جهت شناسایی ژن مسبب 

 .]1[ دارد وجوددر یک خانواده مبتلا ارد تنها یک فرد اکثر مو
NTDs هاي هاي ژنتیکی با ویژگیبا تعدادي از سندرم

 سندرم مکل، میلومننگوسل خاجی قدامی مشترك مانند فنوتیپی
از جمله  ناهنجاري هاي کروموزومی، همچنین هرسندرم م و

 5-17در که  به طور خاص آنیوپلوییديو  18و  13تریزومی 

بدون است مرتبط می باشد، اما  همراه NTDsدرصد از موارد با 
 . ]4, 15, 16[دهد رخ میو به تنهایی نیز ها سایر سندرم

 از طریقتشخیص نقایص لوله عصبی پیش از تولد 
و  MRI)، سونوگرافی، AFP )Alpha-FetoProteinغربالگري 

. یکی از راه هاي ]6, 17[صورت می پذیرد اکوکاردیوگرافی 
(فتوسکوپی) است که اگر جراحی پیش از تولد درمان بیماري، 

، بیشتر مادرچه بازده بالایی دارد اما به علت خطرات پیش روي 
شامل جراحی نقص نخاعی توسط  کهپس از تولد جراحی 

 .]18[، صورت می پذیرد باشدشکاف در قشر می
به دلیل شیوع بالاي بیماري و همچنین از آنجایی که 
تاکنون عوامل اصلی ژنتیکی در بروز بیماري در کشورمان به 
طور دقیق مورد مطالعه قرار نگرفته، لذا هدف از این مطالعه 

 NGSبا بهره گیري از تکنیک  SBشناسایی ژن هاي دخیل در 
 می باشد. در نژاد ایرانی و معرفی مکانیسم هاي مرتبط با آن

 

 هامواد و روش
لغایت بهمن  1395این پژوهش توصیفی بوده و از دي ماه 

پس از کسب تائیدیه کمیته اخلاق و اخذ رضایت از  1396ماه 
 والدین نوزادان صورت پذیرفت.

سه نمونه خون (دو نوزاد دختر و یک نوزاد پسر) با 
از طریق کیست حاوي نخاع و  MMCنوع  SBتشخیص مثبت 

مننژ موجود در انتهاي لوله عصبی توسط جراح مغز و اعصاب از 
بیمارستان بعثت همدان تهیه  NICUنوزادان بستري در بخش 

و مورد مقایسه و بررسی قرار گرفتند، این نوزدان در روز چهارم 
 پس از تولد تحت عمل جراحی قرار گرفتند.

ضد انعقاد  مادهم حاوي از خون تا DNAجهت استخراج 
، از روش نمکی میلر با مقداري دستکاري و )EDTA( خون

تغییرات استفاده گردید. در این روش از دو بافر لیز کننده سلول 
)A) و لیز کننده سلول (B2و  1(جدول ) استفاده شد(. 

 
 Aترکیب بافر  :1جدول 

 غلظت نهایی ml100میزان مورد نیاز در  غلظت مواد
Tris- HCl (pH=8) M 5/0 ml 2 mM 10 

MgCl2 M 1 ml 5/0 mM 5 
Triton-X-100 - ml 1 1% 

Sucrose - g 11 11% 
 - ml 100به میزان مورد نیاز تا  - آب یک بار تقطیر

 
 Bترکیب بافر  :2جدول 

 غلظت نهایی ml100میزان مورد نیاز در  غلظت موجود ماده
Tris- HCl (pH=8) M 5/0 ml 2 mM 10 

EDTA M 25/0 ml 4 mM 10 
 M 1 ml 1 1% سیترات سدیم

SDS 10% ml 10 1% 
 - ml 100به میزان مورد نیاز تا  - آب یک بار تقطیر
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توان به سه مرحله تقسیم را می DNAروش استخراج 
 نمود:

هاي مرحله اول: تجزیه نمودن غشاي سیتوپلاسمی سلول
) Triton X-100( شوینده غیر یونی  Aخونی با استفاده از بافر 

هاي سفید با استفاده از و همچنین تجزیه غشاي هسته گلبول
 ).SDS(شوینده یونی  Bبافر 

از عصاره سلولی (پروتئین  DNAمرحله دوم: خالص سازي 
) و محلول NaClهاي اشباع (نمک) با استفاده از DNAو 

 کلروفرم.
با استفاده از اتانول مطلق در  DNAمرحله سوم: تغلیظ 

 درجه سانتی گراد یا کمتر. -20حضور نمک و درجه برودت 
DNA  هاي استخراج شده جهت توالی یابی به شرکت

Novo gene  در کشور چین ارسال و با بهره گیري از روش
NGS  توالی یابی انجام پذیرفت. این توالی یابی در سه مرحله

صورت می پذیرد، مرحله اول نمونه ژنومی به کتابخانه اي از 
قطعات کوچک تقسیم می شود و در ادامه آداپتورها (الیگو 
نوکلئوتیدهاي مصنوعی با توالی شناخته) بر انتهاي قطعات 

تا براي  شوند. سپس این کتابخانه ها تکثیر شدهمتصل می
توالی یابی آماده شوند. در مرحله دوم تعیین توالی و 
تصویربرداري صورت می پذیرد که بر مبناي ساختن و تولید 
قطعات بوده، طی آن هر کدام از قطعات کتابخانه به عنوان 
یک واحد ژنومی الگو عمل می کند. طی یک چرخه شستشو و 

بی انجام می مجاورت با نوکلئوتیدهاي شناخته شده توالی یا
شود، در مرحله سوم تجزیه و تحلیل صورت گرفته که شامل 
حذف توالی آداپتور کم کیفیت و نقشه برداري از داده ها با 
استفاده از ژنوم مرجع و یا در غیاب ژن مرجع می باشد و در 
نهایت ارزیابی بیوانفورماتیکی و مقایسه با توالی الگو انجام 

 .]19-21[ پذیردمی
الگو (از  DNAبا توالی  )BLASقایسه (از طریق پس از م

 NCBI(Nationalموجود در سایت هاي ( FASTAتوالی 
Center for Biotechnology Information ) وUCSC (

University of California Santa Cruz  به عنوان توالی
 Alignmentشاهد) ارزیابی بیوانفورماتیکی توسط نرم افزارهاي 

(bwa) ،Variant calling (gatk4)  وAnnotation 
(wannovar) ورژن ژنوم  باHg19 .صورت پذیرفت  

 

 هایافته
 میNGS-WES با توجه به اطلاعات بدست آمده حاصل از 

سی پلی مورفیسم هاي تک توان بیان کرد که در برر
  )Single Nucleotide Polymorphism, SNPنوکلئوتیدي (

، 302048به ترتیب  هاي مورد مطالعه بطور کلینمونه
 ). 3مشاهده شد (جدول  SNP 261540و  222133

 ) می باشد: 4ها در ژن نیز به شرح (جدول  SNPجایگاه اثر 
 INDEL )Deletion andدر بررسی جهش هاي 

Duplication 52906) سه نمونه به ترتیب و به طور کلی ،
 ).5جهش مشاهده شده است (جدول  45498و  38425

) می 6ها در ژن نیز به شرح (جدول  INDELجایگاه اثر 
 باشد: 

با توجه به بررسی تمامی ژن هاي گزارش شده در پایگاه 
 Humanو omim ،Gene cards ،Array expressهاي 

protein atlas ،UCSC ژن  603کرد که از  می توان بیان
وجود  NTDژن مرتبط با  112تعداد  INDELمشترك در 

مرتبط  SNP 307ژن و نیز  190ها  SNPدارد و همچنین در 
 است.  NTDsبا 

 
 ها در سه نمونه SNPداده هاي مربوط به خصوصیات : 3جدول 

 نمونه شماره یک شماره دو شماره سه

261540 222133 302048 Total SNP 

97087 90223 99785 Heterozygotes 

164453 131910 202263 Homozygotes 

181419 154620 208984 Transition 

80121 67513 93064 Transvertion 

2,26 2,29 2,25 ts / tv 

255948 )86/97%( 217560 )94/97%( 295545 )85/97%( dbSNP% 

5592 4573 6503 Novel SNP 

3341 2785 3985 Novel ts 

2251 1788 2518 Novel tv 

56/1 48/1 58/1 Novel ts/tv 

)ts مخفف (Transition ) وtv مخفف (Transvertion ) .می باشدdbSNP % تعداد (SNP  هاي گزارش شده در پایگاه دادهdbSNP  تقسیم بر تعداد
SNP .مشاهده شده است 
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 ها در سه نمونه SNPداده هاي مربوط به عملکرد  :4جدول 
 نمونه شماره یک شماره دو شماره سه

22797 22621 22149 CDS 
11663 11599 11292 synonymous_SNP 
10552 10442 10279 missense_SNP 

89 84 71 stopgain 
9 8 13 stoploss 

492 498 502 unknown 
123804 109732 138362 intronic 
5196 4825 5391 UTR3 
2941 2817 2993 UTR5 
59 75 66 Splicing 

3155 2894 3185 ncRNA_exonic 
11760 9721 13860 ncRNA_intronic 

16 10 15 ncRNA_splicing 
3583 3276 3996 upstream 
2085 1663 2332 downstream 
85923 64300 109449 intergenic 
261540 222133 302048 Total SNP 

)CDS تعداد (SNP ) .ها در ناحیه اگزون می باشدStopgain.جهشی که منجر به حضور کدون توقف شود ( )Stoploss جهشی که منجر به حذف (
ناحیه بالادست جایگاه شروع  1kbها در  SNP) تعداد Upstream. (RNAها در ناحیه غیر کد کننده  SNP) تعداد ncRNAکدون توقف می شود. (

 ناحیه پایین دست جایگاه خاتمه رونویسی 1kbها در  SNP) تعداد downstreamرونویسی. (

 
 ها در سه نمونه INDELط به خصوصیات داده هاي مربو :5جدول 

 نمونه شماره یک شماره دو شماره سه
45498 38425 52906 Total INDEL 

14046 13438 14611 Heterozygotes 

31452 24987 38295 Homozygotes 

40813 )70/89%( 34404 )54/89%( 47645 )06/90%( dbSNP % 

4685 4021 5261 Novel INDEL 

      )dbSNP % تعداد (INDEL  هاي گزارش شده در پایگاه دادهdbSNP  تقسیم بر تعداد کلINDEL .هاي مشاهده شده است 

 
 ها در سه نمونه INDELداده هاي مربوط به عملکرد   :6جدول 

  نمونه شماره یک شماره دو شماره سه
709 699 707 CDS 
136 119 110 frameshift_deletion 
94 96 85 frameshift_insertion 
186 178 207 nonframeshift_deletion 
192 196 191 nonframeshift_insertion 
4 6 8 stopgain 
0 1 0 stoploss 

101 108 110 unknown 
23212 20709 26428 Intronic 
888 926 1007 UTR3 
540 500 501 UTR5 
83 81 84 Splicing 
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 .6ادامه جدول 
399 347 400 ncRNA_exonic 
2275 1862 2579 ncRNA_intronic 

1 5 2 ncRNA_splicing 
705 628 729 Upstream 
367 291 446 Downstream 

16278 12327 19975 Intergenic 
45498 38425 52906 Total INDEL 

 
 بحث

 با استفاده از آنالیز هاي بیوانفورماتیکی در مطالعه 
 PAX3 ،CUBN ،MTHFR ،PDGFRAهاي حاضر ژن

) 2q36.1تاثیرگذارتر از سایر ژن ها مشاهده شدند. ژن (
PAX3  به عنوان یک فاکتور رونویسی عمل می کند. از جمله

و پروتئین،  DNAعملکردهاي مولکولی آن شامل اتصال به 
هاي بیولوژیکی همچون تنظیم مثبت حضور در فرآیند

مرکزي، فرآیند  عصبی ها و سیستمرونویسی، توسعه اندام
 بقا و هاي موثر در فرآیندهاي تکثیر،آپوپتوز و تنظیم بیان ژن

باشد. جهش در این ژن موجب بروز سندرم واردنبرگ می تمایز
) به طور کلی در CUBN )10p13. ژن ]22-24[می شود 

و در فرآیندهاي بیولوژیکی از جمله  B12جذب ویتامین 
 Dانتقال کوبالامین، انتقال پروتئین و سوخت و ساز ویتامین 

نقش دارد. این ژن به عنوان عامل تشخیص بروز سرطان کلیه 
 ) درMTHFR  )1p36.22. ژن ]26, 25[شناخته شده است 

 به هموسیستئین تبدیل ویژه آمینه به اسیدهاي پردازش
 موجب این ژن در ژنتیکی تغییرات است،متیونین موثر 

 به منجر و شده آنزیم این شدن غیرفعال یا عملکرد در اختلال
می  با سطح پایین فولات افراد در هموسیستئین سطح کاهش

شود. به عنوان اصلی ترین ژن در مسیر متابولیسم فولات عمل 
می کند و در فعالیت هاي کاتالیتیکی، اکسیداسیون و احیا و 

خون نقش دارد. برخی از جهش هاي این ژن در بروز  گردش
اختلالاتی از جمله نقص لوله عصبی و آلزایمر نیز اثرگذارند 

در توسعه جنین نقش  PDGFRA. سطح بیان ]29-27[
مهمی دارد و موجب ایجاد اختلال در ساختارهاي مشتق از 
اندودرم و مزودرم می شود. بطور کلی در شکل گیري لوله 
عصبی انسان و موش، بروز انواع تومورهاي بدخیم از جمله 

به همین دلیل  .]30-32[گلیوبلاستوما و ملانوما موثر است 
 SBي این ژن ها در بروز می توان گفت که احتمال اثرگذار

 وجود دارد.
به  2006و همکارانش در سال  Wei Luدر مطالعه اي 

  SBدر مبتلایان به  PAX3هاي ژن  SNPبررسی 
به عنوان عامل خطر در  rs16863657پرداختند. در نهایت 

 Agopian 2013و در سال  ]33[بروز بیماري گزارش شد 
پرداخت.   SBدر بروز  Tو  PAX3به بررسی تاثیر ژن هاي 

نمونه بیمار و به روش سنگر  114این مطالعه با استفاده از 
ها در بروز صورت پذیرفت، در نهایت گزارش شد که این ژن

SB  که با توجه به دو پژوهش فوق می توان  ]34[موثرند
وجود دارد  SBبا اختلال  PAX3گفت احتمال ارتباط ژن 

این ارتباط مشاهده شده است. زیرا که در مطالعه حاضر نیز 
در  118SNPگري و همکارانش به بررسی  2008در سال 

پرداختند. مشاهدات آنان حاکی از آن بود  SBمبتلایان به 
که بروز بیماري به فولات و ژن هاي دخیل در متابولیسم 

 آماري شواهد معتقد بود که Greyفولات وابسته نیست. 
ژن هاي  با ريتصادفی بیما غیر ارتباط حاکی از

TYMS،MTHFR، BHMT و MTR  در ]35[می باشد .
توافق با مطالعه مذکور نتایج حاصل از این پژوهش نیز 

 مشاهده شد. MTHFRجهش در ژن 
ژن غالبا متعلق به مسیرهاي  200تاکنون بیش از 

، انتقال و متابولیسم folate/1-methyl carbonمتابولیسم 
مانند ژن هاي غیر مرتبط با فولات و  DNAگلوکز، ترمیم 

PAX3 ،ApoE هاي موشی در ارتباط با در مدلSB  بررسی
موفق شده  NTDبه ندرت در بیان ریسک اختصاصی شده که 

در انسان  NTDsبا این حال مکانیزم هاي ژنتیکی اساسی  .اند
 . ]36, 37[ به طور دقیق و کامل هنوز مشخص نشده است

 

 گیرينتیجه
با توجه به این نتایج می توان بیان کرد که ارتباط این 
بیماري با سندرم واردنبرگ قابل اثبات است و همچنین ژن 
دخیل در متابولیسم فولات و انتقال دهنده فولات نیز در این 
نمونه ها مشاهده شده است اما به طور حتم نمی توان گفت 

د. به طوري کدامیک از این ژن ها عامل بروز بیماري می باشن
این جهش ها می بایست با روش هاي معتبر مولکولی که 

 .تایید گردند
 

 تشکر و قدردانی
این مقاله منتج از پایان نامه کارشناسی ارشد رشته 
ژنتیک می باشد. بدین وسیله از زحمات اساتید گرامی سرکار 
خانم دکتر فرزانه مشیري و جناب آقاي دکتر علی عبدلی که 
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 و همکاران نداف

داشتی راهنمایی و بدون هیچگونه چشمدر این مسیر 
همکاري خود را از اینجانب دریغ نکرده اند، کمال تشکر و 

 قدردانی را دارم.
 

 تضاد منافع
گونه تضاد منافعی نداشته این مطالعه براي نویسندگان هیچ

  است.
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