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 با کسب نمره ............... و درجه .................دفاع نموده ام بدینوسیله متعهد می شوم: 
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4) چنانچه در هر مقطعی زمانی خلاف موارد فوق ثابت شود، عواقب ناشی از آن را می پذیرم و واحد دانشگاهی مجاز است با اینجانب مطابق ضوابط و مقررات رفتار نموده و در صورت ابطال مدرک تحصیلی ام هیچگونه ادعایی نخواهم داشت. 
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کم توانی ذهنی با شیوع 2-3 درصد یکی از مهم ترین مسائل حل نشده علم پزشکی در جوامع امروزی است (1). کم توانی ذهنی یا به تنهایی بروز می کند که به این حالت "کم توانی ذهنی غیرنشانگانی"   گفته می شود یا با ناهنجاری های دیگری چون ناهنجاری های اسکلتی و بد شکلی صورت همراه است که در این مورد به آن "کم توانی ذهنی نشانگانی"   گفته می شود (2). از موارد نشانگی می توان به نشانگان آپرت و بیماری های متابولیک از جمله اختلالات متابولیسم اسیدهای آمینه، اسیدهای چرب، و اسیدهای نوکلئیک مثل نشانگان نقص کربنیک انیدراز، نقص در سنتز بتاسیتونین و فنیل کتونوریا اشاره کرد (3).
عوامل ژنتیکی مسئول 70 درصد از موارد کم توانی ذهنی می باشند که به دو گروه اصلی تقسیم می شوند: ناهنجاری های کروموزومی و اختلالات تک ژنی. ناهنجاری های کروموزومی در 4 تا 28 درصد از موارد کم توانی ذهنی مشاهده می شوند و شامل ناهنجاری های شمارشی   و ساختاری   هستند (4, 5). در نوع شمارشی تغییر در تعداد کروموزوم ها و در نوع ساختاری یکی از تغییرات حذف، مضاعف شدگی، واژگونی، و یا جابجایی کروموزومی صورت می گیرد (6). 
اختلالات تک ژنی از لحاظ نوع توارث به دو دسته وابسته به جنس و اتوزومی تقسیم می شوند. کم توانی ذهنی وابسته به جنس 12-5 درصد از کل موارد کم توانی ذهنی را شامل می شود و بر اثر بروز اختلال در ژن های روی کروموزوم x ایجاد می شود (7). تا کنون بیش از 82 ژن برای کم توانی ذهنی (نشانگانی و غیرنشانگانی) وابسته به جنس شناسایی شده است (8). نشانگان x شکننده با فراوانی 1 در 6000-4000 در مردان و 1 در 10000-7000 در زنان بعد از نشانگان داون شایعترین عامل ایجاد کننده کم توانی ذهنی است که در اثر جهش در ژن FMR1 واقع بر کروموزوم جنسی ایجاد می گردد (9). 
آزمایشات ژنتیکی در شناسایی موارد ابتلا به بیماری کم توانی ذهنی بسیار کمک کننده است و در صورت شناسایی جهش با تکنیک توالی یابی در فرد مبتلا٬ سایر اعضاء خانواده که حتی علائم بیولوژیکی را نشان نمی‌دهند نیز می‌توانند تحت آزمایش قرار بگیرند تا از به ارث بردن اختلال و امکان بروز آن در آینده مطلع گردند.
ما در این مطالعه برای دستیابی به نتایج و جهش‌های ژنتیکی 310 ژن دخیل در مکانیسم بیماری کم توانی ذهنی خانواده‌ای با یک مبتلا در شهر عماره را مورد بررسی قرار دادیم. بدیهی است در صورت یافتن ارتباط اختلالات ژنتیکی در این خانواده می‌توان با بررسی ژنتیکی و تست‌های غربالگری، از تولد نوزادان بیمار مبتلا به کم توانی ذهنی جلوگیری کرد و یا تشخیص و درمان این بیماران را تسهیل کرد.
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کم توانی ذهنی به محدودیت هاي بنیادي در کارکرد ذهنی اشاره دارد. برخی از انواع کم توانی ذهنی مانند     « سندرم داون » از همان بدو تولد قابل تشخیص است و دیگر انواع آن تا قبل از 18 سالگی نمایان می شود (10).
کم توانی ذهنی، عموماً  با کارکرد ذهنی پایین تر از میانگین معمول، مشخص می شود  و به طور همزمان با محدودیت هایی در دو یا چند حیطه از مهارت هاي سازشی از جمله برقراری ارتباط ، زندگی خانوادگی، مهارت هاي اجتماعی، خودیاري، بهداشت و ایمنی، کارکرد تحصیلی، اوقات فراغت و کار ، همراه است (11).
كم توانی ذهنی شایع ترین اختلال رشدی است.  حدود 1% كودكان 10-3 ساله دارای مشکلات ذهنی هستند. همچنین کم توانی ذهنی در پسران 5/1 برابر شایع تر از دختران است. در جمعیت ۱۵–۱۹ ساله شیوع موارد متوسط و شدید حدود ۳–۴ مورد در ۱۰۰۰ است. معادل ۶–۸ مورد در ۲۰۰۰ بیمار یک پزشک عمومی. این شیوع از سال ۱۹۳۰ اندکی تغییر کرده اما بروز موارد شدید به علت مراقبت‌های خوب نوزادی و جنینی تا حد یک سوم تا یک دوم کاهش یافته‌است. علت ثابت ماندن شیوع، زندگی طولانی‌تر افراد عقب مانده ذهنی است (12, 13).
عقب ماندگی ذهنی بر اساس میزان بهره هوشی، از خفیف تا بسیار شدید (عمیق) وجود دارد. جدول 1-1 تقسیم‌بندی‌های مربوط به عقب ماندگی ذهنی را با توجه به نوع و مهارت مورد نظر نشان می‌دهد (14).

جدول 1-1: تقسیم‌بندی‌های مربوط به عقب ماندگی ذهنی با توجه به نوع و مهارت مورد نظر
	مهارت مورد انتظار
	نوع
	بهره هوش

	آموزش‌پذیر
	خفیف
	۵۰ تا ۷۰

	تربیت‌پذیر بالا
	متوسط
	۳۵ تا ۵۰

	تربیت‌پذیر پایین
	شدید
	۲۵ تا ۳۵

	ایزوله، نیازمند نگهداری در مؤسسه
	عمیق
	کمتر از ۲۵
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کم توانی ذهنی پیامد چندین علت است که برخی از آن ها شناخته شده و بسیاري دیگر ناشناخته اند. علت بروز کم توانی ذهنی براي حدود 30 درصد از تمامی افراد ناشناخته است . این درصد براي افراد با کم توانی ذهنی خفیف بسیار بیشتر است. علت هاي احتمالی شناخته شده کم توانی ذهنی عبارتند از عوامل               اجتماعی- فرهنگی، ناهنجاري هاي کروموزومی، سوخت و ساز و تغذیه، اختلال هاي دوره بارداري (از جمله زود رسی ، کمبود وزن هنگام تولد، عفونت هاي دوران بارداري)، کمبود اکسیژن هنگام تولد، و... (15) 
1. عوامل قبل از تولد: 
بیشتر شامل تأثیرات ژنتیک و تغییرات کروموزومی می‌شود. ضمن این که عفونت‌های رحمی و ابتلای به بیماری سرخچه و توکسوپلاسموز (بیماری خطرناکی که از طریق گربه منتقل می‌شود) نیز در بروز عارضه نقش دارند. آنچه مسلم است بیشترین علل عقب ماندگی ذهنی همین عوامل قبل از تولد است که از نظر پیشگیری نیز اهمیت دارند، به ویژه عوامل کروموزومی مانند سندرم داون و عوامل عفونی مثل سرخچه و توکسوپلاسموز مادرزادی. در این بین عوامل حین تولد مثل زایمان مشکل و خون‌ریزی جمجمه و اشکالات تنفسی حین زایمان و … نیز مؤثر می‌باشند (16). از دیگر موارد در این مرحله می توان به
- عوامل ارثی و ژنتیکی (سندروم داون – فنیل کتوناریا)
- عوامل ناسازگاری خونی
- تأثیر مصرف الکل در والدین
- مصرف مواد مخدر در والدین بخصوص مادر
- مسمومیت های ناشی از مصرف داروها و مواد شیمیایی و مواد غذایی در دوران بارداری
- سوء تغذیه و اختلالات غدد داخلی
- عوامل هیجانی و روانی
- ابتلا به سرخجه و بیماری های عفونی
- اشعه ایکس و پرتوهای رادیو اکتیو
- ضربه های وارد به شکم مادر نیز اشاره کرد (17, 18).
2. عوامل هنگام تولد
- تولد زودرس
- نوزاد نارس (کودکان با وزن 5/2کیلو یا کمتر)
- زایمان های طولانی
- ضربه های وارده به سر کودک به هنگام تولد (19).
3. عوامل پس از تولد: شامل ضربات شدید به جمجه کودک (یرقان) سیانوز (سیاه شدن)، عفونت های دوران نوزادی به همراه تب و تشنج، کم‌کاری تیروئید و … است که با مواظبت از کودک بخصوص قبل از سن چهارسالگی می‌توان از بروز عقب ماندگی ذهنی تا حدی جلوگیری نمود (20). از دیگر موارد می توان به عوامل زیر نیز اشاره کرد:
- انواع مننژیت
- مسمومیت ها
- ضربه های وارده به سر کودک
- اختلالات غدد داخلی کودک
- کمبود غذا و سوء تغذیه
- خستگی های جسمی و روانی و اختلالات عاطفی (21)

4. عوامل محیطی اجتماعی: ت
أثیرات محدودتری در بروز عقب ماندگی ذهنی دارند و شامل فقر، تغذیه، ناپایداری خانواده، وضعیت اقتصادی – اجتماعی بد و محرومیت‌های فرهنگی و استرس‌های مکرر و فوق تحمل در محیط زندگی کودک است (22).
هر چیزی که با رشد طبیعی و نرمال مغز تداخل ایجاد کند می تواند از جمله علل ایجاد کم توانی ذهنی باشد. ولی علت در بیشتر موارد نامشخص است و تنها در یک سوم موارد می توانیم علت کم توانی را به یکی از موارد زیر نسبت دهیم:
عوامل ژنتیکی: 
اختلالاتی مانند سندرم داون و اختلالات متابولیک منشا ژنتیکی دارند و باعث کم توانی ذهنی می شوند. لذا در خانواده هایی که سابقه ی اختلالات ژنتیکی دارند گرفتن تست های ژنتیک قبل از بارداری توصیه می شود. تست های دیگری هم مانند اولتراسوند و آمنیوسنتز وجود دارند که میتوان حین بارداری انجام داد و به جست و جوی نشانه های کم توانی ذهنی در جنین پرداخت. البته این تست ها ممکن است که اختلال را تشخیص دهند ولی برای تصحیح آنها کاری نمی توان کرد (15).


عوامل مربوط به دوران بارداری:
 از مواردی که در این دوران با نمو مغز جنین در تداخل است میتوان مصرف الکل و مواد مخدر، سوء تغذیه مادر و بیماری های عفونی مادر را نام برد. بنابراین مهم است که در این دوره حساس، مادران از سوء مصرف داروها اجتناب کنند. مکمل های غذایی و ویتامین های لازم را دریافت کنند. خود را در برابر بیماری های عفونی واکسینه کنند و مراقبت های لازم و سالم را برای جنین فراهم کنند (23).


عوامل مربوط به حین زایمان: 
اگر نوزاد بسیار نارس به دنیا بیاید یا اینکه در طی زایمان برای مدتی هرچند کوتاه از اکسیژن محروم شود، احتمال ایجاد کم توانی ذهنی وجود دارد (24, 25).
بیماری یا آسیب های بعد از تولد: 
عفونت هایی مانند مننژیت، سیاه سرفه یا حتی سرخک می تواند منتهی به کم توانی ذهنی شود. ضربه های شدید وارد به سر، تجربه های نزدیک به غرق شدن، سوء تغذیه، عفونت های مغزی و قرار گرفتن در معرض مواد سمی از دیگر مواردی هستند که باعث کم توانی ذهنی می شوند. پس مراقبت های مربوط به نوزاد یا کودک، واکسینه کردن و ملاحظه علایم و نیازهای وی، باید مورد توجه مادران قرار گیرد (26).
دلایل ناشناخته: 
همانطور که اشاره شد در دو سوم موارد، دلیل ایجاد عقب ماندگی ذهنی شناخته شده نیست بنابراین پیشگیری از آنها هم ممکن نیست (27).
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· خفیف:
این افراد در کسب مراحل رشدی نسبت به بقیه کندترند و مهارت های اجتماعی و مهارت های روزمره زندگی را دیرتر کسب می کنند. می توانند مهارت های عملی زندگی را یاد بگیرند که به آن ها کمک کند بتوانند یک زندگی عادی را با حداقل کمک از طرف دیگران بگذرانند و کارهایشان را خودشان انجام بدهند و حتی تحت تحصیلات ویژه در مدرسه آموزش ببینند (28).
· متوسط:
افراد با کم توانی متوسط نسبت به گروه قبلی به کمک و نظارت بیشتری نیاز دارند. اما با آموزش و تمرین طی جلسات درمانی می توان آنها را قادر کرد تا از خود مراقبت کنند، مستقلا به مکان های آشنا سفر کنند و نیز مهارت های پایه ای برای حفظ سلامت و امنیت خودشان را بیاموزند (29).
· شدید:
کم توانی شدید خودش را در تاخیر های شدید رشدی نشان می دهد. این افراد اغلب می توانند حرف دیگران را بفهمند ولی خودشان مهارت ارتباطی قوی ندارند و نمی توانند خوب حرف بزنند.
علی رغم مسایلی که مطرح کردیم معمولا با تکرار و تمرین زیاد می توان روتین های ساده زندگی را به آنها آموزش داد ولی برای زندگی در اجتماع باید تحت نظارت شدید باشند (30).

· عمیق:
اغلب افرادی که در این سطح از کم توانی هستند مبتلا به سندرم های مادرزادی هستند. این افراد زندگی کاملا وابسته ای دارند و نمی توانند مستقل زندگی کنند و در ساده ترین کارهای شخصی خودشان به کمک و نظارت مستقیم نیاز دارند. همچنین توانایی خیلی محدودی در برقراری ارتباط دارند و اغلب مشکلات جسمانی هم دارند (31).
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بیشتر کودکان کم توان ذهنی از نظر ظاهری تفاوت چندانی با سایر کودکان ندارند. البته عده ای از کودکان کم توان ذهنی که دارای سندرم های خاص هستند (مانند سندرم داون، میکروسفالی، هیدروسفالی و… )، به لحاظ ظاهری هم علایم بالینی دارند (32). این کودکان از نظر رشدی در بیشتر موارد تاخیر دارند. مثلا نسبت به کودکان عادی نشستن، سینه خیز رفتن و پاگرفتن را دیرتر کسب می کنند یا به لحاظ گفتاری دیرتر به حرف زدن می رسند. و به طور کلی آهسته تر از کودکان عادی مهارت های مختلف را کسب می کنند (33).
کودکان کم توان از نظر کارکردی معمولا موفق نمی شوند مهارت هایی را که پایه ی یادگیری می شوند به خوبی کسب کنند. برخی از این مهارت ها عبارتند از:
پردازش حسی و ادراک:
هر حسی که بدنمان از محیط دریافت می کند، برای اینکه قابل استفاده شود، باید در مغز به خوبی پردازش شود و سازماندهی و تفسیر گردد. و به این صورت ذهنمان به آنها معنی دهد تا بتوانیم از آن حس ها اطلاعات کسب کنیم و آنها را بفهمیم (34). در کودکان با کم توانی ذهنی، اغلب این پردازش و ادراک به خوبی انجام نمی گیرد. به عنوان مثال کودکی که در پردازش حسی دچار اختلال است ممکن است به برخی حس ها کمتر یا بیشتر از حد معمول واکنش نشان دهد. مثلا با شنیدن صدای یک ماشین گوش خود را بگیرد یا جیغ بزند.
همچنین کودکی که در ادراک بینایی مشکل دارد ممکن است با وجود داشتن چشم های سالم، نتواند لباسش را از داخل یک قفسه شلوغ پیدا کند چون به لحاظ ذهنی نمی تواند به خوبی اشیا را از پس زمینه شان تشخیص دهد و جدا کند (35).
هماهنگی حرکات درشت:
منظور از هماهنگی حرکات درشت توانایی انجام درست، روان و ظریف حرکات بزرگ و درشت نظیر دویدن، نشستن، برخاستن، حمل کردن و جابجایی اشیا و… می باشد که می تواند در کودکان کم توان دچار ایراد باشد. این کودکان ممکن است نتوانند به خوبی حرکات بدنشان را سازماندهی کنند. مثلا اینکه به سختی بنشینند و برخیزند یا این که ممکن است حین حرکت به دیگران برخورد کنند همچنین در انجام بازی هایی مانند لی لی، پرش جفت پا، گرفتن و انداختن توپ ممکن است مهارت کافی نداشته باشند (36).
کودک دارای کم توانی ذهنی در انجام کارهایی که نیاز به هماهنگی دوطرف بدن دارد دچار مشکل است؛ مانند پدال زدن، بازکردن در قوطی، ریختن آب در لیوان درحالی که با یک دست پارچ آب را گرفته و با دست دیگر لیوان را نگه داشته است (37). کودک کم توان معمولا در حفظ یک وضعیت حرکتی مشکل دارد؛ مثلا این که مدتی بنشیند و به حرف های آموزگار گوش دهد یا مدتی پای تخته سیاه بایستد و روی آن بنویسد برایش دشوار است (38).
هماهنگی حرکات ظریف:
کنترل حرکتی ظریف قابلیتی برای اجرای حرکات ریز به صورت دقیق و روان با دست و انگشتان می باشد.
بریدن با قیچی، گرفتن مداد، نقاشی کشیدن، نوشتن، نخ کردن دانه های تسبیح، ورق زدن کتاب، استفاده از قاشق و چنگال و… همگی نمونه هایی از حرکات ظریف می باشند که در کم توانان ذهنی با مشکل مواجهند (39).
گفتار و زبان:
تکامل زبان برای یادگیری و تعامل موثر بسیار کلیدی است. یکی دیگر از حوزه هایی که در کودکان کم توان دچار مشکل است گفتار و زبان آنهاست. خصوصیاتی که در این رابطه ممکن است در کودکان کم توان مشاهده کنیم میتواند شامل موارد زیر باشد:
· در بیان نیازها و خواسته هایشان مشکل دارند.
· از زبان مختصر و جملات کوتاه استفاده می کنند.
· اشتباه های دستوری دارند.
· در به کار بردن بسیاری از کلمات مشکل دارند.
· اغلب، کلمات را توصیف می کنند یا از کلمات جانشین مانند “این”، “آن” یا “آنجا” استفاده می کنند
· خوب به حرف های دیگران گوش نمی دهند.
· در گوش دادن و فعالیت به طور همزمان مشکل دارند و… . (40, 41)
جنبه های اجتماعی و عاطفی:
یک کودک یا نوجوان عادی به تدریج در طی رشد با پشت سر نهادن چالش ها به طور موفقیت آمیز و دریافت تشویق دیگران احساس عزت نفس و خود ارزشمندی را به دست می آورد. ولی این دسته از کودکان به علت ناکامی های مکرر از دریافت این گونه احساس ها محروم می مانند. کودکان کم توان ذهنی به خاطر مشکلاتی که دارند، به راحتی در جمع همسالان خود پذیرفته نمی شوند. گاها آشکارا طرد می شوند چرا که فاقد مهارت های اجتماعی پایه ای هستند که آنها را قادر می کند با دیگران دوست شوند و معاشرت کنند (42). کودکان کم توان علاوه بر مشکل در مهارت های پایه ی یادگیری ویژگی های دیگری مانند توجه و تمرکز پایین، حافظه ضعیف، محدودیت در تفکر انتزاعی و استدلال، دشواری در انجام فعالیت های روزانه و… دارند (43).
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همان طور که گفتیم کودکان کم توان ذهنی اغلب از نمای ظاهری تفاوت چندانی با دیگر کودکان ندارند. اما بعضی سندرم ها و اختلالات هم هستند که باعث کم توانی ذهنی می شوند و علایم ظاهری هم دارند. سخن درباره ی هرکدام از این اختلالات بسیار است و توضیح هر کدام به تنهایی مقاله ای می طلبد بنابراین در ادامه تنها به بررسی مختصر بعضی از این اختلالات می پردازیم.
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علت ایجاد سندروم داون اختلالی ژنتیکی و کروموزومی است. این افراد در سلولهایشان یک کروموزوم اضافه دارند و آمار نشان می دهد که درصد زیادی از کودکان کم توان ذهنی را تشکیل می دهند.
کودکان با تشخیص سندروم داون مراحل رشد ذهنی و جسمی را نسبت به کودکان عادی دیرتر و با تاخیر سپری می کنند. افراد مبتلا به سندروم داون انحراف چشم، زبان بزرگ، قد کوتاه، موهای لخت، اغلب عضلاتی شل و تعادلی ضعیف دارند. علاوه بر موارد ذکر شده بیماری های قلبی و ریوی در بین افراد با این تشخیص شایع است و ابتلا به بیماری های عفونی و تنفسی نسبت به افراد عادی سریعتر اتفاق می افتد. در این افراد درجات مختلفی از کم توانی ذهنی دیده می شود (44, 45).
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میکروسفالی یک بیماری مغزی نادر است. در افراد مبتلا به میکروسفالی، دور سر به دلایلی از حد طبیعی کمتر است و طبعا مغزشان هم کوچکتر است. این اختلال ممکن است در بدو تولد خود را نشان دهد یا اینکه تا چند سال اول زندگی تشخیص داده نشود. البته در بسیاری از موارد، در سه ماهه سوم بارداری با سونوگرافی قابل تشخیص می باشد. بسته به این که چه قسمتی از مغز خوب تشکیل نشده، علایم می تواند متفاوت باشد (46). این افراد دور سر کم و پیشانی کوچک و شیب دار رو به عقب دارند که با نمودار استاندارد رشدی دور سر مطابق نیست. علاوه بر علامت دور سر این افراد معمولا علایمی مثل گریه های با صدای بلند، عضلات اسپاستیک (سفت)، تشنج و فعالیت بیش از حد دارند. در اغلب موارد فرد دچار میکروسفالی، کم توان ذهنی است ولی با این وجود ۱۵ درصد افراد مبتلا هوش طبیعی دارند (47).
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اختلال هیدروسفالی که آن را تحت عنوان آب آوردگی مغز هم می شناسند، اختلالی است ناشی از افزایش حجم مایع مغزی نخاعی انباشته شده در بطن ها و سایر حفره های مغز. در حالت عادی مایعی به نام مایع مغزی نخاعی در اطراف سراسر مغز و نخاع در جریان است. این مایع وظایفی از جمله تغذیه و حفاظت از سیستم عصبی مرکزی را برعهده دارد. حالا اگر به دلایلی مثل انسداد مسیر این مایع یا تولید بیش از اندازه آن توسط مغز، حجمش افزایش یابد، باعث تورم مغز و آسیب به قسمت هایی از مغز می شود (48).
اگر شروع بیماری در سنین پایین کودکی اتفاق بیافتد چون درزهای جمجمه هنوز باز است، منجر به افزایش غیر طبیعی اندازه دور سر می شود. ممکن است باعث علایمی مانند اختلالات حسی حرکتی، تعادلی و ذهنی در آن ها شود. شروع این بیماری گاها حتی ممکن است در سنین بالاتر و پس از بسته شدن درز های جمجمه باشد که بیشتر تعادل و حافظه را درگیر می کند. درصورتی که این بیماری در نوزادی تشخیص داده شود و آب اضافه ی مغز با روش های درمانی خاص خودش تخلیه گردد، عوارض کمی به جا خواهد گذاشت و حتی ممکن است کودک بعدها از نظر ذهنی تقریبا طبیعی باشد و تفاوت چندانی با هم سالانش نداشته باشد (49, 50).
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در این دسته از اختلالات، بدن کودک نمی تواند بعضی از مواد مثل پروتئین ها، قند و یا چربی را به درستی استفاده کند. در نتیجه با سوخت و ساز نامناسب مواد زایدی در بدن تولید می شود که صدمات قابل توجهی را به مغز می رساند و تمام جنبه های رشد ذهنی، جسمی و حرکتی و… کودک را تحت تاثیر قرار می دهد. ولی اگر در روزهای اول پس از تولد تشخیص داده شود و رژیم غذایی مناسب برای کودک تجویز گردد، می توان تا حد زیادی از عوارض آن جلوگیری کرد. هنوز علت مشخصی برای ایجاد این عارضه شناخته نشده است لذا والدین باید از همان دوران نوزادی به عکس العمل های کودک توجه کنند و در صورت مشاهده ی علایمی مانند بی قراری زیاد، گریه های مداوم، دل درد شدید و یا خواب آلودگی بیش از حد، برای بررسی بیشتر نوزاد به پزشک مراجعه کنند (51, 52).
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این اختلالات تحت عنوان اختلالات نافذ رشدی هم خوانده می شوند زیرا جنبه های مختلف رشد را تحت تاثیر قرار می دهند. ولی شاید بتوان گفت مهمترین ویژگی این افراد تاخیر یا انحراف در رشد مهارت های اجتماعی، شناختی و ارتباط کلامی و غیرکلامی است. در واقع عدم برقراری صحیح ارتباط با محیط و اطرافیان است که باعث شده است نام کودکان درخود فرومانده (اوتیسم) را برای آن ها انتخاب کنند (53). 
از دیگر علایم مهم این دسته از کودکان انجام یکسری حرکات تکراری و رفتارهای کلیشه ای نظیر چرخیدن به دور خود، بال بال زدن، تکرار کردن یکسری صداهای خاص و… می باشد. نشانه های این اختلال در سنین مختلف متفاوت است ولی معمولا این نشانه ها از زمان تولد تا ۳۶ ماهگی کودک ظاهر می شوند. اختلالات موجود در این طیف از جمله مواردی هستند که به محض تشخیص باید درمان و برنامه توانبخشی برای آنها شروع شود (54).
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برای تشخیص کم توانی ذهنی ابتدا: سابقه خانوادگی. دوم: معاینه فیزیکی. سوم: تست های تشخیصی آزمایشگاهی شامل: مطالعه سیتوژنتیک، ارزیابی سندرم X شکننده، مطالعات آرایه ای و توالی یابی کل اگزوم بررسی می شود (55) (شکل1-1).
وقتی تشخیص کم توانی ذهنی روی یک فرد گذاشته می شود که این سه مورد در او صدق کند:
1) بروز این اختلال قبل از ۱۸ سالگی باشد. یعنی به کسی که بعد از ۱۸ سالگی، مثلا در اثر یک تصادف، کارکرد ذهنی اش دچار مشکل شده باشد، کم توان ذهنی نمی گوییم.
2) بهره ی هوشی فرد پایین تر از میانگین جامعه باشد. بهره هوشی یا آی کیو با تست های خاصی سنجیده می شود. میانگین نمره بهره هوشی افراد در جهان ۱۰۰ می باشد و بیشتر مردم بهره هوشی ای بین ۸۵ تا ۱۱۵ دارند. افرادی که بهره هوشی بالاتر از این مقدار دارند افراد با هوش برتر و افرادی هم که بهره هوشی شان از این مقدار پایین تر است، افراد دیرآموز ( با بهره هوشی بین ۷۰تا۹۰ ) و کم توان ذهنی ( پایین تر از ۷۰-۷۵ ) شمرده می شوند. به طور کلی شخصی که نمره بهره هوشی اش کمتر از ۷۰-۷۵ باشد کم توان ذهنی یا عقب مانده ذهنی شمرده می‌شود (56, 57).
فرد حداقل در دو مورد از حیطه های رفتارهای سازشی یا انطباقی محدودیت داشته باشد. این حیطه ها شامل مواردی چون برقراری ارتباط با دیگران، زندگی در منزل، مدیریت خود، کار، مهارت های تحصیلی، تفریح، مهارت های اجتماعی و بین فردی، مراقبت از سلامت و امنیت خود و استفاده از امکانات جامعه می باشند (58).
برای ارزیابی رفتار انطباقی کودک، روانپزشک یا یک کارشناس متخصص مهارت های روزمره او را مشاهده کرده و با همسالانش مقایسه می‌کند یا از طریق مصاحبه با مراقبین و اطرافیان فرد و ارزیابی های بالینی دیگر به اطلاعات مناسب دست می یابد (59).
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شکل 1-1: نمودار تشخیصی برای ارزیابی بیماران کم توان ذهنی (60)
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متاسفانه برای بهبود وضعیت کودکانی که به کم توانی ذهنی مبتلا هستند داروی مخصوصی وجود ندارد. ولی برای توان‌بخشی به این افراد خدمات درمانی گوناگونی وجود دارد که به آن‌ها کمک می‌کند تا با محیط اطراف خود سازگارتر شوند. برخی برای درمان عقب ماندگی ذهنی از طریق طب سنتی نیز اقدام می‌کنند (61).
راه‌هایی وجود دارند که به بهبودی اوضاع کمک کرده و شرایط را برای زندگی بهتر این عزیزان فراهم می‌کنند. این راه‌ها در حالت کلی به سه اساس کلی تقسیم می‌شوند که به شرح زیر است.
· در مرحله اول باید عواملی که باعث تشدید این اختلال می‌شوند را در نظر داشت و روی آن‌ها کار کرد. برای نمونه اگر فرد به نوعی اختلال متابولیک دچار است باید با تنظیم رژیم غذایی شخص، موادی که به بدن او می‌رسند تحت کنترل باشند تا سبب تشدید اختلال در فرد نشوند (62).
· در مرحله دوم باید در نظر داشت که اگر اختلالات دیگری به همراه اختلال کم توانی ذهنی در فرد رخ می‌دهد کنترل شود. برای نمونه در برخی موارد اختلالات روانی نیز از دیگر مسائل مربوط به افراد کم توان ذهنی است که می‌توان آن را درمان یا مدیریت کرد (63).
· در مرحله سوم سرعت واکنش والدین به این موضوع است. از این جهت که در صورت اقدام به موقع می‌توان توانمند سازی کودک را زودتر شروع کرد تا کودک از جنبه‌های مختلف زندگی مانند تحصیلات، فراگیری مهارت‌ها و حمایت اجتماعی بی‌نصیب نماند (64).
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[bookmark: _Toc98849387]در رابطه با درمان کم توانی ذهنی باید گفت که درمان دارویی خاصی برای این موضوع وجود ندارد. ولی این موضوع نباید ما را از توانمند سازی آنها و کمک رساندن به آنها غافل سازد.
به طور کلی خدمات درمانی را که برای کم توانان ذهنی ارائه می شود، می توانیم به سه محور تقسیم کنیم:
1. محور اول درمان، عواملی را که سبب تشدید کم توانی می شوند هدف می گیرند. مثلا در یک فرد مبتلا به فنیل کتنوری (یک نوع اختلال متابولیک)، می توان با تنظیم رژیم غذایی مناسب، پروتئین فنیل آلانین را که زمینه ساز اختلال و کم توانی ذهنی است کاهش داد.
2. محور دوم اختلالات مختلفی را که با کم توانی ذهنی همراه می شوند هدف می گیرد و از این طریق به افزایش عملکرد فرد می پردازد؛ مثلا در کم توانان ذهنی اختلالات روانی مختلف شیوع دارد که باید درمان و مدیریت شوند.
3. محور سوم به مداخله ی زود هنگام روی جنبه های ذهنی، تحصیلات ویژه، آموزش مهارت های مختلف، توانمند سازی و حمایت اجتماعی این افراد می پردازد و از این طریق می کوشد تا کیفیت زندگی آنها را افزایش دهد (65-67). 
اعضای اصلی تیم درمان، توانبخشی و آموزش کودکان کم توان ذهنی عبارتند از:
· پزشک های متخصص اطفال
· روانپزشکی و مغز و اعصاب
· کاردرمان
· گفتاردرمان
· روانشناس
· معلمین کودکان استثنایی و خانواده آن ها
عناصر مشارکت موفق خدمات و کارکنان کم توانی ذهنی در شکل 1-2 آورده شده است.  بسته به مشکل خاص کودک ممکن است به بینایی سنج، فیزیوتراپیست، مددکار اجتماعی و متخصصین دیگر نیز ارجاع داده شود (68).

[image: E:\پایان نامه\ناتوانی ذهنی\Elements-of-successful-engagement-of-intellectual-disability-services-and-staff-in.png]
شکل 1-2: عناصر دخیل در مشارکت موفق خدمات و کارکنان کم توانی ذهنی (69)
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[bookmark: _Toc98849389]مهم ترین عامل تولد کودکان کم توان ذهنی، اختلالات ژنتیکی است که ازدواج های خویشاوندی علت بخش عمده ای از این اختلالات ژنتیکی می باشند. تا کنون بیش از ۴۵۰ نوع عقب ماندگی ذهنی با علت تک ژنی شناخته شده است و علاوه بر آن سندرم های گوناگونی شامل عقب ماندگی ذهنی با علت ناشناخته وجود دارد (70).
عوامل ژنتیکی عامل 70 درصد از موارد کم توانی ذهنی میباشند که به دو گروه اصلی تقسیم می شوند: ناهنجاری های کروموزومی و اختلالات تک ژنی. ناهنجاری های کروموزومی در 4 تا 28 درصد از موارد کم توانی ذهنی مشاهده می شوند و شامل ناهنجاری های شمارشی و ساختاری هستند (71). در نوع شمارشی تغییر در تعداد کروموزوم ها و در نوع ساختاری یکی از تغییرات حذف، مضاعف شدگی، واژگونی و یا جابجایی کروموزومی صورت می گیرد (72).
اختلالات تک ژنی از لحاظ نوع وراثت به دو دسته ی وابسته به جنس و اتوزومی تقسیم می شوند. کم توانی ذهنی وابسته به جنس 5-12 درصد از کل موارد کم توانی ذهنی را شامل می شود و بر اثر بروز اختلال در ژن ها روی کروموزوم ایکس ایجاد می شود. تا کنون بیش از 82 ژن برای کم توانی ذهنی (نشانگانی و غیرنشانگانی) وابسته به جنس شناسایی شده است (73). 
کم توانی ذهنی اتوزومی از هتروژنی و درصد بالایی برخوردار است، که نوع مغلوب آن به دلیل هتروژنی زیاد و کمبود خانواده های مناسب برای آنالیز پیوستگی (خانواده های دارای شجره بزرگ و تعداد افراد مبتلای زیاد) به خوبی شناخته نشده است. تاکنون فقط 10 ژن و 24 جایگاه ژنی مختلف برای عقب ماندگی ذهنی اتوزومی مغلوب غیرنشانگانی شناسایی شده است (74).
RNA های طولانی غیرکدکننده شامل گروه بزرگی از رونوشت ها هستند که می توانند از طریق مکانیسم های مختلف عمل کنند و در فرآیندهای توسعه عصبی شرکت کنند. از این نظر، درک نقش‌هایی که آن‌ها در این زمینه پیچیده ایفا می‌کنند، راه ارزشمندی برای دریافت بینش‌های جدید در مورد چگونگی پیدایش و توسعه NS-ID است (75). Isabela و همکاران (76) در مطالعه ای به بررسی RNA های طولانی غیرکدکننده و نقش آن ها در مسیرهای مولکولی دخیل در ناتوانی ذهنی و رشد عصبی پرداخته اند (شکل1-3). از طرفی                شکل1-4، مسیرهای سیگنالینگ سیناپسی شماتیک درگیر در ناتوانی ذهنی مولکول های پیش سیناپسی و پس سیناپسی که در تشکیل، بلوغ و تنظیم سیناپس نقش دارند را نشان می دهد.
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پروتئین ۱۶ حاوی دومِـین BTB و انگشت روی  (Zinc finger and BTB domain-containing protein 16) یک پروتئین است که در انسان توسط ژن «ZBTB16» کُدگذاری می‌شود. این ژن که بر روی کروموزوم ۱۱ واقع شده، یک فاکتور رونویسی دارای انگشت روی را کُدگذاری می‌کند و در پیشبرد چرخه سلول نقش دارد (77). ZBTB16 (PLZF) یک فاکتور رونویسی را رمزگذاری می کند که شامل یک دامنه برهمکنش پروتئین-پروتئین BTB/POZ در N ترمینال و یک دامنه اتصال DNA انگشت روی نوع C2H2 در C ترمینال آن است که نقش کلیدی در بسیاری از فرآیندهای بیولوژیکی ایفا می کند. نگهداری و تکثیر سلول های بنیادی، تمایز سلولی، اسپرم زایی، رشد اسکلتی عضلانی، خون سازی، آپوپتوز، بازسازی کروماتین، متابولیسم و ایمنی. این پروتئین در تکثیر سلول های پیش ساز عصبی و تمایز عصبی در طول رشد نقش دارند، با این حال، چگونگی نقش ZBTB16 در عملکرد مغز و رفتارهای ناشناخته است (78). 
جنبه دیگر نقش Zbtb16 عملکرد آن در متابولیسم گلوکز است. بیان Zbtb16 بیان ژن‌های مرتبط با گلیکولیز (Hexkn2، Pkm2) را هدایت می‌کند و می‌تواند ظرفیت گلیکولیتیک را افزایش دهد. مطابق با این نقش، بیان Zbtb16 استفاده از کربوهیدرات را در شرایط آزمایشگاهی افزایش می دهد. در مجموع، این نتایج نشان می دهد که Zbtb16 متابولیسم اکسیداتیو را ترویج می کند (79).
بنابراین اولین قدم و مهمترین بخش مشاوره ژنتیک ، تشخیص نوع و علت عقب ماندگی ذهنی و در موارد ارثی تعیین نحوۀ وراثت با توجه به شجره نامه است. به طور کلی می توان گفت علت عقب ماندگی ذهنی در یکی از چهار گروه جهش های ژنی، اختلالات کروموزومی، علل محیطی و اختلالات چند عاملی جای می گیرد.
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شکل1-3: نمایش شماتیک سیگنالینگ هایی که توسط آن RNA های طولانی غیرکدکننده با ناتوانی ذهنی مرتبط هستند (76).
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شکل1-4: مسیرهای سیگنالینگ سیناپسی شماتیک درگیر در ناتوانی ذهنی (80)
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توالی یابی سنگر(Sanger)  زیربنای همه تکنولوژي‌های توالی یابی است که هم اکنون مورد استفاده قرار می‌گیرند و ژنومیکس (علم مطالعه ژنوم‌) را شکل داده است.
در تکنیک توالی یابی سنگر (Sanger) مولکول‌ های DNA تک‌ رشته‌ ای که فقط در حد یک نوکلئوتید با هم تفاوت دارند، می‌ توانند توسط الکتروفورز در ژل پلی آکریل آمید حاوی اوره به عنوان ترکیب دناتوره کننده و یا سایر ترکیبات دناتوره کننده که باعث می شود DNA به صورت تک رشته ای باقی بماند با ولتاژ بالا از یکدیگر جدا شوند (81). 
ایجاد کتابخانه‌ های DNA، پایه تکنیک‌ های توالی یابی ژنوم بود و انجام آن را ممکن ساخت. فردریک سنگر (Frederick Sanger)  که یک زیست شیمیدان انگلیسی بود در سال ۱۹۷۴ تکنیکی را جهت تعیین توالی ژن‌ ها در محیط in vitro  ابداع کرد که تاکنون بیشتر از همه مورد استفاده قرار گرفته است، این تکینک توالی یابی Sanger نام گرفت که به روش خاتمه زنجیره سازی یا روش دی داکسی نیز معروف است و اساس آن آنزیمی می‌باشد (82).
توالی یابی Sanger زیربنای همه تکنولوژي‌های توالی یابی است که هم اکنون مورد استفاده قرار می‌گیرند و ژنومیکس (علم مطالعه ژنوم‌) را شکل داده است. جهت تعیین توالی ژنوم‌های فراوانی مانند  E. Coli، مگس سرکه، کرم‌های نواری (نماتودها) ، موش و انسان از تکنیک توالی یابی Sanger استفاده شده است.
توالی یابی سنگر  مثل فرایند تکثیر DNA و تکنیک  PCR به پرایمر، DNA پلیمراز، توالی الگوی تک‌رشته‌ای و دئوکسی نوکلئوتیدها نیاز دارد. در ابتدا سوبسترای واکنش عمدتا DNA نوترکیبی بود که به وسیله دناتوراسیون می توانست به پرایمر توالی‌‌یابی اختصاصی رشته متصل شود. قطعات DNA در وکتورهای فاژمیدی هم چون وکتور M13 که در اثر دستکاری می‌توانستند DNA های نوترکیب تک‌رشته‌ای تولید کنند، نیز کلون می‌شدند (83).
روش جایگزینی که امروزه نیز کاربرد فراوانی دارد ایجاد DNA تک رشته ای  از طریق تعیین توالی چرخه    (Cycle sequencing) یا تعیین توالی تکثیر خطی است که در این حالت روند کار شبیه PCR است ولی فقط از یک پرایمر استفاده می شود که همین امر سبب می شود که محصول PCR به صورت خطی (و نه تصاعدی) افزایش یابد و پلیمراز مورد استفاده هم نباید دارای خاصیت proofreading باشد تا سرعت الحاق نوکلئوتیدها افزایش پیدا کند (84).
در تکنیک توالی یابی سنگر، درصد معینی از نوکلئوتیدها که فاقد 3-هیدروکسیل هستند و دی دئوکسی نوکلئوتید (Dideoxynucleotide: ddNTP)  نامیده می‌شوند که با دئوکسی نوکلئوتیدهای نرمال مخلوط می‌شوند. آنزیم‌های پلیمراز نمی توانند دئوکسی نوکلئوتیدها را از دی دئوکسی نوکلئوتیدها افتراق دهند.
DNA پلیمراز افزودن نوکلئوتید بعدی را با اتصال فسفات روی کربن ۵ آن، به ۳-هیدروکسیل نوکلئوتید پیشین و با تشکیل پیوند فسفودی‌استر انجام می‌دهد پس صورتی که یکی از نوکلئوتیدها فاقد ۳-هیدروکسیل باشد، نوکلئوتید دیگری اضافه نخواهد شد و زنجیره به طور ناگهانی خاتمه می یابد. نسبت دئوکسی ریبونوکلئوتیدها بسیار بالاتر از  دی دئوکسی ریبونوکلئوتیدهاست، به همین دلیل خاتمه سنتز زنجیره جدید در نزدیکی پرایمر اتفاق نمی افتد (85).
این امکان  وجود دارد که پلیمریزاسیون چند صد نوکلئوتید، پیش از آن که باز خاتمه دهنده رشته اضافه شود رخ دهد. در چنین واکنش‌هایی عمدتا حداکثر طول قطعات ۸۰۰ نوکلئوتید خواهد بود. چهار واکنش جداگانه برای ddTTP، ddGTP، ddCTP،  ddATP انجام می شود ( در هر واکنش یکی از نوکلئوتیدهای طبیعی از نوع نشاندار رادیواکتیو استفاده می شود).
در تکنیک توالی یابی Sanger مولکول‌های DNA تک‌رشته‌ ای که فقط در حد یک نوکلئوتید با هم تفاوت دارند، می‌ توانند توسط الکتروفورز در ژل پلی آکریل آمید حاوی اوره به عنوان ترکیب دناتوره کننده و یا سایر ترکیبات دناتوره کننده که باعث می شود DNA به صورت تک رشته ای باقی بماند با ولتاژ بالا از یکدیگر جدا شوند (86).
از اتورادیوگرافی جهت رؤیت نتیجه استفاده می کنند. خواندن اتورادیوگرام از سمت پایین ژل به بالا صورت می گیرد و در این حالت توالی های به دست آمده مکمل توالی اصلی می باشند.
داده‌ ها نیز به صورت دستی وارد کامپیوتر می‌شوند. به همین دلیل این پروسه بسیار طولانی است، ۱۲ ساعت برای الکتروفورز، ۱۲ ساعت برای ایجاد اتورادیوگرام و مدت زمان بسیار طولانی‌ تری برای خواندن توالی‌ها موردنیاز است هم چنین احتمال وقوع اشتباه نیز بالا و استفاده از بازهای لیبل شده با مواد رادیواکتیو خطرناک است به همین دلیل از تعیین توالی سنگر به روش اتومات استفاده می شود که کارآیی آن را افزایش می دهد. در این روش توالی های تا 400 نوکلئوتید را می توان تعیین کرد (87) (شکل 1-5).
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شکل 1-5: روش توالی سنگر در 7 مرحله. (1) قطعه dsDNA به دو قطعه ssDNA دناتوره می شود. (2) قطعه ای از ssDNA به میلیون ها نسخه تکثیر می شود. (3) یک آغازگر که مربوط به یک انتهای قطعه است متصل شده است. (4) قطعات به چهار محلول پلیمراز اضافه می شوند. هر محلول شامل چهار نوع باز است اما فقط یک نوع نوکلئوتید پایانی دارد. (5) زنجیره رشد می کند تا زمانی که یک نوکلئوتید پایانی به طور تصادفی اضافه شود. (6) قطعات dsDNA حاصل دناتوره می شوند تا یک سری ssDNA با طول های مختلف بدست آید. (7) قطعات با الکتروفورز جدا شده و دنباله خوانده می شود (88).

تعیین توالی سنگر به روش اتومات؛ مشکل زمان بر بودن و بالا بودن احتمال وقوع اشتباه تعیین توالی سنگر را حل کرده است.
با توجه به آن چه گفته شد انجام برخی اصلاحات الزامی بودند به خصوص اگر قصد ما از توالی یابی، ژنوم های بزرگی مثل ژنوم انسان بود. به همین منظور در اوایل دهه 1990  ماشین های توالی یابی اتوماتیک به صورت تجاری به بازار عرضه شدند که هم  سریع تر بودند و هم احتمال خطا در آن ها به مراتب کم تر شد. اگر چه هزینه راه اندازی این تکنیک به دلیل گران بودن دستگاه آنالیز کننده توالی بسیار بالاست ولی از آنجایی که آنالیز چندین نمونه به صورت هم زمان است در نهایت هزینه توالی یابی هر نمونه بسیار پایین است (89).
در این نوع توالی یابی، مخلوط واکنش دارای ۴ نوع دئوکسی نوکلئوتید نرمال، ۴ نوع دی دئوکسی نوکلئوتید، یک پرایمر، DNA الگو و DNA پلیمراز می‌باشد که جهت جداسازی دی دئوکسی نوکلئوتیدها از هم، از چهار رنگ فلورسنت متفاوت به عنوان لیبل برای هر یک از چهار واکنش اختصاصی باز استفاده می‌ شوند که با استفاده از رنگ‌ هایی که طول موج نشری متفاوت دارند، می‌توان هر چهار واکنش را به صورت یک نمونه در چاهک ژل وارد کرد (90). 
مراحل انجام واکنش دقیقا همانند PCR معمولی است که تکثیر در دستگاه Thermal cycler انجام می گیرد. در هنگام پلیمریزاسیون، این امکان وجود دارد که دی دئوکسی نوکلئوتیدها متصل شده و زنجیره DNA خاتمه یابد. نسبت دی دئوکسی نوکلئوتیدها به دئوکسی نوکلئوتیدها باید طوری باشد که توقف همانندسازی حتما در هر کدام از بازهای A، G، T و C صورت بگیرد (91).
بعد از آن که پلیمراز از توالی الگو هزاران نسخه که هر کدام در نوکلئوتید متفاوتی خاتمه پیدا کردند، تهیه کرد، تمام مخلوط واکنش در یک ستون الکتروفورز می شود که قطعات DNA از منبع تحریکی همانند لیزر عبور می‌کنند. در این هنگام، هم زمان با عبور قطعات DNA از نقطه‌ای مشخص در ژل، سیگنال‌های فلورسنت شناسایی و ضبط می‌شوند. در نهایت، یک intensity profile برای هر یک از فلوروفورها ایجاد می شود که در آن، هر یک از چهار رنگ باز متفاوتی را نشان می دهند. هم زمان اطلاعات به طور الکترونیکی ذخیره‌ می‌شوند.
ابتدا از ژل slab پلی آکریل آمید برای این منظور استفاده می‌کردند، ولی با توالی یابی capillary که نمونه‌های DNA از طریق لوله‌های شیشه‌ای موئین بلند و بسیار نازکی که قطرشان در حدود 0/1 میلی‌متر است و دارای ژل پلی آکریل آمید هستند، الکتروفورز می‌شوند، می توان ظرفیت فرایند توالی یابی DNA را به میزان زیادی افزایش داد (92).
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ژنوم انسان حاوی حدود 3 میلیارد جفت باز است که تقریباً 1-5٪ از آن ها به پروتئین های عملکردی بدن تبدیل می شوند. جهش در این پروتئین ها به احتمال زیاد منجر به یک پیامد مستقیم فنوتیپی و یا حتی بیماری می شود. اگرچه توالی یابی کل ژنوم (WGS) اطلاعات خوبی در مورد جهش های تک نوکلئوتیدی، ساختاری یا اختلالات تعداد کپی فراهم می کند، اما توالی یابی کل اگزوم (WES) اغلب زمانی که زمان یا منابع محدود است برای شناسایی عامل ژنتیکی بیماری منطقی تر است. برای دانشمندانی که به جهش‌ها یا ژن‌های مرتبط با بیماری‌های خاص نگاه می‌کنند، توالی یابی کل اگزوم نتایج دلخواه را ارائه می‌دهد (93).
فناوری توالی یابی اولیه، به نام توالی یابی سانگر (به نام دانشمند سازنده آن، فردریک سانگر، نامگذاری شد)، پیشرفتی بود که به دانشمندان کمک کرد تا کد ژنتیکی انسان را تعیین کنند، اما این تکنیک بسیار زمان بر و پرهزینه است. برای سریع‌تر کردن روش سانگر آن را به صورت ماشینی و خودکار در آوردند. امروزه هنوز در آزمایشگاه‌ها برای تعیین توالی قطعات کوتاه DNA از توالی یابی سنگر استفاده می‌شود، اما سال‌ها طول می‌کشد تا تمام DNA یک فرد (که به عنوان ژنوم فرد شناخته می‌شود) توالی‌یابی شود. توالی یابی نسل بعدی (NGS) که شامل توالی یابی کل ژنوم (Whole-Genome Sequencing) و توالی یابی کل اگزوم (Whole-Exome Sequencing) این فرآیند را سرعت بخشیده است (تنها چند روز تا چند هفته طول می کشد تا توالی ژنوم انسان را تعیین کند) در حالی که هزینه آن را نیز بسیار کاهش داده است (94).
توالی یابی کل اگزوم بر روی مناطق کد کننده پروتئین ژنومی (اگزون) تمرکز می کند. اگرچه WES به معرف‌های اضافی (پروب) و برخی مراحل اضافی (هیبریداسیون) نیاز دارد، اما این یک روش مقرون‌به‌صرفه و پرکاربرد NGS است که به معرف‌های توالی‌یابی کمتری نیاز دارد و در مقایسه با WGS زمان کمتری برای انجام آنالیز بیوانفورماتیک می‌برد (شکل 1-6). اگرچه اگزوم انسان تنها 1 تا 5 درصد از ژنوم را نشان می دهد، اما تقریباً 85 درصد از جهش های شناخته شده مرتبط با بیماری را شامل می شود. به این ترتیب، پزشکانی که WES را انجام می دهند به پوشش جامعی از جهش های در ناحیه کد شونده مانند جهش های تک نوکلئوتیدی (SNVs) و درج ها / حذف ها (indels) دست می یابند. علیرغم آماده‌سازی طولانی‌تر نمونه به دلیل مرحله اضافی غنی‌سازی هدف، پزشکان و بیماران از توالی‌یابی سریع‌تر و تجزیه و تحلیل ساده تر داده‌ها در مقایسه با WGS بهره می‌برند. به علاوه WES عمق توالی یابی بیشتری را برای محققان علاقه مند به شناسایی جهش های ژنتیکی برای کاربردهای متعدد از جمله ژنتیک جمعیت، تحقیقات بیماری های ژنتیکی و مطالعات تحقیقاتی سرطان فراهم می کند (95, 96).
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شکل 1-6: گردش کار توالی Exome

در حالی که تغییرات ژنتیکی بیشتری را می توان با توالی یابی کل اگزوم و کل ژنوم نسبت به توالی یابی تنها ژن های انتخابی (پانل های هدفمند ژنی) شناسایی کرد، اهمیت بسیاری از این اطلاعات ناشناخته است. از آنجایی که همه تغییرات ژنتیکی بر سلامت تأثیر نمی‌گذارند، دشوار است که بدانیم آیا گونه‌های شناسایی شده در شرایط مورد نظر و بیماری دخیل هستند یا خیر. گاهی اوقات، یک جهش شناسایی شده با یک اختلال ژنتیکی متفاوت همراه است که هنوز تشخیص داده نشده است که این یافته‌ها را یافته‌های اتفاقی یا ثانویه می‌گویند (97). 
علاوه بر استفاده در کلینیک، توالی یابی کل اگزوم و کل ژنوم روش های ارزشمندی برای محققان است. مطالعه گسترده بر روی توالی‌های اگزوم و ژنوم می‌تواند به تعیین اینکه آیا تغییرات ژنتیکی جدید با شرایط سلامت انسان ها مرتبط است یا خیر و تشخیص بیماری ها در آینده کمک کند (98).
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در سال 2020،  Gug و همکارانش در رومانیا در یک کیس ریپورت، یک کودک دختر هفت ساله با اختلالات کم توانی ذهنی، اوتیسم و نارسایی قلبی مورد بررسی قرار دادند. نتایج آنالیز کروموزومی وجود اختلال ژنتیکی نادر  De novo 8p21.3→ p23.3 Duplication With t(4;8)(q35;p21.3) را نشان داد که منجر به بروز ناتوانی ذهنی در بیمار شده بود (11).
در سال 2019، در چین Bai Z و همکارانش یک خانواده دارای کودک با کم توانی ذهنی را جهت بروز موتاسیون ژنتیکی مورد ارزیابی قرار دادند. بیمار مورد مطالعه دارای تاخیر در گفتار و عدم توانایی در مراقبت از خود داشته است. پس از بررسی کل افراد خانواده مشخص شد که مادر دارای دو واریانت c.1708dupC (p.R570Pfs*80)  و c.1705T to C (p.S569P) و پدر دارای واریانت c.2273delA (p.N758Tfs*22)  بوده اند. واریانت های شناخته شده واقع در ژن TRAPPC9 بوده اند که مسبب بروز کم توانی در کودک شده اند (12).
Li و همکاران در سال 2019 در چین، 76 بیمار دارای کم توانی ذهنی که تست ژنتیکی اولیه آنها از نظر بروز اختلال ژنتیکی منفی بوده اند مجددا مورد اریابی قرار گرفتند. با استفاده از روش توالی یابی کل اگزوم، 8 بیمار دارای اختلال ژنتیکی بوده اند که این نقایص شامل: IRF2BPL، PACS2، PPP3CA، SCN3A، KCNQ5، HIBCH، CAMK2A، و HDAC8 بوده اند (13).
در سال 2019 Huo و همکارانش در چین یک بیمار هفت ساله دارای کم توانی ذهنی وابسته به x نادر را شناسایی کردند که در نتیجه موتاسیون در ژن AP1S2 بوجود آمده بود. پس از بررسی شجره نامه بیمار مشخص شد که 4 نسل قبل از بیمار دارای نقص AP1S2 بوده اند. این نقص با طیف گسترده علائم بالینی همراه می باشد (14). 
در سال 2018، Alsahli و همکاران در عربستان 3 خانواده که دارای فرزند مبتلا به کم توانی ذهنی بوده اند را بررسی کردند. در این مطالعه بیماران علاوه بر کم توانی دارای اختلالات دیگری همچون Cerebellar ataxia نیز بوده اند. نتایج توالی یابی کل اگزوم نشان داد که موتاسیون در امینوفسفولیپید ترانسپورترها، class I, type 8A، و ATP8A2 از شایعترین نقص های ژنتیکی بودند (15).
در سال 2015، Grozeva و همکارانش در انگلیس، در یک مطالعه کوهورت 986 بیمار دارای اختلالات ذهنی را از نظر وجود نقص ژنتیکی در 565 ژن درگیر را بررسی کردند. نتایج این مطالعه نشان داد که 8 درصد از بیماران دارای موتاسیون های Loss of function و 3 درصد دارای واریانت های missense بوده اند. SETD5, ATRX, CUL4B, MECP2 و ARID1B  از شایعترین موتاسین های ژنتیکی بوده اند (16). 
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[bookmark: _Toc103891683][bookmark: _Toc103957540]2-2-2. اهداف جزیی:
[bookmark: _Toc89977221][bookmark: _Toc91787911][bookmark: _Toc91793864][bookmark: _Toc91798423][bookmark: _Toc91798550][bookmark: _Toc98849397][bookmark: _Toc100432793][bookmark: _Toc100432873]1- تعیین نوع ژن جهش یافته در خانواده
2- تعیین نوع جهش ژنی شناسایی شده
3- تعيين ارتباط جهش شناسايی شده در يكي از ژن هاي مورد مطالعه با فنوتيپ بيماری
4- تعيين جهش شناسايی شده در يكي از ژن هاي مورد مطالعه در خانواده بيمار تحت مطالعه

[bookmark: _Toc103891684][bookmark: _Toc103957541]3-2-2. اهداف کاربردی:
[bookmark: _Toc89977222][bookmark: _Toc91787912][bookmark: _Toc91793865][bookmark: _Toc91798424][bookmark: _Toc91798551][bookmark: _Toc98849398][bookmark: _Toc100432794][bookmark: _Toc100432874]1- تشخیص بیماری احتمالی جنین حین بارداری و قبل از تولد
2- جلوگیری از تولد نوزاد مبتلا به کم توانی ذهنی 
3- تشخیص و تایید بیماری
4- تعیین نوع توارث کم توانی ذهنی در خانواده با توجه به نوع ژن جهش یافته.
[bookmark: _Toc103891685][bookmark: _Toc103957542]2-3. سوالات پژوهشی
[bookmark: _Toc89977223][bookmark: _Toc91787913][bookmark: _Toc91793866][bookmark: _Toc91798425][bookmark: _Toc91798552][bookmark: _Toc98849399][bookmark: _Toc100432795][bookmark: _Toc100432875]-موتاسیون‌ دخیل در بروز بروز کم توانی ذهنی ژنتیکی چگونه است؟
-میزان تاثیر و قدرت تکنیک NGS در شناسایی جهش‌ درگیر در بیمار دارای کم توانی ذهنی ژنتیکی چگونه است؟
-آیا ارتباطی بین موتاسیون‌ها با علائم بالینی بیمار وجود دارد؟
[bookmark: _Toc103891686][bookmark: _Toc103957543]4-3. فرضیات پژوهشی
[bookmark: _Toc89977224][bookmark: _Toc91787914][bookmark: _Toc91793867][bookmark: _Toc91798426]-شیوع موتاسیون‌ دخیل در بروز کم توانی ذهنی ژنتیکی زیاد است
-تاثیر و قدرت تکنیک NGS در شناسایی جهش‌ درگیر در بیمار دارای کم توانی ذهنی ژنتیکی مناسب است
-ارتباطی بین موتاسیون‌ با علائم بالینی بیمار وجود دارد

در صورت داشتن هدف کاربردي بيان نام بهره وران ( اعم از مؤسسات آموزشي و پژوهشي و دستگاه هاي اجرائي و غيره ) 
پزشکان‌، مراکز مشاوره ژنتیک و مراکز تحقیقاتی
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در این مطالعه در صورت وجود ارتباط بین جهش ژنی با بیماری  ناتوانی ذهنی ، می‌توان از آن‌ به عنوان یک مارکر مفید در تشخیص و کنترل بیماران مبتلا به ناتوانی ذهنی نقش دارد، برای هدفمندسازی روند درمان استفاده کرد.
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پژوهش حاضر از نوع مطالعه تحلیلی موردی- شاهدی می باشد. مطالعه بر روی روی خانواده‌ای با یک مبتلای مشکوک به بیماری اسکلروز جانبی آمیوتروفیک در شهر تهران صورت گرفت. گروه کنترل شامل تعدادی از افراد سالم بدون سابقه فردی یا خانوادگی از بیماری اسکلروز جانبی آمیوتروفیک هستند. بر این اساس، پس از اخذ رضایت نامه کتبی از بیماران و تمایل آن ها به شرکت در مطالعه مورد نظر حدود  2 سی سی خون از آن ها گرفته شده و در لوله ی حاوی ضد انعقاد EDTA ریخته می شود و نمونه تا انجام آزمایش در دمای 70-درجه سانتی گراد نگه داری میشود. سپس پارامترهای کلینیکی شامل: سن بروز بیماری، سابقه قبلی، سابقه خانوادگی، علایم بالینی، و علایم آزمایشگاهی از سوابق پزشکی بیماران ثبت می شود.
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برای بررسی وجود یا عدم وجود جهش در 53 ژن های درگیر، از تعیین توالی DNA به روش سنگر که فرایندی برای تعیین دقیق ترتیب نوکلئوتیدها درون مولکول DNA می‌باشد استفاده می شود. در ابتدا محتوای DNA نمونه ها با استفاده از کیت سیناکلون و دستورالعمل شرکت سازنده استخراج می شود (شکل 3-1). در این کیت از ستون های سیلیکایی برای خالص سازی DNA استفاده شد. نمونه با کمک آنزیم و دترژنت های مختلف لیز و در شرایط نمکی بالا، DNA موجود در لیز سلولی به غشای سیلیکایی ستون ها متصل شده و ناخالصی ها از ستون خارج و در میکروتیوب جمع آوری شد. جهت حذف الکل، پروتئین ها، نمک ها و اضافات سلولی ستون توسط آب دیونیزه یا بافر با قدرت یونی پایین شستشوی و DNA خالص در میکروتیوب جمع آوری شد .برای بدست آوردن بهترین کیفیت DNA تمامی نمونه ها در همان روز استخراج شدند.
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شکل 3-1 : کیت استخراج DNA
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ابتدا پرایمر‌های خاص جهت تکثیر قطعه مورد نظر ما با روش PCR، طراحی شدند (جدول 3-1). سپس برای انجام واکنش PCR از یک Master mix آماده شده تجاری به همراه سایر مواد اورده شده در جدول 3-2 استفاده گردید.
جدول3-1. پرایمر ژن‌ 
	
ZBTB16
	F:   GAGCACCATGGATCTGACAA

	
	R:   GGCGAGAGGAAGTCCAAAGT



جدول 3-2 مواد مصرفی استفاده شده برای انجام واکنش PCR
	مواد مصرفی
	 (μL) مقادیر

	Master mix 2X*
	8

	DW
	12

	DNA
	3

	حجم کل
	25



*شامل Taq DNA Polymerase، dNTPs، MgCL2 و Reaction Buffers می باشد.










جدول 3-3. سیکل دمایی PCR
	مرحله
	تعداد تکرار
	بخش
	دما(درجه سانتیگراد)
	مدت زمان

	اول
	1 سیکل
	واسرشت اولیه
	95
	5 دقیقه

	
دوم
	 
29 سیکل

	واسرشت ثانویه
	95
	1 دقیقه

	
	
	اتصال
	95
	45 ثانیه

	
	
	طویل شدن اولیه
	95
	1 دقیقه

	سوم
	1 سیکل
	طویل شدن ثانویه
	95
	1 دقیقه
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[bookmark: _Toc100432803][bookmark: _Toc100432883][bookmark: _Toc103891694][bookmark: _Toc103957551]ج- الکتروفورز
جهت دیدن نتایج PCR و اطمینان از کیفیت پرایمر‌های طراحی شده از الکتروفورز استفاده شد. در این روش از ژل آگارز 1.5% استفاده شد. مراحل تهیه محلول و روش انجام الکتروفورز در زیر شرح داده شده است. 
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مواد مورد نیاز برای تهیه ژل اگارز
· پودر آگارز
· بافر TBE 1X
· رنگ Safe stain
درون یک بشر مقدار 2/1 گرم پودر اگارز را در داخل cc60 بافر TBE1X حل کرده و ان را بر روی یک حرارت دهنده تا زمان شفاف شدن محلول قرار می دهیم. سپس مقدار μL2 از رنگ Safe stain به ان اضافه کرده و پس از مخلوط کردن، آن را در قالب حاوی شانه ریخته و اجازه داده تا سرد شود.
[bookmark: _Toc97310354][bookmark: _Toc98849409][bookmark: _Toc100432805][bookmark: _Toc100432885][bookmark: _Toc103891696][bookmark: _Toc103957553]ح- توالی یابی کل اگزوم (Whole-Exome Sequencing)
شجره خانوادگی  فرد مبتلا و خویشاوندان آن‌ها را با کمک نرم افزار Geno Pro ترسیم کردیم. سپس برای شناسایی جهش در 310 ژن‌ مسبب بيماری ناتوانی ذهنی، تست توالی یالی اگزوم را انجام دادیم.
- 310 ژن درگیر در کم توانی ذهنی: (562)
ABCD1, ACAT1, ACOX1, ACSL4, ACTB, ACTG1, ACY1, ADAR, ADNP, ADSL, AFF2, AGTR2, AHDC1, AHI1, AIFM1, ALDH18A1, ALDH4A1, ALDH5A1, ALG1, ALG11, ALG12, ALG13, ALG2, ALG3, ALG6, ALX4, AMER1, ANK3, ANKRD11, AP1S1, AP1S2, AP3B1, AP4B1, AP4E1, AP4M1, AP4S1, AR, ARG1, ARHGEF6, ARHGEF9, ARID1A, ARID1B, ARX, ASAH1, ASPM, ASS1, ASXL1, ASXL3, ATL1, ATP10A, ATP13A2, ATP1A2, ATP6AP2, ATP7A, ATRX, AUH, AUTS2, AVPR1A, AVPR2, BBIP1, BBS1, BBS10, BBS12, BBS2, BBS4, BBS7, BBS9, BCL11A, BCOR, BCS1L, BDNF, BIN1, BRAF, BRSK2, BRWD3, BUB1B, CA2, CACNA1A, CACNA1C, CACNG2, CAMTA1, CANT1, CASK, CBS, CC2D1A, CC2D2A, CCDC22, CCDC88C, CDC42, CDH15, CDK13, CDK16, CDKL5, CDKN1C, CEP290, CEP41, CEP57, CHAMP1, CHD2, CHD7, CHD8, CHRNA4, CIC, CLCN4, CLIC2, CLN3, CLN5, CLN6, CLN8, CNKSR2, CNTNAP2, CNTNAP5, COG5, COG7, COG8, COL4A3BP, CP, CPA6, CPS1, CRADD, CRBN, CREBBP, CSNK2A1, CTC1, CTCF, CTNNB1, CTNND2, CTSA, CTSD, CTSF, CUL4B, CYB5R3, CYP27A1, D2HGDH, DARS2, DBT, DCX, DDX3X, DHCR24, DHCR7, DKC1, DLG3, DLGAP2, DMD, DNM1, DNMT3A, DOCK4, DPP10, DPP6, DPYD, DYNC1H1, DYRK1A, EBP, EFNB1, EFTUD2, EHMT1, EIF2S3, ELOVL4, EP300, ERCC2, ERCC3, ERCC4, ERCC5, ERCC6, ERCC8, EZH2, FAAH2, FAM126A, FANCB, FANCG, FBN1, FBXO11, FGD1, FGF14, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FKRP, FKTN, FLNA, FMR1, FOLR1, FOXG1, FOXP1, FOXP2, FRMPD4, FTO, FTSJ1, G6PC3, GABRB3, GABRG2, GALE, GAMT, GAN, GATAD2B, GBA, GBE1, GCK, GDI1, GFAP, GFM1, GHR, GK, GLI3, GLRA1, GLUL, GLYCTK, GM2A, GNAO1, GNAS, GNPAT, GNPTAB, GNPTG, GPC3, GRIA3, GRIK2, GRIN1, GRIN2A, GRIN2B, GRM1, GRN, GSPT2, GSS, GUSB, HAX1, HCCS, HCFC1, HDAC4, HDAC8, HECW2, HEPACAM, HEXB, HOXA1, HPD, HPRT1, HRAS, HSD17B10, HSPD1, HUWE1, IDS, IGBP1, IGF1, IGF1R, IL1RAPL1, IMMP2L, IMPA1, INSR, IQSEC2, IRX5, ITGA7, ITPR1, KAT6A, KAT6B, KATNAL2, KCNB1, KCNJ10, KCNJ11, KCNK9, KCNQ2, KCTD13, KCTD7, KDM5B, KDM5C, KDM6A, KIF11, KIF1A, KIF1BP, KIF21A, KIF5A, KIF7, KIRREL3, KLF8, KMT2A, KMT2D, KMT5B, KRAS, L1CAM, LAMA2, LAMC3, LAMP2, LARGE1, LAS1L, LHX3, LIG4, LMBRD1, LYST, MACF1, MAGEL2, MAGT1, MAN1B1, MAN2B1, MANBA, MAOA, MAPK8IP3, MAT1A, MBD5, MBTPS2, MCCC1, MCCC2, MCOLN1, MCPH1, MECP2, MED12, MED13L, MED17, MED23, MEF2C, MFSD8, MGAT2, MID1, MKKS, MMADHC, MOCS2, MRAP, MTFMT, MTHFR, MTOR, MTR, MYCN, MYO5A, MYT1L, NAA10, NAGA, NALCN, NBN, NDP, NDUFA1, NDUFAF5, NDUFS1, NEGR1, NEXMIF, NF1, NGF, NGLY1, NHEJ1, NHP2, NHS, NIPBL, NLGN3, NLGN4X, NPC1, NPC2, NPHP3, NR2F1, NRXN1, NSD1, NSDHL, NSUN2, NTNG1, OCRL, OFD1, OGT, OPHN1, ORC1, OTC, PACS1, PAFAH1B1, PAH, PAK3, PAX6, PCDH19, PCDH9, PCGF2, PCNT, PDE4D, PDHA1, PDHX, PDSS1, PEX7, PGK1, PHF6, PHF8, PHKA2, PHKG2, PIGA, PIGL, PIGO, PIGV, PIP5K1B, PLA2G6, PLP1, PMM2, PNKP, POGZ, POMGNT1, POMT1, POMT2, PON3, PORCN, POU1F1, PPOX, PPP1CB, PPP2R1A, PPP2R5D, PPT1, PQBP1, PRKAR1A, PRMT7, PRPS1, PRSS12, PTCHD1, PTEN, PTPN11, PURA, PYCR1, PYGL, RAB39B, RAI1, RAPSN, RBBP8, RBFOX1, RBM10, RELN, RIT1, RORA, RPGRIP1L, RPL10, RPS6KA3, SACS, SAMHD1, SATB2, SCN1A, SCN2A, SCN8A, SDCCAG8, SETBP1, SETD5, SGSH, SHANK2, SHANK3, SHOC2, SHROOM4, SIL1, SKI, SLC16A2, SLC20A2, SLC25A12, SLC25A13, SLC25A15, SLC2A1, SLC2A2, SLC35A2, SLC35C1, SLC46A1, SLC4A4, SLC5A5, SLC6A1, SLC6A4, SLC6A8, SLC7A7, SLC9A6, SLC9A9, SLX4, SMARCA2, SMARCA4, SMARCB1, SMC1A, SMG6, SMS, SNAP25, SNIP1, SNRPN, SOBP, SOS1, SOS2, SOX10, SOX2, SOX3, SOX5, SPAST, SPATA5, SPR, SPRED1, SPTAN1, SRD5A3, SRPX2, ST3GAL3, ST7, STAT5B, STK3, STRA6, STX11, STXBP1, SUCLG1, SYN1, SYNGAP1, SYP, SYT14, TAF1, TAF6, TBC1D24, TBCE, TBL1XR1, TBR1, TBX1, TCF4, TECR, TET3, TGIF1, TH, THOC2, THRB, TIMM8A, TINF2, TMCO1, TMEM165, TMEM216, TMEM231, TMEM67, TMEM70, TPH2, TPK1, TPP1, TRAPPC9, TRHR, TRIO, TRIP12, TSC1, TSC2, TSHR, TSPAN7, TTC37, TTC8, TUBA1A, TUBA8, TUBB2B, TUBB3, TUSC3, TWIST1, UBE2A, UBE3A, UNC80, UPB1, UPF3B, UROC1, USP9X, VLDLR, VPS13B, WAC, WDR13, WDR45, WDR62, WDR73, WDR81, XPNPEP3, ZBTB16, ZBTB24, ZC4H2, ZCCHC12, ZDHHC9, ZEB2, ZFP57, ZFYVE26, ZIC2, ZMYM3, ZNF41, ZNF507, ZNF674, ZNF711, ZNF804A, ZNF81, ZNHIT6

توالی یابی کل اگزوم بر روی مناطق کد کننده پروتئین ژنومی (اگزون) تمرکز می کند. اگرچه WES به معرف‌های اضافی (پروب) و برخی مراحل اضافی (هیبریداسیون) نیاز دارد، اما این یک روش مقرون‌به‌صرفه و پرکاربرد NGS است که به معرف‌های توالی‌یابی کمتری نیاز دارد و در مقایسه با WGS زمان کمتری برای انجام آنالیز بیوانفورماتیک می‌برد. اگرچه اگزوم انسان تنها 1 تا 5 درصد از ژنوم را نشان می دهد، اما تقریباً 85 درصد از جهش های شناخته شده مرتبط با بیماری را شامل می شود. به این ترتیب، پزشکانی که WES را انجام می دهند به پوشش جامعی از جهش های در ناحیه کد شونده مانند جهش های تک نوکلئوتیدی (SNVs) و درج ها / حذف ها (indels) دست می یابند. علیرغم آماده‌سازی طولانی‌تر نمونه به دلیل مرحله اضافی غنی‌سازی هدف، پزشکان و بیماران از توالی‌یابی سریع‌تر و تجزیه و تحلیل ساده تر داده‌ها در مقایسه با WGS بهره می‌برند. به علاوه WES عمق توالی یابی بیشتری را برای محققان علاقه مند به شناسایی جهش های ژنتیکی برای کاربردهای متعدد از جمله ژنتیک جمعیت، تحقیقات بیماری های ژنتیکی و مطالعات تحقیقاتی سرطان فراهم می کند.
گزارش توالی یابی اگزوم تشخیصی حاوی یک نتیجه کلی بر اساس علائم ارائه شده توسط فرد، و همچنین اطلاعات دقیق در مورد علل ژنتیکی احتمالی بیماری با تفسیر فنوتیپ محور خواهد بود. رویکرد تجزیه و تحلیل برای هر مورد به وضوح مشخص شده است و اطلاعات پوشش برای ژن هایی که با علایم  بیمار مرتبط هستند ارائه خواهد شد.
در این مطالعه کتابخانه همه ی نمونه ها با استفاده از کیت آماده سازی کتابخانه ((SureSelectXT تهیه شد. تولید خوشه، توالی یابی زوجی با استفاده از TruSeqv3 بر روی پلت فرم IlluminaHiSeq 2000 اعمال شد. فراخوانی پایه باینری (BCL) با استفاده از بسته Illumina bcl2fastq به FASTQ تبدیل شد. به منظور شناسایی ژن­های کاندید دو نرم افزار مختلف SAMtools و GATK در دو استتراتژی SSCS و MSCS به کار برده شدند.
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[bookmark: _Toc103891697][bookmark: _Toc103957554]د- بررسي‌های بیوانفورماتیكي جهت اولویت بندی ژن‌های کاندید
اولويت بندي ژن‌ها ي كانديدي در طي چند مرحله انجام گرديد:
[bookmark: _Toc103891698][bookmark: _Toc103957555]د-1- فیلترینگ بر اساس فراوانی آللی
در مرحله اول واریانت‌های با فراوانی آللی پایین (کمتر از 1%) در پایگاه های اطلاعاتی 1000 ژنوم  https://www.internationalgenome.org/  و در پایگاه داده ExAC  را فیلتر می‌شوند. 
[bookmark: _Toc103891699][bookmark: _Toc103957556]د-2- فیلترنگ بر اساس متون
در مرحله دوم آن ژن‌ها  یا موقعیت‌ها در پایگاهای اطلاعاتی معتبر مثلاً Online Mendelian Inheritance in Man  OMIM )) بررسی می‌شوند. سپس علائم آن ژن با علائم بیماری کم توانی ذهنی مورد بررسي قرار گرفته و ژن‌هاي غيرمرتبط در اين مرحله حذف می‌گردند. 
[bookmark: _Toc103891700][bookmark: _Toc103957557]د-3- فیلترینگ براساس نرم افزارهای سنجش اثر بر پروتئین
در این مرحله بر اساس نوع واریانت با استفاده از برنامه‌های In Silico مانند Polyphen2، و MutationTaster  (100) اثر واریانت مورد نظر بر محصول پروتئینی ژن و فنوتیپ پیش بینی می‌کنیم. برنامه PolyPhen-2 اساساً براي بررسي تاثير واريانت‌هاي تك نوكلئوتيدي غير هم معني  (Nonsynonymous SNPs) بر ساختار پروتئين بكار مي‌رود.
[bookmark: _Toc97310355][bookmark: _Toc98849410][bookmark: _Toc100432806][bookmark: _Toc100432886][bookmark: _Toc103891701][bookmark: _Toc103957558]ر- سنگر Sequencing
در این مرحله جهت تایید وجود جهش، تعیین توالی با روش سنگر برای افراد بیمار و سالم اعضای خانواده انجام می‌گردد. بنابراین پس از تکثیر بخش خاص DNA مورد نظر، محصولات PCR مستقیماً به وسیله دستگاه ABI 3130XL (USA) مورد بررسی قرار خواهد. توالی‌های بدست آمده توسط دستگاه Genetic analyzer ، توسط نرم افزار ChromasPro 2.1.9 مورد بررسی قرار گرفت. به منظور شناسایی واریانت‌های موجود جهت بررسی اینکه واریانت های مشاهده شده قبلا به عنوان جهش های پاتوژنیک یا پلیمورفیسم یا جهش های جدید گزارش شده اند، از پایگاه هایی مانند ENSEMBL (https://useast.ensembl.org/index.html) که یک پایگاه داده ژنوم مهره داران و سایر گونه های یوکاریوتی می باشد و Human Gene Mutation Database (HGMD, http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php) که یک منبع منحصر به فرد با ارایه اطلاعات جامع در مورد جهش های بیماری انسانی مربوط به ژنتیک و تحقیقات انسانی می باشد استفاده شد.
پیش بینی اثر پاتوژنیک جهش‌ به صورت این سیلیکو (In silico) و با استفاده از MutationTaster و Polyphen2 صورت گرفت (100).
تعیین توالی DNA تکنیکی است که از دهه 70 درجهان آغاز شد و روشی برای شناسایی توالی بازهای موجود در ژنوم (A,T,C,G) مي باشد. تعيين توالي تشخيصی جهت تشخيص موتاسيون (جهش) و ... وتعيين توالي تحقيقاتی معمولاً جهت شناسايي توالی ژن های جدید مورد استفاده قرارمي گیرد. روش Sanger برگرفته از نام فردریک سنگر می باشد. این دانشمند برجسته برنده جایزه نوبل در سال 1958 برای شناسایی توالی اسید آمینه پروتئین و در سال 1980 برای تعیین توالی DNA است. در شکل زیر جزئیات این روش را ملاحظه می فرمایید:
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شکل 3-3. سکانس به روش سنگر (101)

در ابتدا با اضافه کردن "ddNTPs " واکنش های تفکیک شده انجام می گردد. سپس در 4 ستون مختلف ژل، Gel running صورت می گیرد. در انتها توالی ها از قسمت پایینی ژل خوانده می شوند: (قطعات کوتاهتر بدلیل سبک بودن از لحاظ جرم مولکولی در قسمت های پایینی ژل قرار می گیرند) (تصویر 3-4).
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شکل 3-4. مراحل انجام سکانس به روش سنگر
در مرحله بعدی به منظور ردیابی محصولات واکنش، باید آنها را با رادیواکتیو یا فلورسانس نشاندار کرد، در این مرحله محصولات نشاندار شده تحت تابش اشعه لیزر قرار می گیرند که در نهایت با آنالیز دستگاه sequencer، نتایجی مشابه شکل زیر بدست می آید:
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شکل 3-5. نتیجه سکانس سنگر (102)
کیفیت گراف ها و دقت نتایج بدست آمده، با چگونگی تهیه نمونه، ارتباط مستقیم دارد.نمودار فوق مربوط به نمونه ایی است که طبق الگوی پیشنهادی تهیه شده است، همانطور که در شکل ملاحظه مي شود، تمامی پیک ها کاملا واضح بوده و به درستی نوع بازهای آن تشخیص داده شده است . درحال حاضر معتبرترین شرکت سازنده دستگاه های Genetic Analyzer یا همان Sequencer فعالیت دارد Applied bioSyestems-ABI مي باشد. در این مطالعه تمامی تعیین توالی ها به روش Sanger بوسیله دستگاه 3130XL Applied bioSyestems-ABI انجام شد. در نهایت تفسیر داده های خام( خروجی دستگاه سکانسر) با استفاده از نرم افزارهای Chromas انجام گرفت. 
[bookmark: _Toc89977241][bookmark: _Toc91787931][bookmark: _Toc91793884][bookmark: _Toc91798443][bookmark: _Toc91798569][bookmark: _Toc97292209][bookmark: _Toc97292352][bookmark: _Toc97292458][bookmark: _Toc97310356][bookmark: _Toc98849411][bookmark: _Toc100432807][bookmark: _Toc100432887][bookmark: _Toc103891702][bookmark: _Toc103957559]د- رعایت مسائل اخلاقی
از تمامی افراد مورد مطالعه پس ازکسب رضایت کامل از آنها نمونه گیری به عمل آمده و هیچ هزینه ای بر آنها تحمیل نشده است.
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در این مطالعه خانواده‌ای با ازدواج فامیلی (پسر عمو و دختر عمو) با یک فرزند پسر 9 ساله با علائم ناتوانی ذهنی- بیش فعالی وارد مطالعه شدند. در این خانواده سن مادر 31 و سن پدر 36 سال بود. در این بررسی پدر و مادر سالم، اما ناقل جهش بودند. این خانواده فرزند خود را با علائم مشکل، عدم توانایی در ارتباط، مشکلات رفتاری و ناتوانی در حل مسئله و تفکر منطقی به مرکز درمانی آوردند. کم توانی ذهنی این بیمار به وسیله ی تست سنجش هوش Raven تایید شد.
آزمون ماتریس های پیشرونده ریون (که عمدتا آن را ماتریس های ریون می گویند) یا به اختصار RPM، مجموعه تست های غیر-زبانی از ابزارهای رایج اندازه‌گیری استدلال قیاسی، توانایی درک مفاهیم انتزاعی و سنجش قوه ادراک است که معمولا در زمینه های آموزشی مورد استفاده قرار می گیرد. این آزمون ۶۰ سوالی، برای سنجش استدلال انتزاعی افراد به عنوان بخشی از هوش عمومی به کار گرفته می شود. آزمون بهره هوشی ریون متداول ترین و مشهورترین آزمونی است که برای بازه سنی 5 سال به بالا طراحی شده است. ساختار این آزمون از 60 سوال تشکیل شده که به صورت پاسخ چند گزینه ای (6-8 گزینه) به آن پاسخ داده می شود و ترتیب چیدمان دشواری سوالات از آسان به سخت است. این آزمون هوش استدلالی و هوش عمومی آزمون دهنده را که با عنوان «عامل هوش عمومی اسپیرمن» شناخته می شود، اندازه گیری می کند.
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[bookmark: _Toc91787935][bookmark: _Toc91793888][bookmark: _Toc91798447][bookmark: _Toc91798573]شکل 4-1: شجره ی خانواده

[bookmark: _Toc98849415][bookmark: _Toc100432811][bookmark: _Toc100432891][bookmark: _Toc103891706][bookmark: _Toc103957563]ب- نتایج سکانس ژنی
پس از بررسی 310 ژن درگیر در کم توانی ذهنی، مشخص شد فرزند واجد موتاسیون c.95C>T:p.32T>I  در ژن ZBTB16 بصورت همو‌زیگوت و و پدر و مادر واجد موتاسیون مذکور بصورت هتروزیگوت میباشند.
نتایج توالی یابی اگزوم نشان داد که یک جهش  c.95C>T; p.Thr32Ile همو‌زیگوت در پسر مبتلای این خانواده وجود دارد که این جهش در پدر و مادر بیمار هتروزیگوت است. بررسی ها نشان داد جهش شناسایی شده در کروموزوم 11 و روی ژن ZBTB16 است. طبق نتایج توالی یابی اگزون‌های کد کننده جهش فوق  منجر به تغییر اسید آمینه می‌شود (ترئونین به ایزولوسین)، که بر عملکرد یا پایداری پروتئین اثر می‌گذارد. والدین بیمار برای جهش شناسایی شده هتروزیگوت بودند. با توجه به داده های پایگاه های اطلاعاتی مانند OMIM جهش شناسایی شده مسبب skeletal defects, genital hypoplasia, and mental retardation در این بیمار است. 

جدول 4-1: مشخصات جهش کشف شده
	Change
	NM_006006 (ZBTB16): c.95C>T; p.32T>I (in exon 8)

	[bookmark: _Hlk102941427]Nucleotide change
	c.95C>T

	Protein change
	p.32T>I

	Mutation type
	Point mutation

	ACMG classification
	Likely pathogenic

	[bookmark: _Hlk98195861]Phenotype
	skeletal defects, genital hypoplasia, and mental retardation

	Inheritance
	Autosomal Recessive (AR)
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شکل 4-2: نتیجه بررسی ژنتیکی  ژن ZBTB16  . بیمار جهش  c.95C>T:p.32T>I را بصورت هموزیگوت حمل می کند.
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شکل 4-3: نتیجه بررسی ژنتیکی  ژن ZBTB16  در پدر بیمار. جهش c.95C>T:p.32T>I هتروزیگوت می باشد.
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شکل 4-4: نتیجه بررسی ژنتیکی  ژن ZBTB16   در مادر بیمار. جهش c.95C>T:p.32T>I  هتروزیگوت می باشد.
[bookmark: _Toc100432812][bookmark: _Toc100432892][bookmark: _Toc103891707][bookmark: _Toc103957564]ج- نتایج آنالیز سایت Polyphen-2 
با استفاده از سایت Polyphen میزان بیماری زایی جهش را بررسی کردیم. نتیجه ی حاصله برای جهش Probably damaging بود. نتایج حاصل از آنالیز جهش شناسایی شده در شکل‌‌ زیر نشان داده شده است:
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شکل 4-5: نتایج حاصل از انالیز سایت POLYPHEN برای جهش c.95C>T:p.32T>I
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شکل 4-6: شکل سه بعدی پروتئین و جایگاه جهش  c.95C>T:p.32T>I

[bookmark: _Toc100432813][bookmark: _Toc100432893][bookmark: _Toc103891708][bookmark: _Toc103957565]د- نتایج حاصل از MutationTaster در بررسی جهش شناسایی شده
نتایج حاصل MutationTaster برای جهش شناسایی شده به طور خلاصه به صورت زیر است:
MutationTaster برای جهش این بیمار Disease-causing را پیش بینی کرده است. این جهش به صورت یک جهش نقطه ای (C>T)  در ناحیه کدکننده ژن ZBTB16، در موقعیت کروموزومی chr11:114063395 ایجاد شده است. تغییرات این جهش در سطح توالی cDNA به صورت (c.95C>T)  بوده است. این تغییرات منجر به تغییر کدون از (Threonine>Isoleucine)  در موقعیت اسیدآمینه 32 می‌شود.

جدول 4-2: نتایج مربوط به آنالیز سایت MutationTaster برای جهش c.95C>T
	Alteration (Phys, location)
	chr11:114063395-C>T

	Wild type AA sequence
	MDLTKMGMIQLQNPSHPTGLLCKANQMRLAG*TLCDVVIMVDSQEFHAHRTVLACTSKMFEILFHRNSQHYTLDFLSPKTFQQILEYAYTATLQAKAEDLDDLLYAAEILEIEYLEEQCLKMLETIQASDDNDTEATMADGGAEEEEDRKARYLKNIFISKHSSEESGYASVAGQSLPGPMVDQSPSVSTSFGLSAMSPTKAAVDSLMTIGQSLLQGTLQPPAGPEEPTLAGGGRHPGVAEVKTEMMQVDEVPSQDSPGAAESSISGGMGDKVEERGKEGPGTPTRSSVITSARELHYGREESAEQVPPPAEAGQAPTGRPEHPAPPPEKHLGIYSVLPNHKADAVLSMPSSVTSGLHVQPALAVSMDFSTYGGLLPQGFIQRELFSKLGELAVGMKSESRTIGEQCSVCGVELPDNEAVEQHRKLHSGMKTYGCELCGKRFLDSLRLRMHLLAHSAGAKAFVCDQCGAQFSKEDALETHRQTHTGTDMAVFCLLCGKRFQAQSALQQHMEVHAGVRSYICSECNRTFPSHTALKRHLRSHTGDHPYECEFCGSCFRDESTLKSHKRIHTGEKPYECNGCGKKFSLKHQLETHYRVHTGEKPFECKLCHQRSRDYSAMIKHLRTHNGASPYQCTICTEYCPSLSSMQKHMKGHKPEEIPPDWRIEKTYLYLCYV

	Mutated AA sequence
	MDLTKMGMIQLQNPSHPTGLLCKANQMRLAG*ILCDVVIMVDSQEFHAHRTVLACTSKMFEILFHRNSQHYTLDFLSPKTFQQILEYAYTATLQAKAEDLDDLLYAAEILEIEYLEEQCLKMLETIQASDDNDTEATMADGGAEEEEDRKARYLKNIFISKHSSEESGYASVAGQSLPGPMVDQSPSVSTSFGLSAMSPTKAAVDSLMTIGQSLLQGTLQPPAGPEEPTLAGGGRHPGVAEVKTEMMQVDEVPSQDSPGAAESSISGGMGDKVEERGKEGPGTPTRSSVITSARELHYGREESAEQVPPPAEAGQAPTGRPEHPAPPPEKHLGIYSVLPNHKADAVLSMPSSVTSGLHVQPALAVSMDFSTYGGLLPQGFIQRELFSKLGELAVGMKSESRTIGEQCSVCGVELPDNEAVEQHRKLHSGMKTYGCELCGKRFLDSLRLRMHLLAHSAGAKAFVCDQCGAQFSKEDALETHRQTHTGTDMAVFCLLCGKRFQAQSALQQHMEVHAGVRSYICSECNRTFPSHTALKRHLRSHTGDHPYECEFCGSCFRDESTLKSHKRIHTGEKPYECNGCGKKFSLKHQLETHYRVHTGEKPFECKLCHQRSRDYSAMIKHLRTHNGASPYQCTICTEYCPSLSSMQKHMKGHKPEEIPPDWRIEKTYLYLCYV
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کم توانی ذهنی با شیوع 2-3 درصد یکی از مهم ترین مسائل حل نشده علم پزشکی در جوامع امروزی است (103). کم توانی ذهنی یا به تنهایی بروز می کند که به این حالت "کم توانی ذهنی غیر نشانگانی[footnoteRef:1]" گفته می شود یا با ناهنجاری های دیگر چون ناهنجاری های اسکلتی و بدشکلی صورت همراه است که در این مورد به آن "کم توانی ذهنی نشانگانی[footnoteRef:2]" اطلاق می شود (104). عوامل ژنتیکی عامل 70 درصد از موارد کم توانی ذهنی میباشند که به دو گروه اصلی تقسیم می شوند: ناهنجاری های کروموزومی و اختلالات تک ژنی (105). ژن ZBTB16 (PLZF) یک فاکتور رونویسی را رمزگذاری می کند که شامل یک دامنه برهمکنش پروتئین-پروتئین BTB/POZ در N ترمینال و یک دامنه اتصال DNA انگشت روی نوع C2H2 در C ترمینال آن است که نقش کلیدی در بسیاری از فرآیندهای بیولوژیکی ایفا می کند. ZBTB16 در سلول‌های بنیادی عصبی مشتق از سلول‌های بنیادی جنینی انسان و بافت صفحه عصبی اولیه بیان می‌شود و در نگهداری، تکثیر و تمایز عصبی نقش دارد (106, 107). دخالت ZBTB16 در رشد مغز در چندین مطالعه گزارش شده است. بیان Zbtb16 در روز 7.5 جنینی در نوروپیتلیوم مغز جنینی موش شروع می شود و در مراحل بعدی در کل نورکتودرم بیان می شود (108). [1:  Nonsyndromic Mental Retardatio]  [2:  Syndromic Intellectual disability] 

یک واریانت تک نوکلئوتیدی (c.1849A>G; p.Met617Val) در دامنه انگشت روی نوع C2H2 از ZBTB16 به عنوان یک جهش مسبب برای نقایص اسکلتی، هیپوپلازی تناسلی، و عقب ماندگی ذهنی شناسایی شده است. این جهش هموزیگوت در ZBTB16 منجر به ناتوانی ذهنی، میکروسفالی، بدشکلی جمجمه-صورتی، کوتاهی قد، ناهنجاری های اسکلتی مانند نقص انگشت شست و هیپوپلازی استخوان زند، عقب ماندگی سن استخوان و اندام تناسلی هیپوپلاستیک می شود (109, 110). مطالعات اولیه جهش خودبه‌خودی لوکسوئید [footnoteRef:3](lu) Zbtb16 در موش نشان داده است که Zbtb16 برای رشد اسکلتی و خود تجدید سلول‌های زایایی ضروری است (111). اخیراً مطالعه ای نشان داده است که یک جهش هتروزیگوتmissense  (c.1319G>A; p.Arg440Gln) در برادران مبتلا به اوتیسم شناسایی شده است (112). علاوه بر این، مطالعات دیگر یک جهش هتروزیگوت بی معنی در (c.1741A>T; p.Lys581*) در بیماران مبتلا شیزوفرنی را گزارش کردند (113, 114). [3:  luxoid] 

در مطالعه ی حاضر پس از بررسی310 ژن درگیر در کم توانی ذهنی به روش توالی یابی اگزوم مشخص شد، فرزند واجد موتاسیون c.95C>T:p.32T>I  در ژن ZBTB16 بصورت همو‌زیگوت و و پدر و مادر واجد موتاسیون مذکور بصورت هتروزیگوت میباشند. سپس با توجه به علایم بیمار، بیماری skeletal defects, genital hypoplasia, and mental retardation را تایید کردیم. طبق نتایج توالی یابی اگزون‌های کد کننده جهش فوق  منجر به تغییر اسید آمینه می‌شود (ترئونین به ایزولوسین)، که بر عملکرد یا پایداری پروتئین اثر می‌گذارد. همسو با نتایج مطالعه ی ما بسطامی و همکاران با هدف ارزیابی علل ژنتیکی کم توانی ذهنی اتوزومی مغلوب در استان همدان مطالعه ای را انجام دادند. آن ها نتیجه گرفتند که کم توانی ذهنی اتوزومی مغلوب همراه با میکروسفالی از مهم ترین عوامل بروز کم توانی ذهنی می باشد (115).
Noriyoshi Usui و همکاران در مطالعه ای نشان دادند که حذف Zbtb16 در موش‌ها منجر به آسیب اجتماعی، رفتارهای تکراری، رفتارهای ریسک‌پذیر و اختلال شناختی می‌شود. برای روشن کردن مکانیسم زیربنایی فنوتیپ‌های رفتاری، آن ها آنالیزهای بافت‌شناسی را انجام دادند و اختلالاتی را در نازک شدن لایه          نئوکورتیکال[footnoteRef:4] 6 و کاهش نورون‌های TBR1+ در موش‌های Zbtb16 KO مشاهده کردند. علاوه بر این، آن ها شاهد افزایش خارهای سلول های دندریتیک و میکروگلیا و همچنین نقص‌های رشدی در الیگودندروسیت‌ها و میلین‌سازی نئوکورتیکال در قشر جلوی مغز موش‌های Zbtb16 KO بودند. با استفاده از رویکردهای ژنومیک، رونوشت Zbtb16 را شناسایی کردند که شامل ژن‌های دخیل در بلوغ نئوکورتتیکال مانند نوروژنز و میلین‌سازی، و اختلال طیف اوتیسم و پاتوبیولوژی اسکیزوفرنی میباشد (116). با توجه به این نتایج و نقش کلیدی Zbtb16 در سیستم عصبی و اختلالات رفتاری مرتبط با حذف یا جهش در این ژن، می توان به کاهش عملکرد Zbtb16 در بیماران کم توان ذهنی و بیماری های مرتبط با آن پی برد. [4:  Neocortical] 

یافته‌های جهش‌  Zbtb16در خانواده‌های دارای عضو مبتلا به کم توانی ذهنی می تواند طیف وسیعی از فنوتیپ‌های حاصل را نشان ‌دهد، که بر اهمیت محصول Zbtb16 در فرآیند رشد مغز دلالت دارد.
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نتایج به دست آمده از این مطالعه نشان دهنده ی ارتباط جهش در ژن Zbtb16 با بیماری کم توانی ذهنی یا بیماری های مرتبط مانند اوتیسم را تایید می کند. پس می توان گفت انجام تست ژنتیکی جهت تایید بیماری می تواند بسیار کمک کننده باشد. شناسایی نقص ژن Zbtb16 امکان محاسبه فراوانی ناقلین و تخمین بروز بیماری را با استفاده از روش های مولکولی برای شناسایی ناقلین فراهم می کند.
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· انجام مطالعات با حجم نمونه بالاتر
· انجام مطالعات با هدف بررسی دیگر ژن های دخیل در کم توانی ذهنی
· [bookmark: _Toc89977251][bookmark: _Toc91787941][bookmark: _Toc91793894][bookmark: _Toc91798453][bookmark: _Toc91798579]انجام مطالعات با هدف بررسی ارتباط بروز c.95C>T:p.32T>I با فنوتیپ رفتاری بیماران و نحوه پاسخ به درمان
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HumDiv

This mutation is predicted tobe  PROBABLY DAMAGING with a score of 0.999 (sensitivity: 0.14; specificity: 0.99)

0.60 0.20 0.40 0.60 .80 1.00
HumVar
Details
[=] Multiple sequence alignment UniProtKB/UniRef100 Release 2011_12 (14-Dec-2011)
QUERY zmg LBDVVIMVDSQEFHAHRTVLABTSKMFETLFHI N
sp|G1M3U7H#L IDLTKMGMIQLON LLEKANQMRLAG ] |LBDVVIMVDSQE FHAHRTVL AR TSKMFETL FHRYSQHYTLDFL!
sp| F6XK25#1 JMDLTKHMGMIQLONGEHG T LDV IMVDSQE FHAHRTVL AR TSKMFETL FHRESQHYTLDFL,
sp|63au7ue1 JMDLTKMGMTQLONGEHGTEL LAKANQMRLAG)TfiL BDVVIMVDSQE FHAHRTVL ARTSKMFET L FHRESQHYTLDF L
5p|UPT0002036C2C#1  ITTICOIITPCIPG LDV IMVDSQE FHAHRTVL AR TSKMFETL FHRESQHYTLDF L,
sp| GIMVGA#1 JMDLTKMGMTQLONGIEHZ TEL LEKANQMRLAG)TfIL BDVVIMVDSQE FHAHRTVL ARTSKMFE L FHRESQHY TLDF L
sp|E1COTS#1 DLTKMGMIQLONieH; Td LDV IMVDSQE FHAHRTVL AR TSKMFETL FHRESQHYTLDFL,
SRR S D L T<MGIITQL ONfeH; Tl L LK ANQMRLAGT| I BDVVIMVDSQE FHAHRTVL AR TSKMFETLFHRIESQHYTLDFL
sp|QB028#1 JMDLTKMGMTQLONGIHGIE LAKANQMRLAG)TfiL BDVVIMVDSQE FHAHRTVL ABTSKMFET L FHRESQHYTLDF L}
sp|D30YS5#1 IMDLTKMGMTQLONGIHZIII LEKANQHRLAG)TfiL BDVVIMVDSQE FHAHRTVL ABTSKMFE L FHRESQHY TLDF L
sp|005516-242 IDLTKMGMIQLONGEH; Td ILDVVIMVDSQE FHAHRTVL AR TSKMFETL FHRESQHYTLDFL,
sp| F6SZM5#1 JrOGTIGMIOLONGIHG e LIKANQHRLAG) T BDVVIMVDYQE FHAHRTVLARTSKMFETL FHRESQRNTLDF LY
R LYo EER T SR 03 TL[MGM QL QNI H; i | Ik ANQMRLAG|T) I BDVV TMVDRIQE FHAHRTVL AR TSKMFETLFHRESQONTLDFLY
sp|F7ERz6#2 JMDLTKMGMTQLONGEHE TEL LAKANQMRLAG) TfIL BDVVIMVDSQE FHAHRTVL ARTSKMFE L FHRESQHYTLDF L

Y S L PLY VI E R D L TKMGMIQLQN N HAIE! LOKANQMR LAG|T][LEDVVIMVDSQE FHAHRTVLABTSKMFETLFHRESQHY TLDFL

‘Shown are 75 amino acids surrounding the mutation position (marked with a black box)
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