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 )پژواكين (DFNB59هاي ژن با جهش مغلوباتوزومي   غيرسندرميارتباط ناشنوايي
  

  2 مريم طاهرزاده،3محسن نوربخش، 2، عفت فرخي1مرضيه ابوالحسني
  5زادهمرتضي هاشم،4 اعظم عسگري،1فاطمه آزادگان

  

  شهركرددرماني  و خدمات بهداشتي  دانشگاه علوم پزشكي،ملكولي و  مركز تحقيقات سلولي،كارشناس ژنتيك .1
  دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني شهركرد ،ملكولي و  مركز تحقيقات سلولي، كارشناس ارشد بيوشيمي .2
 دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني شهركرد ،دانشجوي پزشكي .3

 ي و خدمات بهداشتي درماني شهركردكارشناس ارشد فيزيولوژي جانوري، مركز تحقيقات گياهان دارويي، دانشگاه علوم پزشك .4

  دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني شهركرد ،ملكولي و مركز تحقيقات سلولي، استاد ژنتيك انساني .5
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   مقدمه     
ي عوامـل ژنتيكـي و   ناشنوايي اختلالي بسيار هتـروژن اسـت، كـه در نتيجـه         

فراواني آن حدود يك در هـزار تولـد جديـد           . شودحيطي يا هر دو ايجاد مي     م
باشـد كـه بـه دو فـرم سـندرميك           تقريبا نيمي از موارد آن ارثي مـي        1.باشدمي

 80 حـدود    2،3.گردندها مشاهده مي   در جمعيت  )70(% و غيرسندرميك    )%30(
جايگـاه   67 4.سندرميك وراثت اتوزومـال مغلـوب دارنـد       درصد از موارد غير   

 26ژني درايجاد ناشنوايي غيرسندرميك اتوزومال مغلوب نقش دارنـد كـه در     
كـه اغلـب    در حـالي   5.است ژن مربوط به ناشنوايي شناسايي شده      جايگاه ژني، 

            هــا منجــر بــه عملكــرد نادرســت حلــزون گــوش هــاي درگيــر در ناشــنواييژن
     يكـي از 5-7.دارنـد    شوند، تنهـا دو دسـته ژن درنارسـايي نوروپـاتي نقـش        مي
هاي اين ژن در ايران، نسبت      باشد كه جهش  مي (GJB2) 26 كانكسينها  آن

 DFNB59ژن   8. نقش بيـشتري در ايجـاد ناشـنوايي دارد         DFNB59به ژن   
 از kb 8/9 وقـرار دارد   (2q31.2) روي بازوي بلنـد كرومـوزوم شـماره دو    

زون شـماره   باشـد، اگ ـ  ژنوم را به خود اختصاص داده و شامل هفت اگزون مي          
ــك غيررمزگــذار                   اســت وپروتئينــي بــه نــام پــژواكين    (non-coding) ي

دلمقاني و همكارانش براي     5.كندمي راكد)  آمينواسيد 352پپتيدي شامل   پلي(
 شناسـايي   DFNB59بار توالي كامل ژن پـژواكين را در جايگـاه ژنـي   اولين
بافـت بيـضه    مربـوط بـه   cDNAها توالي كامل ژن را از كتابخانـه       آن. كردند

عنوان عامل ناشـنوايي عـصبي      هاي اين ژن را به    انساني جدا كردند و جهش    
لعات انيز در مطپژوهشگران ساير  5.در چهار خانواده ايراني گزارش نمودند

 بـه  8-11.هاي توالي اين ژن را مـورد بررسـي قـرار دادنـد            اي جهش جداگانه
رود كـه    انتظار مـي   صورت اتوزومال مغلوب،  ي انتقال بيماري به   علت نحوه 

. هاي با ميزان بالاتر ازدواج فاميلي، بيشتر باشد       بروز اين بيماري در جمعيت    
  مـدارس اسـتثنايي كـشور      درآموز مبتلا به اختلالات شنوايي      دانش 17026

 بـا توجـه بـه درصـد بـالاي ازدواج فـاميلي در        12.مشغول به تحصيل هـستند    
بي ميـزان تـاثير ژن پـژواكين در      استان سيستان و بلوچستان و به منظور ارزيا       

ــاني، وجــود جهــش در ايــن ژن را هــاي پــيشناشــنوايي در مبتلايــان بــه زب
  . استان سيستان و بلوچستان مورد مطالعه قرار داديم دري فاميلييناشنوا

  روش كار
 و در   88 بهـار و تابـستان سـال         در آزمايـشگاهي  ي توصـيفي  اين مطالعـه  

پـس از كـسب       و ركرد انجـام شـد    مركز تحقيقـات سـلولي و ملكـولي شـه         
آمـوز مبـتلا بـه    انش د93آموزان نامه كتبي آگاهانه از والدين دانش  رضايت

 پسر و   53ناشنوايي غيرسندرمي از سراسر استان سيستان و بلوچستان، شامل          
 آمـوزان ايـن دانـش  . انتخاب شدند سال 7-25ي سني   دختر در محدوده   40

ــاميلي  ــوده ودر خــانوداراي ســابقه ازدواج ف هــاي ژن  جهــشنظــر  ازاده ب

  چكيده
   تولد جديد، تحت تاثير قرار  يك در هزارها نفر را در سراسر جهان با فراواني حدودباشد كه ميليونناشنوايي شايعترين اختلالي مي : هدفزمينه و

هدف اين . قش داردكند، در ايجاد ناشنوايي عصبي نكه پروتئين پژواكين را كد مي DFNB59است كه يك ژن جديد به نام  اخيرا مشخص شده. استداده
 .باشدآموز ناشنوا در استان سيستان و بلوچستان مي دانش93 در DFNB59ها در ژن مطالعه تعيين فراواني جهش

 40 پسر و53سندرمي از استان سيستان و بلوچستان، شامل آموز مبتلا به ناشنوايي غير دانش93زمايشگاهيآ ي توصيفي در اين مطالعه:كارمواد و روش
 كلروفرمروش استاندارد فنل خون بهDNA ليتر خون گرفته شد؛لييپنج م يك روش تصادفي آسان انتخاب واز هر سال به7-25ي سني  در محدودهدختر

  . داديم مورد بررسي قرارPCR-SSCP/HA، به روش )2- 7اگزون (، در نواحي رمزگذارآن DFNB59ها را در ژن فراواني جهش. استخراج گرديد
آموز  دانش93 در سه نمونه از C>G 793زا تشخيص داده نشد، اگرچه يك نوع چند شكلي گونه جهش بيماريمطالعه هيچهاي مورد  در نمونه:اهيافته

  . شناسايي گرديد) 2/3(%مورد مطالعه 
م ت ع پ ز، [ .نشان نداد بلوچستان و ناشنوايي در استان سيستانو DFNB59 هاي ژن گونه ارتباطي بين جهشنتايج اين مطالعه هيچ :گيرينتيجه

12)3(:23-19[  
  پژواكين، ناشنوايي، آناليز هترودوپلكس،اي پليمراز، چند شكلي فضايي تك رشتهواكنش زنجيره: هاواژهكليد

 مقاله پژوهشي

 7/11/88: مقاله تاريخ دريافت

 26/4/89: تاريخ پذيرش مقاله
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 3، شماره  12مجله تحقيقات علوم پزشكي زاهدان، دوره 
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GJB2      بيمـاران ناشـنواي اتوزومـال مغلـوب غيـر          . منفي گزارش شـده بودنـد 
 لازم بـه ذكـر اسـت كـه وجـود            .سندرمي واجد شرايط ورود به مطالعه بودنـد       

ها معيار خروج از مطالعه تلقي در نمونه) GJB2 (26هاي ژن كانكسينجهش
  13.شد

از دانش آمـوزان ناشـنواي      (غيرتصادفي  گيري به روش در دسترس و       نمونه
وسـيله  اطلاعات بـاليني و دموگرافيـك بـه      و انجام) استان سيستان و بلوچستان     

ليتـر   ميلي 5 ي بيماران اوديومتري انجام و    جهت كليه . پرسشنامه گردآوري شد  
مولار اخذ گرديد و بـه مركـز    نيم EDTAهاي محتويخون محيطي در لوله

 .شـد  لي دانشگاه علوم پزشـكي شـهركرد انتقـال داده         تحقيقات سلولي و ملكو   
 خون بيمـاران    DNA.  آغاز گرديد  88 از اوايل سال     DFNB59بررسي ژن   

با استفاده از دستگاه ها جذب آن استخراج و 14كلروفرم-روش استاندارد فنلبه
. گيـري شـد  انـدازه سـاخت كـشور آمريكـا،     Unico 2100اسـپكتروفتومتر  

تـوالي  . درنظر گرفته شـد    PCRبراي هر واكنش     DNA نانوگرم   100حدود
 وآدرس UCSCق ســــــــــــــــــايت يــــــــــــــــــ ازطرDFNB59ژن 

http//:genom.ucsc.edu/           مورد بررسي قرارگرفت و بـا اسـتفاده از نـرم  
. هاي دو تا هفت اين ژن پرايمر طراحي گرديـد         ، براي اگزون  Primer3افزار  

دو  قـسيم و با توجه به طول اگزون شماره هفـت، ايـن اگـزون بـه دو قـسمت ت               
قابل ذكر است كه محصولات     . شد براي آن طراحي     7B و 7Aجفت پرايمر   

RCR        با طـول بيـشتر از bp 350   بـراي روش RCR-SSCP/HA   كـارايي 
ي كنترل مثبت جهـت مقايـسه در        هاي سه تا پنج كه نمونه     اگزون در 15.ندارند

ــتفاده از روش    ــا اس ــود، ب ــترس نب ، site directed mutagenesis دس
عنوان كنترل مثبت در آزمايشات اسـتفاده        و به   شد طراحي پرايمرهاي موتانت 

 Touch downصـورت  ه ب ـ2-4هـاي   دماي چسبيدن پرايمر در اگـزون .شد
 ســيكل دمــا يــك درجــه كــاهش يافــت هــر طــوري كــه درهتنظــيم گرديــد بــ

 ).1جدول(

منظـور افـزايش    صاصي و بـه   طـور اخت ـ  براي هر اگزون به    PCRواكنش  
به اين منظور بـه     . ميكروليتر انجام شد   25ي مورد نظر، در حجم نهايي       قطعه

ي بيمـار، تركيبـات مـورد نيـاز بـراي            رقيق شـده   DNAيك ميكروليتر از    
بافر  ميكروليتر 5/2ميكروليتر آب مقطر استريل،  7/17 انجام واكنش شامل

PCR ،23  5/0 ،)مـــولميلـــي 50ظـــت بـــا غل(ميكروليتـــر كلريـــدمنيزيم 
 R، 2/0 ميكروليتر پرايمـر     2/0 ،)مولميلي 10با غلظت   ( dNTPميكروليتر

ميكروليتــر آنــزيم ppm 10( ،1/0غلظــت پرايمرهــا  (Fميكروليتــر پرايمــر 
Taq ــراز ــت( پليم ــد ) u/µ 5 غلظ ــزوده ش ــتگاه   . اف ــنش در دس ــن واك اي

ر د  . صورت پذيرفتساخت كشور ژاپن  ASTEC PC818 ترموسايكلر
 Single Strand Conformational Polymorphismي مرحلـه 

)SSCP(، 8     ميكروليتر از محصولات PCR  6هاي حـاوي     به ميكروتيوب 
و به مدت ده دقيقه در آب جـوش قـرار        16اضافه شد  دناتوره بافر   ميكروليتر

ها به ظرف حاوي يخ منتقل گرديدند و بـه          گرفتند و سپس بلافاصله، نمونه    
زمـان  طور هم چنين به هم. ج دقيقه روي يخ نگهداري شدند     مدت حداقل پن  

 نيم مولار EDTAاز  ميكروليترسه  با PCRاز هر محصول ميكروليتر  دو
 رسـانده شـد و سـپس        οC96حـرارت   به  مخلوط و در دستگاه ترموسايكلر      

 رسـانده   οC36اي حرارت كاهش يافته و بـه         ثانيه 30 سيكل متوالي    30طي  
سپس . ها تشكيل شوند  اختلال آللي، هترودوپلكس  شد تا درصورت وجود     

ي  هـم شـماره    SSCPمحصول هترودوپلكس هر ميكروتيوب با محـصول        
شــرايط . آميــد الكتروفــورز شــدند  اكريــلآن مخلــوط و روي ژل پلــي 

طور كه به ) شامل درصد ژل، ولتاژ، دما و زمان       (SSCP/HAالكتروفورز  
دسـت  ه اطمينـان از نتـايج ب ـ  در پايان جهت ).2جدول (دست آمد   تجربي به 

 توسـط  ،هايي كه الگـوي متفـاوتي از بانـد را نـشان داده بودنـد      نمونه ،آمده
  .تعيين توالي گرديدند ABI ( capillary system) XL  3730سيستم

  

  طول قطعه و دماي چسبيدن پرايمر،توالي پرايمرها: 1 جدول

 اگزون توالي پرايمر دماي چسبيدن قطعه طول

bp296 °C60-53 :  5’ ATG  GAT  TTA  TCT  GGG GGT  TGC   3'2F 
:  5’ ACA  GAT  GAA  TGA  GTT  GGC  ACT  CC  3'2R 2 

bp236 °C60-55 
:  5’  ACT  GAG  TTT  CTT  CTT  ATA  AAG  G  3'3F 
:  5’  TTA  GGA  TTA  TTA  TAC  TGA  CCG   3'3R 
F3M**:5’ ACT  GAG  TTT  CTT  CTT   AG*A   AAG   3G 

3 

bp282 °C62-54 
:  5’ TAC  TAT  TAG  GTG  AAC  TAT  GAA  TG   3'4F 
:  5’  AGT  TAG  TAA  GAG  AAC  CCA  AC   3’4R 
F4M **:5’ TAC   TAT  TAG  GTG  AAC  TAC*  GAA  TG  3 

  
4 

bp192 °C58 
:  5’ AGC  TAT  CCT  TAC  ATG  TTA  TGA  TCC   3'5F 
:  5’  TCA  TGC  AGA  CCC  TTA  ACT  CAC   3'5 R 
F5M**:5 ’  AGC  TAT  CCT   TAC  ATG   TTA  G*GA   TCC  3 

  
5 

bp231 °C53 F:  5’TTC ATC ACC CCA TCA AAC AA  3'6R 
R :5’TCA TGT GTT AAG CCA GGA AA3’ 6R 

  
6 

bp215 °C53 AF:5'CAC ATT TCT TTT CTG TTT TT 3'7R 
AR:5'GAA GTT CCC CAT TCC ACA GA3'7R 

  
7A  

bp238 °58 BF:5'GAA GGG ACC CAT ATC CGA GT37R 
BR:5'GTG GCA CAA CTG ACA CTA AA3'7R 

7B  
 

F : پرايمرForward ،R : پرايمرReverse ،Fm : پرايمر جهش يافته يForward ، * نوكلئوتيد جهش يافته در پرايمرForward.   
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   در ايجاد ناشنواييDFNB59هاي ژن نقش جهش
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هاي ژن  اگزونHAوSSCP برنامه تنظيم شده الكتروفورز محصولات : 2جدول
 پژواكين

 اگزون ولتاژ دما زمان درصد ژل

%6  h5 4 280 2 

%6 h5 10 200 3 

%6 h7 10 200 4 

%6 h5 20 200 5 

%8  h15 4 100 6 

%8 h6 4 200 7A 

%8 h5 20 280  7B 

  
   هايافته

آمـوز دختـر ناشـنوا از اسـتان          دانش 40آموز پسر و     دانش 53در اين مطالعه    
.  مورد مطالعه قـرار گرفتنـد      28/13±48/0سيستان و بلوچستان با ميانگين سني       

ي سـه مـورد     دهنده نشان A7اگزون  در PCR-SSCP/HAنتايج حاصل از    
اين نتايج  ).1 صويرت(ي مورد مطالعه بود  مورد نمونه93الگوي باند متفاوت از 

ــا روش  ــت Direct Sequencingب ــرار گرف ــد ق ــورد تايي ــه داراي .  م هم
زا  بودندكه اين واريانـت ژنـي بيمـاري        missense C>G793واريانت آللي   

لازم بـه   . )2 صويرت(شود  يمحسوب م ) مورفيسمپلي(نبوده و يك چند شكلي      
ــاير     ــه در س ــت ك ــر اس ــزونذك ــل از    اگ ــد حاص ــاوتي در بان ــا تف -PCRه

SSCP/HAمشاهده نگرديد . 

 
 / ژن پژواكين7Aاگزون  PCR-SSCP/HA ژل پلي اكريل آميد :1تصوير 

 باند متفاوت 8و7هاي شماره نمونه. هاي بيماران نمونه1-8شماره هاي 
 .نشان داده است

   

  
- ژن پژواكين كه پلي 7A نتايج تعيين توالي مربوط به اگزون :2تصوير 

 .  را نشان مي دهد793C>Gمورفيسم 

  
  بحث
 در  C>G793 سه مـورد واريانـت آللـي         ي نشان دهنده  اين مطالعه نتايج  

درواقع اين واريانـت آللـي كـه        .  است  پژواكين اگزون شماره هفت اين ژن    
 .شود محسوب ميmissenseباشد، نوعي جهش مورفيسم ميبيانگر پلي

ايران و ساير نقـاط دنيـا بـر روي ايـن ژن              تاكنون در  يمطالعات محدود 
ــاثير ژن      ــا ت ــه ب ــات محــدودي در رابط ــابراين اطلاع ــده اســت بن ــام ش انج

DFNB59   طور كلـي   به.باشد در دسترس مي  سندروميك بر ناشنوايي غير
 ـ تاكنون در سراسر دنيا،     واريانـت آللـي    نـوع  سـه زا و   وتاسـيون بيمـاري    م هنُ

 9،5-11. شناسايي شده اسـت    DFNB59ژن  مورفيسم در توالي    مرتبط با پلي  
بار توسـط دلمقـاني و همكـارانش        مطالعات برروي ژن پژواكين براي اولين     

ي مبـتلا   در ايران انجام شد، كه منجر به كشف دو جهش در چهار خانواده            
هـا شـامل يـك      جهش. سندرميك گرديد به ناشنوايي اتوزومال مغلوب غير    

 و  Collin 5.باشـند  مـي  R183W و سه مورد جهـش       T54Iمورد جهش   
 ,874G>A مورد موتاسـيون  3 ناشنوا، تنها 83همكارانش نيز در بررسي 

731T>G, CACT, 509-512 del  9. را در اين ژن گـزارش نمودنـد 
Yang و همكــــارانش در مطالعــــات خــــود، جهــــش ژن پــــژواكين را 

ــدگزارش  ــدچهاردرصـ ــهد 10.نمودنـ ــر ر مطالعـ  و Ebermannاي ديگـ
شــنوايي، يــك مــورد   اي بــزرگ بــا اخــتلال  همكــارانش، در خــانواده 

زاده و هاشــم 11.يافتنــد DFNB59 در ژن  ins T 114-113جهــش
حـداقل   ي خويشاوند ايراني را كـه در هـر خـانواده           خانواده 30همكارانش  

 جهـش  پنج مورد ناشنوايي وجـود داشـت، مـورد مطالعـه قـرار دادنـد و دو       
 بودنـد زا را شناسايي نمودند كه هر دو جهـش از نـوع تغييـر قالـب     بيماري

c.726 del T)  و.(c.988 del G چنـين سـه نـوع متفـاوت جهـش      هم
missense   874 شاملG>A، 793C>G، 793C>T  هاي  در خانواده

 874G>A كه البته وجـود واريانـت آللـي        8گرديده است شناسايي  ايراني  
بـا توجـه بـه       9.و همكارانش نيز به اثبات رسيده است       Collinدر مطالعات   

  زاده،ي اين مطالعه و ارتبـاط آن بـا نتـايج حاصـل از مطالعـات هاشـم                 نتيجه
 در بـين ايرانيـان      793C>Gمورفيـسم   توان چنين نتيجه گرفت كه پلـي      يم

-نسبتا شايع بوده و اقوام مختلف اين جامعه، منبع خوبي بـراي بررسـي پلـي           

هاي ژنتيكي   شناسايي جهش  برايلازم به ذكر است كه       .ندباشمي مورفيسم
 اعتمـاد و ارزان   ، مـوثر، قابـل    استفاده از روش آزمايشگاهي آسان    ناشناخته،  

 SSCPتكنيك.  رسدها ضروري به نظر ميبا قدرت تشخيص بالاي جهش

 البته تاثير پارامترهاي محيطي ماننـد طـول        17. اين خصوصيات را در بردارد     
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تركيـب   18، دناتوراسيون كامـل قطعـات     bp 350-150(،14ين طول   بهتر(قطعه  
 را نبايـد ناديـده   SSCPدمـا در ميـزان دقـت     و   20 سيستم بـافري مناسـب     19ژل

درصد برآورد شده  85 در شناسايي جهش حدود SSCPدقت روش  . گرفت
ــايج حاصــله، از     21اســت، ــان در نت ــشتر اطمين ــه بي ــر چ ــزايش ه ــه منظــور اف               ب
هـاي موتانـت و تعيـين       ، طراحي پرايمر  هترودوپلكسهاي جانبي مانند    تكنيك

دواج فـاميلي در كـشورهاي      زدر يـك بررسـي ميـزان ا        .توالي استفاده گرديـد   
 ميـزان   رسـد  بـه نظـر مـي      جا كه  از آن  22 درصد گزارش شده است،    68آسيايي  
، اشـد بهاي فاميلي در سيستان و بلوچستان مانند اكثر مناطق ايـران بـالا              ازدواج

هاي ژنتيكـي بـا     اين جمعيت منبع بسيار با ارزشي جهت تحقيق بر روي بيماري          
تحقيقات جهت تعيين نوع . باشدتوارث اتوزومال مغلوب از جمله ناشنوايي مي

ها در ايجاد ناشنوايي، ماننـد تعيـين فراوانـي          ها و تاثير هر يك از جهش      جهش
ر جهـت بـالا بـردن    گـشا د اي راه در كشور مقدمهDFNB59هاي ژن   جهش
  .هاي ژنتيكي و يا مداخلات درماني خواهد بودمشاوره كيفيت

دست آمده از اين تحقيق در استان سيستان و بلوچستان در تاييـد    هنتايج ب 
           بـه نظـر  8،5-11.نتايج ساير مطالعات، در ديگر نقاط ايران و جهان بوده اسـت   

اما با اين  ،  كندايي بازي نمي  رسد كه اين ژن نقش چنداني در ايجاد شنو        مي
هاي ايـن   وجود لازم است مطالعات بيشتري از نظر ميزان پراكندگي جهش         

ــا  چنــين جايگــاهژن و پروموتــور آن، هــم هــاي ژنــي ديگــر و ارتباطــشان ب
  .خصوص اقوام مختلف ايراني انجام شودناشنوايي در ساير جوامع دنيا و به

  سپاسگزاري
 و پـرورش و مـدارس اسـتثنايي اسـتان     ي آمـوزش از همكاري صـميمانه  

مركــز تحقيقــات ســلولي ملكــولي دانــشگاه علــوم  و سيــستان و بلوچــستان 
ايـن مطالعـه از نظـر مـالي          .گـردد پزشكي شهركرد، تشكر و قـدرداني مـي       

توسط سازمان بهزيستي استان چهارمحـال و بختيـاري و معاونـت پژوهـشي              
. حمايـت شـده اسـت   )534گرانت شماره (دانشگاه علوم پزشكي شهركرد     
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The contribution of autosomaul recessive non-syndromic deafness to DFNB59 

mutations (Pejvakin) 
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Background: Hearing loss is a common disorder affecting millions of individuals worldwide with opproximately 1 in 

1000 newborns. A novel gene, DFNB59 encods Pejvakin has been recently shown to cause neural deafness. The aim of 
this study was to determine the frequency of DFNB59 gene mutations in 93 deaf pupils in Sistan & Baluchestan 
province. 

Materials and Method: We investigated the frequency of DFNB59 gene mutations in the coding regions (exons 2-7) 
of the gene.DNA was extracted following the standard phenol chloroform procedure, the frequency of DFNB59 gene 
mutations was investigated using PCR-SSCP /HA strategy. 

Results: No pathogenic variant was detected in samples studied. However, one polymorphism including 793C>G was 
determined in 3 of 93 (3.2%) subject examined. 

Conclusion: The results of this study showed no association between DFNB59 gene mutations and hearing loss in 
Sistan va Baluchestan province. [ZJRMS, 12(3):19-23] 
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