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  :مقدمه

 است كه طبق هتروژنناشنوايي يك اختلال 

 ليون نفر در سراسر دنيا از مي70 برآوردهاي انجام شده بيش از

 1000 در 1اين اختلال شايع با فراواني . برند آن رنج مي

 از كردنـان بــ قبل از دوره زبد كهـــده تولد زنده رخ مي

)Pre lingual ( و يا بعد از آن)Post lingual (ده وــشروع ش  

  
 30 تقريباً). 1-3(ريشه نيمي از اين موارد، ژنتيكي است 

ارد ناشنوايي ژنتيكي سندروميك است كه شامل درصد از مو

م ي مي شود كه ناشنوايي يكي از علايصدها سندروم

سندرومي   درصد ديگر شامل ناشنوايي غير70آنهاست و 

 درصد 80 كاهش شنوايي غير سندروميك تقريباً. است

  :چكيده
 ژن  اخيـراً . ي يا ژنتيكي رخ مـي دهـد       ناشنوايي اختلالي هتروژن است كه به علت هاي محيط        : زمينه و هدف  

 ـه اين مطالعـه بـا  . عامل ناشنوايي نوع عصبي معرفي شده است    )DFNB59( پژواكين دف تعيـين فراوانـي   ـــ
  .  استان چهارمحال و بختياري انجام گرفت دانش آموز ناشنوا100  درDFNB59  ژن 4و 2 جهش هاي اگزون
 DFNB59  ژن 4 و 2هاي اگزون    اهي، ميزان فراواني جهش    آزمايشگ –در اين مطالعه توصيفي      :روش بررسي 

 و  T54Iهـاي     به روش استاندارد فنل كلروفرم استخراج شد و حضور جهـش           DNA. مورد مطالعه قرار گرفتند   
R183W استفاده از روش      باPCR-RFLP        به كمك آنزيم هاي محدود كنندهAF1III   و SsiI      مورد بررسـي قـرار
  . گرفت

 مربوطه را در كليه يكصد نمونه مورد مطالعه  محل شناسايي SsiIو  AF1IIIمحدود كننده اي هآنزيم  :يافته ها
 در ناشنوايان مورد مطالعه وجـود   R183W و T54Iهمچنبن اين اطلاعات نشان داد كه جهش هاي . هضم نمود

  . ندارد
 در ايجـاد    DFNB59ن  هـاي ژ   نتايج مطالعه حاضر و تحقيقات قبلي حاكي از نقش ناچيز جهش          : نتيجه گيري 

جهت تعيين نقش اين ژن در توسعه ناشـنوايي نيـاز اسـت تـا               . ناشنوايي در استان چهارمحال و بختياري است      
  .تمامي منطقه رمزكننده و پروموتر ژن مربوطه بر روي تعداد نمونه بيشتر مورد بررسي قرار گيرد

  
  .ند شكلي طول قطعه محدودچ-اززنجيره اي پليمر واكنش ،پژواكين ،ناشنوايي :واژه هاي كليدي
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 )DFNA( درصد اتوزوم غالب 20، (DFNB)اتوزوم مغلوب 

 متاسفانه ).3-7( ي باشدم) X) DFN درصد وابسته به 1و 

 ناشنوايي و سهم علل مختلف در ميزانآمار دقيقي از 

 رتبه دوم را بعد از عقب كشور ما موجود نيست و ظاهراً

مدارس  بر طبق برآوردها، در. ماندگي ذهني دارد

 دانش آموز ناشنوا وجود 17026ي ايران، بالغ بر استثناي

وايان كشور را  كه اين آمار تنها بخشي از ناشن)8(دارد 

پوشش مي دهد به همين جهت اهميت كار تحقيقاتي بر 

  .روي اين بيماري كاملاً مشهود است

هاي بسياري توسط دانشمندان در سراسر  پيشرفت

جهان براي شناسايي تعداد زيادي از ژنهايي كه مسئول 

يكي از . كاهش شنوايي ارثي مي باشند صورت گرفته است

 بدست آمده، شناسايي ژن جديدي ها كه اخيراً اين موفقيت

كه رمز كننده است  )DFNB59) MIM: 610219با نام 

پروتئين پژواكين بوده و بر روي بازوي بلند كروموزوم دو 

)2q31.2 (352تيدي مشتمل بر  اين ژن پلي پپ.مستقر است 

 اگزون 7 داراي DFNB59ژن . كد مي كنداسيد آمينه را

 kb  8/9در كل  واست ارذبوده كه اگزون اول آن غير رمزگ

  ). 9( از توالي ژنومي را اشغال كرده است

 ار توسطــ براي اولين ب كهاي اين ژنـــجهش ه

Delmaghani بعنوان عامل شناسايي شد، و همكاران 

 با ناشنوايي اتوزومي  خانواده ايراني4 ناشنوايي نوع عصبي در

كه علت ناشنوايي در يك   بطوريه معرفي شدمغلوب

 R183W و در سه خانواده ديگر T54Iده جهش خانوا

  ).9( گزارش شد

Collin ،ناشنواي اتوزومي مغلوب 68 و همكاران 

غير سندرومي مورد مطالعه قرار دادند و يك مورد جهش 

R167T و يك مورد نيز جهش R183Wاين .  را پيدا كردند

 ناشنواي اتوزومي مغلوب غير سندرومي هلندي 83محققين 

هاي ژن پژواكين مورد بررسي قرار دادند  جهشرا نيز براي 

 اين تغييرات ژني شامل.  تغيير ژني پيدا كردند3كه در نهايت 

509-512del ،CACT ، 731T> G   874وG>A بود كه 

بيماريزايي آنها نامشخص است و نياز به مطالعات بيشتري 

اين محققين نتيجه گيري كردند كه جهش هاي ژن . دارد

  هـده ايجاد ناشنوايي در جامعه مورد مطالعــپژواكين علت عم

  ). 10( آنها نبوده است

يك خانواده كه  و همكاران  Ebermannدر مطالعه

مراكشي با ناشنوايي اتوزوم مغلوب مادرزادي پيشرونده 

 ژن هاي همراه با دژنراسيون شبكيه براي وجود جهش

 از 114insT-113جهش  پژواكين مورد بررسي قرار گرفت،

اين محققين اظهار داشتند كه اين  .خانواده گزارش شداين 

هاي مويي در  جهش از نوع عصبي نبوده بلكه نقص سلول

  ).11( گوش را ايجاد مي كند

و  Hashemzadehدر مطالعه ديگري كه توسط 

منجر ،  خانواده خويشاوند ايراني انجام شد30روي همكاران 

در ژن 988delG   و726delTبه شناسايي دو جهش جديد 

 و همكاران Delmaghaniبر خلاف . )12 (دـــمزبور گردي

 را بعنوان عامل ناشنوايي نوع DFNB59كه جهش هاي ژن 

 و همكاران نشان Hashemzadehعصبي معرفي نمودند، 

دادند كه جهش هاي مختلف ممكن است بروز ناشنوايي 

  ).9( هاي متفاوتي را در پي داشته باشد

 و همكاران روي Schwanderمطالعه اي توسط 

هاي آزمايشگاهي انجام گرفت و اعلام شد كه گرچه  موش

مطالعات قبلي گرفتاري اعصاب شنوايي بر اثر جهش هاي 

كند، اما يافته هاي آنان بر متاثر   را تاييد ميDFNB59ژن 

دلالت داشته و بعنوان نتيجه هاي مويي بيروني  ساختن سلول

 بيماريزايي مربوط به ايـــكلي بر متنوع بودن مكانيزم ه

  ).13( جهش هاي ژن پژواكين تاكيد نموده است

در هر حال مطالعات اندكي در ارتباط با تعيين 

هاي ژن پژواكين در ايجاد ناشنوايي در  نقش جهش

 هر .كشورهاي مختلف و از جمله ايران انجام شده است

چند تحقيقات انجام شده به نقش ناچيز جهش هاي اين 

هاي بيشتر  ناشنوايي تاكيد دارند، بررسيژن در ايجاد 

مي تواند ارتباط اين ژن را با انواع ناشنوايي روشن تر 

لذا اين مطالعه با هدف بررسي جهش هاي اگزون . كند

 دانش آموز 100در ) DFNB59(پژواكين  ژن 4 و 2

   .انجام شدناشنواي استان چهارمحال و بختياري 

  

  :روش بررسي

  دادــآزمايشگاهي، تع- ه توصيفيـ مطالعدر اين              
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يكصد نفر از دانش آموزان ناشنوا از مدارس 

 دختر با ميانگين 43 پسر و 57استثنايي شهركرد شامل 

ال با روش ـــ س13- 17ه سني ـــ سال و دامن15سني 

از شرايط ورود به . نمونه گيري آسان وارد مطالعه شدند

ر سندروميك ـــمطالعه داشتن ناشنوايي ژنتيكي و غي

، ش آموزان ناشنوا با علل سندروميكبوده و كليه دان

GJB2و داراي جهش هاي  ناشناخته ،غير ژنتيكي
از  

  . مطالعه حذف شدند

پس از اخذ رضايت نامه كتبي از والدين كليه 

رافيك و باليني آنها از طريق گبيماران، اطلاعات دمو

 5ان پرسشنامه جمع آوري و سپس از هر بيمار به ميز

ميلي ليتر خون جهت انجام آزمايشات مولكولي در لوله 

. مولار گرفته شد EDTA5/0 حاوي ماده ضد انعقاد 

DNAتاندارد فنل كلروفرم  نمونه هاي خون با روش اس

 حاصله با استفاده از  DNA ميزانو) 14(استخراج 

دازه گيري ــــان) (Unico 2100 USA ومترـــاسپكتروفت

 دسترسي  با رمزDFNB59ده از توالي ژن با استفا. گرديد

)NM-001042702 ( و نرم افزارPrimer 3 پرايمرها طراحي ،

 به ترتيب 4و  2راي اگزون بطراحي شده  پرايمرهاي. شدند

 : شامل

2F: 5’ATG GAT TTA TCT GGG GGT TGC 3’ 

2R: 5’ATC TTT CAG TGT AAA ACG TGT 3’ 

4F: 5’TAC TAT TAG GTG AAC TAT GAA TG3’ 

4R: 5’AGT TAG TAA GAG AAC CCA AC 3’ 
 

  : شامل PCRهر نمونه واكنش 

 lµ1 2 از پرايمرF) 50PM( و lµ1  2از پرايمرR 

)50PM(  و ياlµ1 4 از پرايمرF) 50PM(  وlµ1  از پرايمر

4R) 50PM(  به اضافهlµ0.5 از Taq DNA Polymerase 

)lµ(5U/ ،lµ0.5از   Mix dNTP) 10mM(، lµ2.5 از  

 Taq DNA buffer)10X(، lµMgCl2 2.5) 50mM(  و

lµ1  ازDNA) 100ng ( كه باddH2O به حجم lµ25 

هاي  هاي محتوي واكنش سپس ميكروتيوب. رسانده شد

PCRــ تح ــت شرايـ ــط دمايــ   گاهــي زير در دستـ

PCR) ASTEC PC818-Japan( ر گرديدندـــتكثي.   

  وليه واسرشت ا:لـــ شام2 شرايط تكثير اگزون

)Pre denaturation ( درجه سانتي گراد به مدت 96در 

 شدن  سيكل، واسرشت35 دقيقه و سپس 3

)Denaturation ( درجه سانتي گراد، چسبيدن 96در 

)Annealing ( درجه سانتي گراد و طويل شدن 53در 

)Extension ( درجه سانتي گراد هر كدام به مدت 72در 

 در) Terminal extension( ثانيه و طويل شدن نهايي 30

  . بود دقيقه 5دت ـــراد به مـــ درجه سانتي گ72

رشت ـــل واســ شام4زون ـــشرايط تكثير اگ

 درجه سانتي گراد 96در ) Pre denaturation(ه ـــاولي

 سيكل واسرشت شدن 35 دقيقه و سپس 3به مدت 

)Denaturation ( درجه سانتي گراد، چسبيدن 96در 

)Annealing ( درجه سانتي گراد و طويل شدن 56در 

)Extension ( درجه سانتي گراد هر كدام به مدت 72در 

 در) Terminal extension( دقيقه و طويل شدن نهايي 1

  . دقيقه بود5 درجه سانتي گراد به مدت 72

 سپس بر روي ژل پلي  حاصلهPCRمحصولات 

تحت جريان  )Merck Germany ( درصد8اكريل آميد 

 ساعت الكتروفورز شده و سپس 1به مدت مپر  ميلي آ50

جهت . آميزي نيترات نقره رؤيت شدند توسط رنگ

 با آنزيم 2 اگزون PCR محصولات PCR-RFLP انجام

و ) AF1III )Fermentas Canadaمحدود كننده 

 SsiI با آنزيم محدود كننده 4  اگزونPCRمحصولات 

)Fermentas Canada (ان ميزبه اين منظور . هضم شدند

10 µl از محصولات PCR  1را با µl آنزيم محدود 

 آب مقطر مخلوط 7µl بافر و 2µlو  )5U/ µl(كننده 

در دماي  )Over night( ساعت 12نموده و براي مدت 

 درجه سانتي گراد قرار داده، سپس محصولات 37

PCR-RFLP و  درصد8 را روي ژل پلي اكريل آميد 

قه الكتروفورز  دقي40 ميلي آمپر به مدت 40جريان 

ــرات ه با نيتــنموده و پس از اتمام الكتروفورز ژل مربوط

نتايج مورد تجزيه تحليل قرار نقره رنگ آميـزي و 

  . گرفت
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  :يافته ها

 به DFNB59 ژن 2 اگزون  PCRمحصولات

از بر روي ـــ جفت ب225دهايي به اندازه ـــشكل بان

 پس از انجام . ژل پلي اكريل آميد مشاهده شد

PCR-RFLP توالي جهش T54I كه در محل شناسايي 

 )'AF1III )5'A C R Y G T 3آنزيم محدود كننده 

رار دارد توسط آنزيم مزبور در كليه يكصد نمونه ـــق

 نمونه هاي بيمار بريده شده و باندهاي PCRمحصول 

 جفت بازي روي ژل پلي اكريل آميد ايجاد 206 و 19

ر محل شناسايي نمود كه بيانگر عدم وجود جهش د

  .آنزيم فوق الذكر است

  
 DFNB59  ژن4ـزون  اگ PCRرفي محصولات ـاز ط

.  جفت باز بر روي ژل پلي اكريل آميد مشاهده شد281به اندازه 

 كه در محل شناسايي آنزيم R183Wدر اينجا نيز توالي جهش 

 توسط ،قرار گرفته است) 'SsiI )5'C  C G C 3  محدود كننده

 نمونه بيماران بريده PCRر كليه يكصد محصول آنزيم مزبور د

 جفت بازي روي ژل پلي اكريل آميد 246 و 35شد و باندهاي 

دهنده عدم وجود جهش در محل شناسايي  ايجاد نمود كه نشان

 35 و 19لازم به ذكر است كه قطعات . آنزيم فوق الذكر است

 جفت بازي، بعلت اندازه كوچك از ژل خارج مي شوند

  .)1ماره تصوير ش(

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  .%8 ژن پژواكين بر روي ژل پلي اكريل آميد 4 و 2هاي   اگزونPCR- RFLP محصولات :1تصوير شماره 
نمونه : 16شماره /  نمونه هاي مورد بررسي:15-2شماره هاي / ماركر: 1شماره   .2، اگزون PCR-RFLPژل پلي اكريل آميد محصول : الف

ژل : ب ).PCR به جز محصول RFLPشامل كليه تركيبات (نمونه كنترل منفي  : 17شماره ) AF1 III ون آنزيم بدPCRمحصول (كنترل مثبت 
نمونه كنترل : 14شماره /  نمونه هاي مورد بررسي:16 و 2 -13 شماره هاي /ماركر: 1شماره / 4، اگزون PCR-RFLP پلي اكريل آميد محصول 

  ).SsiI بدون آنزيم PCR  محصول( نمونه كنترل مثبت: 15 شماره ).PCRول  به جز محص RFLPشامل كليه تركيبات (منفي 
  

  

  :بحث

  اين مطالعه با هدف بررسي ارتباط بين 

ين با ناشنوايي در  ژن پژواك4 و 2جهش هاي اگزون 

نتايج نشان داد . استان چهارمحال و بختياري انجام شد

اشنوايان مورد ـــ در نR183Wو  T54Iژن جهش هاي 

 ـــاط بااتي كه در ارتبــــمطالع. داردـــود نــه وجــمطالع

  ـــزايي آنهـا درژواكين و نقش بيماريـــجهش هاي ژن پ

  

  
كشور انجام شده محدود مي شود  به تعداد دو جهش 

T54Iو R183W  كه توسط Delmaghani  و همكاران

و جهش هاي ) 9(  خانواده ايراني گزارش شد4در 

726delT 988 وdelG توسط كه Hashemzadeh و 

). 12( همكاران در دو خانواده ايراني بدست آمد

Delmaghani  و همكاران فراواني جهش هاي مزبور را

)الف )ب   
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 و همكاران Hashemzadehولي ). 9( اعلام نكرده اند

 درصد 7/6هاي پيدا شده را به ميزان هشفراواني ج

 در يك خانواده 726delTجهش  ).12( اعلام كردند

و ) 12( الگوي اتوزومي مغلوب از استان گيلان ناشنوا با

 نيز از يك خانواده ناشنواي اتوزومي 988delGجهش 

هارمحال و بختياري گزارش شده مغلوب از استان چ

  . )12(است 

بزاززادگان و اي توسط مطالعهدر  هم اخيراً

 خانواده ايراني با ناشنوايي اتوزومي 50بر روي همكاران 

 مربوط به ژن )122delA(ژن  و جهش انجاممغلوب 

DFNB59  15( است شده گزارش  درصد4به ميزان .(

هر چند مطالعات انجام شده بسيار اندك است ولي به 

نظر مي رسد كه نقش جهش هاي اين ژن در ايجاد 

  .ناشنوايي در كشور چشمگير نباشد

مطالعاتي كه در نقاط مختلف جهان انجام شده 

نيز بيانگر آن است كه جهش هاي ژن پژواكين نقش 

به عنوان مثال در . زيادي در ايجاد ناشنوايي ندارند

و همكاران در كشور تركيه انجام  Collinتحقيقاتي كه 

 خانواده ترك مورد بررسي، فقط در دو 68دادند، از 

 83در غربالگري . ه شدخانواده جهش ژن مذكور مشاهد

در ). 10( بيمار هلندي، هيچ جهشي از اين ژن پيدا نشد

 و همكاران بر روي Ebermannه ـــه اي كـــمطالع

، يك رگ با اختلال شنوايي انجام دادندخانواده اي بز

با اين ). 11(  را يافتند 114insT-113مورد جهش

 DFNB59 در ژن كنون تعداد معدودي جهشتااوصاف 

 نوع 3 : كه شاملران ناشنوا گزارش شده استبيما

 جهش 4 و ) R167T وT54I ،R183W (معني جهش بد

  و726delT ،113-114insT ،122delA (قالب رــتغيي

988delG( مي باشد )15،12،11،9(.  

در اين بررسي، همه نمونه هاي مورد آزمايش 

 كه عدم وجود در اثر آنزيم محدود كننده برش خورده 

.  نمونه مورد بررسي را نشان مي دهد100جهش در 

 اشاره شد، نتايج بدست آمده از نقاط همانطور كه قبلاً

مختلف دنيا و از جمله اين تحقيق، حاكي از نقش 

 در ايجاد ناشنوايي DFNB59هاي ژن  كمرنگ جهش

 با اين حال پيشنهاد مي شود مطالعات بيشتري .است

ي از نظر ميزان اقوام و جمعيت هاي مختلف ايرانتا انجام 

پراكندگي جهش هاي اين ژن و ارتباطشان با ناشنوايي و 

 اطلاعات تا شوند حتي نوع ناشنوايي بررسي دقيق تري

مورد نياز جهت پيشگيري و مديريت اختلال شنوايي 

  . وابسته به اين ژن تامين گردد

  

   :نتيجه گيري

نتايج مطالعه حاضر و تحقيقات قبلي حاكي از 

 در ايجاد ناشنوايي DFNB59 هاي ژن نقش ناچيز جهش

جهت تعيين نقش . در استان چهارمحال و بختياري است

اين ژن در توسعه ناشنوايي نياز است تا تمامي منطقه 

رمزكننده و پروموتر ژن مربوطه بر روي تعداد نمونه 

  .بيشتر مورد بررسي قرار گيرد

  

  :تشكر و قدرداني 

ي اسـتان   تثنايو مدارس اس  آموزش و پرورش    اداره  از  

چهارمحال و بختياري و از كليه دانش آموزان و والـدين آنهـا       

ايـن  . نه با اين تحقيق قدرداني مي شود      بخاطر همكاري صميما  

تحقيق از نظر مالي توسـط معاونـت پژوهـشي دانـشگاه علـوم              

 دانشگاه پيام نور تهران و سازمان بهزيـستي         -پزشكي شهركرد 

شـده  ) 535گرانت شماره   ( محال و بختياري تامين   استان چهار 

  است
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