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  :مقدمه
 نوزاد، 1000 در 1ناشنوايي با بروز حدوداً 

. شود عصبي محسوب مي-ترين ناهنجاري حسي فراوان
تواند به دلايل  اين بيماري بسيار هتروژن بوده و مي

با وجود هتروژني ). 2،1(ژنتيكي، محيطي و يا هر دو ايجاد شود 
كه ) GJB2) MIM ID: 121011ژنتيكي، جهش در ژن 

  خــيكند، در بر  را كد مي)Connexin 26( 26كانكسين 

  
شنوايي غير   موارد، دليل نا درصد50ها تا حدود  جمعيت

به شمار ) ARNSHL(سندرومي مغلوب اتوزومي 
از بيماران داراي  درصد 42 تا 10). 3 (رود مي

  ، حاملين هتروزيگوت آلل جهشGJB2هاي  جهش
ها  سينخانواده ژني كانك. )4-14 ( هستندGJB2ي  يافته

ها به عنوان  كانكسين.  عضو است21در انسان شامل 

  :چكيده
هاي  رد در اثر جهشموا% 50تا حدود ) ARNSHL(سندرومي مغلوب اتوزومي  ناشنوايي غير :هدف و زمينه

% 42 تا 10با اين حال . شود  ايجاد مي26كننده كانكسين   كد) GJB2 )Gap junction protein, beta 2, 26kDaژن 
كد  GJB4  جهش در ژن. هستند GJB2يافته  هاي مغلوب، حامل تنها يك آلل جهش از ناشنوايان داراي جهش

به  GJB4هدف از اين مطالعه بررسي تغييرات در ژن . ايي شودتواند باعث ناشنو  نيز مي3/30ي كانكسين  كننده
 GJB2يافته مسبب بيماري با الگوي وراثت دوژني در بيماران مطالعه شده هتروزيگوت  عنوان آلل دوم جهش

  . باشد مي
  هفتاز GJB2ي  يافته  نمونه با يك آلل جهش42 آزمايشگاهي براي -در اين مطالعه توصيفي :بررسي روش
 GJB4ژن .  به روش فنل كلروفرم استخراج شدARNSHL ،DNA خانواده مبتلا به 890 كشور، حاصل از  استان

جهت . هاي درگير تعيين شد آمينه شدگي اسيد و تعيين توالي بررسي و حفاظت PCRها به روش  در اين نمونه
  .ايش شدآزم PCR-RFLP فرد كنترل شنوا به روش 200تعيين بيماريزايي تغييرات يافت شده، 

 )c.451C>A, c.219C>T, c.507C>G, c.155_158delTCTG, c.542C>T( جايگزيني هتروزيگوس پنج GJB4در ژن  :ها يافته
هاي كنترل مشاهده نشد و  در نمونه c.542C>Tتغيير .  از افراد كنترل يافت شد نفر13 نفر از بيماران و 5در 

  . بودي مربوطه بسيار بالا آمينه شدگي اسيد درجه حفاظت
و تغييرات ديگر در  GJB4 در ژن c.542C>T شود كه تغيير  با توجه به شواهد موجود پيشنهاد مي:گيري نتيجه

هاي هتروزيگوت  با الگوي دوژني در حاملين جهش ARNSHLتواند در ابتلا به  اين ژن با احتمال كمتري، مي
GJB2 نقش داشته باشد.  

  
  .GJB2،GJB4نوايي،ي، ناشدوژنوراثتكانكسين،:هاي كليدي واژه



www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

  دنيز كوشاور و همكاران    سندرومي مغلوب اتوزومي وراثت دوژني در ناشنوايان غير
  

 90

هاي بين  ي اتصالات شكافدار، كانال هاي سازنده واحد
ها و  دهند كه موجب انتشار يون سلولي را تشكيل مي

هاي كوچك و در نتيجه ايجاد ارتباط بين  مولكول
 اوليگومريزاسيون شش زير. شوند هاي همجوار مي سلول

 كانال به نام كانكسون   نيمواحد كانكسين يك
)Connexon (دهد و مجتمع شدن دو  تشكيل مي

 كند كانكسون يك اتصال شكافدار كامل را ايجاد مي
جهش در برخي از اعضاي خانواده ژني كانكسين . )15(

 و Cx26 ،Cx29 ،Cx30 ،Cx31 ،Cx32 ،Cx30.3مانند 
Cx43ناشنوايي گزارش  هاي مسبب  به عنوان جهش 
ژني يا دوژني به  توانند به دو شكل تك  مياند و شده

  . )18،17،16 (ارث برسند
 در ARNSHLاز موارد   درصد29/18در ايران 

شوند، كه از اين ميان  د مي ايجاGJB2هاي  اثر جهش
كل  درصد 17/4 درصد از موارد، معادل 8/22

 ARNSHLي   ها، حامل تنها يك آلل جهش يافته
GJB2وراثت دوژني در ي فرضيه. )19 (باشند  مي 

 در گذشته در بررسي تغييرات GJB2هاي  هتروزيگوت
يافته    به عنوان آلل دوم جهشGJB3 و GJB6دو ژن 

  . )20-22 (ثابت شده است
 )GJB4 )Gap junction protein, beta 4, 30.3kDaژن 
هاي  داراي دو اگزون به طول 3/30 كانكسين كدكننده

 موش گوش حلزون اين ژن در. باشد  ميbp 2796 و 48
 هاي بيماري با آن در جهش و شود مي بيان صحرايي
تعدادي . )23-25 ( مي باشدارتباط در ناشنوايي و پوستي

 ARNSHL را در بيماران مبتلا به GJB4  از مطالعات ژن
ها بررسي وراثت  اند ولي هدف اصلي آن ارزيابي كرده

 بنابراين بررسي وراثت دو .)26،24،23 (دوژني نبوده است
ژني به عنوان الگوي احتمالي مسبب بيماري در 

 ضروري به نظر GJB2هاي مغلوب  هاي جهش هتروزيگوت
 در توارث دوژني در GJB4در مطالعه حاضر نقش . رسد مي

يافته   داراي يك آلل جهشARNSHLبيماران مبتلا به 
GJB2شك  ها بي گونه پژوهش نتايج اين. شود  بررسي مي

چه بيشتر علت شناسي ناشنوايي  تواند در روشن شدن هر مي
تر، پيشگيري و  مشاوره ژنتيك اصوليو به طبع آن در آينده 

 پيش از لانه گزينيژنتيكي همچنين تشخيص 
)PGD(Preimplantation genetic diagnosis  و 

  .كننده باشد مداخلات درماني احتمالي كمك
  

  :روش بررسي
 از هفت استان كشور  ناشنوا بيمار42در مجموع 

آذربايجان شرقي، خراسان رضوي، خوزستان، گلستان، (
  بهفرن 200و ) لان، سيستان و بلوچستان، هرمزگانگي

كنترل سالم از لحاظ شنوايي در اين مطالعه عنوان 
مبتلا به بيماران تمام . توصيفي ـ آزمايشگاهي وارد شدند

ARNSHLيافته   و داراي يك آلل جهشGJB2 بودند 
 در GJB2هاي   براي جهشكه قبلاً) 1  شمارهجدول(

 مبتلا به ناشنوايي خفيف تا  خانواده داراي افراد890
هاي  نمونه. )19 (عميق مورد غربالگري قرار گرفته بودند

 100(كنترل از دو استان گلستان و آذربايجان شرقي 
 كه بيمار داراي تغيير  مطابق با محلي،نمونه از هر استان

 هر از. جمع آوري شدند) آللي جديد شناسايي شده بود
 EDTAي حاوي  لوله در خون ليتر ميلي 5 ميزان به فرد

يا (از تمام افراد ناشنوا . نمونه برداري شد نيم مولار
نامه كتبي اخذ شد و  و افراد كنترل رضايت) والدينشان

پروتكل مطالعه توسط كميته اخلاق دانشگاه علوم 
  ژنومي بــه DNA. ركرد به تصويب رسيدــــپزشكي شه

  
  

  ورد مطالعه مي نمونه هاپي ژنوتيفراوان :1جدول شماره 

 درصد فراواني  GJB2 واريانت هاي هتروزيگوس

35delG/WT 30 42/71 

R127H/WT 4  52/9  

V27I;E114G/WT 3 14/7  

E47X/WT 1 38/2  

235delC/WT 1 38/2  

W24X/WT 1 38/2  

M163V/WT 1 38/2  

R184P/WT 1  38/2  

 42 100 مجموع



www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

  1391 بهمن و اسفند/ 6، شماره 14دوره / مجله دانشگاه علوم پزشكي شهركرد
  

 91

كلروفرم از خون محيطي افراد -فنلروش استاندارد 
كميت  و كيفيت. )27 (بيمار و كنترل استخراج گرديد

DNA و  اسپكتروفوتومتري با روش شده استخراج
  .بررسي شد درصد 5/1الكتروفورز روي ژل آگاروز 

براي تمام افراد بيمار، كل طول توالي كد كننده 
باز فرادست و فرودست آن،  جفت 50ي حدود  به اضافه
توسط ) GJB4 )RefSeq ID: NM_153212در ژن 

هاي  پرايمر. تكثير شد) PCR(اي پليمراز  واكنش زنجيره
افزار  با استفاده از نرم GJB4مورد استفاده براي ژن 

 كه ند طراحي شد)Primer3 (v. 0.4.0)) 28اينترنتي 
  :باشد ها به شرح زير مي توالي آن
  

F1B4: 5'-TCAATCGCACCAGCATTAAG-3' 
R1B4: 5'-GGGGGACCTGTTGATCTTATC-3':  

ها و  پرايمر) Specificity(سپس جهت تعيين ويژگي 
ييد اينكه پرايمرها اختصاصاً قطعه مورد نظر ما را از تا

ميان كل ژنوم انسان شناسايي خواهند كرد، توالي 
  ).NCBI/ Primer-BLAST(شد  Blastطراحي شده 

 ميكروليتر از 5/0 شامل PCRهر ميكروتيوب 
 R1B4) 10 PM( ،1/0 و F1B4هاي  هريك از پرايمر

 Taq) 5 unit/µl( ،6/0ميكروليتر آنزيم پليمراز 
 PCR ميكروليتر بافر dNTP) 10mM( ،5/2ميكروليتر 

)10X( ،5/2ميكروليتر  MgCl2) 50mM ( ميكروليتر 1و 
DNA )50ng/µl ( بود كه با آب مقطر استريل به حجم

 در دستگاه PCRواكنش .  ميكروليتر رسيد25يي نها
انجام ) ، ژاپنASTEC PC-818) Fukuokaترموسايكلر 

   به صورت تاچ داون PCRي دمايي  برنامه. شد
)Touch Down ( بود كه در چند چرخه اول، دماي

ي  اتصال پرايمر از درجات بالاتر از دماي اتصال بهينه
تري  رت اختصاصيشود تا پرايمر به صو پرايمر شروع مي

هاي دمايي و مدت  چرخه. نظر متصل شود به محل مورد
واسرشت ابتديي : باشد زمان هر چرخه به شرح زير مي

 چرخه تاچ داون 5 دقيقه، 3 به مدت ºC96در دماي 
 ثانيه، 30 دقيقه و 1 براي واسرشت به مدت ºC95شامل 

ºC61 ثانيه براي اتصال پرايمرها 30 دقيقه و 1 به مدت 
 چرخه اول و كاهش به ميزان يك درجه به ازاي هر در

يقه  دق1 به مدت ºC72 در چرخه پنجم و ºC57چرخه تا 
 چرخه شامل 30سپس  ثانيه براي گسترش رشته، 30و 
ºC94 دقيقه براي واسرشت، 1 به مدت ºC56 براي 

 دقيقه 1 به مدت ºC72 دقيقه و 1اتصال پرايمر به مدت 
 به ºC72 نهايي در براي گسترش و در آخر گسترش

  . دقيقه6مدت 
 براي بررسي كيفيت، تحت PCRمحصولات 

  درصدPAGE (8(آميد  آكريل الكتروفورز بر روي ژل پلي
 ساعت 2 مدت به آمپر ميلي 50 جريان شدت و 200 ولتاژ با

 رؤيت نوارها و آميزي رنگ نقره نيترات با قرار گرفتند و
 .گردد تاييد 964bp اندازه با وارــــن وجود تا ندشد
 وسط دستگاه توالي يابيـ تPCRوالي يابي محصولات ــــت

ABI (capillary system) 3730X2   
 افراد بيمار با GJB4توالي ژن .  گرفتامـــــانج
  UCSC ده استانداردـــوالي منتشر شــــت
) Genome  Browser,© The Regents of the University of  California (

 مقايسه Chromas (Version 2.33)  از نرم افزاربا استفاده
درجه . و هرگونه تغيير نوكلئوتيدي ثبت شدگرديد 
اي از طريق ابزار اينترنتي  آمينه شدگي اسيد حفاظت

ConSurf Serverبدست آمد .  
 حاصل از نمونه هاي GJB4 ژن PCRمحصول 

كنترل استان آذربايجان شرقي براي بررسي وجود يا 
   تحتc.507C>Gير نوكلئوتيدي عدم وجود تغي

PCR-RFLP با استفاده از آنزيم محدود كننده StyI در 
تغيير نوكلئوتيدي مورد اشاره .  قرار گرفتºC37دماي 

د و هر وشمي موجب ايجاد يك مكان شناسايي جديد 
 مربوط به آلل تغيير يافته bp964 به طول PCRمحصول 

م مي شود  نوكلئوتيدي هض58 و 335 و 571به سه قطعه 
 و 906در حالي كه آلل نرمال با يك برش به دو قطعه 

  .  نوكلئوتيدي تبديل مي شود58
هاي كنترل استان آذربايجان شرقي براي  نمونه

بررسي وجود يا عدم وجود تغيير نوكلئوتيدي 
c.155_158delTCTG محصولات PCR ژن GJB4 

 با استفاده از آنزيم ºC37 در دماي PCR-RFLPتحت 
يك مكان .  قرار گرفتTth111I كننده محدود



www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

  دنيز كوشاور و همكاران    سندرومي مغلوب اتوزومي وراثت دوژني در ناشنوايان غير
  

 92

 در Tth111Iشناسايي براي آنزيم محدود كننده 
. مكان تغيير نوكلئوتيدي در آلل نرمال وجود دارد

 مربوط به فرد داراي آلل نرمال به دو PCRمحصول 
 نوكلئوتيدي هضم مي شود در حالي 278 و 686قطعه 

ي كه آلل داراي تغيير نوكلئوتيدي برش نخورده باق
   .مي ماند

 بررسي وجود تغيير نوكلئوتيديهمچنين براي 

c.542C>T محصولات ، درPCR ژن GJB4 حاصل از 
 PCR-RFLP نمونه كنترل استان آذربايجان شرقي 100

 در NcoI (Bsp19I) با استفاده از آنزيم محدود كننده
تغيير نوكلئوتيدي فوق موجب . گرفتانجام  ºC37دماي 

ي براي آنزيم محدود كننده ايجاد يك مكان شناساي
NcoI  و محصول مي شودPCR ژن GJB4 964 به طول 

نوكلئوتيد مربوط به فرد حامل آلل تغيير يافته به دو قطعه 
 در حالي كه ، نوكلئوتيدي هضم مي شود298 و 666

  . ماند آلل نرمال بدون برش باقي مي
براي بررسي وجود يا عدم وجود تغيير 

 ژن PCRر محصولات  دc.451C>Aنوكلئوتيدي 
GJB4 حاصل از نمونه هاي كنترل استان گرگان، هيچ 

يك از آنزيم هاي تجاري موجود توانايي شناسايي و برش 
  وحشي تيپمنطقه تغيير يافته و در نتيجه تشخيص آلل

)Wild Type (در نتيجه مكان . از آلل تغيير يافته را نداشتند
ورت مصنوعي شناسايي براي يك آنزيم محدود كننده به ص

 اين كار ).Site directed mutagenesis روش(ايجاد شد 
و يك ) Mismatch(با استفاده از پرايمر هاي ناجور 

انجام  )PCR) Semi-nestedواكنش نيمه آشيانه اي 
 C>G ناجور نوكلئوتيد يك با جديد پرايمر. گرفت
 و جديد شناسايي مكان ايجاد موجب شد كه طراحي
. شود مي BsiEI محدودگر زيمآن براي برش مكان
  :صورت به شده طراحيپيشرو  پرايمر توالي

F2B4: 5'-GCTTCCTCTATATCTTCGAC-3'  بود
 ژن براي شده طراحي اوليه معكوس پرايمر همراه به كه

GJB4، جهت PCR گرگان استان كنترل هاي نمونه 
 ميكروليتر 3/0شامل  PCR هر ميكروتيوب .شد استفاده

 R1B4 )10 PM( ،1/0و  F2B4هاي  راز هريك از پرايم

 Taq )5 unit/µl( ،3/0ميكروليتر آنزيم پليمراز 
 PCR ميكروليتر بافر dNTP )10mM( ،5/2ميكروليتر 

)10X( ،1 ميكروليتر MgCl2) 50mM ( ميكروليتر 1و 
بود كه با آب  100Xرقيق شده به ميزان  PCRمحصول 

.  ميكروليتر رسيد25مقطر استريل به حجم نهايي 
 به صورت تاچ داون Semi-nested PCRي دمايي  برنامه

واسرشت ابتديي در دماي : به شرح زير استفاده شد
ºC96 چرخه تاچ داون شامل 7 دقيقه، 4 به مدت ºC95 

 به ºC63 ثانيه، 30 دقيقه و 1براي واسرشت به مدت 
 ثانيه براي اتصال در چرخه اول و 30 دقيقه و 1مدت 

 در چرخه ºC57ي هر چرخه تا كاهش يك درجه به ازا
  ثانيه براي گسترش رشته،40به مدت  ºC72هفتم و 

 دقيقه براي 1 به مدت ºC95 چرخه شامل 25سپس 
 دقيقه و 1 براي اتصال پرايمر به مدت ºC56واسرشت، 

ºC72 ثانيه براي گسترش و در آخر گسترش 35 به مدت 
 PCRمحصولات .  دقيقه4 به مدت ºC72نهايي در 

 نيترات با سپس  از لحاظ كيفي بررسي وPAGEتوسط 
. شد رؤيت 407bp اندازه نوارها با و آميزي رنگ نقره

 ºC37 در دماي BsiEI با آنزيم PCR-RFLPواكنش 
 نوكلئوتيدي نمونه هاي كنترل 407روي محصولات 

وحشي تحت اثر تيپ استان گرگان انجام شده و آلل 
 در  يافتبرش نوكلئوتيدي 20 و 387آنزيم به دو قطعه 

ير نوكلئوتيدي دست نخورده حالي كه آلل حاوي تغي
  . ماندباقي

قابل ذكر است كه كليه محصولات واكنش 
PCR-RFLP روي PAGE) شناسايي ) به روش فوق

جهت تأييد تغيير نوكلئوتيدي، براي تمام . شدند
يابي نيز  ، تواليPCR-RFLPمحصولات با نتايج مثبت 

  .انجام شد
اثت دوژني، در افراد كنترلي كه براي بررسي ور

 تشخيص داده GJB4 داراي تغيير در PCR-RFLPبا 
تحت ) GJB2) RefSeq ID: NM_004004 ژن شدند،

هاي  پرايمر. يابي قرار گرفت  و سپس تواليPCRتكثير با 
  :بود به شرح زير )29 (مورد استفاده
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F1B2: 5'-CTCCCTGTTCTGTCCTAGCT-3'  
R1B2: 5'-CTCATCCCTCTCATGCTGTC-3':  

  ميكروليتر از هر1/0شامل  PCRميكروتيوب 
 R1B2 )10 PM( ،1/0و  F1B2هاي  يك از پرايمر

 Taq )5 unit/µl( ،5/0ميكروليتر آنزيم پليمراز 
 PCR ميكروليتر بافر dNTP )10mM( ،5/2ميكروليتر 

)10X( ،1 ميكروليتر MgCl2 )50mM ( ميكروليتر 2و 
DNA )50ng/µl ( مقطر استريل به حجم با آببود كه 

 به PCRي دمايي  برنامه.  ميكروليتر رسيد25نهايي 
واسرشت : استفاده شدصورت تاچ داون به شرح زير 

 چرخه تاچ 5 دقيقه، 5 به مدت ºC95ابتديي در دماي 
 ºC62 دقيقه، 1 براي واسرشت به مدت ºC95داون شامل 

 دقيقه براي اتصال در چرخه اول و كاهش 1به مدت 
 در چرخه پنجم و ºC58جه به ازاي هر چرخه تا يك در

ºC72 29 سپس ، دقيقه براي گسترش رشته2 به مدت 
 ثانيه براي واسرشت، 50 به مدت ºC94چرخه شامل 

ºC57 ثانيه و 50 براي اتصال پرايمر به مدت ºC72 به 
 دقيقه براي گسترش و در آخر گسترش نهايي 1مدت 

 توسط PCRمحصولات .  دقيقه6 به مدت ºC72در 
PAGEآميزي رنگ نقره نيترات با سپس  بررسي و 

يابي   تواليسپس. ندشد رؤيت 806bp اندازه ونوارها با
  .انجام شد) به روش فوق (PCRمحصولات 

  
  :يافته ها

يابي  و توالي GJB4 براي ژن PCRپس از انجام 
محصول واكنش و مقايسه توالي ژني بيماران با توالي ژن 

 تغيير آللي هتروزيگوس در ژن 5 مرجع، روي هم رفته
GJB4 شناسايي شد %) 90/11(فر بيمار ن 42فر از ن 5 در

  .)1تصوير شماره  ()2 شمارهجدول(
در يك نمونه بيمار از استان گيلان، با جهش 

 C>T صورت به تغيير ، يكGJB2 در 35delGي  اوليه
 پروتئيني محصول در كه شد مشاهده 219 شماره باز در
داشت  نخواهد وجود اي آمينه اسيد توالي در تغييري هيچ

  .)2  شمارهجدول(
 شرقي، داراي در يك بيمار از استان آذربايجان

  ورتــص هـــب تغيير ، يكGJB2 در ژن 35delGجهش 

C>G كه) 2 شماره جدول( شد يافت 507 شماره باز در 
 تبديل موجب 3/30پروتئيني كانكسين  توالي در

رجه حفاظت شدگي ، با د169 شماره سيستئين
)Conservation score ( شد خواهد تريپتوفان ، به9برابر 
   در بررسي اين تغيير به روش).3جدول شماره (

PCR-RFLP ل از استان آذربايجان  فرد كنتر100 در
. حامل هتروزيگوت تغيير فوق بودند%) 7( نفر 7شرقي 
يابي تأييد شد و در ضمن   با تواليPCR-RFLPنتايج 

  . نرمال داشتندGJB2 توالي ، كنترل مذكورنفر 7همگي 
شرقي، كه داراي  در بيمار ديگري از آذربايجان

 به تغيير  بود، يكGJB2 در 35delGي  جهش اوليه
 شماره باز در كه TCTG نوكلئوتيد چهار حذف صورت

  ژندر ،داشت ادامه 158 شماره باز تا و شروع 155
GJB43/30نكسين پروتئيني كا توالي در كه شد  ديده 
 تغيير و شده والين به 52 شماره آلانين تبديل موجب

 با زودرس پايان كدون ظهور موجب شده ايجاد چارچوبِ
 شماره جدول (.شد خواهد تغيير ي نقطه از اسيدآمينه 55 فاصله

  نفر100 در PCR-RFLP در بررسي اين تغيير به روش )2
مل حا%) 5(فر ن 5كنترل از استان آذربايجان شرقي 

 با روش PCR-RFLPنتايج . هتروزيگوت اين تغيير بودند
  در كنترل هايGJB2در بررسي ژن . ييد شدتايابي نيز  توالي

  . نرمال داشتندGJB2 كنترل، توالي نفر 5مثبت، هر 
شرقي، كه در ژن  يك بيمار از استان آذربايجان

GJB2 داراي جهش اوليه R184Pبه  بود، تغييري 
 توالي در كه داد نشان 542 مارهش باز در C>T صورت
 متيونين به 181 شماره ترئونين تبديل موجب پروتئيني
 ترئونين تغيير يافته داراي )2  شمارهجدول (.شد خواهد

 100يك از  در هيچ. دوب  9شدگي برابر  درجه حفاظت
 بررسي PCR-RFLPفر كنترل از اين استان كه به روش ن

  .شدند، تغيير فوق يافت نشد
 35delGي  ي از استان گلستان، با جهش اوليهبيمار

 شماره در باز C>A صورت ، يك جايگزيني بهGJB2در 
 آرژينين تبديل موجب پروتئيني توالي در كه نشان داد 451

 سرين به ،2شدگي برابر   حفاظت ، با درجه151 شماره
 .)2  شمارهجدول(شد  خواهد
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  .GJB4 ژن راتييتغ فروگرام والكتر :1تصوير شماره 
   ،507C>G )پ ،219C>T)ب، 451C>A)الف. نرمال آلل نييپا فيرد افته، يرييتغ گوتيهتروز آلل بالا فيرد مورد هر در
  .جهت دو در شدهي ابي يتوال  158delTCTG_155 گوتيهتروز آلل نييپا و وسط فيرد نرمال، آلل بالا فيرد) ث. 542C>T)ت

  
  GJB4 رش تغييرات يافت شده در ژنگزا :2جدول شماره 

يـن حلقــه خـاـرج سـلـولي دوم،   HGVS) Human Genome Variation Society(   **E2نامگذاري*    ، دمـيـن تــرانس ممبــران دومM2دم
  گزارش نشده: dbSNP(            NR (پايگاه داده چندشكلي نوكلئوتيد واحد*** 

  
 100 در PCR-RFLPجستجوي اين تغيير به روش  در
حامل يك آلل %) 1(فر ن 1فر كنترل از استان گلستان ن

 با PCR-RFLPي  نتيجه. هتروزيگوت اين تغيير بود

 در GJB2يابي نيز تأييد شد و در بررسي ژن  روش توالي
  . نرمال مشاهده شدGJB2، توالي اين فرد

 *اسيد آمينهتغيير  *GJB4 ژنوتيپ تغيير
 GJB2ژنوتيپ 

  اوليه
دمين 
 **پروتئين

  اثر پيش بيني
  شده

فراواني 
 (%)بيمار 

فراواني 
 كنترل

***SNP 
  آنزيم

RFLP 
 منابع

c.451C>A/Wt (Arg151Ser) 35delG/Wt E2 Missense 
1 

)38/2(  1/100 rs78499418 BsiEI العه حاضرمط 

c.219C>T/Wt (p.=) 35delG/Wt M 2 Silent 
1 

)38/2(  - rs143547547 - مطالعه حاضر 

c.507C>G/Wt (p.Cys169Trp) 35delG/Wt E 2 Missense 
1 

)38/2(  7/100 rs79193415 StyI )24(  

c.155_158delTCTG/Wt (p.Ala52ValfsX55) 35delG/Wt E 2 Frameshift 
1 

)38/2(  5/100 NR Tth111I )24(  

c.542C>T/Wt (p.Thr181Met) R184P/Wt  E2 Missense 
1 

)38/2(  0/100 rs142410428 NcoI مطالعه حاضر 
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  30/3 تغيير يافته كانكسين اسيد آمينهحفاظت شدگي   :3اره جدول شم

  آمينهاسيد موقعيت
* درجه حفاظت شدگي

 **)مقياس(
  اسيد آمينه ايتنوع ***MSAداده 

151 R 0/718) 2( 150/150 F,A,S,T,N,K,Y,V,H,Q,M,C,I,R,L 

169 C 0/943-) 9( 150/150 A,C 

181 T 0/847-) 9( 150/150 A,S,M,T,E 

  متغير: 1حفاظت شده : 9نشانگر درجه حفاظت شدگي  مقياس **      ،رجه حفاظت شدگي نرمال شدهد *
  تعداد توالي هاي ارگانيسم هم تراز شده*** 

  
  :بحث

  ها،ARNSHL كل   از درصد25/3با توجه به اينكه 
باشند، براي   ميGJB2ي  حامل تنها يك آلل جهش يافته

 لزوم مطالعه ساير بررسي الگوي احتمالي مسبب بيماري،
هاي خانواده كانكسين براي وراثت دوژني در اين  ژن

 ضروري به GJB2هاي مغلوب  هاي جهش هتروزيگوت
 نمونه 42 با بر همين اساس مطالعه حاضر. رسد نظر مي
 كه ايران جغرافيايي مختلف مناطق از ARNSHL بيمار
 ژن و شد انجام بودند GJB2 يافته جهش آلل يك داراي
GJB4 هاي خانواده كانكسين كه  به عنوان يكي از ژن

 بررسي جهت نقش آن در ناشنوايي شناخته شده است،
 عنوان به نوكلئوتيدي تغيير گونه هر وجود عدم يا وجود
 روش با دوژني، وراثت الگوي با يافته جهش دوم آلل

PCR قرار بررسي مورد مستقيم يابي توالي آن دنبال به و 
 خاص يافت شده، وكلئوتيدين سپس تغييرات. گرفت
 كنترل افراد هاي نمونه در PCR-RFLP روش توسط
   .شد بررسي و جستجو

 در مختلف نوكلئوتيدي تغيير پنج در اين مطالعه
 200 از نمونه 13 و%) 90/11 (بيمار نمونه 42 از نمونه 5

 نوكلئوتيدي  تغيير.شد يابي رد%) 5/6 (كنترل نمونه
c.219C>T در گذشته العاتيك از مط  هيچ در 
 اسيد كدون در تغييري است و نشده گزارش ناشنوايي

 دوم غشايي دمين در شده حفاظت بسيار آمينه هيستيدين
 معني هم تغيير يك عنوان به و كندنمي ايجاد

)Synonymous (شود مي گرفته نظر در خاموش يا .
  نــكانكسي دقيق انتقال براي دمين اين يكپارچگي گرچه

  
 در نقش ايفاي ،)30 (است ضروري سماييپلا غشاي به

 نظر به نامحتمل نسبتاً خاموش تغيير يك براي بيماريزايي
 اين ممكن نقش گونه هر شدن مشخص براي. رسد مي
 بيشتري مطالعات پروتئين ساختار يا توليد سطح بر تغيير
  .)31 (است نياز مورد

c.507C>G (p.Cys169Trp)  از ديگر تغييراتي
ن مطالعه و برخي مطالعات ديگر مشاهده بود كه در اي

   .ناشنوايي ايفاي نقش مي كندشده است و در 
در اين مطالعات فراواني اين تغيير نوكلئوتيدي 
در بيماران به صورت معني داري بالاتر از نمونه هاي 

 تغيير يافته يك آمينه  اسيد. )24،23 (كنترل مي باشد
 سلولي دوم سيستئين بسيار حفاظت شده در دمين خارج

گونه تغيير در آن   است و در نتيجه هر3/30كانكسين 
تواند موجب ناسازگاري در تشكيل كانال هاي مي

اين موضوع مي تواند . )30 (هتروتيپيك عملكردي شود
 GJB4به عنوان شاهدي مبني بر اثر دوژني احتمالي بين 

 جهش يافته در GJB2و كانكسين هاي ديگر از جمله 
 7 اين تغيير در ،خلاف اين مطالعات بر. دنظر گرفته شو
به صورت هتروزيگوس از مطالعه حاضر نمونه كنترل 

هاي حامل اين  فراواني بالاي هتروزيگوت.  شديافت
هاي كنترل نوعي تناقض در نقش اين تغيير  تغيير در نمونه

در هر حال . كند در بيماريزايي ناشنوايي در ذهن ايجاد مي
احتمال بيماريزايي در حالت  ،فرض در اين مطالعه

حصول . هتروزيگوت مركب و توارث دوژني است
اطمينان از نقش اين تغيير به صورت دوژني به همراه 
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 . نياز به تحقيقات بيشتر دارد در ايرانGJB2هاي  جهش
 c.155_158delTCTG (p.Ala52ValfsX55)تغيير 

 5هاي بيمار و  يك تغيير چارچوب را در يكي از نمونه
نه كنترل به وجود آورد كه موجب ايجاد يك كدون نمو

با اين . ايست جديد در توالي نوكلئوتيدي خواهد شد
 ثابت كردند كه )24 ( و همكارانLópez-Bigasحال 

. تواند عامل ناشنوايي باشد اين تغيير نوكلئوتيدي نمي
اطلاعات ما در اين تحقيق، يافته هاي آنان را تأييد 

ها  داري بين بيماران و كنترل معنيكند چرا كه تغيير  مي
شود و در هر دو مطالعه ميزان فراواني آللي  مشاهده نمي

در جمعيت كنترل بيشتر از ميزان مورد انتظار براي يك 
به علاوه، همانند بسياري از . آلل بيماريزا است

بريده اين پروتئين حاوي كدون ايست  هاي بن پروتئين
ست در معرض تجزيه با هنگام نيز در سلول ممكن ا زود

) Non-sense mediated decay(معني  واسطه تغيير بي
  .)32 (گيردقرار 

 c.542C>T (p.Thr181Met)تغيير نوكلئوتيدي 
در . در گزارشات پيشين در ناشنوايي مطرح نشده است

اين تغيير يك ترئونين كاملاً حفاظت شده در دمين حلقه 
كه نشانگر نقش خارج سلولي دوم تغيير پيدا كرده است 

 3/30كانكسين  آمينه در ساختار و كاركرد مهم اين اسيد
با توجه به دمين مربوطه، بسيار محتمل است كه . است

كانال و كنار هم جمع شدن  تغيير فوق جايابي نيم
Cx30.3هاي هتروتيپيك در كانالهاي ديگر  با كانكسين

علاوه بر اين تغيير . )30 (ثير قرار دهدرا تحت تا
وكلئوتيدي فوق در نمونه هاي كنترل سالم استان ن

بنابر اين در بين تغييرات . آذربايجان شرقي ديده نشد
، با توجه به شواهد موجود تغيير GJB4يافت شده در ژن 

T181M به همراهي جهش R184P در GJB2 محتمل ،
ترين جهشي است كه مي تواند به عنوان جهش بيماريزا 

  . نقش داشته باشددر الگوي دوژني ناشنوايي
 يك c.451C>A (Arg151Ser)تغيير 

يك از مطالعات پيشين در   جايگزيني است كه در هيچ
در اين مورد دمين خارج . ناشنوايي گزارش نشده است

 تحت تأثير قرار مي گيرد كه براي GJB4سلولي دوم در 

هاي اتصالات شكافدار حياتي است و  كانال جايابي نيم
 پروتئين هاي كانكسين مختلف مسئول سازگاري بين

جهت ساخت كانال هاي اتصال شكافدار هتروتيپيك 
با اين حال، با توجه به اينكه . )30 (عملكردي است

آرژينينِ تغيير يافته يك اسيدآمينه غير حفاظت شده در 
 از گونه هاي مختلف مي باشد و احتمالاً 3/30 كانكسين

ئين دارد ويژگي هاي عملكردي اندكي در ساختار پروت
 نمونه كنترل نيز يافت شد، امكان 1و اينكه تغيير فوق در 

  .اثرگذاري اين تغيير در ايجاد بيماري به حداقل مي رسد
تواند به عنوان بخشي از يك  مطالعه حاضر مي

اي براي روشن شدن نسبي نقش وراثت  پژوهش پايه
 در ايران، همچنين براي معرفي ARNSHLدوژني در 

 محسوب جهت بررسي در اين موردهاي مناسب  ژن
 از حاملين  درصد90/11در اين مطالعه . شود

اي در ژن   تغيير ثانويهGJB2هاي  هتروزيگوت جهش
GJB4به صورت هتروزيگوت مركب نشان دادند  .
هاي كنترل  يك از نمونه ي جالب توجه اينكه هيچ نكته

اين .  نمايش ندادندGJB2هتروزيگوسيتي مضاعف براي 
يانگر اين است كه بدون شك بايستي در مسئله ب

هاي كانكسين  كنش با ژن ، برهمGJB2هاي  هتروزيگوت
 به ARNSHLديگر به عنوان عامل مكمل در بيماريزايي 

شود  لذا پيشنهاد مي. صورت دوژني مد نظر قرار گيرد
 يك جهش احتمالاً بيماريزا GJB4 در T181Mتغيير 

 در بروز GJB2تواند در حاملين هتروزيگوت  بوده و مي
ARNSHLبه صورت دوژني نقش داشته باشد .  
لعات كاركردي و خانوادگي براي  ترديد مطا بي

. باشد تأييد قطعي تغييرات يافت شده مورد نياز مي
همچنين مطالعات ديگري جهت بررسي نقش ساير 

اده ژني كانكسين در فرضيه وراثت هاي عضو خانو ژن
  .شود دوژني ناشنوايي پيشنهاد مي

  

  :گيري نتيجه
شود كه  با توجه به شواهد موجود پيشنهاد مي

احتمالاً تغييرات ديگر  و GJB4 در ژن c.542C>Tتغيير 
 با الگوي ARNSHLتواند در ابتلا به  ، ميدر اين ژن
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  نقشGJB2هاي هتروزيگوت  دوژني در حاملين جهش
 ژن مناسب و با پتانسيل GJB4همچنين . داشته باشد

بالايي جهت بررسي وراثت دوژني به همراهي 
  .شود  گزارش ميGJB2هاي هتروزيگوت  جهش

  
  :داني تشكر و قدر

  در مشاركت دليل به بيماران و افراد كنترل بدينوسيله از

همچنين از تمامي كاركنان مركز . شود مطالعه سپاسگذاري مي اين
 معاونت پژوهشي دانشگاه علوم ،قات سلولي و مولكوليتحقي

پزشكي شهركرد و كليه افرادي كه در اجراي اين پروژه ما را ياري 
بخشي از پايان نامه كارشناسي اين مقاله . كنيم قدرداني مي رساندند

 توسط معاونت پژوهشي  كهباشد ي ژنتيك پزشكي مي ارشد رشته
اره رنت شم پزشكي شهركرد تحت گدانشگاه علوم

  . تأمين مالي شده است66480000
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Background and aims: Autosomal Recessive Non-syndromic Hearing Loss (ARNSHL), in up 
to 50 percent of the cases, is caused by mutations in GJB2 (GJ: Gap Junction) gene, encoding 
connexin 26. However 10 to 42 percent of patients with recessive mutations are carriers of only 
one mutant GJB2 allele. Mutations in GJB4 gene encoding Cx30.3 can also lead to hearing loss. 
Mixing of different connexins in heteromeric and heterotypic GJ assemblies is possible. The aim 
of this study is to answer whether variations GJB4 gene can be the second mutant allele causing 
the disease in Digenic mode of inheritance in the GJB2 heterozygous cases studied.  
Methods: In this descriptive study 42 subjects with ARNSHL from seven provinces of Iran 
were examined and using polymerase chain reaction (PCR) then conservation of involved amino 
acids was obtained. According to the variations found in patients, 200 hearing control samples 
were tested sequenced using Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) method. 
Results: In GJB4 gene five heterozygous variations (c.451C>A, c.219C>T, c.507C>G, 
c.155_158delTCTG, c.542C>T) were found in five patients and 13 control individuals. 
c.542C>T variation was not detected in control samples and conservation score of 
corresponding amino acid was very high. 
Conclution: Regarding the obtained evidences, it is suggested that c.542C>T variation in GJB4 
and other variations in this gene with lower possibility might contribute to ARNSHL in digenic 
pattern in heterozygote carriers of GJB2.  
 
Keywords: Connexin, Digenic inheritance, Hearing loss, GJB2, GJB4. 


