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 خلاصه
آن جهشههای  و بعد از  GJB2جهش های ژن  ،این بیماریدر  دخیلشایعترین جهشهای ژني  .ناشنوایي مادرزادی متداولترین نقص حسي در انسان است سابقه و هدف:

مطالعه حاضر بها ههد    گزارش گردیده است، در ایجاد ناشنوایي  CABP2لین بار در جهان مبني بر دخالت ژن برای اوکه گزارشي به دنبال د. نمي باش SLC26A4ژن 

 مبتلا به ناشنوایي انجام شده است. ایراني جهش در بیماران این بررسي

با توجه به شجرنامه و داده های شنوایي سنجي های موجود،  از بین نمونهنمونه مبتلا به سطوح متوسط تا شدید ناشنوایي  251مقطعي بر روی  این مطالعه مواد و روشها:

 بررسي گردید. CABP2در ژن  c.637+1G>Tجهش  PCR-RFLPبا استفاده از روش  ند، انجام شد.ددارای الگوی خانوادگي ناشنوایي مغلوب اتوزومي بو

ژنومي از کیفیت مطلوبي برخوردار بودند به گونه ای که متوسط  DNAهای تخلیص شده از خون بیماران نشان داد که نمونه  DNAبررسي کیفي و کمي  يافته ها:

-PCRنتایج حاصل از  بود. 46/1نانومتر معادل با  247نانومتر به جذب در  277نانوگرم در هر میكرولیتر و متوسط نسبت جذب در  444غلظت اندازه گیری شده معادل با 

RFLP دهنده عدم وجود جهش  نشانc.637+1G>T مورد بررسي بود.در استانهای خانوادگي  عمیقنمونه های ناشنوای متوسط تا  در 

 در جمعیت ناشنوایان مورد بررسي ایراني نقشي در ایجاد ناشنوایي ندارد.  CABP2در ژن  c.637+1G>Tجهش براساس نتایج این مطالعه  نتیجه گیری:

 یايران خانواده های ،PCR-RFLP ،CABP2ناشنوايی غیر سندرومی،  واژه های کلیدی:   

                                                           
  مي باشد.شهرکرد دانشگاه علوم پزشكي  1197-76-64-441ره طرح تحقیقاتي به شمااین مقاله حاصل 
 مسئول مقاله: *

 e-mail: mchalesh@yahoo.com      7141-1147792 تلفن:رحمتیه، بلوار دانشگاه، دانشگاه علوم پزشكي، دانشكده پزشكي، مرکز تحقیقات سلولي ومولكولي، شهرکرد، آدرس: 

 مقدمه 
ناشنوایي مادرزادی متداولترین نقص حسي در انسان است و شیوع آن از 

البته این  (1) باشددر بین نوزادان تازه متولد شده متغیر مي 1777/7تا  1777/1

عوامل هم . (2)ذکر گردیده است  1777/1نرخ در برخي مطالعات به صراحت 

محیطي در شكل گیری اختلال در سیستم شنوایي و بروز هم عوامل ژنتیكي و 

که در  شودناشنوایي به چند روش  تقسیم بندی مي .(1-5) ناشنوایي دخیل هستند

به انواع عمیق، شدید تا خفیف یا به انواع سندرومي و غیر یكي از این روشها 

درصد موارد  57این در حالي است که بیش از  .(7) شودسندرومي دسته بندی مي

% 17در ناشنوایي نوع سندرومي که حدود . (6) ناشنوایي مادرزادی وراثتي هستند

کل ناشنوایي های وراثتي را تشكیل میدهد اختلال شنوایي با علائم دیگری هم 

 درصد موارد ناشنوایي را تشكیل  67همراه است. ناشنوایي غیر سندرومي بیش از 

 

 درصد( دارای توارث  47تا  65گروه عمده ای از این موارد )بین  که مي دهد

وزومي است که به نام  ناشنوایي غیر سندرومي مغلوب اتوزومي مغلوب ات

(Autosomal Recessive Non Syndromic Hearing Loss )

(ARNSHLمعرو  مي باشند )  (6-9) عموماً از نوع پیش از تكلم مي باشندو 

. تا (17)دهد هتروژني ژنتیكي بسیار زیادی را نشان مي ARNSHLو خصوصاً 

 شناخته شده است NSHLژن مختلف برای  51لوکوس و  117کنون بیش از 

(http://hereditaryhearingloss.org )(1211و )ر ناشنوایي و د

ARNSHL  لوکوس مسئول شناسایي شده است 67به تنهایي حدود 

(http://hereditaryhearingloss.org با وجود پژوهشهای مختلف در .)

رابطه با این بیماری، هنوز به دلیل هتروژني بسیار زیاد و تاثیر هر دو فاکتور محیط 
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 تیک، درصد بسیار زیادی از بیماران از لحاظ مولكولي غیر قابل تشخیص و ژن

باشند و تعداد بسیار زیادی از لوکوسها، ژنها و جهش های مسئول این بیماری مي

شایعترین فاکتور  .(4و11) در جوامع مختلف و از جمله ایران شناسایي نشده است

هستند و  DFNB1واقع در لوکوس  GJB2، جهش های ژن LHSNمسبب 

دومین دلیل  DFNB4واقع در لوکوس  SLC26A4بعد از ژن مذکور، ژن 

 DFNB21شایع این بیماری است و بعد از اینها به ترتیب جهشهای موجود در 

 باشندعمده ترین دلایل بروز اختلالات شنوایي مادرزادی مي DFNB2و 

 . (4و14)

ز پیوستگي گسترده با استفاده از روش آنالی 2779برای اولین بار در سال 

و در یک خانواده  11q12.3-11q13.2در محل  DFBN93ژنومي، لوکوس 

 KCNQ4 ,RELA ,CFL1ژن  1ایراني ناشنوا شناسایي شد. در این منطقه 

شناسایي و تعیین توالي گردیده بود ولي هیچ تغییر پاتوژن در آنها یافت نشده بود  

به عنوان یک کاندیدا تعیین توالي شده و  CABP2مطالعه ژن این . در (15)

ژن . (17)در سه خانواده ناشنوای ایراني پیدا شده است  c.637+1G>Tجهش 

CABP2 ( یک زیر خانوادهSubfamily از پروتئین های اتصالي به کلسیم )

و   Calmodulin-Dependent Kinase IIاست که شباهت زیادی به 

Protein Phosphatase Calcineurin  قرار  11دارد و روی کروموزوم

باشد و پروتئین اگزون مي 6دارای  CABP2. (16) (11q13.1گرفته است )

اسید آمینه و یک حد واسط مهم کلسیمي  227تولید شده توسط این ژن شامل 

. بنابراین هرگونه اختلال و جهش (14و19) استانتقال دهنده علائم درون سلولي 

را با مشكل مواجه  در سلولهای گوش داخلي پیام رساني درون سلولي ،در این ژن

  .(27) د منجر به بروز ناشنوایي گرددتوانساخته و مي

با توجه به نقش مهم این ژن در پیام رساني داخل سلولي و اولین گزارش 

بیماریزایي جهش این ژن در خانواده های ناشنوای ایراني، نیاز به مطالعات بیشتر 

در رابطه با تعیین میزان دقیق نقش جهش شناخته شده از این ژن در جمعیتهای 

مطالعه جهش باشد. بر همین اساس در این مختلف کشور محسوس مي

c.637+1G>T  در ژنCABP2  مورد در خانواده های ناشنوای ایراني

 . بررسي قرار گرفت

 

 

 مواد و روشها
نمونه های مورد : DNAجمع آوری نمونه خون از بیماران و استخراج 

نمونه خون جمع آوری شده افراد  497استفاده در مطالعه حاضر بخشي از حدود 

. (21)باشندو همكاران مي Hashemzadehتوسط استان کشور،  17ناشنوا از 

نمونه که همگي الگوی خانوادگي ناشنوایي  251از بین نمونه های موجود، تعداد 

)این الگو بر اساس شجرنامه خانوادگي تشخیص  مغلوب اتوزومي را نشان میدادند

 انتخاب شدند.  (شوده ميداد

بوده و طبق نمودارهای  ARNSHLبیماران منتخب مبتلا به ه هم

قابل ذکر است  ناشنوایي بودند. عمیقشنوایي سنجي مبتلا به سطوح متوسط تا 

که قبلا از خانواده های ناشنوا )افراد ناشنوا یا والدین ناشنوایاني که هنوز به سن 

جهت گرفتن نمونه خون و شرکت در طرح اخذ شده  قانوني نرسیده اند( رضایتنامه

از نمونه  DNAاستخراج  باشد.کلیه اطلاعات بیماران محرمانه و محفوظ مي و

 (Phenol-Chloroform)کلروفرم -خون بیماران با روش استاندارد فنل

. پس از اتمام تخلیص، [/www.protocol-online.org]صورت گرفت 

 Spectrophotometryطریق روش  ده ازاستخراج ش DNAغلظت و کیفیت 

 ™Thermo NanoDrop 2000و با استفاده از دستگاه نانودراپ )

Spectrophotometer, USA.اندازه گیری شد ) 

توالي ژن : ( و آنزيم محدود کننده مناسبPrimerطراحی آغازگر )

CABP2  طریق پایگاه داده های دانشگاه کالیفرنیا )ازUCSC Genome 

Bioinformatics (http://genome.ucsc.edu/)  استخراج و محل

رهگیری شد. سپس با  CABP2( در ژن c.637+1G>Tجهش مورد نظر )

( برای http//www.primer3.com) 1استفاده از درگاه الكترونیكي پرایمر 

 آغازگر مناسب طراحي شد. CABP2محدوده هد  از ژن 

CAPF: 5'-GATGCCCTGGGTCTGTAATG-3' 

CAPR: 5'- ATGGGAATGCAGCATAGAGG-3' 

 NebCutterدر مرحله بعد، توالي هد  را با استفاده از درگاه الكترونیكي 

2 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/)  تحلیل و آنزیم محدودگر

با توجه به جایگاه برشي آن و  KpnIدر این مطالعه آنزیم  ناسب انتخاب گردید.م

و غربالگری جهش  PCR-RFLPقطعات حاصل از برش برای انجام روش 

  مورد نظر انتخاب گردید.

با  PCRبر این مبنا صورت گرفته که محصول  طراحي پایه ای این مطالعه

افراد سالم زماني که تحت تاثیر  DNAاستفاده از پرایمرهای فوق الذکر از روی 

جفت  297جفت بازی و  472قرار گیرد به دوباند  KpnIآنزیم محدود کننده 

افراد بیمار حامل جهش مورد  DNAبازی برش میخورد. بنابراین در صورتي که 

قرار بگیرند به علت تغییر یكي از  KpnIبررسي، تحت تاثیر آنزیم محدود کننده 

بواسطه جهش مورد  KpnIایگاه برشي آنزیم محدود کننده بازهای موجود در ج

 KpnIبررسي، توالي این جایگاه تغییر کرده و دیگر جایگاه برشي برای آنزیم 

 به شكل برش نخورده باقي میماند. PCRلذا محصول  ،محسوب نمیشود

-PCRو برش با آنزيم محدودکننده ) PCRانجام واکنش 

RFLP):  واکنشPCR یک چرخه صورت پذیرفت: طبق شرایط ذیل  °C95 

( در Denaturationچرخه شامل واسرشته شدن ) 12دقیقه،  1برای مدت 

°C94  47برای مدت ( ثانیه، اتصال پرایمرAnnealing در )°C54  برای مدت

و یک مرحله  ;ثانیه 25برای مدت  C62°( در Extensionثانیه، و توسعه ) 15

دقیقه که در  1برای مدت  C 62°ر ( دFinal Extension Stepتوسعه آخر)

انجام شد. محصولات  (ASTEC PC818, Japan) دستگاه ترموسیكلر

درصد با نسبت  6حاصل از تكثیر و نمونه کنترل منفي روی ژل پلي اکریلامید 

آمپر میلي 47ولت و جریان  267و با ولتاژ  1:29آکریلامید به بیس آکریلامید 

% رنگ 5/1% و محلول سود 1با نیترات نقره  ( و سپسPAGEالكتروفورز شدند )

مشاهده گردیدند. بدین ترتیب از  Light Boxآمیزی و محصولات بر روی 

برای  صحت واکنش تكثیر و طول قطعات حاصله اطمینان حاصل گردید.

  KpnIغربالگری جهش مورد نظر، محصولات همراه با آنزیم محدودگر

(Fermentas, Germany) شرکت سازنده به شكل شبانه  طبق دستورالعمل

( شدند. در نهایت محصولات حاصل Overnight Incubation) گرماگذاری

از گرماگذاری برای غربالگری بیماران جهش یافته و تعیین ژنوتیپ 

(Genotyping روی ژل پلي اکریلامید به شكل مشروح در بالا، الكتروفورز )

 گردیدند. 
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 كارانو هم احمدرضا صالحي چالشتری؛  در خانواده های ایراني CABPZجهش های 

 

 يافته ها
% زن 49% نمونه ها مرد و 51شخص شد که پس از انتخاب نمونه ها م

 سال بود. 4-12هستند و محدوده سني بیماران نیز از 

تخلیص  DNAبررسي کیفي و کمي : PCRو واکنش  DNAتخلیص 

ژنومي از کیفیت مطلوبي  DNAشده از خون بیماران نشان داد که نمونه های 

 444معادل با  برخوردار بودند به گونه ای که متوسط غلظت اندازه گیری شده

 247نانومتر به جذب در  277نانوگرم در هر میكرولیتر و متوسط نسبت جذب در 

 2تا  4/1باید بین  DNAنسبت جذب آرماني برای بود.  46/1نانومتر معادل با 

باشد که در واقع استخراج شده مي DNAباشد و این نشان دهنده خالص بودن 

نیز  PCRصولات حاصل از واکنش مح .(22) شودکیفیت آن مطلوب تلقي مي

و محصولات   PCRروی ژل پلي اکریلامید برده شدند که درستي انجام واکنش 

 مربوطه تایید گردد. 

محصولات حاصل : RFLPبوسیله   c.637+1G>Tغربالگری جهش 

گرماگذاری شدند که پس از الكتروفورز روی  KpnIبا استفاده از آنزیم  PCRاز 

تمامي نمونه ردی که حامل جهش مذکور باشد یافت نشد. ف ،ژل پلي اکریلامید

برش خورده  296bp+402bp))به دو باند  KpnIهای گرماگذاری شده با 

بودند که این الگو همانند افراد سالم بود. بنابراین بیماران مورد بررسي جهش 

مذکور را نداشتند چرا که در صورتي که جهش مورد بررسي را داشته باشند نمونه 

DNA  مربوط به چنین بیماراني بوسیله آنزیمKpnI  برش نخورده و در مقایسه

افراد  کاملا قابل تشخیص است. بنابراینبا نمونه مربوط به فرد سالم بر روی ژل 

روی  296bp+402bp)سالم دارای دو باند )ناشنوای مورد بررسي همانند افراد 

 (. 1 )تصویربودند نc.637+1G>T و حامل جهش بودندژل پلي اکریلامید 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 . Kpn I محدود کنندهو برش آنها با آنزيم  PCRمحصولات . 1تصوير

  M .DNA Ladderچاهک 

 . نمونه کنترل مثبت )نمونه تیمار نشده با آنزیم(1 چاهک

مربوط به افراد مورد  KpnI. نمونه های حاصل از گرماگذاری با 1و 2چاهک  

و الگویي شبیه  یعي برای جهش هد  هستندمطالعه که همگي هموزیگوت طب

   افراد سالم را از لحاظ جهش مورد بررسي نشان میدهند.

 
 

 و نتیجه گیری بحث
در  c.637+1G>Tدر این مطالعه، هیچ نمونه جهش یافته برای جهش 

جمعیت بیماران مورد بررسي مشاهده نگردید. این امر نشان دهنده نقش کمرنگ 

درایجاد ناشنوایي در جمعیت  CABP2در ژن  c.637+1G>Tجهش 

 يهای ژنعصبي تا بحال جهش -در ناشنوایي حسي ناشنوایان ایراني است.

واقع در  GJB2به عنوان عوامل سببي معرفي شده اند. در این میان ژن  يمتنوع

بیشترین سهم را به خود اختصاص داده است که در ایران بر  DFNB1لوکوس 

ای این ژن ه در برخي نقاط دنیا شیوع جهشیا )خلا  برخي دیگر از نقاط دن

 % موارد ناشنوایي غیر سندرومي مغلوب اتوزومي14( حدود است درصد 57تقریبا 

های این ژن در به دلیل شیوع بالای جهش .است ای این ژنه ناشي از جهش

آزمایش مولكولي جهش های این ژن یک روش تشخیص موارد بروز ناشنوایي، 

، ژن  ذکور. پس از ژن م(21و24) ایي ناشنوایي ارثي استمعمول برای شناس

SLC26A4  واقع در لوکوسDFNB4  به عنوان دومین ژن از نظر فراواني

با وجود سهم بسزای جهش های . (25) در ایجاد ناشنوایي ارثي ذکر گردیده است

 این دو ژن در ایجاد ناشنوایي اما باز هم در مواردی ناشنوایي به دلایلي غیر از

شود و این موضوع ناشي از هتروژني بسیار زیاد این جهش در این دو ژن ایجاد مي

های ژنتیكي ایجاد کننده  باشد و التزام به شناخت بیشتر از دیگر جهشبیماری مي

 کند.ناشنوایي ایجاد مي

( DFNB93)لوکوس  CABP2در ژن  c.637+1G>Tاخیرا جهش 

نوایي غیر سندرومي مغلوب اتوزومي با به عنوان یک عامل مهم دیگر در بروز ناش

ن ژن جدید تولید کننده پروتئین . ای(17)شدت متوسط تا شدید یافت شده است 

CABP2  است و این پروتئین در پیام رساني درون سلولي نقش بسیار مهمي را

داراست. در واقع و به شكل پایه ای تمامي ارتباطات نورون های موجود در 

. از آنجایي که (27) پستانداران وابسته به پیام رساني درون سلولي کلسیم است

اس برای پیرایش اینترون قرار گرفته است، این جهش جهش مذکور در نقطه حس

شود و این تغییر موجب تغییر مي CABP2از پروتئین  7منجر به حذ  اگزون 

شود مي ،و کوتاه شدن زودرس پروتئین تولید شده mRNA در چارچوب خواندن

-در نهایت مي وسازد پیام رساني داخل سلولي را با مشكل مواجه مي یجهکه در نت

ند منجر به ناشنوایي شود. طي مطالعه دیگری، به بیان نقش پروتئین های توا

( کانالهای کلسیمي در سلولهای Feedbackاتصالي به کلسیم در بازخورد )

اهمیت این پروتئین ها در حفظ در آن مطالعه که  گوش داخلي موش پرداخته شده

. (26و24) تپتانسیل پایه و اهمیت آن در مكانیسم شنوایي ذکر گردیده اس

در مغز و در معرض عوامل آسیب  CABP2همچنین اثبات شده که بیان ژن 

کند که نشان از اهمیت این ژن در مكانیسم شنوایي رسان به شنوایي تغییر مي

 . (29) دارد

در ژن  c.637+1G>Tدر مطالعه حاضر هیچ بیماری که دارای جهش 

CABP2  .ینكه جهش مورد مطالعه در البته با توجه به اباشد شناسایي نگردید

صورت گرفته بود به عنوان یک و همكاران  Schrauwenگزارشي که توسط 

توان این گونه ( ذکر گردیده است ميFounder Mutation) جهش بنیانگذار

تفسیر نمود که احتمالا نمونه های مورد بررسي در مطالعه حاضر هاپلوتیپ اجدادی 

و همكاران  Schrauwenمطالعه توسط متفاوتي نسبت به نمونه های مورد 

داشته اند و این جهش بنیانگذار در اجداد جمعیت مورد بررسي ما وجود نداشته 

و بنابراین به نمونه های مورد مطالعه ما نیز به ارث نرسیده است و  (17)است 

  طبیعتا در مطالعات مولكولي نیز جهشي یافت نگردیده است.

در  ی هد  مطالعه حاضردر نمونه ها GJB2ژن اهمیت با توجه به اینكه 

باید در مطالعات آتي  .(17) شده است به عنوان عامل ناشنوایي ردمطالعات قبلي 
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 (DFNB93)لوکوس مربوطه  رایمطالعات پیوستگي ب ARNSHLبر روی 

انجام گیرد که در صورت تأیید پیوستگي،  با استفاده از مارکرهای میكروساتلیتي

( دنبال CABP2ژن مربوطه ) دقیقتر و گسترده تر روی بررسي های مولكولي

مورد بررسي قرار گیرد تا  CABP2بخش های ژن بایستي دیگر در ادامه  شود.

دوم برای گزینه احتمال دخالت این ژن به طور قطعي تر ارزیابي گردد. همچنین 

( است که قبلاً با ناشنوایي DFNB21)لوکوس  TECTAژن  ،بررسي

ARNSHL  (11و12)متوسط تا شدید مرتبط شده است. 

ه ای است که تاکنون در تا آنجا که مشهود است، این مطالعه دومین مطالع

انجام شده است  ARNSHLدر ارتباط با ناشنوایي  CABP2دنیا بر روی ژن 

و اولین مطالعه ای است که به طور گسترده احتمال دخالت جهش بنیانگذار 

c.637+1G>T و با توجه به نتایج حاصل از این مطالعه به  را بررسي مي نماید

نقشي در ایجاد ناشنوایي  CABP2در ژن  c.637+1G>Tنظر میرسد جهش 

در بیماران مبتلا به ناشنوایي در ایران ندارد. از طرفي نیز در این مطالعه جمعیت 

ناشنوایان چندین استان کشور مورد بررسي قرار گرفت و عدم حضور جهش 

c.637+1G>T  در ژنCABP2 تواند گواهي بر محدود در این نمونه ها مي

به منطقه  CABP2در ژن  c.637+1G>Tبودن هاپلوتیپ حاوی جهش 

توان برای روشنتر شدن علت ناشنوایي نمونه های مورد خاصي از کشور باشد. مي

 CABP2بررسي، از طریق آنالیز پیوستگي به مطالعه لوکوس مربوط به ژن 

پرداخت تا در صورت اثبات پیوستگي به مطالعات عمیقتری در ارتباط با جهش 

 ی این ژن پرداخته شود.های احتمالي در دیگر بخشها

 

 

 تشکرتقدير و 
از همه بیماران و خانواده آنها که با مشارکت در این مطالعه نقش بدینوسیله 

 تشكر و قدرداني  ،مهمي را در پیشرفت علم و خدمت به جامعه ایفا کردند

. مي گردد
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ABSTRACT 

BACKGROUND AND OBJECTIVE: Congenital hearing loss is the most common sensorineural defect in human. 

The most common genetic mutations in this disease are GJB2 mutations which are followed by SLC26A4 mutations. 

Following a report for the first time in the world insist on CABP2 gene interference in hearing loss production, the 

present study was launched to analyze this mutation in Iranian patients with hereditary hearing loss.  

METHODS: This is a cross sectional study. Among samples with autosomal recessive familial hearing loss pattern, 

regarding pedigree and audiometric data 253 patients with moderate to profound hearing loss were selected and 

studied. The mutation c. 637+1G>T was investigated using PCR-RFLP method.  

FINDINGS: PCR-RFLP findings revealed that c.637+1G>T mutation was absent in the deaf subjects with hereditary 

moderate to profound hearing loss in analyzed provinces.  

CONCLUSION: The mutation c.637+1G>T in CABP2 gene does not play any role in the investigated Iranian subjects 

with hereditary hearing loss.  

 

KEY WORDS: Non-syndromic hearing loss, PCR-RFLP, CABP2, Iranian families.  
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