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  در افراد ناشنوا در استان گيلان SLC26A4شناسايي جهش در اگزون ده ژن 
 

  
   20/11/98:پذيرش ؛ تاريخ 11/7/98:مقاله دريافت تاريخ

ژن بـه عنـوان دومـين    اين جهش در . غير سندرمي است و سندرميناشنوايي  يكي از علل SLC26A4در ژن  نقص :مقدمه
در اگـزون ده ژن  هـا   هدف از اين مطالعه ارزيابي جهـش . گزارش شده است GJB2در دنيا بعد از ژن  ناشنوايي علت شايع

SLC26A4 در افراد ناشنوا در استان گيلان بود.  
بعـد  . جمع آوري گرديددر استان گيلان فرد ناشنوا  31از  يخونهاي  در اين مطالعه توصيفي مقطعي، نمونه :مواد و روشها

  .تكثير و تعيين توالي شد PCRبه روش  SLC26A4، اگزون ده ژن DNAاج از استخر
جهـش در   ،%)16(و در پـنج بيمـار    شناسايي شدندناشنوايي  دچار%) 29(مرد  9و %) 71(زن  22در اين مطالعه، : يافته ها 

بصـورت   )p.S399P, c.1195T>C( 399در كـدون   جابجـايي بـازي   ،چهـار بيمـار  . يافت شـد  SLC26A4اگزون ده ژن 
بصـورت  ) c.1197delT  ،p.S399S( 399در كـدون   حذف تك نوكلئوتيديهمچنين در يك بيمار، . داشتند هتروزيگوس

  .يگوس يافت شدهموز
  .باشد يكي از دلايل مهم ناشنوايي در افراد ناشنوا در استان گيلان SLC26A4رسد جهش در ژن  مي به نظر :نتيجه

  
  SLC26A4ه، جهش، ژن ناشنوايي، اگزون د :كلمات كليدي
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  مقدمه
آن ناشنوايي، شايعترين ناهنجاري حسي عصبي است كه شـيوع  

ناشـنوايي   1.باشـد  مي در كودكان متغير 1000در  1 تا 300در  1بين 
. قابل تقسيم اسـت  %)70(و غير سندرمي %) 30(به دو نوع سندرمي 

ناشـنوايي همـراه بـا علائـم      سندرم شناسايي شـده كـه   300بيش از 
باشـد از جملـه سـندرم پنـدرد      مـي  سـندرم آن جزء عوارض  ،ديگر

 و سندرم واردنبـرگ ) ناشنوايي همراه با ناهنجاري در غده تيروئيد (
علائمي چون ناشنوايي يا كم شنوايي، سفيد شدن بخشـي از مـوي   (

در حـالي كـه در   . )جلوي سر و يا عنبيه چشم با دو رنـگ متفـاوت  
، عارضه اي به غير ناشنوايي در بيمار مشاهده سندرميغير وايي ناشن

مـوارد غيـر سـندرمي الگـوي     % 80حـدود   در اين بين، 2.نمي گردد
، )deafness non-syndromic B: DFNB( وراثت اتـوزومي مغلـوب  

-deafness non(مــوارد الگــوي اتــوزومي غالــب    % 20حــدود 

syndromic A: DFNA ( وابســته بــه   % 1وX )deafness non-

syndromic: DFN( ميتوكنـدريايي در  هاي  فراواني جهش 3.باشند مي
تـرين علـل ناشـنوايي     شايع 4.است% 1ناشنوايي غير سندرمي حدود 

ي  12S rRNAو  GJB2 ،SLC26A4غير سندرمي جهش در ژنهـاي  
   1.باشد مي ميتوكندريايي

ــش در ژن  ــندرمي  SLC26A4جه ــنوايي س ــم در ناش ــدرد  ه پن
)Pendred (و هم ناشنوايي غير سندرمي DFNB4    با الگـوي وراثـت

اگـزون   21داراي  SLC26A4ژن  .شـود  مي اتوزومي مغلوب مشاهده
كـد   ايـن ژن  5.باشـد  مـي  7q22-31بوده و موقعيت كرومـوزومي آن  

كيلـو   85با وزن ) pendrin(كننده يك پروتئين غشايي به نام پندرين 
در تيروئيـد، گـوش    SLC26A4ژن  .اسيد آمينه اسـت  780دالتون و 

نوع جهـش در ايـن ژن در    300بيش از . شود مي داخلي و كليه بيان
 عـث پنـدرين با عملكرد نـاقص   6.گزارش شده است ناشنواييموارد 
و در نتيجـه نقـص در    )انـدولنف (درون گوش  عماي كاسيوناسيديفي

در حالي كه عملكـرد طبيعـي آن بـا    . گردد مي انتقال حسي شنيداري
ــادل كلريــد +Ca2 مهــار بازجــذب ــات باعــث حفــظ  /و تب بــي كربن

همچنـين در تيروئيـد بـه    . شـود  مي در گوش داخلي pHهموستازي 
پنـدرين داراي   4.كنـد  مـي  عمـل  ،عنوان يك مبادله كننده كلريد با يد
دومـين درون غشـايي و يـك     11يك انتهاي آمينـي درون سـلولي،   

 7.انتهاي كربوكسي خارج سلولي است

شايعترين جهش مربوط بـه ناشـنوايي    SLC26A4جهش در ژن 
 26و دومين علت شايع بعـد از جهـش در كانكسـين     در شرق آسيا

)GJB2  (هـدف از ايـن   .شـود  مي محسوب 5و هم در ايران 4در دنيا 
در افـراد مبـتلا    SLC26Aژن  10اگـزون  هاي  بررسي جهش ،مطالعه

-PCRبه ناشنوايي غير سندرمي در استان گيلان با اسـتفاده از روش  

Sequencing بود.  
  

  ها مواد و روش
  بيماران 

بعد از تصويب تحقيق در كميته اخلاق ، توصيفيدر اين مطالعه 
دانشــــگاه آزاد اســــلامي واحــــد تنكــــابن بــــه شــــماره      

IR.IAU.TON.REC.1398.015  استان بهزيستي  اداره كل همكاريبا
كـانون   رشـت و بـا مراجعـه بـه     شهرسـتان بهزيسـتي  اداره  گيلان و

از  )بنـدر انزلـي  در ( سفيد سكوت وايي رشت و كانون ناشنواييناشن
فرد غير خويشاوند مبتلا به ناشنوايي غير سندرمي، بعد از كسب  31

 انجـام از ناشـنوايان  خـونگيري   ،والدين شـان از فرد يا رضايت نامه 
نيم مولار تـا زمـان    EDTAحاوي هاي  خون در لولههاي  نمونه .دش

  .نگهداري شد 20استفاده در فريزر منفي 
  

  ژنومي DNAاستخراج 
نيم مولار تـا زمـان    EDTAحاوي هاي  خوني در لولههاي  نمونه
 WizPrepTMبـا اسـتفاده از كيـت     سـپس  .شد نگهدارياستخراج، 

gDNA Mini Kit ) شركتWizbiosolutionsاستخراج ) ، كره جنوبي
DNA بافر ميكروليتر از نمونه خوني با  200به اين منظور  .انجام شد

GB  و پروتئينازK  مخلوط و بعد از ورتكس)Vortex ( درجه  56در
بعد از افزودن اتانول به . گرديد دقيقه انكوبه 10سيليسيوس به مدت 

منتقل ) spin column(به ستون ها  ليزات سلولي و ورتكس آن، نمونه
بـراي  . سـانتريفيوژ گرديـد   rpm 13000دقيقـه بـا دور   1به مـدت   و

در هـر مرحلـه   . اسـتفاده شـد   W2و سپس بـافر   W1شستشو از بافر
و سـپس  سـانتريفيوژ   ،بعد از مخلوط شدن با بـافر شستشـو  ها  نمونه

موجـود در فيلتـر    DNAدر نهايت به . محلول زيرين دور ريخته شد
 Elution( رقيق سـازي  آب مقطر استريل يا بافر ميكروليتر 50ستون 

buffer (محلـول  . يفيوژ گرديـد اضافه و براي خروج از ستون، سانتر
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در ميكروتيوب زير ستون، براي ادامه  DNAحاوي  جمع آوري شده
%  5/1در ژل آگــارز جهــت اطمينــان از تخلــيص مناســب،  تحقيــق

  .الكتروفورز گرديد
  

  SLC26A4ژن  10اگزون  و تعيين توالي PCRواكنش 

و اطمينـان از تـك بانـد بـودن آن در ژل      DNAبعد از تخليص 
با استفاده از  µl25 در حجم نهايي PCRجزاي واكنش ا، %5/1آگارز 
با افزودن ) ، كره جنوبي PhiloKoreaشركت( Pfu master mixكيت 
DNA  ژنومي، جفت پرايمر)µM 10 ( مسـترميكس و آب استريل به 

سنتز پرايمرهـا  . آماده شد) حاوي آنزيم، كوفاكتور و بافر مخصوص(
بـا اسـتفاده از    PCRواكنش  .صورت گرفت Bioneerتوسط شركت 

يك مرحلـه  : طبق برنامه ذيل انجام شد Analaytik jenaترموسايكلر 
سـيكل در   30دقيقـه،   5بمـدت   C94 °واسرشت شدن ابتـدايي در  

بمـدت   C72 ° ،ثانيه 30بمدت  C 63° ،ثانيه 30بمدت  C94 ° دماي
 5بمـدت   C72° ، و يك مرحلـه گسـترش نهـايي در دمـاي    ثانيه 30

-5ꞌپرايمـر مسـتقيم  : باشـد  مـي  يمرهـا بصـورت زيـر   توالي پرا. دقيقه

GGACCACCACGCAGAGTAGGC-3ꞌ   ــتي ــر برگش -5ꞌو پرايم

GATTTCAGGTGAGGGAGTGGA-3ꞌ .   بعد از اطمينان از تـك
ــولات   ــودن محصــ ــد بــ ــول  PCRبانــ ــا طــ ــت  400بــ جفــ

ارسال و  BGI groupايي به شركت با حفظ زنجيره سرمها  ، نمونهباز
به كمك نـرم  از سكونسينگ تايج حاصل سپس ن. گرديد تعيين توالي

و نـرم افـزار آنلايـن بلاسـت      CLC main workbench v3.5افـزار  
)BLAST ( تـوالي   در مقايسه بـا  افراد ناشنوااز نظر وجود جهش در

   .مورد بررسي قرار گرفت NCBIدر سايت موجود  رفرنس
  

  ها يافته
شـد   شناسـايي قوميـت گيلانـي    باناشنوا  فرد 31در اين مطالعه 

 PCRبعـد از اطمينـان از تـك بانـد بـودن محصـولات       . )1جدول (
در پـنج بيمـار جهـش    ، تعيـين تـوالي صـورت گرفـت و     )1شكل (

 )S399P )c.1195T>Cجهش پـاتوژن   ،در چهار بيمار. شناسايي شد
يگوت مشاهده شد كه منجـر بـه تغييـر آمينـو اسـيد      بصورت هتروز

و در يـك بيمـار    )2شـكل ( گرديـد  399سرين به پرولين در كدون 
يگـوت  بصـورت هموز  )S399S )c.1197delTنوع حذف جهش از 

در  Tكه منجر به حذف تـك نوكلئوتيـدي   ) 3شكل( گزارش گرديد
در ايـن بيمـار حـذف تـك     . ناحيـه كـدينگ ژن شـد    در م1197باز 

و پايـان   ژن )frame shift(تغييـر قالـب خوانـدن     عثبا نوكلئوتيدي
 .گرديد 399دون مين كدون بعد از ك34زودرس در 

 
 اطلاعات دموگرافيك ناشنوايان :1جدول 

  قوميت  )سال(ميانگين سني  )درصد(تعداد  جنسيت
  گيلك  33/33 )~%29(9  مرد
     )~%71(22  زن

  

  
 

 لودمت چپ جفت بازي در چاهك اول از س 100لدر . جفت باز 400با طول % 5/1در ژل آگارز  SLC26A4ژن  10مربوط اگزون  PCRمحصولات  :1شكل
  .شده است
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  .مشاهده شد بصورت هتروزيگوت در يك فرد ناشنوا) S399P )TCT>CCTالكتروفروگرام مربوط به جهش  :2شكل 

  
  

  
اين  .باعث تبديل سرين به سرين گرديد 399 در كدون TCTبه  TCTكه با تغيير  1197delTالكتروفروگرام مربوط به جهش هموزيگوت  :3شكل 

  .شد 399كدون بعد از كدون  31 قالب خواندن منجر به پايان زودرس ترجمهحذف با تغيير 
 
 

  گيلان در افراد ناشنوا در استان SLC26A4ژن  10در اگزون  شده مشاهدههاي  جهش: 1جدول 
  فراواني نسبي  هاتعداد آلل نوع جهش نام جهش  تعداد بيماران

4  p.S399P
c.1195T>C

  %45/6  4  )جهش بدمعني(بازيجابجايي

1  p.Ser399SerfsX31 
c.1197delT 

 

حذف تك نوكلئوتيدي با تغيير 
  قالب خواندن

2  
  

22/3 %  

  %67/9  6    جمع كل
  
  بحث

 ناهنجـاري  نـوع  يـك  ،داشتن علل ژنتيكيناشنوايي در صورت 
شـود و در هـر جمعيـت لازم اسـت      مـي  ناهمگن ژنتيكي محسوب

فـرد   31ين مطالعه در ا. ثر در بروز آن بررسي شودؤفراواني ژنهاي م
بررسـي و   SLC26A4ژن  10ناشنوا از نظر وجود جهش در اگـزون  

   .شناسايي شدجهش  ،در پنج بيمار در اين اگزون

فرد مبتلا بـه   80در مطالعه محسني و همكاران در تهران از بين 
 8بـه روش تـوالي يـابي در     SLC26A4در ژن  جهـش  دهناشنوايي، 

 بـين   در و همكـاران  يه يزدان پنـاه در مطالع 8.دخانواده شناسايي ش
آلــل در شــهركرد در ايــن ژن  22جهــش در  12ناشــنوا،  فــرد 121

مختلـف  هـاي   در جمعيـت جهش در اين ژن فراواني  9.شناسايي شد
، در %2/7در پاكسـتان   .متفاوت است در دنياغير سندرومي  ناشنواي

فراوانـي  % 1/2و در مغولسـتان  % 5/6، در كـره  % 95/8شمال چـين  
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، چنـدين مطالعـه در ايـران    10.هش در اين ژن گزارش شده اسـت ج
بـا   11.كردنـد گـزارش   %8/10و % 5/7فركانس جهش در ايـن ژن را  

جهـش در ايـن    %)16(ناشـنوا   در پنج فـرد  اينحال در مطالعه حاضر
و هم  قبلي در كشورهاي  كه نسبت به گزارشگزارش گرديد اگزون 

  .نشان دادتري فركانس بالا ،در كشورهاي آسيايي ديگر
ــه  ــاران در  Hutchinدر مطالع ــك و همك ــنواي ي ــت ناش جمعي

. مشـاهده شـد   S399Pفقازي در يك خواهر و برادر ناشنوا جهـش  ق
در  12.اين جهش پاتوژنيك بوده و در افراد سالم گزارش نشده اسـت 

بيمـار از   2در  S399Pو همكاران در هند جهـش   Adhikaryمطالعه 
در مطالعه حاضر در چهـار فـرد    13.سايي شدفرد ناشنوا شنا 215بين 

 S399Pمبتلا به ناشنوايي ارثـي بـا سـابقه فـاميلي، جهـش بـدمعني       
. سايي گرديدشنا SLC26A4 ژن 10بصورت هتروزيگوت در اگزون 
فقط در افـراد ناشـنوا    اين جهش با توجه به اينكه در مطالعات قبلي

در  ناشـنوا  در چهـار فـرد  پـاتوژن   جهشاين بنابراين  ،گزارش شده
منجـر بـه    باشـد تـا   جهش دومي همراهي داشته يد بابا استان گيلان

ديگـر اگزونهـاي   اين جهش دوم ممكن است در و هناشنوايي گرديد
  . رخ داده باشد و يا ديگر ژنهاي دخيل در ناشنوايي SLC26A4ژن 

در  فاميـل ناشـنوا   80در مطالعه كهريـزي و همكـاران بـر روي    
مشـاهده   1197delTسـه فـرد مبـتلا جهـش      در يك فاميل بـا  تهران
و همكـاران در برزيـل، جهـش     Lofrano-Portoدر مطالعه  14.گرديد

1197delT  حـذف   15.يـد دگرخواهر و برادر ناشـنوا شناسـايي    6در

 ـمنجر به تغييـر قا  SLC26A4ژن  10در اگزون  1197نوكلئوتيد   بل
ن كوتاه شـده بـا   يك پروتئي نتيجه توليدو در  400خواندن از كدون 

حـذف تـك نوكلئوتيـدي در     .گردد مي 430در كدون  پايان زودرس
حذف دو دومين و نـيم  و باعث  دومين هفتم درون غشايي رخ داده

همچنـين  . گـردد  مـي  از قسمت كربوكسي ترمينال پـروتئين پنـدرين  
 صـورت هموزيگـوت يـا در    به 1197delTجهش مشخص شده كه 

در مطالعـه   7.گردد مي م پندردتركيب با جهشهاي ديگر موجب سندر
زارش حاضر در يـك بيمـار ايـن جهـش بصـورت هموزيگـوت گ ـ      

تـوان   مـي  حاصل و ديگر مطالعـات ج يادر نتيجه بر اساس نت. گرديد
حذف تك نوكلئوتيدي در مذكور علت ژنتيكي ناشنوايي را در بيمار 

  .دانست SLC26A4ژن  10اگزون 
  

  سپاسگزاريتشكر و 
نتايج اين مقاله مستخرج از پايـان نامـه دانشـجويي در دانشـگاه     
آزاد اسلامي واحد تنكابن بوده، لذا نويسندگان از اداره كل بهزيستي 

ناشـنوايي اسـتان   هاي  بهزيستي شهرستان رشت، كانون ،ان گيلاناست
بندر انزلي كمال تشكر و قدرداني  و رشت مستقر در شهرهايگيلان 
همچنين از آقاي سبحان درويشي بـه جهـت همكـاري در     .ندرا دار

  .آناليز نتايج كمال تشكر را داريم
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Introduction: Mutation in SLC26A4 gene is one of reason of syndromic and non-
syndomic hearing loss. Mutation in this gene is reported to be the second most common 
cause of deafness in the worldwide, after GJB2 gene. The aim of this study was to 
evaluate mutations in exon 10 of SLC26A4 gene in individuals with hearing loss in Guilan 
province. 
Materials and Methods: In this descriptive cross-sectional study, blood samples were 
collected from 31 individuals with hearing loss from Guilan province. After DNA 
extraction, exon 10 of SLC26A4 gene was amplified by PCR method and underwent direct 
sequencing.  
Results: In this study, 22 women (71%) and 9 men (29%) with hearing loss were found 
and in five patients (16%) was detected mutation in exon 10 of SLC26A4 gene. Four 
patients had base substitution in codon 399 (c.1195T>C, p.S399P) as heterozygous. Also, 
in a patient was found a nucleotide deletion in codon 399 (c.1197delT, p.S399SfsX31) as 
homozygous.  
Discussion: It seems that mutation in SLC26A4 is one of the important reasons of 
deafness in hearing loss individual in Guilan province.  
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