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هاي براي شناسايي جهش MLPAتكثير چندگانه مبتني بر ليگاسيون پروب 
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  مركز تحقيقات ژنتيك انساني كوثر، آزمايشگاه دكتر زينلي 2
  گروه ژنتيك پزشكي، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي قزوين             3
  گروه بيوتكنولوژي، دانشگاه علوم پزشكي تبريز 4
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  چكيده
با توجه به اهميت . كه در نيمي از موارد به علل ژنتيكي مربوط است ترين نقص حسي در انسان است ناشنوايي شايع :سابقه و هدف

هاي حذف براي شناسايي MLPAمبتني بر ليگاسيون پروب  در مورد ناشنوايي، در اين تحقيق از تكنيك چندگانه GJB2 هاي ژن جهش
  .ژني انجام گرفت

به روش  DNAسي سي خون،  10تا  5با اخذ . انجام گرفت GJB2خانواده هتروزيگوت  8تحقيق به روش توصيفي روي : بررسي روش
 Qقيت آميز بود اندازه قطعات استفاده شد و اگر واكنش موف MLPAرسوب دهي، نمك اشباع استخراج و با كيت مخصوص واكنش 

   .اندازه گيري شد
و  GJB3هاي همچنين ژن. حذفي نداشتند GJB2يك در ژن هيچ ،خانوار واجد شرايط كه مورد بررسي قرار گرفتند 8از تعداد : هايافته

WFS1 هاي ژني بودندنيز فاقد حذف.   
با . ها شده استورت توارث دوژني سبب ناشنوايي در اين خانوادهرسد كه احتمالاً جهش در ژن ديگري به صبه نظر مي: گيرينتيجه

  .گرددهاي حذف ژني، انجام اين نوع مطالعات توصيه ميتوجه به اهميت شناسايي جهش
  .GJB2 ،MLPAناشنوايي،  :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
 فراوانـي بـا  ترين نقص حسي عصبي در انسـان  ناشنوايي، شايع

ــدود  ــوز 1000در  86/1ح ــد اد مــين % 80حــدود . )1(باش
باشـند  هاي غيرسندرومي از نوع اتوزومي مغلـوب مـي  ناشنوايي

اسـت  فراواني اين نوع ناشنوايي به ويژه در كشورهايي بالا . )2(

                                                 
سئول   سنده م شکی     تهران،  : آدرس نوي لوم پز شگاه ع يلام دان   ،ا

   نجات مهديه ،گروه ژنتيک پزشکی، دانشکده پزشکی

ميــزان ازدواج . كــه ازدواج خويشــاوندي در آنهــا بيشــتر اســت
 . )3( گزارش شده است% 6/38فاميلي در ايران بالا و برابر 

موارد ناشنوايي به علـت جهـش هـاي    % 50قازيدر جمعيت قف
ــا ايــن رقــم  GJB2 ژن  % 79و در كشــورهاي اســپانيا و ايتالي

ايـن ژن تنهـا    در حاليكه جهش هاي )4،5( گزارش شده است
دو . )8-6(از ناشنوايان كشور  يافت شـده اسـت   % 20تا 14در 
. كيلوباز از يكديگر فاصله دارنـد  35حدود  GJB6و  GJB2ژن 
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 30شـود، كانكسـين   كـد مـي   GJB6كه توسـط ژن  پروتئيني 
اهميت اين ژن زماني آشكار شد كـه مشـاهده   . شودناميده مي

دارند، آلل  GJB2ها كه يك آلل جهش يافته شد برخي خانواده
اي نقطـه  هايجهش. )9(است  GJB6دوم جهش يافته، در ژن 

 ناشــنوايي عامــل عنــوانه بــ GJB6 ژن  در بســيار كمــي 

. اسـت  مغلـوب گـزارش شـده    اتـوزوم  شـنوايي نا غيرسندرومي
وجـود   GJB6و  GJB2هايي نيز در مورد وراثت دو ژني گزارش

در  GJB6هاي اما بعدها مشخص شد كه جهش. )11،10(دارد 
. برنـد را از بـين مـي   GJB2حالت سيس، و نه ترانس، بيان ژن 

  . تواند رابطه دو ژني وجود داشته باشدنمي بنابراين
ات مختلف، چهار جهـش حـذف بـزرگ در ژن    بر اساس مطالع

ــروتئين كانكســين   ــده پ ، del(GJB6-D13S1830)، 30كدكنن
del(GJB6-D13S1854) ،del(chr13:19,837,344–

ــازي، مســبب ناشــنوايي در برخــي   920و (19,968,698 كيلوب
هـا ممكـن اسـت بـيش از      اين حذف. )10-12( جوامع هستند

ــل% 10 ــاي  آل ــوند  DFNB1ه ــامل ش ــاي روش .)13( را ش ه
ما . كارگرفته شده استه ها بمختلفي براي شناسايي اين حذف

تكنيـك تكثيـر چندگانـه مبتنـي بـر      در اين پژوهش، از روش 
هـاي ژنـي در   براي شناسايي حذف MLPAليگاسيون پروب يا 

ايـن روش، درواقـع نـوعي واكـنش     . ناشنوايان استفاده كـرديم 
غيرطبيعـي  باشد كه براي تشـخيص تعـداد   مي PCRچندگانه 

 ناحيـه در سـطح   48هاي ژني بطور همزمان و تا تعـداد  نسخه
DNA   و ياRNA گردداستفاده مي .  

  
  مواد و روشها

هـاي مراجعـه   از خانواده. تحقيق به روش توصيفي انجام گرفت
كننده به آزمايشگاه ژنتيـك پزشـكي كـوثر كـه تنهـا يكـي از       

ــود GJB2هــاي آنهــا در ژن جهــش ــرا ،شناســايي شــده ب ي ب
پس از مشاوره ژنتيك، آزمايشات  .آزمايشات ژنتيك دعوت شد

 Genopro2007افـزار  باليني و رسم شـجره نامـه توسـط نـرم    

(version2.0.1.6)، در . هاي مورد نظـر گـزينش شـدند   خانواده
 GJB2يافتـه در ژن  خانواده كه تنها يك آلل جهـش  8نهايت، 

. دندانتخـاب ش ـ  MLPAآزمـايش  بـراي انجـام    ،پيدا داشـتند 
هـا  اطلاعات مربوط به آزمايش و مزايا و خطرات آن به خانواده

درمـورد اختيـاري بـودن شـركت در ايـن پـروژه       . گوشزد شـد 
خواستند در اين هايي كه ميخانواده. پژوهشي نيز بحث گرديد

نامه را پـس از خوانـدن و كسـب    رضايت ،كنندپژوهش شركت
 10تا  5ها خانوادهسپس از همه افراد . آگاهي لازم امضاءكردند

. دار منتقـل شـد  EDTAهـاي  خون گرفته و به لولـه  ليترميلي

DNA  به روش رسوبدهي نمك اشباع استخراج و تعيين غلظت
 Thermo NanoDrop 2000 spectrophotometer(شــد 

]Thermo Fisher Scientific, USA([. 
 SALSA MLPA Kit P163-B1از كيـت   ،در ايـن پـژوهش  

GJB-WFS1 (MRC-Holland)   براي انجام واكـنش MLPA 

و طـول   هپروب بـود  41اين كيت در كل محتوي . استفاده شد
قطعـه   7. جفـت بـاز اسـت    428و  124محصولات تكثير بين 

نوكلئوتيد اسـت   120كنترل كه محصول تكثير آن كوچكتر از 
 DNAيـا   DQقطعـات  (كمـي   DNAقطعـه   4افزون بر ايـن،  

Quantity fragment (Q-fragment)) (64-70-76-82 
قطعـات  ( DNAو سه قطعه كنتـرل واسرشـتگي   ) نوكلئوتيدي

D ( نوكلئوتيدي در مخلوط پروب كيـت   96-92-88در نواحي
وابسته به ليگاسيون نبـوده و در مقـادير    Qقطعات . وجود دارد

موفقيـت آميـز باشـد     MLPAاندك وجود دارند؛ اگر واكـنش  
الگـو،   DNAايش مقـدار  با افز. يابدكاهش مي Qاندازه قطعات 

 Dاز سـوي ديگـر، قطعـات    . شـود كوتاه مي Qمنحني قطعات 
و ليگاسـيون   DNAدرست مانند پروب هاي ديگر وابسـته بـه   

شوند كه ليگاسيون اين قطعات، تنها هنگامي ظاهر مي. هستند
  . و واسرشتگي كافي باشد DNAانجام بگيرد و مقدار 

جايگاه ( 13از كروموزوم ناحيه  22هاي اين كيت، بر پايه پروب
ــاي ژن و  GJB2 ،GJB6 ،ZNF198 ،PSPC1 ،LATS2هــــــ

SGCG( ،4   ــه ژن ــوط ب ــاه مرب ــان از ژن  8و  GJB3جايگ مك
WFS1   مراحـل آزمـايش بـر    . گـردد در فرد بيمار بررسـي مـي

ها به كمك سپس، نمونه .انجام گرفت اساس دستورالعمل كيت
  .شدندبررسي  ABI3130XLالكتروفورز موئينه دستگاه 

  
  هايافته

خـانواده واجـد شـرايط انجـام گرفـت و       8تحقيق روي تعـداد  
 1هاي مـورد مطالعـه در جـدول    هاي مربوط به خانوادهژنوتيپ

 . آمده است
  

  ژنوتيپ هاي خانواده هاي بررسي شده در اين پژوهش -1جدول 
 ژنوتيپ شماره

1 35delG/wt 
2 V37I/wt 
3 W24X/wt 
4 M163V/wt 
5 35delG/wt 
6 G12D/wt 
7 35delG/wt 
8 R127H/wt 
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هاي نرمـال،  ها با كنترلبراي تعيين تعداد نسخه هر فرد، يافته
هـا بـر   تعـداد نسـخه  . هموزيگوت و هتروزيگوت مقايسه شـدند 

مساحت كـل  /مساحت زير منحني نمونه(ها اساس نسبت پيك
عـدد صـفر نشـانه هـيچ نسـخه يـا حـذف        . گرددمي) هانمونه

نشـــاندهنده يـــك نســـخه يـــا حـــذف  7/0>تي، هموزيگـــو
ــين  ــوتي، ب ــود دو نســخه و   N<7/0>3/1هتروزيگ نشــانه وج

  . باشددهنده افزايش نسخه ژني مينشان 3/1مقادير بيشتر از 
تـاكنون در   GJB6هـاي ژن  لازم به يادآوري است كـه جهـش  

هاي حـذفي  ايران گزارش نشده است؛ بنابراين، ما نمونه كنترل
براي اين منظور، مكاتباتي با دكتر . پيدا نكرديمدر داخل كشور 

del Castillo  ــد ــار  (از دانشــگاه مادري ــراي نخســتين ب ــه ب ك
 Feldmannو دكتـر  ) جهشهاي حـذفي را گـزارش كـرده بـود    

انجـام  ) مركز رفرانس بيماري هاي ژنتيكي در پاريس فرانسـه (
-del(GJB6هـاي  هـاي كنتـرل حـذف   اين اسـاتيد نمونـه  . شد

D13S1830)  وdel(GJB6-D13S1854)   ــال ــا ارس ــراي م را ب
 1در شـكل   13محل اين حذف ها بـر روي كرومـوزوم   . كردند

  .نشان داده شده است
هـا را پيـدا   هـا و دوبرابرشـدگي  با آناليز چشمي مي توان حذف

است كـه   GeneMarkerV1.85خروجي نرم افزار  2شكل . كرد
مـايش  منحني هاي مربوط به نمونـه هـاي كنتـرل و مـورد آز    

كـه هتروزيگـوت    1نمونـه  . را نشان مي دهـد ) هاهتروزيگوت(
ديده  1بود منحني اين جهش در محل شماره  35delGجهش 

هـاي  هـاي تكثيـر پـروب   جايگـاه  5تـا   2شماره هاي . شودمي
GJB6 هايي در نمونـه كنتـرلِ   ها منحنيدهند اينرا نشان مي

يگـوت،  در هيچ يـك از بيمـاران هتروز  . حذف كوچكتر هستند
  .وجود نداشت GJB6هاي گزارش شده در ژن حذف

  
  بحث

هاي در هيچ يك از بيماران هتروزيگوت در اين پژوهش، حذف
لذا احتمال اينكـه در  . وجود نداشت GJB6گزارش شده در ژن 

بـه صـورت    GJB6بـا ژن ديگـري غيـر از     GJB2كشور ما ژن 

ن، همچنـي . وجـود دارد  ،هتروزيگوت مركب بيماري ايجاد كند
هـاي تـرك و كـرد در كشـور     اي كه در جمعيـت در دو مطالعه

در هيچ يك از  GJB6-D13S1830(Del(صورت گرفته، جهش 
-18(مشاهده نشده است  GJB2افراد هتروزيگوت براي جهش 

ــا يافتــه )15 -GJB6(جهــش . هــاي مــا ســازگاري داردكــه ب

D13S1830(Del  كه شامل حذف kb342  از ژنGJB6 ،است 
وزيگوت و مستقل يا بـه صـورت هتروزيگـوت بـا     به صورت هم

دركشورهاي اسپانيا، فرانسـه، انگلـيس،    GJB2جهش هاي ژن 
اسرائيل و برزيل با فراواني زياد و در جمعيت آمريكا، بلژيـك و  

ايـن جهـش در   . استراليا با فراواني كمتري مشاهده شده است
. مشاهده نشده است )20(و تركيه  )19(كشورهايي مثل چين 

ــ ــل   GJB6-D13S1830(Del(ش جه ــين عام ــوان دوم ــه عن ب
ناشنوايي ارثي غيرسندرومي اتـوزومي مغلـوب بعـد از جهـش     

35delG  در ژنGJB2   در جمعيت اسپانيا مطرح شـده اسـت .
را بـه   GJB2مـواردي كـه جهـش در ژن    % 67اين جهـش در  

  بـه نظـر   . )9(صورت هتروزيگوت دارند، مشـاهده شـده اسـت    
در ايجـاد ناشـنوايي بـه     GJB6و  GJB2رسد توارث دوژني مي

اين دليل است كه اين دو ژن با يكـديگر در سـاختمان گـوش    
بـا  % 77داخلي بيان مي شوند و از نظـر تـوالي آمينواسـيدي     

 . )4، 21(يكديگر شباهت دارند 
 موارد ناشنوايي به علت جهش هاي ژن % 50در جمعيت قفقازي

GJB2گزارش شده % 79ن رقم و در كشورهاي اسپانيا و ايتاليا اي
از % 20تا 14اين ژن تنها در  هايكه جهش در حالي )4،5( است

ژن و  55تاكنون، حدود . )6- 8(يافت شده است  ناشنوايان كشور
صـد لكـوس مختلـف بـه عنـوان عامـل ناشـنوايي        بيش از يـك 

غيرسندرومي شناسايي شده است؛ فراواني جهش در اين ژن هـا  
  . وت استهاي مختلف، متفادر قوميت
هاي ها و مضاعف شدگيبراي شناسايي حذف MLPAاز روش 

هاي ژنتيكـي،  اگرچه در بيشتر بيماريژني استفاده شده است؛ 
حذف ها و يا دو برابر شدن يك ناحيـه و بطـور كـل تغييـرات     

انواع جهش ها را تشكيل مـي  % 10وسيع در سطح ژنومي تنها 
لـذا  . رسدلاتر هم مييا با% 30دهند اما در برخي اين مقدار به 

  
 13هاي ژني بر روي كروموزوم محل حذف - 1شكل 
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توانـد قـدرت   همراه كردن اين روش در تشـخيص بـاليني مـي   
در واكـنش  .  )14( تشخيصي را تا حـد زيـادي افـزايش دهـد    

MLPA  برخلافPCR   قطعه ژني هدف تكثير نمي گردد بلكـه
پروب هاي مكمل طراحي شده پس از هيبريد شدن بـه قطعـه   

بـه كمـك   . هدف و چسبيدن آنزيمي به هم تكثير مـي گردنـد  
يك جفت پرايمر نشاندار مشترك بـراي تكثيـر همـه قطعـات     

قطعات ناشـي از تكثيـر پـروب هـاي جفـت      . گردداستفاده مي
نوكلئوتيد طول دارند كـه   480تا  130متصل شده به هم بين 

توسط تكنيك الكتروفورز در لولـه هـاي موئينـه بررسـي مـي      
فاع و سطح هائي خواهد بود كه نسبت ارتنتيجه، منحني. شوند

زيرين منحني ها در قياس با منحني هاي كنترل بيانگر تعـداد  
واكـنش  . نسخه هاي غير طبيعي الگوهـاي تكثيـر شـده اسـت    

MLPA 1 :قابــل تقســيم بــه پــنج مرحلــه اســت كــه شــامل - 
هـاي  و واكنش هيبريداسيون بـين رشـته   DNAواسرشته كردن 

DNA يم واكنش چسبيدن به وسـيله آنـز   - 2ها و مخلوط پروب
جداسـازي  - 4با پرايمرهاي نشاندار  PCRانجام واكنش  - 3ليگاز 

  .باشدها ميآناليز يافته- 5قطعات با روش الكتروفورز و 

. شـود واسرشـته مـي   DNAدر شرايط گرمـائي   DNAنخست، 
پس از يك شوك حرارتي اوليه جهت باز شدن رشته ها از هم، 

ائي و پروب ها به مدت يك شب در شـرايط دم ـ  DNAمخلوط 
هـا بـا تـوالي مكمـل خـود در روي      مناسب براي هيبريد پروب

هـا  هر يـك از پـروب   '5در انتهاي . قرار مي گيرند DNAرشته 
اضـافه   PCRتوالي مكمل پرايمرهاي مشترك لازم براي انجـام  

اين پروب ها در مرحله هيبريد در كنـار هـم بـه    . گرديده است
كـه الگـو    توالي هدف در روي الگـو جفـت شـده و در صـورتي    

طبيعي و جفت شدن كامل باشد توسط آنـزيم ليگـاز بـه هـم     
تنها آن گروه از رشته هاي پـروب  كـه در   . چسبانده مي شوند

كنار هم جفت شده و بهم متصل شده باشند در طـي واكـنش   
PCRقطعات تكثيرشده با استفاده . ، آمادگي تكثير شدن دارند

وماتيك بـر اسـاس   از تكنيك الكترفورز بر روي ژل و يا روش ات
نتيجه حاصل در . تكنولوژي لوله هاي موئين قابل بررسي است

روش اتوماتيك مجموعه اي از منحني هاست كه هـر منحنـي   
بيانگر وجود يا عدم وجود و نيز تعداد نسخه هر قطعـه خواهـد   

اگـر  . مونه طبيعي كنترل آناليز مي گـردد بود كه در قياس با ن

 
بـود   35delGكـه هتروزيگـوت جهـش     1نمونه  .الگوي الكتروفورز موئينه تعدادي از نمونه هايي كه در اين پژوهش بررسي شدند -2شكل

هـا  دهند اين منحنيرا نشان مي GJB6هاي تكثير پروب هاي جايگاه 5تا  2هاي شماره. شودديده مي 1منحني اين جهش در محل شماره 
 . در نمونه كنترل حذف كوچكتر هستند
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ها به توالي هـدف نچسـبند واكـنش چسـباندن آنزيمـي      پروب
، پـروب مربـوط بـه ناحيـه     PCRصورت نپذيرفته و در واكنش 

 .مذكور تكثير نخواهد شد
و  GJB6ناحيـه ژن   MLPAدر حدود بيست پـروب در كيـت   

هيچ جهش  MLPAيافته هاي . دهدپيرامون آن را پوشش مي
افزون بر اين، نـواحي مختلفـي از اگـزون    .  ذفي را نشان ندادح

نيز بوسيله ايـن كيـت بررسـي     WFS1و  GJB3هاي ژن هاي 
نبود هرگونه حذف و دو برابرشدگي در اين ژن هـا بـازهم   . شد

دامنه پاسخ به اين پرسش را محدودتر مي سازد كه چه تعـداد  
  .ژن در ناشنوايي ايران درگير هستند

كــدام از ايــن در هــيچ GJB6هــاي ژن كــه جهــش ييازآنجــا
هـا  ها يافت نگرديد و با توجه به اينكه تمام اين خانوادهخانواده

داشــتند احتمــال وراثــت دو ژنــي  ARNSHLالگــوي وراثتــي 
هـا  نـوع   به اين دليل كه هريك از اين جهـش . يابدافزايش مي

توارثي اتوزومي مغلوب دارند پس به تنهـايي سـبب ناشـنوايي    
البتـه، تـا   . عصبي غير سـندرومي در فـرد نمـي شـوند     -سيح

شناسايي جهش دوم در اين افراد نمي تـوان آنهـا را در دسـته    
DFNB1 قرار داد.    

 
 قدرداني و تشكر

هاي محترمي كـه در ايـن پـژوهش شـركت     با تشكر از خانواده
همچنـين از زحمـات همكـاران محتـرم در آزمايشـگاه      . كردند

  .نماييمدرداني ميدكتر زينلي تشكر و ق
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