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Abstract: 
 
Background: Hearing loss is a sensorineural disorder occuring in 1 out of 500 births. It 
happens due to some genetic/environmental causes or both. More than 60% of cases are 
noninherited and 80% non syndromic with autosomal recessive inheritance. In the present 
study we investigated the frequency of mtDNA A1555G, A3243 and A7445G mutations 
among the patients in Fars province. 
Materials and Methods: Seventy two non syndromic hearing loss subjects were studied. 
DNA was extracted using standard phenol-chloroform method. The screening of the 
mitochondrial gene mutations were performed using PCR-RFLP procedure. Finally, the 
possible mutations were confirmed by direct sequencing. 
Results: None of the A1555G, A3243G and A7445G mutations was detected in this study. 
However, destroying a MTTL1 restriction site for the investigation of A3243G mutation, 
revealed a G3316A with allelic variant of 1.4% in the deaf subjects. 
Conclusion: Our data indicated that the mitochondrial A1555G, A3243 and A7445G 
mutations have no role in auditory deficits in patients studied. 
 
Keywords: Mitocondrial DNA, Mutation, A3243G, A7445G, Syndrom-free hearing loss, 
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 انناشنوايدر  A7445G  وA1555G ،A3243Gهاي ميتوكندريايي جهشبررسي مولكولي 
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 سولي و مولكولي

  

  مقدمه
 ژنتيك، ناشنوايي اختلالي بسيار هتروژن است كه متاثر از

   ].1 [باشدمحيط و يا هر دو مي
  

  ، دانشكده علوم، دانشگاه شهركرد ارشد ژنتيكي كارشناس دانشجوي1
 دانشگاه تربيت ،پزشكي ، دانشكدهزشكيژنتيك پ دكتري تخصصي دانشجوي 2

   مدرس تهران
دانشگاه علوم پزشكي ، مولكولي  مركز تحقيقات سلولي و،كارشناس ارشد بيوشيمي 3

  شهركرد 
  سازمان بهزيستي استان چهارمحال و بختياري   پزشك عمومي،4
  دانشگاه علوم پزشكي،مولكولي  مركز تحقيقات سلولي و،زمايشگاهآكاردان  5
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  دانشگاه اصفهان، دانشكده علوم، مولكولي  ارشد سلولي وي كارشناس دانشجوي6
  ، دانشگاه علوم پزشكي ايرانپزشكي كارشناس ارشد ژنتيك انساني، دانشكده 7 
    دانشگاه علوم پزشكي شهركرد،مولكولي  مركز تحقيقات سلولي و،كارشناس ژنتيك ٨
   استان چهارمحال و بختياري  كارشناس پرستاري، سازمان بهزيستي9

  ، دانشگاه تربيت مدرس تهرانپزشكي استاديار ژنتيك پزشكي، دانشكده 10
  ، دانشگاه علوم پزشكي شهركرد پزشكيدكتراي بيوشيمي، دانشكده  11
دانشگاه علوم پزشكي ،،مركز تحقيقات سلولي و مولكولي، استاد ژنتيك انساني 12

   شهركرد

  :وولنشاني نويسنده مس *
  شهركرد، رحمتيه، دانشگاه علوم پزشكي شهركرد، مركز تحقيقات سلولي و مولكولي 
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  mchalesh@yahoo.com: پست الكترونيك

  12/8/89 :تاريخ پذيرش نهايي                        2/2/89 :تاريخ دريافت

 درصد 50 نوزاد، مبتلا به ناشنوايي هستند كه 500ر  نفر از هيك
نظير نارسي، ( درصد ديگر علل اكتسابي 50موارد علت ژنتيكي و 

هاي هيپوكسي نوزادي، عفونت قبل يا در طي نوزادي و دارو
مي و غير وناشنوايي ارثي به دو فرم سندر]. 2[دارند ) اتوتوكسيك

ي غيرسندرمي با توجه ناشنواي]. 3[شود مي تقسيم بندي ميوسندر
به الگوي وراثتي به چهار دسته اتوزومي غالب، اتوزومي مغلوب، 

حدود در ]. 4 [شود بندي ميوابسته به جنس و ميتوكندريايي تقسيم
 ژن ميتوكندريايي در انسان 37ايي و  ژن هسته35000-25000

هاي انساني شود كه يك درصد از كل ژنشناخته شده و برآورد مي
مي و غير ودر ناشنوايي ارثي سندر)  ژن300-500حدود (

 باعث ناشنوايي  درصد70بين اين مي دخيل باشند كه در وسندر
]. 5 [گردندمي ميو باعث ناشنوايي سندر درصد30مي و وغيرسندر

مي واولين جايگاه ژني شناخته شده مسئول ناشنوايي غيرسندر
DFNB1) DeafnessB1 (ژن . باشدميGJB2اه  در اين جايگ

گرچه  ].6 [كند را كد ميConnexin 26ژني قرار گرفته كه 
مي با ودر ايجاد ناشنوايي غيرسندرهاي اين ژن نقش عمده جهش

حال مطالعات اخير  با اين،]6-11 [دارند مغلوب يوراثت اتوزوم
هاي  ژنايي و همچنين تعدادي ازهاي هسته ساير ژننشان داده كه

  خلاصه
هاي اين بيماري با علت. افتداتفاق مييك مورد آن ه  تولد زند500 عصبي است كه در هر - ناشنوايي يك بيماري حسي:سابقه و هدف

مي و و درصد از موارد ارثي به صورت غير سندر80 درصد موارد غير ارثي هستند و 60بيش از . دهدژنتيكي، محيطي يا هردو رخ مي
 در بيماران A7445G  وA1555G ،A3243Gهاي ميتوكندريايي در اين مطالعه فراواني جهش. باشندداراي وراثت آتوزومي مغلوب مي

  .قرار گرفتبررسي مورد استان فارس 
كلروفرم -با روش استاندارد فنلبيماران  DNA.  قرار گرفتندبررسيمي مورد و ناشنواي غير سندر72در اين مطالعه  :هامواد و روش

يابي هاي احتمالي به روش تواليشدر نهايت جه. ندگري شد غربالPCR – RFLPهاي ژن ميتوكندريايي با روش و جهششده استخراج 
  .مستقيم مورد تاييد قرار گرفتند

با اين حال، از بين رفتن يك محل برش .  يافت نشدA7445G  وA1555G ،A3243Gهاي كدام از جهش در اين مطالعه، هيچ:نتايج
 درصد در 4/1را با فراواني  G3316Aگرديد، واريانت آللي  در آن بررسي ميA3243G كه جهش MTTL1آنزيم محدودگر در ژن 

  .اين بيماران نشان داد
-  در ايجاد ناشنوايي در نمونهA7445G  وA1555G ،A3243Gهاي ميتوكندريايي  نشان داد كه جهشنتايج اين تحقيق :گيرينتيجه

  .  ندارنديهاي مطالعه شده نقش
  PCR-RFLPدرمي، ، ناشنوايي غيرسنA3243G ،A7445G ،جهش ،ييميتوكندريا DNA :واژگان كليدي

 447-452 صفحات، 1389 زمستان، 4 پژوهشي فيض، دوره چهاردهم، شماره –فصلنامه علمي                                                                      
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ي هاژني از جمله ].12[ يي درگيرنددريايي نيز در ناشنواميتوكن
 )12S rRNA( MTRNR1 ،)tRNA Ser(UCN) (ميتوكندريايي

MTTS1و MTTL1 (tRNA Leu(UUR)) باشند كه باعث مي
مطالعات قبلي  ].13-15 [گردندمي ميوجاد ناشنوايي غير سندراي

 منجر به MTRNR1 در ژن A1555Gجهش  كه اندهنشان داد
هاي جهش ].14 [ا توارث مادري مي شود بيناشنوايي غيرسندروم

عصبي است شامل  -همراه با ناشنوايي حسيكه  MTTS1ژن 
- مي7472insC و A7445G ،T7510C ،T7511C هايجهش

- گزارش شدهMTTL1ي زيادي در ژن هاجهش ].16-20 [باشد

و  A3243G، T3271Cتوان به اند كه از جمله آنها مي
T4216Cجا كه در كشور ما مطالعات از آن.].15 [ اشاره كرد

 بر رويعمدتا هاي انجام شده و پژوهشمشابهي انجام نشده است 
 با توجه  نيزباشد ومي  Pejvakinو  GJB2ويژهههاي خاصي بژن

هاي مختلف بر به تنوع موجود در جمعيت ايراني و وجود قوميت
هاي تعيين فراواني جهشبا هدف آن شديم كه پژوهشي 

A1555G ،A3243Gو  A7445G بيماران ناشنواي غير در 
ه وسيع كشوري عمي استان فارس كه بخشي از يك مطالوسندر

ترديد نقش قابل ها بينتايج اين گونه پژوهش. انجام دهيماست 
 آن در كاهش موارد جديدتوجهي در غربالگري ناشنوايي و 
  .جمعيت متنوع ايراني خواهد داشت

  
  ها مواد و روش

 پس از موافقت  آزمايشگاهي-صيفيتودر اين مطالعه 
كميته اخلاق دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي شهركرد و 

افراد زير سن (اخذ رضايت نامه از خود افراد يا والدين آنها 
 ميوهاي افراد ناشنواي غير سندرنمونه نفر از 72تعداد ) قانوني
-به  سال20 دختر با ميانگين سني 41 پسر و 31 شامل فارساستان 

از شرايط ورود افراد به اين . روش در دسترس وارد مطالعه شدند
 بنابراين افرادي ؛مي بودومطالعه داشتن ناشنوايي ژنتيكي غيرسندر
 از اين مطالعه مي بودندوكه داراي ناشنوايي غير ژنتيكي يا سندر

 ميلي ليتر خون 5از تمام افراد مورد مطالعه مقدار  .حذف شدند
 مولار گرفته شد و به مركز تحقيقات EDTA 5/0محيطي در 

. سلولي و مولكولي دانشگاه علوم پزشكي شهركرد منتقل گرديد
كلروفرم - فنلها به روش استاندارد تمام نمونهDNAابتدا 

و سپس با استفاده از اسپكتروفتومتر ] 21[ استخراج گرديد 
)Unico 2100 USA ( مقدار و كيفيتDNAدست آمده  به

 به رمز ييسپس با استفاده از توالي ژن ميتوكندريا .تخمين زده شد
هاي  توالي Primer3و نرم افزار) (NC-012920دسترسي 

 سه جهش اين ژن طبق جدول  تشخيصبراي  R وF آغازگر 

 جهت بررسي PCRانجام  . طراحي و خريداري شد1شماره 
بر  A7445G   وA1555G ،A3243Gهاي ميتوكندريايي جهش

  با استفاده از دستگاه ترموسايكلرDNA هايروي نمونه
(TECHNE TC- 512 UK)طبق شرايط دمايي زير انجام شد : 

 4مدت  درجه بهPre denaturation (95(مرحله واسرشت اوليه 
 50مدت  بهDenaturation درجه 94سيكل شامل  25دقيقه، 

 و 1 ثانيه طبق جدول شماره 50مدت  بهAnnealingثانيه، دماي 
 ثانيه و طويل سازي نهايي 50مدت  بهExtensionه  درج72

)Terminal extension ( دقيقه 6مدت  درجه به72در.  
 :و بدين ترتيب بود يكسان جهش براي سه PCRشرايط واكنش 

0.5µl از پرايمر  F) 10pM( ،0.5µlاز پرايمر  R )10pm( ،
0.1µl از Taq DNA polymerase) 5U/µl( ،0.5µl از mix 

dNTP) 10mM( ،2.5µl از Taq DNA buffer) 10x( ،
1.5µl از MgCl2) 50mM ( 1وµl از DNA) 80ng ( كه با

dH2O 25 به حجمµlكليه محصولات براي تائيد .  رسانده شد
 بيس اكريل 29:1نسبت  ( درصد8نهايي روي ژل پلي اكريل آميد 

الكتروفورز V 200 مدت يك ساعت با ولتاژ به) اكريل آميد/ آميد
 دست آمده توسط نيترات نقره رنگ آميزي گرديده ژل بشد و

  .)1  شمارهشكل(

  
 بر روي ژل RFLP قبل از آناليز PCR محصولات -1شكل شماره 

باند اول . A3243G درصد جهت بررسي جهش 8پلي آكريل آميد 
، 100bp (Fermentas- Canada)از سمت راست مربوط به ماركر
و بقيه باندها مربوط به ) DNAبدون (باند نهم مربوط به كنترل منفي 

   استنمونه هاي بيماران
 

  استفاده شد PCR-RFLPها از روشبررسي جهش به منظور
  از محصولات10µlبراي اين منظور در هر ميكروتيوب  ،]22[

PCR  0.5را باµl5(  آنزيم محدود كنندة مورد نظرU/µl(  2وµl 
 يك شبانه روز در مدت آب مقطر مخلوط نموده و به7.5µlبافر و 
37ºC،12دست آمده بر روي ژل هسپس محصولات ب  قرار داديم 
 V 200 ساعت و با ولتاژ 3 مدت پلي آكريل آميد بهدرصد

براي تاييد نتايج، در نهايت از روش تعيين  .الكتروفورز گرديدند
ها با حجم بيشتر توسط براي اين منظور، نمونه. توالي استفاده شد

PCRوران، توسط شركت ژن فن آ و براي تعيين توالي تكثير شده 
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 دستگاه يين توالي توسطواكنش تع. به كشور كره فرستاده شدند
ABI (Capillary System) 3730XLانجام شد .  

  
  نتايج

 هايكدام از جهشهاي مورد بررسي هيچدر نمونه
A1555G ،A3243Gو  A7445Gنتايج حاصل  اما ، يافت نشد

هاي بيماران جهت بررسي  روي نمونهبركه   PCR-RFLPاز

دهنده يك   نشان انجام شد،MTTL1 در ژن A3243Gجهش 
 به MTTL1در مجاورت  ND1 الگوي متفاوت از تغيير در ژن

 به اين صورت كه به واسطه تغيير ؛ بودG3316Aصورت 
هاي آنزيم در محصول  يكي از سايت3316نوكلئوتيدي در محل 

PCR 206به طول  تخريب شده و قطعاتيbp 32 وbpه  ايجاد شد
 Direct(  تعيين توالي مستقيم با روش فوقنتايج .بود

Sequencing( مورد بررسي و تاييد قرار گرفت ) 2شكل شماره(.  
  

رايمر  براي هر جفت پPCRمشخصات توالي پرايمرها، آنزيم محدودگر، محل برش آنزيم، دماي اتصال پرايمر و اندازه محصولات ) 1جدول شماره 
 مورد استفاده در تشخيص جهش هاي ميتوكندريايي

  دماي اتصال  آنزيم محدودگر  محل برش آنزيم
(°C)  

 توالي پرايمر

5′                                                   3′  

محصول 
PCR 

)bp(  
  نوع جهش

GG↓CC 
 
 
 

GG↓CC 
 
 
 

T↓CTAGA  

Hae III 
 
 
 

Hae III 
 
 
 

Xba I  

58 
 
 
 
60 
 
 
 
60  

F: CACAAAATAGACTACGAAAGTGGC 
R: ACTTACCATGTTACGACTTG  

 
 

F: CCTCCCTGTACGAAAGGAC 
R: GCGATTAGAATGGGTACAATG  

 
  

F: GAGAAGCCTTCGCTTCGAAG  
R: GAGGGCGTGATCATGAAAGGTG  

567 
 
 
 

238 
 
 
 

348 

A1555G 
 
 
 

A3243G 
 
 
 

A7445G  

  

 -100bp (Fermentas ماركر -1باند . A3243G جهت بررسي جهش درصد12 بر روي ژل پلي اكريل آميد PCR - RFLPمحصولات  -2شكل شماره 

Canada) ، بدون ( كنترل منفي -2باندDNA(مثبت  كنترل -3 ، باند)جهشفاقد (بيماران نمونه هاي  10و  8 - 4  هاي، باند)بدون آنزيمA3243G ( 9، باند- 
  ).شود از ژل خارج شده و مشاهده نميbp 32باند . (G3316Aواريانت 

  
   بحث

 ميتوكندريايي، يكي از علل ناشنوايي DNAجهش در 
باشد و اغلب نقايص مولكولي كه مسئول ناشنوايي مرتبط با مي

 12Sهاي كد كننده هاي ميتوكندريايي هستند، جهش در ژنجهش

rRNA و tRNAهدف از اين مطالعه، بررسي  ].23 [باشند مي
، A1555Gهاي ميتوكندريايي باط بين ناشنوايي و جهشارت

A3243Gو  A7445Gها و همچنين بررسي فراواني اين جهش
 ناشنوا از اين استان 72در ناشنوايان استان فارس بود كه روي 

-ميبعد از اينكه برش با آنزيم محدودگر صورت . انجام گرفت

صورت  بهbp 567، قطعه A1555G، در مورد جهش گيرد

 و 91، 456 جفت بازي در فرد سالم و قطعات 111 و 456طعات ق
در مورد جهش . شود جفت بازي در فرد بيمار ديده مي20

A3243G 238، قطعهbpجفت 37 و 32، 169صورت قطعات ه ب 
 جفت بازي در فرد 37 و 32، 72، 97بازي در فرد سالم و قطعات 

 348، قطعه A7445Gشود و نهايتا در مورد جهش بيمار ديده مي

bpجفت بازي در فرد سالم و قطعه 119 و 229صورت قطعات ه ب 
از آنجا كه در ژل . شود جفت بازي در فرد بيمار ديده مي348

قطعات مورد انتظار در  هيچ يك از PCR-RFLPمربوط به 
، A1555Gهاي كدام از جهشمشاهده نشد بنابراين، هيچبيماران 

A3243Gو  A7445Gو فقط در اين افراد نبوده  علت ناشنوايي 
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 MTTL1 (tRNAيك مورد واريانت آللي جديد در ژن 
Leu(UUR)) ان تمام ناشنوايان استچون در اين مطالعه  .مشاهده شد

تر شدن  لازم است براي روشناند،فارس مورد بررسي قرار نگرفته
هاي هاي ميتوكندريايي در اين جمعيت از تعداد نمونهنقش جهش
هاي ديگري عامل ناشنوايي در و احتمالا ژنفاده شده بيشتري است
 بر اساس تحقيقات صورت .مورد بررسي قرار گيرنداين افراد 

گرفته در ساير نقاط دنيا ارتباط سه جهش ميتو كندريايي 
A1555G ،A3243Gو  A7445G  با ناشنوايي مورد بررسي و

هاي  اولين بار در جمعيتA1555Gجهش . تاييد قرار گرفته است
اين جهش در ژن  ].24 [آسيايي و آفريقايي گزارش شد

MTRNA135 جهشمراه با و ه  صورت گرفتهdelG در ژن 
GJB25/0ترين علل ايجاد ناشنوايي است كه با فراواني  از شايع 

هاي و با فركانس ]26،25 [قفقازي نژاد  ناشنوايان در درصد1 تا
 ارش شده استپانيايي و آسيايي گزهاي اسبالاتر در جمعيت

 ديگر هايهمراه با جهشA7445G جهش  ].24،27[
 MTTS1در ژن  7472insC و T7510C ، T7511Cشامل

بار در يك  اولينA7445G جهش ].16-20 [گيردصورت مي
هاي نيوزلندي، ژاپني، خانواده اسكاتلندي و سپس در خانواده

 .]17-20 [ي، پرتغالي و مجارستاني پيدا شدفرانسوي، اوكراين
 T4216C  وT3271Cهاي ، كه همراه با جهشA3243Gجهش 

 از ناشنوايان  درصد14/3 در گيرد صورت ميMTTL1در ژن 
 به ديابت مليتوس گزارش  از افراد مبتلادرصد 76/4و  ]20 [ژاپني

اي در زمينه بررسي در ايران تاكنون مطالعه ].28،29 [شده است
نوايي صورت نگرفته هاي ميتوكندريايي و ناشارتباط بين جهش

، A1555Gهاي در مطالعه حاضر هيچ كدام از جهش. است
A3243Gو  A7445G هاي مورد مطالعه يافت نشد ر نمونهد

، در ژن A3243G هنگام بررسي وجود جهش وليكن ما به
MTTL1با اينكه متوجه شديم جهش فوق الذكر در بيماران  

 خورد كرديم كه به يك واريانت آللي جديد بر اما به،وجود ندارد

 از  درصد4/1 مورد تائيد قرار گرفت و در G3316A صورت
اين واريانت كه باعث تغيير آمينو اسيد . ها تشخيص داده شدنمونه

به شود مي MTTL1  در مجاورتND1در ژن آلانين به ترئونين 
، يكي از 3316اين صورت كه به واسطه تغيير نوكلئوتيدي در محل 

نزيم محدودگر تخريب شده و اين واريانت را هاي برش آجايگاه
 در بيماران ديابت مليتوس نيز G3316Aواريانت . كندايجاد مي

 و كارديوميوپاتي LHONرسد در نظر ميهمچنين به گزارش شده،
اما چون براي اولين بار در  ،]30 [خيل باشدنيز دهايپرتروفيك 

نمونه ناشنوا تشخيص داده شده و ارتباط آن با ناشنوايي هنوز مورد 
، جهت تشخيص بيماريزايي، نياز به  استتائيد قرار نگرفته

   .مطالعات بيشتري دارد
  

  نتيجه گيري
اي در ايجاد هاي ميتوكندريايي نقش نسبتا برجستهجهش

ها و هم جهشهم به لحاظ تنوع ناشنوايي در جمعيت مورد مطالعه، 
شود تا در جمعيت  پيشنهاد ميوبه لحاظ فراواني آن ندارند 

هاي مختلف ميتوكندريايي بيشتري از ناشنوايان استان فارس و ژن
هاي ميتوكندريايي در ايجاد جهشمورد بررسي قرار بگيرند تا نقش 

  .تر شودناشنوايي در آن استان روشن
  

  قدرداني  وتشكر
ي آموزش و پرورش و مدارس مكاري صميمانهاز ه

 و تمامي دانش آموزان و خانواده هاي محترم فارساستثنايي استان 
سلولي  ايشان، همچنين رياست و كاركنان محترم مركز تحقيقات

-ملكولي دانشگاه علوم پزشكي شهركرد، تشكر و قدرداني ويژه مي

 دانشگاه اين تحقيق توسط معاونت پژوهشيهزينه انجام  .گردد
 و لعلوم پزشكي شهركرد و سازمان بهزيستي استان چهارمحا

  . شده استتامينبختياري 
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