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Streszczenie

U podtoza niedostuchu uwarunkowanego genetycznie najczesciej lezg recesywne mutacje genu GJB2, a wsrdd nich delecja guaniny w pozy-
cji 35 (35delG), ktora stanowi przyczyne co najmniej 20% wszystkich niedostuchdw z tej grupy. Poza 35delG w réznych populacjach opisano
wiele innych mutacji zlokalizowanych w tym samym genie. Poniewaz wykrywanie tych mutacji wigze sie z pracochtonnym i kosztownym sek-
wencjonowaniem DNA, jest celowe opracowanie i wdrozenie metody pozwalajgcej na przesiewowe wykrywanie 35delG oraz najczestszych po
niej mutacji bedacych przyczyng niedostuchu w populacji polskiej.

Stowa kluczowe: GJB2, niedostuch uwarunkowany genetycznie, 35delG.

Summary

The autosomal recessive nonsyndromic prelingual deafness is often caused by recessive mutations in the GJB2 gene. The most frequent GJB2
mutation among Caucasians is 35delG, although, with frequencies varying according to population, other mutations also occur. The compre-
hensive typing for all the pathogenic mutations in GJB2 is costly because it has to rely on DNA sequencing. The purpose of our study was to
develop and validate a method allowing to screen for the presence of 35delG and other GJB2 mutations being most frequent among Polish

patients with hearing loss.
Key words: GJB2, genetic hearing impairment, 35delG.

Wprowadzenie

Niedostuch to jeden z najczestszych defektéw dotycza-
cych ludzkich zmystoéw. Statystki szacuja, iz w krajach rozwi-
nietych okoto 1-3/1000 dzieci cierpi na ciezki wrodzony lub
prelingwalny niedostuch, podczas gdy kolejne 1/300 dzieci
rodzi sie z niedostuchem Izejszego stopnia [Cohen 1995;
Nance 2000; Morton 2000]. Przyczyny utraty stuchu sg zto-
zone i najczesciej stanowig kombinacje czynnikéw genetycz-
nych i srodowiskowych. Czynniki $rodowiskowe odpowie-
dzialne za uszkodzenie narzgadu stuchu to najczesciej: leki
ototoksyczne, infekcje okotoporodowe, urazy ucha wewne-
trznego i mézgu oraz narazenie na hatas [Nadol 1993].

Przyczyng znacznej czesci przypadkéw niedostuchu
wrodzonego sg czynniki genetyczne. Niedostuch genetycz-
nie uwarunkowany to zaréwno niedostuch wystepujacy
w zespotach (wspdlnie z innymi objawami) jak i izolowany.
Niedostuch izolowany stanowi ok. 70% wszystkich przypad-
kéw niedostuchu genetycznie uwarunkowanego [Marazita
1993], z czego 80% przypadkéw to niedostuch dziedziczony
w sposob autosomalny recesywny. Za 50% przypadkéw z tej
grupy odpowiedzialne sg mutacje w genie GJB2. Gen GJB2
kodujacy biatko — koneksyne 26 (po raz pierwszy opisany

w 1994) zlokalizowany jest na chromosomie 13. Koduje on
biatko budujgce tzw. potaczenia typu gap-junctions, ktére
tworzg kanaty pozwalajgce na przeptyw niskoczasteczko-
wych zwigzkéw pomigedzy komorkami.

Kazdy z takich kanatéw jest ztozony z 2 czesci (konek-
sonow) zakotwiczonych w btonach komérkowych sasiaduja-
cych komoérek i utworzonych przez 6 czgsteczek Cx 26.
W slimaku koneksyna 26 wystepuje w komoérkach rabka
blaszki spiralnej, bruzdy wewnetrznej i zewnetrznej, komoér-
kach wspomagajgcych, nabtonku czuciowym (I grupa)
oraz komorkach rabka blaszki spiralnej, wiezadta spiralnego
i prazka naczyniowego (Il grupa) [Kikuchi 1995]. Obecnos¢
koneksyny 26 w tych komodrkach warunkuje fizjologiczne
krazenie jondw potasu oraz metabolitbw o matej masie
czasteczkowej (ponizej 1000 Da) pomiedzy przestrzeniami
ptynowymi ucha wewnetrznego. Brak lub nieprawidtowa
ekspresja cx26 w uchu srodkowym zaburza obieg potasu
w uktadzie: synapsy — komérki rzesate — komérki podporowe
— endolimfa, co prowadzi do miejscowego zatrucia narzgdu
Cortiego przez potas, upos$ledzajac znacznie proces
styszenia [Johnstone 1989; Oesterle | Dallos, 1990].
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Dla populacji kaukaskiej najczestsza, cho¢ nie jedyng
przyczyng niedostuchu autosomalnego recesywnego jest
mutacja 35delG [Gasparini 2000; Kupka 2002]. Pomimo
wysokiej czestosci wystepowania 35delG opisano wiele in-
nych mutacji lokalizujacych sie w tym samym genie, ktére
razem stanowig istotng przyczyne niedostuchu uwarun-
kowanego genetycznie. Do tej pory w Polsce analizowano
tylko region kodujacy genu GJB2, skupiajac sie przede
wszystkim na poszukiwaniu mutacji 35delG [Mueler-Male-
sinska 2001] choé¢ pojedyncze doniesienie wskazywato na
mozliwo$¢ obecnosci w naszej populacji swoistego profilu
innych patogennych mutacji w GJB2 [Wiszniewski 2001].

Celem pracy byta identyfikacja najczestszych po 35delG
patogennych mutacji w GJB2 wystepujacych w populacji Pol-
ski oraz opracowanie i wdrozenie przesiewowej metody poz-
walajgcej na ich wykrywanie.

Metoda

Opracowana metoda polega na multipleksowej ampli-
fikacji metoda PCR regionoéw: 12-72bp. oraz 306—464bp,
Il egzonu genu GJB2 z uzyciem primeréw wyznakowanych
barwnikami JOE (zielony) dla regionu 12—72, oraz 6-FAM dla
regionu 306—464bp (niebieski), a nastepnie analizie w zelu
denaturujgcym z uzyciem aparatu ABI 377 w obecnosci stan-
dardu wewnetrznego GeneScane-500 (Rox). Delecja guani-
ny w pozycji 35 objawia si¢ w postaci zielonego produktu
PCR o wzglednej dtugosci 102 bp., natomiast brak jej pow-
staniem produktu o dtugosci 103bp. (osoby o genotypie hete-
rozygotycznym posiadajg oba prazki).

Warunki reakcji PCR: 95°C 5 min.; 94°C 30sek; 54,5°C
35sek;72°C 40 sek — 26¢ykli; 70°C 10min; 60°C 45min; 4°C.

Sekwencje primerow stosowanych do testu multiplex-
PCR byty nastepujace:

e Camp5 5'GGTGAGGTTGTGTAAGAGTTGG 3' wyzna-

kowane NED na 5'koncu

e Camp3 5'CTGGTGGAGTGTTTGTTCCCAC 3'

¢ CxdelG F 5'AGAGTAGAAGATGGATTGGGG 3' wyz-

nakowane JOE na 5'koncu

* CxdelG R 5'AAAAATGAAGAGGACGGTGAG 3'

¢ Cx314F 5'GCCTACCGGAGACATGAGAA 3' wyzna-

kowane 6-FAM na 5'koncu

¢ Cx314R 5'AGAAGCCGTCGTACATGACA 3'

¢ Cx 167T F 5ACTCCACCAGCATTGGAAAGA 3' wyz-

nakowane 6-FAM na 5'korcu

¢ Cx 167T R 5TGGGAGAGTGGGAAGTAGTG 3'

Na potwierdzenie mutacji 35delG dodatkowo stosowany
jest tradycyjny test (PCR-RFLP) zmodyfikowany poprzez
uzycie fluorescencyjnych primeréw — pozwala on na wizuali-
zacje wynikow na aparacie ABI 377, a w ten sposdb omija
dosy¢ niewygodny, praco- i czasochtonny etap zelu SSCP.

W wypadku wystepowania delecji AA w pozycji 333
obserwuje sie powstanie niebieskiego produktu o dtugosci
197 bp, a brak jej powstaniem produktu o dtugosci 199 bp.
Mutacja delGAG360 charakteryzuje sie prazkiem o wielkosci
196 bp. Delecja 14 nukleotydéw w pozycji 313 owocuje pow-
staniem niebieskiego produktu o dtugosci 185pz, a brak jej
produktem o dtugosci 199 bp (identycznym jak w przypadku
braku delAA333 oraz delGAG360). Mutacja 167delT (naj-
czesciej wystepujgca w populacji Zydéw aszkenazyjskich
[Morell 1998, Sobe 2000] wykrywana jest w wypadku obec-

nosci prazka o dtugosci 172 pz. Brak jej, natomiast pojawie-
niem sie prazka o dtugosci 173 pz.

Metode poddano walidacji, analizujgc 100 prébek
o przebadanym wczesniej genie GJB2 pod kontem wystepo-
wania 35delG, oraz prébek z mutacjami delAA333 i 313del14
potwierdzonych podczas sekwencjonowania.

Sekwencjonowanie Il exonu kodujacego wykonywano
z uzyciem czterech par primerow:

e Cx Ext 1 5 TCTTTTCCAGAGCAAACCGCC 3'

e Cx Ext 2 5' TGAGCACGGGTTGCCTCATC 3'

¢ Cx Int 1 5 GACACGAAGATCAGCTGCAG 3'

* Cx Int 2 5 CCAGGCTGCAAGAACGTGTG 3'

Znakowanie przeprowadzano w standardowych warun-
kach zalecanych przez producenta kitu do sekwencjonowa-
nia (Perkin Elmer). Rozdziat produktéw prowadzono w zelu
poliakrylamidowym z uzyciem aparatu Abi 377. Otrzymane
sekwencje poréwnywano z sekwencjami wzorcowymi pob-
ranymi z bazy sekwencji PubMed.

Wyniki

966 niespokrewnionych pacjentow Instytutu Fizjologii
i Patologii Stuchu z niedostuchem poddano testom wykrywa-
jacym obecnos$¢ mutacji 35delG. Mutacje na obu chromoso-
mach wykryto u 14% pacjentéw (wykrycie mutacji w formie
homozygotycznej u pacjenta pozwala uznaé diagnostyke
molekularng za zakonczong, umozliwia precyzyjne udzielnie
porady genetycznej oraz pozwala na zaplanowanie ewen-
tualnych testéw na nosicielstwo wsréd rodziny pacjenta).
U 16% pacjentow wykryto mutacje 35delG na jednym chro-
mosomie — stan heterozygotyczny, nie wyjasniajacy przyczy-
ny niedostuchu. Wsréd pozostatej grupy 70% pacjentéw mu-
tacji nie znaleziono.

Wsrod grupy 100 niespokrewnionych pacjentéw z nie-
dostuchem, o genotypie 35delG/wt (heterozygoty) wykonano
analize sekwencji regionu kodujacego genu GJB2 (Il exon).
U 44 pacjentéw wykryto dodatkowe mutacje zestawione
w tab.1.

Tab. 1. Zestawienie mutacji wykrytych podczas sekwencjonowania Il
exonu genu GJB2

Mutacja Liczba pacjentow
313del14 15
167delT
LooP
M34T
V371
DelGAG360
R184P
DelAA333
V153l
R32H

[}

SN wl w Ao

Na podstawie wynikow sekwencjonowania zaprojek-
towano primery amplifikujgce obszar w ktérym lokuje sie
mutacja najczes$ciej znajdowana wsrdd sekwencjonowanych
pacjentéw — 313del14, oraz dwie inne delecje — delAA333
i delGAG360. Dodatkowo zaprojektowano primery amplifiku-
jace specyficzne region drugiej co do czestosci wystepowa-
nia wykrywanej mutacji — 167delT. Zaprojektowano warunki
PCR tak, aby mozliwa byta jednoczasowa amplifikacja z uzy-
ciem trzech par primerdw (trzecia para primeréw amplifikuje
region wystepowania 35delG). Analiza pacjentéw nowym,
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multiplexowym testem wykazata obecnos¢ innych niz 35delG
mutacji u 3,7% pacjentow

Dyskusja

Znajomos¢ panelu najczestszych mutacji patogennych
pozwala na zaprojektowanie odpowiednich testéw diagnos-
tycznych uwzgledniajgcych te mutacje, a co za tym idzie,
wydatnie zwiekszenie liczby wykrywanych mutacji. Zastoso-
wanie proponowanego prostego i stosunkowo mato kosz-
townego testu multiplex-PCR w rutynowej diagnostyce mo-
lekularnej pacjentdw z niedostuchem zwieksza liczbe w petni
zdiagnozowanych pacjentéw o 3,7%. Opisany test pozwala
réwniez na obnizenie kosztow diagnostycznego badania jed-
nostkowego poprzez zmniejszenie liczby pacjentow kwali-
fikowanych do sekwencjonowania (ktére nadal jest metodg
stosunkowo kosztowng, praco- i czasochtonng).Wyniki tego
typu badan maja réwniez bezposredni wptyw na liczbe pre-
cyzyjnie udzielanych porad genetycznych.

Istotnym zagadnieniem jest wykrywanie innych stosun-
kowo czesto wystepujacych w naszej populacji mutacji wy-
wotujgcych niedostuch, a zwtaszcza kontrowersyjnej mutaciji
M34T powigzanej ze zdecydowanie Izejszym niedostuchem
niz 35delG, 313del14 czy 167delT. Proponowany test, opie-
rajacy sie na porownywaniu dtugosci fragmentéow PCR, wy-
krywa jedynie mutacje typu delecja badz insercja. Biorac pod
uwage stosunkowo wysokg czestos¢ wystepowania mutacji
typu missens (w szczegdlnosci LOOP, M34T oraz V37I) u pa-
cjentdw niezdiagnozowanych za pomocg opisywanego testu
nalezatoby wykonywa¢ dodatkowo analizy w/w mutacji lub
sekwencjonowac caty region kodujacy genu GJB2.
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