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1. BEVEZETES

Az emberi kapcsolatokban a hallds a kommunikécié elengedhetetlen része. A
hallaskarosodés az egyik leggyakoribb érzékszervi megbetegedés, amely tobb mint 350
millié embert érint a vilagon. Mégis a nagyothallast, mint betegséget alabecsiilik. Igaz,
az ¢letet nem veszélyeztetd allapotrdl van szo, azonban az érintettek életmindségét
jelentésen rontva komoly terhet ré rajuk mind a tarsadalmi, mind pedig a szakmai
¢letiikben. Az elmult néhany évtizedben a technika ugrasszerii fejlddésével lehetdség
nyilt az emlitett betegcsoport életmindségének javitasara. A hallas javitdsa mellett a
hallasrehabilitaci6 és habilitacio fejlesztése is fontos feladat, hiszen a gyermek normalis
személyiségfejlodésében a hallasnak kiemelked6 szerepe van. Az idében €szre nem vett
nagyothallds esetén nem csak a gyermek beszédfejlddése marad el, hanem mentélis
fejlodése is. Ezért is fontos kovetelmény ma mar, hogy a hallasszlirés perinatalis korban
megtorténjen.

A nagyothallas (NH) okainak egyre kiterjedtebb kutatdsai soran kidertilt, hogy a
genetikai tényezdknek fontosabb szereplik van, mint azt kordbban gondoltuk.
Statisztikai adatok alapjan minden 1/1000 gyermeknek prelingualis, azaz a
beszédfejlodés elott kezdddo nagyothallasa van, melynek hatterében 60%-ban genetikai
defektus all (Morton, 1991). A percepcids hallaskarosodasért, mely lehet bels6 fiil,
halléideg vagy hallopalya eredetli, a genetikai hibdkon tul leggyakrabban az
agyhartyagyulladas, ototoxicitds, trauma ill. a vérellatdsi zavarok a felelések. A
kongenitélis nagyothallas etiologidja szerint beszélhetiink 6rokl6dd és nem 6roklodo
formarol. A két csoport megoszlasi aranya csak becsiilhetd a kifejezett heterogenitas €s
az 6roklédd nagyothallasért felelds hianyz6 molekuléris genetikai ismeretiink miatt. A
kiilonboz6 fenotipusok eltérd génben tortént mutaciokra vezethetdk vissza, amely gének
altal kodolt fehérjék a belso fiillben szerkezeti, motoros, transzkripcios, transzport vagy
egyéb feladatokat latnak el.

Az 0roklédé nagyothallds klinikai felosztdsa torténhet a tarsuld egyéb
szimptomak alapjan is. Igy a szindromas hallascsokkenés eseteiben a karosodott
fehérjefunkcio kovetkezményeként egyéb szervi anomalidk is tarsulnak az audioldgiai
tiinethez, mint pl. vaz- és izomrendszeri zavarok, pigmentzavar, sziv ingervezetési

zavar, vese, pajzsmirigy érintettség stb. Ezekben az esetekben az érintett gén 4ltal



kodolt hibas fehérjék nem csak a cochleaban, hanem a szervezet mas szoveteiben is
expresszalodnak és funkciondlis zavart okozhatnak. A szindromas nagyothallds az
orokletes esetek 30%-ért felelds, mig az esetek tobbsége (70%) egyéb szimptomaval
nem tarsul. Ez utdbbin beliil a leggyakoribb 6roklésmenet az autoszomalis recessziv
(AR) (75-80%), mig 15-20%-ban autoszémalis dominans (AD), 2-3%-ban pedig X
nemi kromoszémahoz kotott oroklodés figyelheté meg (Cohen, 1995). Az esetek
kevesebb, mint 1%-ban a mitokondrialis DNS altal kodolt 6roklésmenetrdl van szo,
amely szintén hallascsokkenést okozhat (Hu, 1991). A kiilonb6z6 oroklésmenet
legtobbszor eltérd klinikai megjelenéssel tarsul, bar sokszor azonos tiinetekhez eltérd
genetikai hiba parosul. A nagyothallas kutatasat megneheziti a belso fiil kicsiny mérete
¢s rejtett helyzete. A periférids hallds mechanizmusat leiré elméletek pontositasa
napjainkban is aktudlis feladat, melynek megértés¢hez az elmult évtizedben tortént
genetikai vizsgalatok nagyban hozzajarultak. A genetikai vizsgalatokat neheziti, hogy a
génkutatdshoz olyan tobb generdcidos nagyothalld csaladokra van sziikség, ahol az
oroklédésben az egyszerli mendeli torvények jol kovethetdk. A technika fejlddésének
koszonhetéen az utdbbi évtizedben sikerlilt automatizalt kapcsoltsag- ill.
expresszidanalizissel, szekvenaldssal egyre tobb hallasért felelés lokuszt és gént
azonositani. A genetikai nagyothallas kutatasdnak elsé eredményei csak a 90-es évek
elején lettek ismertek, ami eleinte a lokuszok azonositasat jelentette a kromoszémakon.
Feltehetéen kozel 200 gén felelds a hallasért, melybdl 1996-ban még csak egy volt
ismert. Jelenleg tobb mint 70 lokuszt és 30 gént ismeriink. Ma mar a DNS technikak
elterjedésének koszonhetden rutin feladatta valt a human gének izolalasa és vizsgalata.
Tobb orszagban végzett vizsgalatok szerint mind a familidrisan, mind a
sporadikusan 6roklédd esetekben a velesziiletett nem szindromds nagyothallds legfébb
oka a GJB2 (Gap Junction protein, Beta 2) génben tortént mutacio. Az 1997 6ta ismert
GJB2 gén egy Connexin 26 nevii proteint kodol, ami a gap junction proteinek
Munkank soran Eszakkelet-Magyarorszag teriiletérél gytijtttiink olyan nem szindromas
nagyothallo eseteket, ahol feltételezheté volt a familiarisan ill. sporadikusan fellépd
genetikai eredet, erre vonatkozd adatok jelenleg nem dallnak rendelkezésre
Magyarorszagon. Célunk volt megvizsgalni a magyar populacidoban (beteg és kontroll

csoport) az emlitett gén nem szindromas nagyothallasért felelds mutaciok eléfordulési



gyakorisagat. Az altalunk vizsgalt masik genetikai eltérés egy mitokondrialis mutécio
érintett személyekben aminoglikozid antibiotikum érzékenységet indukal. Tovabba
célunk volt olyan tobb generdcids, halmozottan eléfordulé nagyothalldé csalddok
gyljtése, ahol a fent emlitett genetikai eltérések nem voltak kimutathatok, de
monogénes defektust feltételezve lokusz és génidentifikalas torténhetett kapcsoltsag
analizissel.

Vizsgalati adatainkkal az emlitett génhibdk gyakorisdgat akartuk megéllapitani
emlitett génekrdl segitenek abban, hogy az érintett személyeknek genetikai tanacsadas
torténhessen a betegség kialakuldsarol, o6roklédésérdl, patomechanizmusarol ill.
gyermekvallalas esetén a nagyothalld gyermek sziiletésének esélyeirdl.

Ez a tanulmany egy kooperaciéo eredménye, amely a Debreceni Egyetem Fiil-
Orr-Gégeészeti €és Fej-Nyaksebészeti Klinika, valamint a Tiibingeni Egyetem Fiil-Orr-
Gégeklinika, a Tiibingeni Human Genetika Intézet és a Debreceni Egyetem Klinikai

Biokémiai és Molekuldris Patologiai Intézet egylittmiikodése révén jott 1étre.



2. IRODALMI ATTEKINTES

A gyermekkori halldszavarok kérdése mar hosszl id6 ota all az orvostudomany
¢és a fiil-orr-gégészeti gyakorlat kozéppontjaban. Az esetek nagyobb részében (60%)
molekularis genetikai eltérésrél van sz6, bar ma még nem teljesek a hallds genetikai
ismereteink. Ennek a teriiletnek a teljes feltérképezése elengedhetetlen ahhoz, hogy
megértsiik a hallas ill. a nagyothallas bonyolult patomechanizmuséat, jobb lehetdséget
nyujtva ezzel a hatékony terapiara.

Hartmann és Politzer, nem sokkal Gregor Mendel briinni szerzetes Oroklési
torvényeinek megjelenése utdn (Mendel, 1865) irdasaikban mar emlegetik a genetika
bizonyitasdhoz a technika fejlédésére volt sziikség, ami XX. szazad végéig varatott
magéra. Az elsd nagyothallasért felelds lokusz azonositdsa az X kromoszoman tortént
(Wallis, 1988). A nem szindromas nagyothallas torténetében a nagy vizvalaszto 1997-
ben volt, amikor harom egymastol fliggetlen munkacsoport kdzel azonos iddben
jelentette meg koézleményeit a GJB2 génrdl (Denoyelle, 1997; Kelsell, 1997; Zelante,
1997). Azoéta szamos szindromas és nem szindromas nagyothallasért felelds lokuszt és
gént sikeriilt mar azonositani.

Az 6rokl6do nagyothallas csoportositasa kiillonbozé szempontok alapjan torténhet, mint
példaul a hallasvesztés mértéke, a betegség kezdete, tipusa, mas tiinetekkel torténd
tarsuldsa stb. (1. tablazat). A kiilonb6z6 6roklésmenetek legtobbszor eltérd fenotipussal
tarsulnak, de nem olyan mértékben, hogy abbdl a génre egyértelmiien kovetkeztetni
lehetne. Egyszerlisitve elmondhatd, hogy az autoszomalis recessziv 0Oroklodést
nagyothallds  prelingualis  kezdetli, stlyosabb a klinikai képe (minden
frekvenciatartomanyt érint), progresszid nélkiili, mig az autoszémalis domindns
esetekben a nagyothallas kezdetben enyhébb foku, késdbb progredial és gyakran csak

bizonyos frekvenciatartomanyokat érint (11. tablazat).



L tablazat: A nagyothallas (NH) osztdlyozadsa kiilonbozo szempontok alapjan

Osztalyozas

Nagyothallas mértéke

- kisfoka: 20- 39 dB

- kozepes foku: 40- 69 dB

- nagyfoku: 70- 95 dB

- siketséggel hataros: > 95 dB

Nagyothallas kezdete | - prelingualis: beszédfejlédés elott
- posztlingualis: beszédfejlédés utan
Tipusa - vezetéses: kiils6 vagy kdzépfiil eredetii

- percepciods: cochlearis vagy retrocochlearis eredetli
- kevert

Erintett frekvencidk

- mély frekvenciak: 250- 500 Hz
- kozép frekvenciak: 500- 2000 Hz
- magas frekvenciak: 2000- 8000 Hz

Egyoldali / Kétoldali | - szimmetrikus
- aszimmetrikus: >15 dB hallaskiiszob a két oldal kozott (1-4 kHz)
Progresszid - progredial
- stabil

Szindromas /
Nem szindromas

- szindromas: a nagyothallas egyéb klinikai szimptomaval tarsul
- nem szindromas: a nagyothallas egyéb szimptomaval nem tarsul

Il tablazat: Az autoszomdlis recessziven ill. autoszomalis dominansan oroklodé NH

fenotipus jellemzoi

Szempontok autoszomalis recessziv autoszémalis domindns
El6fordulési gyakorisdga 75-80% 15-20%
Hallasvesztés mértéke nagyfoku kis-,
v. siketséggel hataros kozepes foku
NH kezdete prelingualis pre- / posztlingualis
Tipusa percepcios percepcios
Erintett frekvenciak minden frekvencia foleg a magas
frekvenciatartomany
Erintett oldal kétoldali kétoldali
Progresszio nem jellemz6 jellemzd




2.1. SZINDROMAS NAGYOTHALLAS

A genetikai eredetli hallaskarosodasok 30%-a szindromds forméban fordul eld,
azaz a nagyothallds egyéb anomalidkkal tarsul, mint pl. izom- ¢és vazrendszer,
idegrendszer, sziv, szem, bor, urogenitalis rendszer, endokrin szervek eltérései. A
kiilonb6z6 szindromas nagyothalldssal jard betegségek szama tobb mint 400 (OMIM,
2002), mig az egyéb fiil-orr-gégészeti fejlodési rendellenességgel tarsuld szindromas
korképek szama tobb mint ezer. Ezekben az esetekben a genetikai mutacidé nem csak a
cochleaban okoz zavart, hanem az egyéb szovetekben is. S6t, eltérd génhibak azonos
tiineteket is eredményezhetnek, mint ahogy ez pl. 1. tip. Usher szindrémat okozo négy
kiilonbozé génben (MYO74, USHIC, CDH23, PCDHI5) tortént hibaknal
megfigyelhetd (111. tabldzat). A szindromas nagyothallds eseteire is elmondhatd, hogy
azonos mutaciok mellett a klinikai kép igen valtozo lehet, megnehezitve ezzel a tiinetek
alapjan torténd meghatarozasukat. Neéhany gyakrabban el6forduld szindromas

nagyothallds jellemzdit mutatja be a III. tdblazat (/1. tabldzat).

2.2. NEM SZINDROMAS NAGYOTHALLAS

Miér az els6 ,siketségért” felelds gén identifikdlasakor ismert volt, hogy
fiiggetleniil az autoszoémalis domindns vagy recessziv oroklésmenettdl egy heterogén
megbetegedésrol van szo. Pontos adatunk még nincs, de hozzavetdlegesen 100-150 gén
okoz monogénes, nem szindroémas nagyothallast (Morton, 1991). A 90-es évek elején
még csak néhany lokuszt €s még kevesebb gént identifikaltak, de ma mar tobb mint 70
hallasért felelds lokusz és 30 gén ismert, melyek szdma €évrdl évre nd. A nemzetkdzi
konvencio szerint a nem szindromdas nagyothallasért felelés lokusz roviditése DFN
(DeaFNess), melynek szamozasa az azonositds idorendi sorrendjében torténik. Az
oroklésmenetnek megfeleléen kiilon jeloljik az autoszémalis domindns (DFNA), az

autoszomalis recessziv (DFNB) ill. az X kromoszémahoz kotott 6roklddést (DFN).



1Il. tabldzat: Néhany gyakoribb szindromds nagyothallas jellemzé genotipusa és
(NH: nagyothalldas, AD: autoszomalis dominans, AR: autoszomdlis
recessziv, X krom.: X-nemi kromoszomahoz kétéott oroklodes)

fenotipusa.

Szindroma Egyéb anomalis Oroklédés Lokalizacio Gén
modja
Alport Glommerulonephritis X krom. Xq22.3 COL445
ocularis anomalia AR 2q36-37 COL4A43/
NH COL4A44
BOR Renalis anomalia AD 8ql3.3 EYAI
(Branchio- fiil malforméci6é (NH)
Oto-Renalis) | cervicalis fistula 1q31 ismeretlen
LQT Cardialis arrhythmia AD 11pl5.5 KCNQI (LQT1)
NH AD 7935-36 HERG (LQT2)
AD (Romano-Ward- | 3p21-24 SCN54 (LQT3)
szindroma)
AR 4q25- 27 ismeretlen (LQT4)
AR (Jervell-Lange- |21qg22.1 KCNE]1 (LQTS)
Nielson-szindréma) | 21q22.1 KCNE?2 (LQT6)
Pendred Diffuz thyroid AR 7931 SLC2644
megnagyobbodas (golyva), (Pendrin)

cochlea fejlodési

rendellenesség (NH)

Stickler Retina degeneraciod AD 12q13.11-13.2 COL2A41 (STL1)
iziileti degeneracio

abnormalis epiphysealis

fejlédéssel, NH

arc hypoplasia, csigolyatest 1pl12 COLI11A1 (STL2)

deformitas, NH

szajpadhasadék 6p21.3 COL11A42 (STL3)

Usher Retinitis pigmentosa AR 14q32 ismeretlen
cochlea degeneracio (NH) (USH1A)
vesztibularis tiinet 11q13.5 MYO74 (USH1B)

11p15.1 USHIC (USHI1C)
10q CDH23 (USH1D)
21q ismeretlen
(USHIE)
10g21-22 PCDHI15 (USHIF)
1g41 USH2A4 (USH2A)
3p23-24.2 ismeretlen
(USH2B)
5ql4.3-21.3 ismeretlen
(USH2C)
3g21-25 USH3 (USH3)

Waardenburg | Dystopia canthorum, AD 2935 PAX 3 (WS1)
pigment anomalia 3pl4.1-12.3 MITF (WS2)

NH 2935 PAX 3 (WS3)
13q22 EDNRB (WS4)
20q13.2-13.3 EDN3 (WS4)
22q13 SOX10 (WS4)




2.2.1. AUTOSZOMALIS DOMINANS NEM SZINDROMAS
NAGYOTHALLAS (DFNA)

A genetikai eredetli hallascsokkent esetek 15-20%-a autoszomalis domindns
oroklésmenetet mutat, azaz a mutans gén mar minden hordozé egyénben hallassériilést
okoz ¢és minden generacioban megjelenik nemtdl fiiggetleniil. Az érintett heterozigota
személyek hazassagabol kortilbeliil 1:1 aranyban sziiletnek jelleghordozé €és normalis
fenotipusu utddok, ami gyakran csak késé gyermekkorban vagy fiatal felndttkorban
manifesztalodik, s legtobbszor progredidl. Maig tobb mint 35 lokuszt és 17 gént irtak le

dominans oroklésmenettel (1V. tablazat).

2.2.2. AUTOSZOMALIS RECESSZIiV NEM SZINDROMAS
NAGYOTHALLAS (DFNB)

A recessziven 6roklédd genetikai eltérés akkor manifesztalodik, ha az egyén a
mutaciéra nézve homozigéta genotipussal rendelkezik. Igy azok tiinetmentesek
maradnak, akik csak az egyik allélon hordozzadk a genetikai hibat, amely akar tobb
generacion keresztiil is rejtve maradhat. A fenotipus szempontjabol egészséges
hordozok héazassagabol egészséges ¢€s beteg gyermekek egyardnt sziilethetnek 3:1
ardnyban. gy csak azokat a heterozigbtakat ismerjiik fel, akiknek legaldbb egy
hallassériilt gyermekiik van. A genetikai eredetli nagyothallasok legnagyobb csoportjat
ez az Oroklésforma teszi ki, melyre altalaban a prelingualis kezdet és a minden
frekvenciat érintd nagyfoku percepcios tipusu NH jellemzd. A homozigdta beteg
gyermekek rendszerint nem tanulnak meg beszélni ¢és egymassal jelbeszéddel
kommunikélnak. Az érintett gének azonositdsa az extrém genetikai heterogenitds miatt
igen nehéz, és nem is lehetséges csupan a fenotipus alapjan elkiiloniteni a kiilonb6z6
géndefektusokat.

A lokuszok azonositasara tobbféle modszerrel van lehetdség. Az egyik a
kapcsoltsag analizis, amelyhez nagy, izolalt csaladokra van sziikség legalabb 8-10
érintett és ugyanennyi normal hallé személlyel. A hallasért felelds lokuszok egész sorat
azonositottak ezzel a moddszerrel (DFNB1, DFNB2, DFNB4, DFNBS, DFNB9 stb.).
Masik lehetdség a homozigdta analizis, ami mar kisebb csalddokban is eredményt
hozhat (DFNBS5, DFNB6, DFNB7 stb.). Lényege, hogy az érintett testvérparoknak a

betegség lokuszdra homozigotaknak kell lenniiik, s Osszehasonlitva Oket a csalad



egészséges tagjaival a specialis régid behatarolhatdo. A harmadik mddszerrel nem kis

csaladokat, hanem izolalt populacidkat lehet vizsgélni, ha benniik az &tlagosnal

gyakrabban jelentkezik egy adott betegség (DFNB3). Jelenleg 33 lokusz és 15 AR gén

ismert (V. tabldzat).

1V. tablazat: A jelenleg ismert autoszomdalis dominans oroklésmenetii, nem szindromas

nagyothallasért felelds lokuszok és gének (Van Camp és Smith, 2003)

Név Lokalizacié Gén Referencia
DFNAI1 5931 HDIAI Leon, 1992; Lynch, 1997
DFNA2 1p34 GJB3 Coucke, 1994; Xia, 1999; Kubisch, 1999

KCNQ4
DFNA3 13ql2 GJB2 Chaib, 1994; Denoyelle, 1998;
GJB6 Grifa, 1999

DFNA4 19q13 ismeretlen Chen, 1995
DFNAS Tpl5 DFNAS Van Camp, 1995; Van Laer, 1998
DFNA6 4p16.3 WFS1 Lesperance, 1996; Bespalova, 2001
DFNA7 1g21-g23 ismeretlen Fagerheim, 1996
DFNAS 11q22-24 TECTA Kirschhofer, 1996; Verhoeven, 1998
DFNA9 14q12-q13 COCH Manolis, 1998; Robertson, 1998
DFNA10 6922-q23 EYA4 O’Neill ,1996; Wayne, 2001
DFNALI1 11q12.3-g21 MYO74 Tamagawa, 1996; Liu, 1997
DFNA12 11q22-q24 TECTA Verhoeven, 1997, 1998
DFNAI13 6p21 COLI11A2 Brown, 1997; McGuirt, 1999
DFNA14 4p16 WFS1 Van Camp, 1999; Bespalova 2001
DFNA15 5q31 POU4F3 Vahava, 1998
DFNA16 2q24 ismeretlen Fukushima, 1999
DFNA17 22q MYH9 Lalwani, 1999, 2000
DFNA18 3q22 ismeretlen Boensch, 1998
DFNAI19 10 pericentr. ismeretlen Green, 1998
DFNA20 17925 ismeretlen Morell, 2000
DFNA21 6p21 ismeretlen Kunst, 2000
DFNA22 6q13 MYO6 Melchionda, 2001
DFNAZ23 14g21-g22 ismeretlen Salam, 1999
DFNA24 4q ismeretlen Hafner, 1999
DFNA25 12921-24 ismeretlen Greene, 1999
DFNA26 17925 ismeretlen Yang, 2000
DFNA27 4ql12 ismeretlen Fridell, 1999
DFNA28 8q22 TFCP2L3 Anderson, 1999; Peters, 2002
DFNA30 15926 ismeretlen Mangino, 1999
DFNA32 11pl5 ismeretlen Li, 2000
DFNA34 1q44 ismeretlen Kurima, 2000
DFNA36 9q13-g21 TMC1 Kurima, 2000; Kurima, 2002
DFNA37 1p21 ismeretlen Talebizadeh, 2000
DFNA38 4pl6 WFS1 Young, 2001
DFNA39 4921.3 DSPP Xiao, 2001
DFNA41 12924-qter ismeretlen Blanton, 2002
DFNA44 3928-29 ismeretlen Modamio-Hoybjor, 2003
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V. tablazat: A jelenleg ismert autoszomdalis recessziv oroklésmenetii, nem szindromas
nagyothallasért felelos lokuszok és gének (Van Camp és Smith, 2003)

Név Lokalizacio Gén Referencia
DFNBI 13q12 GJB2 Guilford, 1994
Kelsell, 1997
DFNB2 11q13.5 MYO74 Guilford, 1994
Liu, 1997; Weil, 1997
DFNB3 17p11.2 MYOI5 Friedman, 1995
Wang, 1998
DFNB4 7931 SLC26A44 Baldwin, 1995
Li, 1998
DFNBS5 14q12 ismeretlen Fukushima, 1995
DFNB6 3pl4-p21 TMIE Fukushima, 1995
DFNB7 9q13-q21 T™C1 Jain, 1995
Kurima, 2002
DFNBS 21q22 TMPRSS3 Veske, 1996
Scott, 2000
DFNB9 2p22-p23 OTOF Chaib, 1996
Yasunaga, 1999
DFNB10 21q22.3 TMPRSS3 Bonne-Tamir, 1996
Scott, 2000
DFNBI11 9q13-q21 T™C1 Scott, 1996
Kurima, 2002
DFNBI12 10q21-q22 CDH23 Chaib, 1996
Bork, 2001
DFNB13 7q34-36 ismeretlen Mustapha, 1998
DFNB14 7931 ismeretlen Mustapha, 1998
DFNBI15 3q21-g925 ismeretlen Chen, 1997
19p13
DFNB16 15q15-q22 STRC Campbell, 1997
Verpy, 2001
DFNB17 7931 ismeretlen Greinwald, 1998
DFNBI18 11p14-15.1 USHIC Jain, 1998
DFNBI19 18pll ismeretlen Green, 1998)
DFNB20 11q25-qter ismeretlen Moynihan, 1999
DFNB21 11q TECTA Mustapha, 1999
DFNB22 16p12.2 0OTOA Zwaenepoel, 2002
DFNB23 10p11.2-g21 ismeretlen Smith R, kozlés alatt
DFNB24 11923 ismeretlen Smith R, ko6zIés alatt
DFNB25 4p15.3-ql2 ismeretlen Smith R, kozlés alatt
DFNB26 4q31 ismeretlen Riazzudin, 2000
modifikalo: 1g24
DFNB27 2q23-q31 ismeretlen Pulleyn, 2000
DFNB28 22ql3 ismeretlen Walsh, 2000
DFNB29 21q22 CLDN14 Wilcox, 2000
DFNB30 10p MYO3A Walsch, 2002
DFNB31 9q32-q34 ismeretlen Mustapha, 2002
DFNB32 1p13.3-22.1 ismeretlen Hamadi Ayadi, kozlés alatt
DFNB33 9q34.3 ismeretlen Medlej-Hashim, 2002
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CONNEXIN 26, GAP JUNCTION PROTEIN

Egy tunéziai csaladon végzett kapcsoltsag analizis vizsgalat eredményeként az
elsd nem szindromads, recessziven 6roklédé nagyothallasért felelés lokuszt (DFNB1) a
13q12 kromoszoéman 1994-ben identifikaltdk (Guilford, 1994). Az ezt kovetd
tanulmanyok szintén megerdsitették, hogy ezen a kromoszoma région egy fontos
génnek kell lennie, mely az oOrokletes nagyothalldsokban fontos szerepet jatszik.
Ugyanebben az évben egy francia csaldd esetében ehhez a régiohoz kotddve (13ql12)
autoszomalis domindnsan 6roklodé nagyothallasrél szamoltak be (DFNA3) (Chaib,
1994). Csak 3 év mulva sikeriilt az emlitett régiét 14 cM-re behatarolni (Gasparini,
1997). Még ebben az évben az itt lokalizalodd gént (GJB2) egymastol tobb fliggetlen
munkacsoport identifikdlta. A gént domindns Ordklésmenetet mutatdé percepcios
nagyothalldssal és palmoplantaris keratodermaval tarsuld csalddban is analizaltdk
(Kelsell, 1997). A masik munkacsoport 5 cM intervallumban hatarolta be az emlitett
lokuszt, mely a Connexin 26 fehérjét kodold gént tartalmazza. Ezt kovetden a gén
szekvenalasa ramutatott arra, hogy az altaluk megvizsgalt esetek 63%-ban egy specidlis
delécio, a 35delG volt kimutathaté (Zelante, 1997). Azota a vilag tobb orszagaban
végzett molekuldris biologiai vizsgalatok igazoltdk, hogy ez a gén feleldés az Osszes
autoszomalis recessziv, nem szindromas nagyothallo esetek kb. 60-70%-ért.

A GJB2 gén egy Connexin 26 (Cx26) nevii fehérjét kddol, mely a gap junction
proteinek csalddjaba tartozik. Az eddig ismert husz kiilonb6zd connexint négy
alcsoportba soroljuk (a, f, y és nem klasszifikalhato csoport). A genomidlis strukturaja
az a- és f-connexineknek nagyon hasonld. Két exonjuk van, de az els6 egy nem kodolo
exon, mig a masodik tartalmazza az egész kodold szakaszt. Jelenleg 6 f-connexint
ismeriink (Cx26, Cx30, Cx30.3, Cx31, Cx31.1, Cx32). Hat connexin fehérje a
sejtmembranba épiilve alkot egy connexont, s két szomszédos sejt connexonja képez
egy komplett intercellularis csatornat (gap junction), amelyen keresztiil a két sejt kozott
az extracellularis tér kihagyasaval molekuldk aramlasa torténik. Az 1,2 nm atmérdja
csatorndn 1000 daltonnal kisebb molekulastlyt molekuldk passzivan dramolhatnak (7.

dbra).
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Posztszinaptikus i

citoplazma i- Extracellularis ter
B S nyitott zar 5_332:1 EXiN = CONRNEXON
E}dracelluléristér ) .

Citoplazmatikus tér

1. abra: (A): Két szomszédos sejt connexonjabol felépiilé gap junction csatorna

erer

zarhato a csatorna (Bruzzone, 1996)

Az emlitett protein tobbféle sejtben

expresszalodik, mint pl.: neuron, glia,
Citoplazma
szivizom, simaizom, maj ill. a cochlea
bizonyos sejtjei. A Connexin 26 Osszesen 9
Sejtmembrin domainb6l 4ll (4 transzmembran, 2
extracellularis és 3 citoplazmatikus) (2.
Extracelluliris tér abra). A fehérje szerkezeti stabilitasat a

domainek kozti disszulfid hidak biztositjak.

2. abra: Connexin 26 fehérje 4 transzmembran,
2 extracellularis és 3 citoplazmatikus domainbdl all
(Kumar és Gilula, 1996)
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A Cx26 makromolekularis szerkezetére jellemzd, hogy mas connexin
molekulékkal is képes connexont ill. gap junction csatornat képezni (Lautermann, 1998;
Adams, 2000). A Cx26 molekulat expresszalo sejtek felszinén Cx30 fehérjéket is
kimutattak, valamint joval kisebb mennyiségben Cx43-t. A Cx26 és Cx43 fehérjék
funkcionalisan inkompatibilisek €s nem képesek egymassal heteromer connexont
képezni (Elfgang, 1995). Cx31 expressziot fetalis egér cochlea spiralis ligamentum és a
limbus spiralis fibrocitaiban azonositottak (Xia, 2000).

Abban az esetben, ha a csatorna csak egyfajta fehérjébol épiil fel, beszéliink
homomer-homotipusos csatornardl. Ellenben ha egy connexon dsszetétele heterogén és
a csatorna sem identikus connexonokbol 4ll, nevezziik heteromer-heterotipusos

csatorndnak (3. abra).

Connexon

Connexon: Homaotmer Heteromen Homatne Heteromenr

Gap junction: Homotipus Homatipus Heterotipus Heterotipus

3.abra: Gap junction csatorna szerkezeti variacioi connexin molekulakbol (Kumar és
Gilula, 1996)

A csatorna nyitasat tobb faktor is szabalyozhatja. Vannak foszforilacié utjan
szabalyozott csatornak, de lehet a csatorna miikodése fesziiltségfiiggd, pH-regulalt vagy
egyéb faktorhoz kotott. A gap junction permeabilitas szabalyozasanak harom formaja
van (gyors, kdzepes, megnyult), és ezek koziil a mutacidok leggyakrabban a megnyult
format érintik (Holder, 1993).

Az emlds cochleaban végzett immunhisztokémiai vizsgalatok két, Connexin 26

molekulakbol 4116 gap junction halézatot igazolt, melyeken keresztiil a kaliumion (K")
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recirkulacidja torténik a csigaban. Az egyik az epithelialis gap junction rendszer, amely
Osszekottetést biztosit az Osszes tamasztosejt, Claudius-sejtek, bazalis sejtek és
interdentalis sejtek kozott, de a kiilsd, belsd szérsejtek membranjdban nem volt
kimutathat6 Connexin 26 protein. A masodik halézat tagjai mesenchymalis eredetiiek,
melyet a ligamentum spirale és a limbus spirale fibrocytai, valamint a stria vascularis

bazalis és intermedier sejtjei alkotjak (Kikuchi, 2000).

] Cx26 expresszald fibrocita
B Cx26 expresszalo epithelialis timasztosejt

Fa
| Scala

vestibuli |
=== Scala

K" media

H\ Limbus

% spiralis

A\

4. abra: K recirkulacié a cochleaban. A piros jelzés az epithelialis gap junction
halozat elemeit tartalmazza, mig kékkel a mesenchymalis rendszer lathato. Az abran a

crer

(Kikuchi, 2000)

A stria vascularis marginalis sejtjei juttatjak a perilymphabol eredd K'-t az
endolymphaba. Az intrastrialis térbél a marginalis sejtekbe a K aktiv felvétele a sejt
bazolaterdlis membranjaban 1évé Na'-K'-ATPaz és Na'-K'-2CI-kotranszporter
segitségével torténik, majd a K'-t az apikélis felsziniikon keresztiil az endolymphaba
bocsatjak, igy az endolymphatikus térben +80 mV koriili egyendramu potenciat tartva
fenn. Akusztikus inger hatasara a sejtek sztereociliumai deflektdlodnak és K™ aramlik be
az endolymphabdl a sejtekbe. Ez a mechano-elektrikus transzdukcio, mely receptor

potencial kialakulasahoz vezet. A K fluxus a sejt bazolateralis részén kilépé K révén
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repolarizaciohoz vezet és ezt kovetden a K™ az epithelialis majd a kotdszoveti gap
junction halozaton keresztiil recirkuldlodik a stria vascularis bazélis €s intermedier
sejtjeihez, innen tovabbadodik a margindlis sejteknek, hogy azok ismét az
endolymphaba juttathassak (4. dbra) (Kikuchi, 2000). A halozat funkcionalis
karosodasa az endocochlearis potencial csokkenését és ezzel egyiitt nagyothallast
eredményez.

A GJB2 a kis gének csoportjaba tartozik, csupan egy kodold exonja van. Az
altala kodolt Connexin 26 protein 226 aminosavbol all. Eurépaban a leggyakoribb
patolégias eltérést okozo genetikai hibdja a 35delG mutdcio, amely a recessziven
oroklodé nagyothalld esetek tobb mint 50%-ért felelds. A 35delG deléciot mind a
familiaris, mind pedig a sporadikus esetekben kialakuld6 nem szindromés nagyothallas
legfébb okaként még 1997-ben tobb nagyothalldé populacioban kimutattak (Denoyelle,
1997). A mutacid prevalencidja Eurdpaban atlag 1:50, de ez az érték szignifikdnsan
alacsonyabb az észak-eurdpai orszagokban és Ko6zép-Europaban (1:75), de magasabb a
mediterran térségben (1:35) (VI tdbldzat). Ez korreldl a GJB2 génhez kotott
gyermekkori nagyothallds gyakorisagdval az adott régiokban. Hozzéavetdlegesen
elmondhat6, hogy mivel a gyermekkori nagyothallas fele genetikai eredetli, igy az
Osszes prelingualisan fellépd nagyothallas kb. 20%-ért, mig az 6sszes sporadikus eset 10

%-ért a 35delG mutacio a felelds (Kelley, 1998).

A 35delG mutaci6 soran egy nukleotid delécidja miatt kereteltolodas
(frameshift) jon létre az N-terminalis intracellularis domainben (IC1). Pontosabban, a
bazistriplet eltolodik, s glicin helyett valin épiil be 12. aminosavként a polipeptidlancba.
A kovetkezo triplet egy stop kodont kddol (timin-guanin-adenin), és igy az eredetileg
226 aminosavbol 4ll6 protein helyett csupan egy 12 aminosavat tartalmazé
miikddésképtelen polipeptidlanc képzdédik zavart okozva ezzel a Corti-szerven beliil a
kezdet és a sulyos foku percepcios jelleg a jellemz6, bar a hallasvesztés mértéke sokszor

igen variabilis.
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VI tablazat: A 35delG mutdcio hordozasi gyakorisaga kiilonbozé europai orszagok
normal populacioiban

Normal populacio Hordozasi
gyakorisag
Belgium 0.5%
Csehorszag 2.1%
Franciaorszag 1%
GoOrdgorszag 3.03%
Nagy-Britannia 0.8%
Németorszag 2%
Norvégia 0.5%
Olaszorszag 3.4%
Spanyolorszag 3.7%

Ma mar tobb mint 70 autoszomalis recessziv és 6 autoszomadlis domindns
oroklésmenetet mutato kiilonb6zd genetikai eltérés ismert a GJB2 génben. A kiilonbozo
népességesoportok vizsgalata soran eltéré mutaciok gyakori fellépését irtak le, mint pl.
az Ashkenazi zsidok esetében a 167delT, dzsiaiakban a 235delC. Eurdpa orszagaiban
végzett tanulmanyok soran még nem szamoltak be a 35delG muticido mellett egyéb

genetikai hibanak halmozottan torténd eléforduldsarol.
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2.2.3. X KROMOSZOMAHOZ KOTOTT NEM SZINDROMAS
NAGYOTHALLAS (DFN)

Az X kromoszémahoz kotott nem szindromds, percepcios nagyothallds csupan
az esetek 2-3%-ban figyelheté meg. Hasonldan a recessziv 6roklddéshez a nagyothallés
kezdete prelingualis, de a fenotipus extrém heterogén. A genetikai hiba azonositasa
ebben az esetben a legegyszerlibb, hiszen legtobbszor a férfiak betegednek meg,
akikben egy mutadns allél jelenléte mar elegendd ahhoz, hogy egy X-hez kotott hibas
génre kovetkeztethessiink. Igazoltan az emberi X nemi kromoszémahoz kotott ismert
gének szdma megkdzeliti a haromszéazat, amelybdl 6 lokuszrol és 2 génrdl tudjuk, hogy

hibaja hallaskarosodast okoz (VII. tablazat).

VIl. tablazat: X nemi kromoszomahoz kotott nem szindromas nagyothallassal tarsulo lokuszok
és genek (Van Camp és Smith, 2003)

Név Lokalizacio Gén Referencia
DFNI1 Xq22 DDP Tranebjaerg, 1995
Jin, 1996
DFN2 Xq22 ismeretlen Tyson, 1996
DFN3 Xg21.1 POU3F4 De Kok, 1995
DFN4 Xp21.1 ismeretlen Lalwani, 1994
Pfister, 1998
DFN6 | Xp22 ismeretlen Del Castillo, 1996
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2.3. MITOKONDRIALIS GENOM MUTACIOI OKOZTA
NAGYOTHALLAS

Az ordkletes nagyothallds kevesebb, mint 1%-ért a mitokondrium genomjanak
genetikai hibdja a felelds. A mitokondrium sajat DNS-sel rendelkezik (,,25.
kromoszéma”), mely duplaszala cirkularis és elsdsorban az energiatermeléssel
kapcsolatos fehérjéket kodol. Az oxidativ foszforilacid sorozatos biokémiai reakcidinak
eredményeként a mitokondrium bels6 membranjaban ADP-b6l ATP képzddik, amely a
sejt energiaellatasat biztositja. Kiilondsen a transzportdld és az anyagcseréért felelds
sejtek gazdagok mitokondriumban.

A genom maga kicsi (16569 kilobazispar) és nem tartalmaz intront.
Osszességében 13 fehérjét, 22 transzfer RNS-t (tRNS) és 2 riboszomalis RNS-t (rRNS)
(12S rRNS, 16S rRNS) kodol. (A tRNS és rRNS gének 4atirodnak de nem
transzlalodnak, igy nincs fehérjetermékiik.) Az energiahaztartdsban résztvevd tobb
fehérje részben a mitokondriumban, részben a sejtmagban kddolodik.

Extranuklearis oroklésmenete a petesejten keresztiil torténik, igy kizardlag az
anyatol szarmazhat mitokondridlis genom az utédban, egyarant érintve a fia és a lany
gyermekeket. Igaz, a mitokondrium sajat DNS-sel rendelkezik, mégsem képes onalléan
mikddni, ugyanis az energiaellatdshoz sziikségek fehérjék eldallitasahoz sziikséges
molekuldk egy része a sejtmagban kodoloédik (pl.: a mitokondriumban tortént
transzkripcids folyamatot kovetd transzlaciohoz a sejtgenom altal kddolt, citoplazmaban
talalhato fehérjékre (pl.: RNS-polimerdz) van sziikség). A mitokondrium 6rokitd
anyagaban fellépd genetikai eltérések az oxidativ foszforilacio zavarat okozzak.

A sejtek tovabbi sajatossaga a heterogén mitokondrialis plazma, ami azt jelenti,
hogy egy adott sejten beliil normalis és hibds mitkondriumok egyarant megtalalhat6ak
(5. abra). A Klinikai kép stlyossaga attol fiigg, hogy milyen aranyban taldlhatok meg a
genetikailag hibas mitokondriumok a sejtekben. A betegség kialakuldsaban fontos
szerepet jatszik a sériilt szOvet energiaigénye is. A heterogén mitokondrialis plazma
miatt a genetikai tandcsadas ¢€s a sziiletendé gyermek fenotipusanak elére torténd pontos
meghatdrozdsa ma még nem lehetséges.

Az els6, nem szindromas nagyothallasért felelés mutacido (A1555G) identifikalasa a
mitokondrialis genomban az a 125 rRNS génben volt, melynek gyakorisaga igen

valtozd Eurdpaban (Prezant, 1993). Azo6ta tobb nem szindrémas és szindromas
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betegséget irtak mar le materndlis Oroklodéssel (VIII tablazat). Az Gsszes nem
szindromas mutacio teljesen vagy csaknem teljesen homogén mitokodrialis plazmaju
sejtek esetében fordul eld, mig a szindromés nagyothallok esetében a muticiok mindig
heterogén mitokondridlis plazmaval rendelkeznek. Ebben az esetben a homogén
mitokondrialis plazma az élettel nem Osszeegyeztethetd (Van Camp, 2000).

édesanya envhe tunettel lehetséges
vagy tunetmentezen fenotipusok

; | 50% + - Slilyosz

N O ‘ G o’ mutans == fokd MH

D " f oy hitn ivarsejt
"' kézepes
. | 50% - hOIZE
, O f "'"\..__. o,. | = " fakil MH

' )y :
. £ O rJ ﬁ O ; Y one + = lelies
~— :::Jb \ - | mutEns hallas
Azzejt érett peteset

5. abra: Heterogén mitokondrialis plazma. A petesejt egyarant tartalmaz hibas (piros)
és egeszseges (zold) mitokondriumokat, melyek tovabboroklodése véletlenszerii, igy
ettol fiiggden a nagyothallas mértéke az utodokban varialodik. (NH: nagyothallds)

125 rRNS, A1555G MUTACIO

Eldszor 1992-ben szamoltak be egy nagy izraeli-arab nagyothalld csaladrol
maternalis oroklddéssel (Jaber, 1992). Az érintett csaladtagok aminoglikozid indukalta
nagyfoku ill. a siketséggel hataros halldskarosodast mutattak. Kovetkezd évben

azonositottak az A1555G mitokondrialis mutaciot az érintett csalédtagokban (Prezant,

crer

crer

mely gének terméke az oxidativ foszforilacidért, azaz az ATP termelésért felelosek. Az
A1555G mutacio médositja a tRNS kotdhelyét a riboszoman, kedvezotleniil hatva ezzel
az mRNS transzlacios folyamatara. Az aminoglikozid antibiotikum képes a mutacidval
rendelkezé cochlea sejtekhez kotddni és az energiatermeld fehérjék szintézisében
okozott zavarral a sejtek ATP termelését gatolni. Energia hidnyaban az aktiv ionpumpak

hatastalanul miikddnek, igy felborul az ionhaztartas a csigaban, az endocochlearis
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potencial csokken, amely a szOrsejtek és / vagy a stria vascularis - melynek intermedier
sejtjei mitokondriumban gazdagok - pusztuldsa révén nagyothallast okoz, bar a pontos
patomechanizmus még nem tisztazott (Guan, 1996). A nagyothallas leggyakrabban
bilateralis, szimmetrikus, percepcios tipust és a magas frekvenciatartomanyt érinti lasst
progresszioval, mely nagyfoku nagyothallashoz vezethet (Usami, 2000). A vildgon tobb
mint 120 csaladban sikeriilt eddig ezt a genetikai hibat kimutatni, kiilonosen magas
eléfordulasi gyakorisdggal a kinai, japan, finn és spanyol lakossagban (Hutchin, 1998;
Usami, 2000, Lehtonen, 2000; Estivill, 1998). A nagyothallds progrediald, de azokban
is jelentkezhet, akik nem részesiiltek korabban aminoglikozid terapidban. Ennek oka
még nem tisztazott. A spanyol csalddokban a mutacioval rendelkezé és antibiotikummal
kezelt esetekben a nagyothallas kezdete 11,1 £ 12,1 év volt, mig a hordozd, de terapia
mentes személyeknél 21,2 £ 17,6 év (Estivill, 1998). Ez jelezi, hogy az A1555G
mutacié dnmagaban nem mindig elég a betegség kialakulasahoz, azaz egyéb tényezok is
befolyésoljak a megjelend fenotipust. Ez lehet kiilsd kornyezeti faktor, de valdsziniibb
egy masik nukledris szabdlyozo gén jelenléte. Feltehetden egy dsszetett folyamatrol van
sz6, melynek tisztdzasa még megoldando feladat.

VIII. tablazat: Mitokondridlis génekben tortént mutaciok okozta szindromdas és nem
szindromds betegségek. (NH: nagyothallass, MELAS: Mitochondrialis encephalopathia, laktat
acidozissal és stroke-szerli epizodokkal, MERRF: Myoclonusos epilepsia és “regged red fibers”, CM:
Cardiomyopathia and NH, MIDD: maternalis 6roklodési diabetes és siketség, PKK: Palmoplantaris
keratoderma NH-sal, NH & NF: NH és neurologiai jelek, MEADF: Myoclonicus epilepsia, ataxia és NH.)

Név Mutacio Fenotipus Referencia
IRNS™ C3256T MIDD Moraes, 1993
[MTTLI1] T3271C MELAS Goto, 1991
A3243G MELAS, MIDD Goto, 1990
tRNS™”® A8296G MIDD Kameoka, 1998
[MTTK] A8344G MERRF Shoffner, 1990
T8356C MERRF Silvestri, 1992
G8363A CM Santorelli, 1996
{RNS*" A7445G PKK, NH Reid, 1994
[MTTS1] 7472 insC NH&NF, Jaksch, 1998
NH Verhoeven, 1999
T7510C NH Hutchin, 2000
T7511C NH Sue, 1999
T7512C MEADF Jaksch, 1998
tRNS“" T14709C MIDD Hao, 1995
[MTTE]
128 rRNS A1555G NH Prezant, 1993
[MTNRI] 961delT, insC NH Bacino, 1995
T1095C NH Tessa, 2001
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2.4. HALLASERT FELELOS GENEK ES FEHERJEK
FUNKCIONALIS OSZTALYOZASA

Ma mar tébb mint 50 hallasért felelés gént ismeriink, de az altaluk kodolt

fehérjék szerepe a hallasban még nem minden esetben tisztazott. A gének barmely

kromoszéman elhelyezkedhetnek, s teljesen eltérd fehérjéket kodolhatnak (6. abra).

6. abra: Human genomban eddig azonositott hallasért felelos lokuszok (z6ld) és gének
(narancssarga) lokalizacioja

A kodolt fehérjék funkciobeosztasuk alapjan a kovetkez6 csoportokba sorolhatok:
2.4.1. IONARAMLASERT FELELOS CSATORNAFEHERJEKET KODOLO
GENEK

A halléasélettan alapja az endolymphaticus és a perilymphaticus tereken beliili és
a terek kozotti iondramléds a cochleaban. Ahhoz viszont, hogy ez az dramlas iranyitott
modon létrejohessen a sejtek kozott kiillonbozd gap junction ill. tight junction haldzatra

valamint ioncsatorndkra van sziikség.
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IX tablazat: A hallasban szerepet jatszo iondramlasért felelos gének és proteinek

Gén Lokusz Protein Funkcio Fenotipus Referencia
GJAI 6q21-23.2 | Connexin 43 gap junction |sporadikus NH | Willecke, 1990
Liu, 2001
GJBI Xql3.1 Connexin 32 gap junction | Charcot-Marie | Willecke, 1990
Tooth Bergoffen, 1993
GJB2 13ql2 Connexin 26 gap junction | DFNBI Guilford, 1994
DFNA3 Kelsell, 1997
GJB3 1p35.1 Connexin 31 gap junction | DFNA2 Xia, 1998
Lopez-Bigas, 2001
GJB6 13q12 Connexin 30 gap junction | DFNA3 Chaib, 1994
Dahl, 1996
KCNQ4 | 1p34 KCNQ4 ioncsatorna | DFNA2 Coucke, 1999
Kubisch, 1999
KCNQI 11p15.5 |KCNQI1, LQT1 | ioncsatorna |LQTS Barhanin, 1996
KVLQT1 Splawski, 1998&2000
HERG 7q35-36 | HERG, LQT2 ioncsatorna | LQTS Curran,1995
KCNH2 Splawski, 1998&2000
SCN5A 3p21-24 | SCNSA, LQT3 | ioncsatorna | LQTS Wang, 1996
KCNEI |21g22.1 |KCNEI1 ioncsatorna | LQTS Splawski, 1998&2000
LQTS5 Tinel, 2000
KCNE2 |21q22.1 KCNE2 ioncsatorna | LQTS Splawski, 2000
LQT6 Tinel, 2000
CLDNI14 |21q22.3 |Claudin 14 tight junction | DFNB29 Hattori, 2000
Wilcox, 2001
SLC2644 |7q31 PDS ion DFNB4 Everett, 1997
Pendrin transzporter | Pendred szindr. | Everett, 1999
ATP6BI1 |2cen-q13 | ATP6BI1 ionpumpa | Renalis Karet, 1999
tubularis

acidozis, NH

crer

csatornat nyitni €s zarni. Ezen kiviil ide sorolhatok még az aktivan transzportald

ionpumpék a szallitandé molekuldt magukhoz kotd ion transzporter proteinekkel egyiitt.

Minden esetben a sejtmembranba épiilt fehérjérdl van szo (IX. tablazat).

2.4.2. TRANSZKRIPCIOS FAKTOROKAT KODOLO GENEK

Az embrionalis fejlodésért, sejtdifferencidlodasért felelds fehérjék zavara a bels6

fiillben nagyothallast eredményezhet. Mar 10 gén esetében sikeriilt a kodolt fehérjét

azonositani (X. tablazat).

Az autoszomadlis domindnsan Oroklédé nagyothallas heterogén csoportjaba

tartozik a Wayne és mts-i altal a DFNA10 lokuszon identifikalt EYA4 gén is (Wayne,
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2001). Az EYA4 a 6923 kromoszoman talalhato és 21 exonbol all, melyek koziil néhany
alternativ, és igy izoformalis fehérjéket kodol. A protein 271 aminosavbdl épiil fel,
melynek C-termindlis vége az eya-homoldg régi6 (eyaHR), mig az N-terminalis végén
prolin-szerin-treonin gazdag domain taldlhaté (Borsani, 1999). Az EYA4 fehérje egy
transzkripcids aktivator, mely interakcidban van a SIX, PAX és a DACH proteinek
csaladjaval, s szabalyozzdk a korai embriondlis fejlédést. (Drosophilakban a fehérje
funkcidjanak defektusa szemfejlédési zavart okoz.) Wayne és mts-i két EYA4 izoforméat
mutattak ki, melyek a human fetalis cochlea cDNS-ben expresszalodnak, de
ugyanebben a tanulmanyban mutacidkat is identifikdltak az EYA4 génben, amely
posztlingualis kezdetli, progressziv lefolyasti, autoszémalis dominansan 6rokl6do
nagyohallast okoz. Heanue és mts-i tanulmanya a Dach/Pax/Eya halozatrol szolt
egerekben és csirkékben. Kimutattdk a Dachl és Eyal expressziot a fejlédo fiilben,

valamint Pax2 és Eyal gének sziikségességét a normal fiilfejlédéshez (Heanue, 1999,

2002).

X tablazat: Transzkripcios gének és fehérjék a belso fiilben

Gén Lokusz | Protein Funkcio HI tipusa Referencia
POU3F4 |Xq21.1 |POU3F4 transzkripcios | DFN3 De Kok, 1995
faktor Bitner-Glindzicz,
1995
POU4F3 |5q31 POU4F3 transzkripcios | DFNA1S Xiang, 1995
faktor Vahava, 1998
EYAl 8ql13.3 |EYALI transzkripcios | BOR Abdelhak, 1997a & b
faktor / (Branchio-Oto- Xu, 1999
embrionalis | Renalis
fejlédés szindréma)
EYA4 6923 EYA4 transzkripcios | DFNA10 Borsani, 1999
faktor Wayne, 2001
PAX3 2q35 PAX3 transzkripcios | Waardenburg I/111 | Burri, 1989
faktor Tassabehji, 1992
MITF 3pl4.1- | MITF transzkripcios | Waardenburg ITA | Tachibana, 1994
12.3 faktor Tassabehji, 1994
SOX10 22q13.1 | SOX10 transzkripcios | Waardenburg Pingault, 1998
faktor Shah/ Yemenite | Bondurand, 1999
EDNRB 13g22 | Endothelin |receptor Hirschsprung II/ | Arai, 1993
receptor Waardenburg IV | Attie, 1995
EDN3 20q13.2 | Endothelin | ligand Waardenburg IV | Inoue, 1989
-13.3 Edery, 1996
FGFR3 4p16.3 |FGF- receptor Achondroplasia, |Keegan, 1991
receptor Chondroplasia, Shiang, 1994
craniosynostosis,
NH
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2.4.3. STRUKTURALIS FEHERJEKET KODOLO GENEK

A strukturalis fehérjék feladata a szdveti szerkezet stabilitasanak, integritadsanak

biztositdsa. Az eddig megismert és génhiba miatt kdrosodott strukturalis fehérjék

legnagyobb része az extracellularis matrixban talalhatok. A citoszkeletélis fehérjékrol

még nem sokat tudunk, de feltehetden tobb nagyothallas hatterében ennek karosodasa

all, melynek tisztazasdhoz tovabbi vizsgalatokra van sziikség (XI. tabldzat).

X1 tablazat: A belsd fiil strukturalis fehérjék lokuszai és génjei

Gén Lokusz | Protein Funkcié Fenotipus Referencia
DIAPH 5q31 Diaphanous | cytoskeleton |DFNAI1 Lynch, 1997
protein
TECTA 11g22-24 | alpha extracellularis | DFNAS/12 Legan, 1997 & 2000
Tectorin matrix DFNB21 Mustapha, 1999
COCH 14q12-13 | Cochlin extracellularis | DFNA9 Manolis, 1996
matrix Fransen, 1999
COLI11AI |1p21 Kollagén extracellularis | Stickler 11 Richards, 1996
11A1 matrix Martin, 1999
COLI1A2 |6p21.3 Kollagén extracellularis | DFNA13 Vuoristo, 1995
11A2 matrix Stickler III, Pihlajama, 1998
OSMED
COL241 |12ql3.11 |Kollagén extracellularis | Stickler I Francomano, 1987
-13.2 2A1 matrix Helfgott, 1991
COL4A43 |2q36-37 |Kollagén extracellularis | Alport recessziv | Butowski, 1987
4A3 matrix Alport dominans | Jefferson, 1997
COL4A44 |2q35-37 |Kollagén extracellularis | Alport recessziv | Leinonen, 1994
4A4 matrix Alport dominans | Lemmink, 1997
COL445 |Xq22 Kollagén extracellularis | Alport X krom. | Zhou, 1993
4A5 matrix Harvey, 2001
NDP Xpll.4 |NDP extracellularis | Norrie szindroma | Berger, 1992
Norrin matrix Chen, 1992 & 1993
USH24 1g41 USH2A extracellularis | Usher II Weston, 2000
Usherin matrix szindroéma Eudy, 1998
oT1T0G 11p14.3 | Otogelin extracellularis | DFNB18 Simmler, 2000
matrix Cohen-Salmon, 1999
DSPP 4q921.3 Dentin extracellularis | Dentinogenezis | Xiao, 2001
matrix DFNA39 MacDougall, 1997
USHIC 11p15.1 |USHIC extracellularis | Usher Ic Verpy, 2000; Bitner-
Harmonin | matrix szindroma Glindzicz, 2000
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2.4.4. MOTOROS FEHERJEKET KODOLO GENEK

A miozin az aktin fehérjével egyiitt (aktomiozin komplex) a sejtek kontraktilis
képességét ill. az intracellularis mozgast biztositjak. Jelenleg négy miozin molekularol
ismert, hogy kéarosodasa nagyothallashoz vezet (XII. tablazat). A miozin molekuldkon
kiviil meg kell emliteniink a kiils6é szOrsejtek lateralis plazmamembranjaban 1évé Prestin
motoros fehérjét, amely a kiilsé szorsejtek hosszanak valtoztatasaval a hallasban jatszik
fontos szerepet (Zheng, 2000). A protein 744 aminosavbol all és a 7. kromoszomén 1évo
SLC26AS5 gén kddolja, de nem kozoltek még le a szakirodalomban ehhez a génhez

tarsul6 nagyothallést.

XII. tablazat: Belsé fiil motoros fehérjéi és génjei

Gén | Lokusz | Protein Funkcio Fenotipus Referencia
MYO74 |11ql13.5 | Myosin 7A kontraktilitas DFNB2 Weil, 1995
DFNAT11 Liu,1997
USHIB
MYOI5 |17pl1.2 | Myosin 15 kontraktilitas DFNB3 Friedman, 1995
Wang, 1998
MYHY9 |22ql1.2 |Myosin H9 kontraktilitas DFNA17 Lalwani, 1999
Lalwani, 2000
MYO6 |6ql3 Myosin 6 kontraktilitas DFNA22 Melchionda, 2001
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2.4.5. EGYEB PROTEINEKET KODOLO GENEK

Néhany gén altal kodolt fehérje belsd fiil funkcidja ma még pontosan vagy

egyaltaldn nem ismert, s tovabbi kutatdsokra var (XIII. tablazat).

XIII. tablazat: Mas csoportba nem sorolhato egyéb hallasert felelds gének és fehérjéi

Gén Lokusz Protein Besorolas Fenotipus Referencia
CDH23 10g21-22 | Otocadherin |cadherin csalad | DFNB12 Chaib, 1996
tagja USHI1D Bork, 2001
Di Palma, 2001
PCDHI5 |10g21-q22 |Protocadherin | cadherin csalad | USHIF Alagraman, 2001
15 tagja Ahmed, 2001
DFNAS pl5 DFNAS ismeretlen DFNAS Van Camp, 1995
Van Laer, 1997
OTOF 2q23.1 Otoferlin szinapszis DFNB9 Yasunaga, 1999
komponens DFNB6 Yasunaga, 2000
STRC 15q15 Stereocilin sztereocilium | DFNB16 Verpy, 2001
TCOF 5q932-33.1 |Treacle nucleus szallité | Treacher Treacher Collins
protein Collins syndrome collabor
szindroma 1996
Wise, 1997
Dixon, 1997
TIMMSA | Xq22.1 Dystonia mitochondrialis | DFN1, Mohr- | Tranebjaerg, 1995
peptid protein Tranebjaerg Jin, 1996
DDP szindroma Koehler, 1999
(MTS)
TMCI 9q13-21 TMCI transzmembran | DFNA36, Kurima, 2002
protein DFNB7/11
TMPRSS3 |21q22.3 TMPRSS3 szerin kinaz DFNBS8/10 Veske, 1996
Bonne-Tamir, 1996
Scott, 2001
USH3A4 3921-q25 |USH3A transzmembran | USH3 Joensuu, 2001
protein
WFS1 4ple6.1 Wolframin ismeretlen Wolfram Young, 2001
szindroma Bespolova, 2001
DFNAG6,14,38
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3. BETEGANYAG ES MODSZER

3.1. BETEGANYAG
3.1.1. GJB2, 12§ rRNS

A tanulmany sordn vizsgalt személyek Eszakkelet-Magyarorszag teriiletérél
(Hajdu-Bihar megye, Szabolcs-Szatmar-Bereg megye) szarmaztak. 1999-2002 kozott
Osszesen 176 (84 férfi, 92 nd) kozepes vagy nagyfoka percepciods tipust, bilateralis
nagyothallo beteget vizsgaltunk molekularis genetikai modszerekkel (GJB2 gén ill. 12§
rRNS). A legfiatalabb esetiink 11 hénapos, mig a legiddsebb 75 éves volt. Az atlag
¢letkor 24,6 év. Husz csalad anamnézisében két vagy tobb csaladtagnak bizonytalan
eredetli, kongenitalis, nem szindromas percepcios nagyothallasa volt. A nagyothallas
mértéke minden esetben legalabb harom frekvencian meghaladta a 40 dB-t.
Ertekezésiinkben 84 vizsgalt személy (43 férfi, 41 nd) alkotja a familiaris eseteket. Egy
roma csalad kivételével (17. csalad) a csaladok kozott vérrokoni kapesolat nem ismert.
A masik nagy csoportot a sporadikus esetek alkottdk (92 csaldd), amibe a normal
hallasu sziilok velesziiletetten hallassériilt gyermekei tartoztak. A kontroll csoportba
500 teljes hallast, random modon kivalasztott személy tartozott. Utdbbi esetben a fent
emlitett génekben a mutaciok hordozasi gyakorisdganak megéllapitasa volt a célunk. A
betegek elézetes tajékoztatas utan sajat elhatarozasukbdl vettek részt a genetikai
vizsgélatban - kiskoruak esetében (18 év alatt) sziiléi jovahagyéssal -, amit a Debreceni
Egyetem Etikai Bizottsdga altal engedélyezett beleegyezd nyilatkozat aldirdséval
erdsitettek meg. Minden beteg esetében az anamnézis felvétele utan legaldbb harom
generaciora kiterjedd csaladfakészités tortént. A nehezen kommunikald paciensekkel a
beszélgetést jeltolmacs segitségével végeztiik. Ezt kovetden a betegek részletes fiil-orr-
gégészeti vizsgalaton estek at sziikség esetén egyéb vizsgald eljardsokkal kiegészitve
(labor, CT, borgyogyaszat, szemészet), kizarva ezzel az esetleges szindromas vagy mas

eredetli hallaskarosodas lehetdségét.

3.1.2. Ismeretlen lokusz és génidentifikalas

Tanulméanyunkba két olyan nagyobb csaldd keriilt be, ahol a nagyothallas

posztlingualisan kezdddott és folyamatosan progredidlt. Mivel mindkét csaladban az
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érintettek ¢és a teljes hallasu személyek szama tobb volt mint 10-10, lehetdségilink nyilt
az ismeretlen eredetli genetikai hattér kimutatdsara kapcsoltsag analizissel (linkage
analysis). Mindkét csalad egészséges €s nagyothall6 tagjait az audioldgiai allomasunkon
¢lnek. Minden egyes csaladtagnal a genetikai vizsgalat a Debreceni Egyetem Etikai
Bizottsaga altal engedélyezett beleegyezd nyilatkozat alairasaval - kiskortak esetében
(18 év alatt) sziil6i jovahagyéssal - kezdddott. A 27. csaladbol 32 £6 (17 férfi és 15 nd)
(7. abra), mig a 30. csaladbol 22 6 (11 férfi, 11 nd) vett részt tanulményunkban (8.
abra). A 27. csaladban az atlagéletkor 39,5 év (legfiatalabb 6, legid6sebb 85 éves), mig
a 30. csalad esetében 47,8 év (legfiatalabb 14, legidésebb 83 éves) volt.

27. csalad

I -

I1I ‘——JZ[ O

:1 1:2 n:3 1lI:4 1I:5 111:6 -7

7. abra: ,,27. csalad” csalddfaja. Jelolések: o no, o ferfi, ® nagyothallo no, m
nagyothallo ferfi, o athuzva: elhunyt no, o dathuzva: elhunyt férfi, o dthuzva: elhunyt
nagyothallo né, wm athuzva: elhunyt nagyothallo ferfi, o kozepén ponttal: szerzett
nagyothallo ferfi. A romai szamok a generdciokat jelzik, mig az arab szamok a
személyeket azonositjak.
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8. abra: ,,30. csalad” csaladfdja. Jelolések: o no, O ferfi, ® nagyothallo no, m

nagyothallo ferfi, athuzva: elhunyt személy, kézepén ponttal: szerzett nagyothallo
személy. A romai szamok a generaciokat jelzik, mig az arab szamok a személyeket

azonositjak.
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3.2. FUL-ORR-GEGESZETI VIZSGALAT

FIZIKALIS VIZSGALAT

A kiils6 ful vizsgélatakor els6sorban a fejlodési rendellenességre, mig a
dobhartya megtekintésével akut vagy kronikus kozépfiil gyulladdsra utald jeleket
figyeltiink meg.

HALLASVIZSGALAT

Az audiologiai vizsgalatok a Debreceni Fiil-Orr-Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti
Klinika audiologiai allomasanak  hangszigetelt  helységében torténtek.
Kiiszobaudiometrias vizsgalattal a résztvevok tisztahang hallaskiiszobét hatdroztuk meg,
melyet minden esetben tympanometria kdvetett. Gyermekeknél a kortdl és értelmi
képességtol fiiggben végeztiink hallasvizsgalatot. Ha a gyermek a hagyomanyos
szubjektiv vizsgalomodszerekkel nem volt megvizsgalhatd, akkor otoakusztikus
emisszio ill. BERA (Brainstem Evoked Response Audiometry) vizsgalat tortént. Az
audiogramokat az ,,European Work Group on Genetics of Hearing Impairment” ajanlasa
alapjan értékeltik (EWGGHI, 1996). Képalkoto eljarasos vizsgalat (piramis CT) csak
akkor tortént, ha felmertiilt a csontos labyrinthus deformitas ill. cerebralis morfoldgiai

eltérés lehetdsége.

VESZTIBULARIS VIZSGALAT

A vesztibularis jelek (spontdn nystagmus, Romberg-vizsgalat, Barany-féle
félremutatas) megfigyelése mellett az otolith apparatus kalorikus ingerlésével

ellendriztiik az egyensulyszerv mitkddését minden nagyothalld esetében.
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3.3. GENETIKAI ANALIZIS

3.3.1. DNS IZOLALAS

A betegektdl 4,5 ml natrium-citrattal kevert alvadasgatolt vért vettink a
beleegyezd nyilatkozatok aldirdsa utdn, ¢és a gyartd eldirasainak megfeleléen
(PUREGENE Kit, GENTRA System, Minneapolis USA) a leukocitdkbol DNS-t
izolaltunk. A kapott DNS mintdkat koncentracid6 meghatarozas céljabol 1%-os agaroz

g¢l elektroforézissel megfuttattuk, majd ethidium-bromiddal megfestettiik.

3.3.2. GIB2 GEN MUTACIO ANALIZIS

A DNS mintdk sziirése 35delG mutaciéra specialis primerekkel torténé PCR
reakcid (polimerdz lancreakcid) utdn BsiY/ enzimemésztéssel tortént (Strom, 1999). A
keletkezett PCR termék a mutdcioval nem rendelkezd esetekben 208 bazispar nagysagu.
A 35delG mutacio jelenléte esetén az enzim felismerve ezt a régidt hasitja a PCR
terméket és egy 181 bazisparnyi (bp) fragmentum képzddik, amelyet 6%-o0s
poliakrilamid gélen futtatva ethidium-bromid festés utdn UV fényben detektaltunk. A
betegeket genotipusuk alapjan harom csoportba soroltuk: 35delG vad tipus, 35delG
heterozigéta és 35delG homozigdta. A heterozigdta és vad genotipusu nagyothalld

betegek DNS mintait megszekvenaltuk.

—> PCR / 35delG:

Primer szekvenciak:

- Primer 1: GGTGAGGTTGTGTAAGAGTTGG
- Primer 2: CTGGTGGAGTGTTTGTTCCCAC

PCR osszetétel:
Mennyiség Koncentracio

DNA 100ng
dNTPs 2-2mM 0,4 mM
PCR puffer 10 x I x
MgCl, 50 mM 3 mM
Primer 1 10 uM 0,4 uM
Primer 2 10 uyM 0,4 uM
Taq polimeraz 1 U/ul 0,05 U/ul
dH20 ad 25 pl
Osszesen: 25 ul

32



PCR program:

} 30 ciklus

94 °C 2 min
94 °C 40 sec
60 °C 40 sec
72 °C 90 sec
72 °C 2 min
4°C o0

—> BsiYl emésztés:

A BsiYI restrikcios enzimmel (CCNs/N>GG) torténd emésztés soran a

35delG mutacidval rendelkez6 PCR terméket elhasitjuk, melynek soran

181 bp + 26 bp-i nagysagu fragmentumok keletkeznek (Restriction

Endonuclease BsiY1, Roche Diagnostics GmbH).

Mennyiség Koncentracio
PCR termék 10 pl
BsiYl 10 U/ul 0,25 U/ul
Puffer 10 x 1 x
dH20 ad 20 pl
Osszesen: 20 pl
Emészt6 program:

55°C 3 ora

80 °C 20 min

4°C 0

—> Kimutatas:

poliakrilamid gél elektroforézissel (6%-0s)

» Paraméterek: - fesziiltség: 160V
- aramerdsseg: 250 mA
- futtatési id6: 90 min
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GJB2 GEN SZEKVENALAS

ABI Prism™ 377 fluoreszcens DNS szekvenaloval torténtek, mellyel a keletkezett PCR
termék nukleotid sorrendjét hataroztuk meg. gy kimutathatova valt a GJB2 génben 16v6
nukleotid eltérések. A 35delG heterozigdta és vad tipus esetekben a gén teljes kddold

exonjat megszekvenaltunk (Accession NM_004004) (9. dbra). A szekvenalasok

A 35delG heterozigdta és vad genotipusti nagyothalld esetekben a szekvenalasok

kiértékeléséhez ,,DNAsis” programot alkalmaztunk.

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

9. abra: GJB2 gén kodolo régidjanak nukleotid sorrendje (sarga) és a szekvendlashoz

gatttaatcc
aagagttggt
t
aaccgcccag
aaacactcca
atcctcgttg
accctgcag

tttaaggaca
acctacacaa
tatgtcatgt
cccaacactg
atgattgcag
attagatatt
taagaaatag

tatgacaaac
gtttgctcag
tctgtcctag
agtagaagat
ccagcattgg
tggctgcaaa

tcgaggagat

acgacggctt
tggactgctt
tgtctggaat
gttctgggaa
acagcatgag

taagttggtt
gaagagattt
ctatgttcct
ggattggggc
aaagatctgg

ggaggtgtgg

cggctatggg ccctgcagct gatcttcgtg

aagaagagg
caaaacccag
€
ctccatgcag
tgtgtcccgg
ttgcatcctg
gtcaaaaaa

ctgtcttcac
aagcatgctt
gtgttgtgtg
acgctgcaga
ctcaccgtcc
ggagatgagc
tacgatcact
tccacgccag
aagttcatca
aaggtccgca
atcttcgaag
cggctggtga
cccacggaga
ctgaatgtca

ctgttttggt
gcttaccg
cattcgtctt
cgatcctggg
tcttcatttt
aggccgactt
acttccccat
cgctcctagt
agggggagat
tcgaaggctc
ccgccttcecat
agtgcaacgc
agactgtctt
ctgaattgtg
a

agggatgagg caacccgtgc tcagctgtca

hasznalt primerek (piros) kotohelyei (Accession NM_004004).

— PCR/ GJB2:
Primerszekvenciak:

- Primer 1F: AGACTCAGAGAAGTCTCCCTG
- Primer 2F: CCAGGCTGCAAGAACGTGTGC
- Primer 3R: CTCATGTCTCCGGTAGGCCAC
- Primer 4F: GCAGCATCTTCTTCCGGGT

- Primer 5R: GGGCAATGCGTTAAACTGGC

gaggttgtgt

ttccagagca
gggtgtgaac
tcgcattatg
tgtctgcaac
ctcccacatc
ggccatgcac
aaagagtgaa
cctgtggtgg
gtacgtcttc
ctggccttgt
cacagtgttc
ttatttgcta
gttgttagat
aggctcagtc
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3.3.3. 128 rRNS / A1555G MUTACIO ANALIZIS

Ebben a vizsgélatban csak olyan nagyothall6 betegek DNS mintait vizsgaltuk,
akiknél nem igazolodott a GJB2 génben tortént mutacio okozta hallaskarosodas (72 £6).
A teljes hallasti kontroll csoportbdl 224 személy izolalt DNS-t szirtiik le az adott
genetikai hibara. A 725 rRNS A1555G mutacid analizisnél (Accession NC 001807) a
PCR reakciohoz az aldbbi primereket alkalmazva egy 248 bp-i nagysagli szakaszt
amplifikalunk.

— PCR / A1555G:

Primerszekvenciak:
- Primer F: AGAAATGGGCTACATTTTCTACCC
(pozicid: 1354-1377 mtDNS)

- Primer R: GTTCGTCCAAGTGCACCTTCCA
(pozicid: 1580-1601 mtDNS)

PCR osszetétel:
Koncentracio Mennyiség
DNA 2 ul
dNTPs 2-2 mM 2,5 ul
PCR puffer 10x 2.5l
MgCl, 50 mM 1,25 pl
Primer F/R 5-5 uM 2,5 ul
Taq polimeréaz 5 U/ul 0,25 pul
dH20 17 ul
Osszesen: 25 ul
PCR program:
94 °C 10 min
94 °C 1 min
60 °C 1 min .
7350 T min } 30 ciklus
72 °C 5 min
4°C o0
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— BsmAI enzimemésztés:
A 248 bp-i PCR termék vad tipus esetében BsmAl enzimemésztés utan

(GTCTCNY/) két fragmentumra hasitodik (192 bp és 56 bp). A mutacid

jelenléte esetén eltlinik az enzim felismerési szekvencidja €s csak egy

fragmentum lathat6 (248 bp).

PCR termék 10 ul
BsmAl (10 U/ul) 5ul
Puffer (10x) 2 ul
dH20 3ul
Osszesen: 20 pl

Emészt6 program:

55 °C 12 Ora
80 °C 20 min
4°C 00

— Kimutatas:
poliakrilamid gél elektroforézis (6%-0s)
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3.3.4. Ismeretlen lokusz és génidentifikalas

Két tobbgeneracios, posztlingualis kezdetli nagyothalld csalad tagjaitél a
beleegyezd nyilatkozat aldirdsa utdn személyenként 15 ml ndtrium-citrattal
alvadasgatolt vért vettiink, és a gyartd eldirdsainak megfeleléen (PUREGENE Kit,
GENTRA System, Minneapolis USA) a leukocitakbol DNS-t izolaltunk. A kapott DNS
mintdkat koncentracidjuk meghatarozdshoz 1%-os agardz gélen futtattuk, majd
ethidium-bromiddal megfestettiik.

A nagyothallasért felelds lokuszok kromoszomalis lokalizaciojahoz kapcsoltsag
analizist végeztlink. (A 27. csalad analizise kapcsoltsagot mutatott a 4. kromoszéma
rovid karjahoz, igy ezt kovetden a kovetkezd polimorf markereket hasznaltuk:
D4S3038, D4S403, D4S412, D4S432, DA4S3452, D4S3453, D4S2366, D4S394,
D4S2639). A polimorf markerek PCR termékeit ABI 3100 automata szekvenaldval
analizaltuk.

A 30. csalad vizsgalata soran 384 mikroszatellit markert (atlag 11cM-es
felbontasnak felel meg) hasznaltunk, amelyeket MegaBACE-1000 automata
szekvenaloval analizaltunk. A LOD score értékek szamitdsira LINKAGE v5.2
programcsomagot hasznaltunk (Lathrop, 1984). A 30. csaladd DNS mintdinak
szekvenalasahoz Wayne és mts-i altal publikalt primereket €s protokolt alkalmaztunk
(Wayne, 2001). A PCR termékek szekvenalasa gél extrakciojuk utan (Gel Extrakcids
Kit, Qiagen) ABI 377 automata fluoreszcens szekvenaldval tortént. A DNAsis szoftver
(MWG) segitségével a szekvencidkat a referenciaszekvenciaval (NCBI-Accession
13642856) hasonlitottuk 6ssze. A kapcsoltsag analizis részben a Berlini ,,Gene Mapping
Center”-ben (Németorszag), részben pedig az Antwerpeni Egyetem Orvosi Genetika

Intézetében (Belgium) zajlott.
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4. EREDMENYEK

4.1. DFNB1 LOKUSZ / GJB2 GEN MUTACIOI OKOZTA
NAGYOTHALLAS

4.1.1. GJB2 GEN / 35delG MUTACIO OKOZTA NAGYOTHALLAS

cre

szindromas, kozepes ill. nagyfokil percepcios nagyothalld betegnél, valamint 500 ép
hallast személynél végeztiink genetikai vizsgalatot. A 20 hallassériilt csaladbol 15
csaladban tudtunk a GJB2 génben hallaskarosodast okoz6 mutaciot identifikalni. Ez 84
fobol 64 nagyothallo beteget jelent (76,2%). Ezen beliil 58 személynél volt jelen a GJB2
génben 35delG mutacid (69%), mely 37 betegnél homozigdta (44%), mig 21 fonél
heterozigdta genotipust mutatott (25%). Hét 35delG heterozigdta személynél a masodik
allélon nem volt kimutathatdé genetikai eltérés a GJB2 gén kodold exonjaban. A

familiaris esetben a 35delG mutaci6 allélgyakorisaga 56,5% volt.

K 1. 2. 3. 4 M

27 e L oo

10. abra: PCR termék BsiYl emésztés utan poliakrilamid gélen megfuttatva. A nem
hasitott PCR produktum 207 bp nagysdagu, mig emésztés soran 181 bp-i fragmentum
képzodik. K: egészseges kontroll személy;, M: kb-marker, 1, 2, 3: 35delG heterozigota
hordozo; 4: 35delG homozigota beteg

A 92 sporadikus eset koziil 59 esetben (64%) tudtunk mutédciot kimutatni az
emlitett génben, ezen beliil 51 fonél 35delG mutacié volt detektalhato (55,4%).
Genotipusukat tekintve 34 6 volt homozigéta (37%) és 17 f6 heterozigdta (18,5%) az

adott genetikai hibara. Hat esetben a 35delG heterozigbta genotipus nem tarsult
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szekunder mutéacidval a GJB2 gén kodolo exonjaban. A sporadikus betegcsoportban a
35delG delécid allélgyakorisaga 46,2%-t mutatott.

A familidris esetek kozt 20, mig a sporadikus esetek koziil 33 vad genotipussal
rendelkezé nagyothalldé volt. A kontroll csoportban, amely 500 normal hallast
személybdl allt, a 35delG mutacid 24 esetben volt detektalhatd (4,8%) (XIV. tablazat).
Az EK-Magyarorszag populaciobdl szarmazé betegcsoportunkban a leggyakoribb
mutacid a 35delG delécio volt. A mutécio kimutatasa a PCR termék BsiY] emésztése

utan poliakrilamid gélen tortént (10. abra).

XIV. tabldazat: GJB2 gén mutacioinak (35delG; W24X) gyakorisaga a magyar

erer

Familiaris eset | Sporadikus eset Normal
populacié
Esetszam 84 16 92 16 500
35delG 37 16 34 16 -
homozigdta
35delG 21 16 17 16 24 16
heterozigota
Osszesen: 58 6 5116
(69%) (55,4%) (4,8%)
Allélgyakorisag 95/168 85/184 24 /1000
(56,5%) (46,2%) (2,4%)
Vad tipus (35delG) 20 6 33 16 -
W24X homozigota - 2 16 -
(2,2%)
W24X /35delG 4 16 4 16 -
(4,76%) (4,3%)
Ww24X /- - - 6/215 16
(2,8%)
Allélgyakorisag 4/168 8/184 6/430
(2,38%) (4,3%) (1,4%)
Egyéb heterozigota 6 o6 6 6
mutéciok
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4.1.2. 35delG HOMOZIGOTA GENOTIPUSHOZ TARSULO
FENOTIPUS

A fenotipus analizis vizsgalatot 35delG mutaciora homozigota 71 nagyothallo
esetben évekre visszamendleg az audiogramok feldolgozéasaval végeztiink. A 71 esetbdl
35 16 volt férfi és 36 nd, az atlag életkor a vizsgalatkor 24,6 ¢v. A legfiatalabb esetiink 2
éves, a legiddsebb 74 éves. A nemzetkozileg elfogadott szabalyok értelmében kis foku a
hallasvesztés, ha a hallastartomany kiiszob audiometrias vizsgalattal <40 dB; kozepes
foku, ha 40-69 dB, mig nagyfoku, ha a hallaskiiszob 70-94 dB kozott van az 500, 1000
¢s 2000 Hz frekvenciatartomanyban a jobban halld fiil esetében. Sulyos foku
(siketséggel hataros) hallaskarosodasrol beszéliink, ha a hallaskiiszob >95 dB. A
betegek besorolasa ez alapjan tortént. A tympanometria eredménye mindegyik esetben
A-tipust gorbét mutatott. Az elvégzett egyensulyszervi vizsgdlatok a vesztibularis

funkcidban eltérést nem jeleztek.

4.1.2.1. Hallaskarosodas mértéke

A homozigdta betegek 87,3%-ban (62 &) a hallasvesztés mértéke nagyobb volt
mint 70 dB, ezen beliil 26,8%-ban siketséggel hataros hallasvesztés volt az 500, 1000 ¢és
2000 Hz frekvenciatartomanyban. Csupéan 9 esetben (12,7%) volt a hallaskiiszob < 70

dB. A nemek kozott szignifikéns eltérés nem volt kimutathato (XV. tdblazat).

XV. tablazat: A 35delG homozigota genotipusu betegek hallascsékkenésének mértéke
alapjan torténd csoportositdas nemzetkozileg elfogadott beosztas szerint.

<40 dB 40-69 dB 70-95 dB >95dB
Férfiak _ 4 (5,6%) 12 (16,9%) 19 (26,8%)
Nok _ 5(7,1%) 16 (22,5%) 15 (21,1%)
Osszesen _ 9 (12,7%) 28 (39,4%) 34 (47,9%)

4.1.2.2. Progresszio

cres

mint 15 dB-lel romlik harom egymaést koveté frekvenciatartoméanyban. Igy a fiatal

gyermekek adatai ebbdl a kiértékelésbdl kimaradtak (16 f6). Csaknem az esetek
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egynegyede (23,6%) mutatott progressziot (XVI tabldzat), ebbdl 2 esetben a
hallasromlds nagyobb volt, mint 30 dB (/1. dbra). Ebben az esetben sem volt

kimutathat6 kiilonbség a nemek kozott

XVI tablazat: A nagyothallas progressziojanak mérteke (10 éven beliil a
hallaskarosodds meértéke >15 dB egymast kéveto harom frekvenciatartomanyban) a
vizsgalt beteganyagban.

0-15dB >15dB <10 éves
Férfiak 22 (40%) 7 (12,7%) 6
Nok 20 (36,36%) 6 (10,9%) 10
Osszesen 42 (76,36%) 13 (23,6%) 16
a) b)

11. abra: A nagyothallas progresszioja 10 év alatt egy 35delG homozigota no esetében
kiiszob audiogramokon. [a)]l év;, b)3. év c¢)7. év;, d)10. év]. A kék vonal jelzi a
légvezetést, a piros vonal a csontvezetést. Az abrak csak az egyik oldali fiil adatait
tartalmazzak.
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4.1.2.3. Gorbe tipusa

Az audiogram alapjan két tipus volt megfigyelhetd: lapos gorbe ill. a mély
frekvencidk feldl a magas frekvenciak felé¢ ereszkedd gorbe, amikor is a 125 Hz ill.
8000 Hz frekvencidkhoz tartoz¢d kiiszobértékek kozott a kiilonbség >20 dB. Az
audiogram ereszkedd volt 52,1%-ban (37 {6), mig 47,9%-ban lapos (34 {6). Egyéb
tipust gorbe nem volt megfigyelhetd (XVII. tablazat).

XVII. tablazat: A 35delG homozigota betegek audiogramjanak tipusai. Kozel egyenld
aranyban figyelheté meg a betegek kozott lapos ill. ereszkedo audiogram.

Lapos Ereszkedo
. audiogram
audiogram
Férfiak 16 (22,5%) 19 (26,8%)
Nok 18 (25,4%) 18 (25,3%)
Osszesen 34 (47,9%) 37 (52,1%)

4.1.2.4. Szimmetrikus nagyothallas

Az estek tobb mint 80%-ban a nagyothallas szimmetrikus volt. Aszimmetrikus
nagyothallas (két oldal kozott a hallaskiiszob >15 dB legalabb 3 frekvencian) 13 fénél
(18,3%) volt regisztralhato, de szignifikdns dominancia a két oldal kozott nem volt
bizonyithato. Szintén nem volt kimutathaté a nemek kozott jelentds eltérés (XVIII.

tablazat).

XVIII. tablazat: Kétoldali szimmetrikus ill. aszimmetrikus nagyothallas (két oldal kozott
a hallaskiiszob > 15 dB) ardanya betegeink kozt.

<15dB >15dB
Férfiak 29 (40,85%) 6 (8,4%)
N6k 29 (40,85%) 7 (9,9%)
Osszesen 58 (81,7%) 13 (18,3%)
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4.1.2.5. Testvérpar analizis
A 71 homozigéta beteg koziil 8 testvérpart (16 f0) tudtunk a fent emlitett
szempontok alapjan dsszehasonlitani (XIX. tabldzat). A nagyothallds mértéke a 8 par

koziil 5 esetben kiilonb6zé volt (12. dabra). Harom, a mutacid genotipusat tekintve

azonos testvérparndl eltérd a progresszio, a gorbe lefutasa és a kétoldali szimmetria.

XIX. tablazat: Nyolc 35delG homozigota testvérpar sszehasonlito tablazata a
nagyothallas mértéke, a progresszio, az audiogram tipusa és a két fiil hallasa alapjan.

Testvérpar | Hallasvesztés | Progresszi Gorbe tipusa Ket‘ fiil kﬁZ.tl
aszimmetria
A < 65dB; 80-95dB pozitiv; negativ lapos; lapos nincs; 15-20dB
B > 95dB; 80-95dB negativ; negativ ereszkedo; lapos nincs; nincs
C 65-80dB; 65-80dB | pozitiv; negativ lapos; lapos 15dB; nincs
D >95dB; >95dB negativ; negativ | ereszkedd; ereszkedd nincs; nincs
E >95dB; >95dB pozitiv; negativ lapos; ereszkedd nincs; nincs
F <65dB; >95dB negativ; negativ lapos; ereszkedd nincs; nincs
G 80-95dB; >65-80dB | pozitiv; pozitiv lapos; ereszkedd nincs; nincs
H 80-95dB; >95dB negativ; negativ | ereszkedd; ereszkedd 20dB; 25dB
a.)
1= 0 20 1000 2000 and) a0 1= 0 20 1000 2000 and) a0
-1 t f f t t t t -1 t f f t t t t
0] : i i T : : 0] : l l Tt : :
11 e el e e e LI R e

M -l d e m ke m A — === = = =

M0 -l d e c bk ek m A — === = = =
1 | | 1 1 1 1 1 | | 1 1 1 1

12.a. abra: Az ,,A” testvérpar hallasgorbéi. Az abrdk csak a jobban hallo fiil adatait
tartalmazzak. A kék vonal jelzi a légvezetést, a piros vonal a csontvezetést. Az
audiogram készitésekor az elso testver 36 éves, a mig a masodik 38 éves volt.
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12.b. abra: A ,,B” testvérpar hallaslelete. Az abrak csak a jobban hallo fiil adatait
tartalmazzak. A kék vonal jelzi a légvezetést. Csontvezetést nem abrazoltuk, mivel a
nagyothallas mértéke nagyfoku, és igy azt hamarabb érzik és jelzik, mint meghalljak. Az
elsé testver (13 éves) nagyothallasa rosszabb, gorbéjének lefutasa ereszkedo.
Testvérének (10 éves) a hallasa valamivel jobb és a gorbe lefutisa lapos. A gyermekek
édesanyjanak hallasgorbéje a 12.a. abra elsé audiogramjan lathato.
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12.c. abra: A ,,C” testvérpar hallasgorbéi. Az abrak csak a jobban hallo fiil adatait
tartalmazzak. A kék vomal jelzi a légvezetést, a piros vonal a csontvezetést. A
hallasvesztés mértéke azonos a ket esetben és a gorbék lefutisa lapos. A testvérek
életkora az audiogram készitésekor 20 és 18 év volt.
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12.d. abra: A ,,D” testvérpar hallaslelete. Az abrak csak a jobban hallo fiil adatait
tartalmazzak. A kék vonal jelzi a légvezetést. Csontvezetést nem abrazoltuk, mivel a
nagyothallas mértéke nagyfoku, és igy a csontvezetés mérésekor hamarabb erzik és
jelzik a hangot, mint halljak. Mindkét testvér nagyothallasa sulyos foku. A testvérek
életkora az audiogram készitésekor 46 és 41 év volt.
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12.e. abra: A ,,D” testvérpar hallaslelete. Az abrak csak a jobban hallo fiil adatait
tartalmazzak. A kék vonal jelzi a légvezetést. A nagyothallas mértéke azonos az 500,
1000 és 2000 Hz tartomanyban, de a gorbe lefutisa az elsé esetbe lapos, mig a
masodikban ereszkedo. A testvérek életkora 18 és 16 év.
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4.1.3. GJB2 GEN / 35delG HETEROZIGOTA GENOTIPUSHOZ
TARSULO EQYEB GENETIKAI ELTERESEK OKOZTA
NAGYOTHALLAS

A familiarisan ¢és a sporadikusan 0rokl6dé 35delG heterozigota ill. vad
genotipusu esetek DNS mintait a GJB2 gén kodold exonjdban 1évd tovabbi mutaciok
detektalasa céljabol megszekvenaltuk. A 35delG mutacion kiviil dsszesen 17 egyéb
genetikai hibat identifikdltunk (XX, tablazat). A delécid ¢és inszercid mellett
leggyakrabban bazisszubsztitlcio tortént.

A mutéciok egy része mar ismert (31dell4, S19T; W24X; R32C; M34T; V371,
E47X; 167delT; 235delC; L90P; 313dell4; R127H; E129K; A149T; K223R), de a
R127H; E129K; A149T szubsztituciok esetében a mutacid patogén jellege még nem
egyértelmilen bizonyitott. Két esetben Uj genetikai eltérést tudtunk analizalni (E42D;
G59V). Kiemelendé a W24X nonszensz mutacidé gyakorisaga, amely 4 familidris nem
vérrokon betegnél (4,76%) ¢és 6 sporadikus esetben (6,5%) volt azonosithato, igy a
masodik leggyakoribb eltérésként jellemezhetd a nagyothallo betegeink GJB2 génjében.
A kontroll személyeket megvizsgalva 6 {6 hordozta a W24X mutaciot (2,8%) (XIV.
tablazat).

A tovébbiakban a 35delG heterozigdta genotipushoz tarsuld egyéb genetikai
eltérések jellemzoOit mutatjuk be. Az dbrakon nyillal jel6ljik az egymasra vetitett két
allél eltéré nukleotidjait Gsszehasonlitva a vad genotipussal. A pozitiv eredmények
szekvenalasat minden esetben megismételtiik mind ,,forward” (F), mind ,,reverse” (R)
primerekkel, hogy a mindkét irdnybdl torténd szekvenalassal a mutaciot egyértelmiien

detektalhassuk.
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XX. tablazat: Nagyothallo betegeinkben talalt GJB2 gén mutaciok osszefoglaldsa

Muticié | Nukleotid | Aminosav csere | Fehérje | Eset- | Oroklés- Referencia
domain .
szam menet
S19T G/C szerin (polaris)/ IC1 1 recessziv | Rabionet, 2000
treonin (poléris)
31del14 dell4 kereteltolodas IC1 1 recessziv | Murgia, 1999
W24X G/A triptofan (apolaris)/ | TMI1 10 recessziv | Kelsell, 1997
STOP
R32C C/T arginin (bazikus)/ T™M1 1 recessziv | Prasad, 2000
cisztein (apolaris)
M34T T/C metionin (apolaris)/ | TM1 1 recessziv | Kelsell, 1997
treonin (polaris)
V371 G/A valin (apolaris)/ ™1 2 recessziv | Kelley, 1998
izoleucin (apoléris) Rabionet, 2000
E42D G/C glutaminsav (savas)/ | ECI 1 recessziv (Téth, 2003)
asparaginsav (savas)
E47X G/T glutaminsav (savas)/ | ECI 4 recessziv Denoyelle,
STOP 1997
G59V G/T glicin (apolaris)/ EC1 2 dominans | (Toth, 2003)
valin (apoldris) (7
167delT delT kereteltolodas EC1 1 recessziv | Zelante, 1997
235delC delC kereteltolodas ™2 1 recessziv Fuse, 1999
L90oP T/C leucin (apolaris)/ ™2 3 recessziv | Murgia, 1999
prolin (apolaris)
313del14 dell4 kereteltolodas IC2 1 recessziv | Kupka, 2002
R127H G/A arginin (bazikus)/ IC2 7 recessziv | Rabionet, 2000
hisztidin (bazikus) (Toth, 2003)
E129K G/A glutaminsav (savas)/ | 1C2 1 ? Kenna, 2001
lizin (bazikus)/
A149T G/A alanin (apolaris)/ ™3 3 nem Rabionet, 2000
treonin (polaris) meghataro- | (Toth, 2003)
zott
K223R A/G lizin (bazikus)/ IC3 9 polimor- Kupka, 2002
arginin (bazikus) fizmus
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4.1.3.1. S19T / 35delG
Az S19T aminosavcsere egy kozepes fokll nagyothalld beteg esetében 35delG

mutacidval tarsult. A kodolo exon 56. helyén egy guanin — citozin csere (AGC—ACC)
kovetkeztében szerin (S) helyett treonin (T) épiil be 19. aminosavként a fehérje N-
termindlis intracellularis domainjébe (Rabionet, 2000). Az 4bran a komplementer
(reverz) szekvendlas lathat6 (13. abra). A kovetkezd abra a beteg hallasgdrbéjét mutatja

(14. abra).

AATGCTGGTGGAG AATGNTGGTGG AG

| |

vad tipus (3R) S19T (3R)

13. abra: S19T mutdcio a GJB2 génben. A nyil jelzi a gén kodolo exonjanak 56.
mutacio esetében ugyanezen a pozicioban az egyik allélon citozin (kék), a masikon
guanin (fekete) lathato. Mivel az dabra reverz szekvendlast (3R) mutat, igy az adott
nukleotidok komplementerei lathatok.

{1 R L T e
1 1 1 1 1 1 1
T e Tl Tl il s Bl el ol

14. abra: Az abran a S19T / 35delG genotipusu 58 éves beteg audiogramja lathato. Az
abra csak a jobban hallo fiil adatait tartalmazza. A frekvencia az audiogram
abszcisszajan, az intenzitds az ordindtan taldlhato. A kék vonal jelzi a légvezetést, a
piros vonal a csontvezetést. A nagyothallas mértéke kézepes fokui.
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4.1.3.2. 31del14 / 35delG

A GJB2 gén kodold exonjanak 31. pozicigjatél kezddddéen 14 nukleotid

delécidja a connexin fehérje szintézisének sulyos zavarat okozza (Murgia, 1999) (15.

abra). Mivel recessziv oroklésmenetii, ezért csak a masik allél érintettsége esetén keriil

felismerésre. Esetlinkben a hordozo édesanya panaszmentes, mig a gyermekben 35delG

mutécioval tarsulva mar nagyfokt nagyothallast eredményez (16. dbra).

IC GATCCTGGGGG GT GT GRACAHA AC
=1 =1-]

ACGATCCTGGHGG GH GHGARAAC
=] =15

-[- e

“vad tipus (1F)

31del14 (1F)

15. abra: 31dell4 mutdcio a GJB2 génben. A nyil jelzi a kodolo exon 31. nukleotidjat,
ahol az egyik allélon a 14 nukleotid delécidja kezdddik. Az abrdan a vad tipushoz a
mutdcioval rendelkezo IF szekvendlasi képét hasonlitottuk.
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16. abra: Az abran a 31dell4 / 35delG genotipusu 8 éves kislany audiogramja lathato.
Az abra csak a jobban hallo fiil adatait tartalmazza. A frekvencia az audiogram
abszcisszajan, az intenzitas az ordinatan talalhato. A kék vonal jelzi a légvezetést. A

nagyothallas mértéke nagyfoku.
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4.1.3.3. W24X / 35delG

Négy familiéris esetben ¢és 4 sporadikus személynél a W24X nonszensz mutacid
35delG delécioval tarsult. A W24X genetikai hiba a 71. nuleotid guaninrdl adeninre
torténd cserélddése miatt jott 1étre, amely soran a 24. triplet a triptofan (W) helyett stop
kodont (X) kodol az els6 transzmembran domainban (/7. abra). Ennek kovetkeztében a
transzlaciés folyamat idd eldtt befejezddik (Kelsell, 1997). (A 17. abran W24X
homozigota genotipus is lathatd, de a 2 homozigdta betegilink esetében audiogram nem
all a rendelkezésiinkre, mert mindkét gyermek életkora 2 év alatt volt.) A nagyothallas

mértékében és a gorbe lefutdsaban nem taldltunk egyértelmii jellegzetességeket (78.

dbra).
AHAGAHAT CTGGC TCHC C GT C C
5@ \ 2R
k- ‘ ]l
vad tipus
AAAGAT CTHGCTCRACTC F'F'F'GF'ETECTF'GETEHEQEE
11\ 128

| l

w24Xx heterozligéta (W24X homozigéta (1F)

17. abra: W24X mutacio a GJB2 génben. A nyil jelzi a heterozigota esetben ugyanazon
pozicioban [évo allélokon az adenin (z6ld) és guanin (fekete) nukleotidokat. A
homozigota esetben a 71. pozicioban guanin helyett mindkét allélon adenin talalhato. A
mutaciokat a vad tipussal hasonlitottuk ossze.
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4.1.3.4. R32C/35delG

A 19. abran a kodol6 exon 94. nukleotidjdnak (citozin) timinre cserélddése
lathato. Ezért 32. aminosavként a bazikus arginin (R) helyet apolaris cisztein (C) épiil
be (Prasad, 2000). Az dbran a komplementer 3R szekvendlast hasonlitjuk dssze a vad
tipusi genom ugyan ezen szakaszaval (19. abra). Egy kozepes foku nagyothalld

betegiinknél tudtuk ezt a baziscserét 35delG delécidval tarsulva kimutatni (20. abra).

CATAATGCG AAAAAT( CATAATGCNAAAAAT
190 24 190

MMMMMMMM

vad tipus (3R) R32C (3R)

19. abra: R32C mutdcio a GJB2 génben. A nyil jelzi a gén kodolo exonjanak 94.

R32C mutacio sordn ugyanezen a helyen az egyik allélon citozin, a masikon timin

(piros) lathato. Mivel reverz szekvenalasrol (3R) van szo, igy az adott nukleotidok
komplementereit jelzi az dbra.

125 30 3 1000 2000 an0) S0
10 L . i . . . .
T T T T T T T

1 1 1 1 1 1 1
04 1 1 1 1 1 1
11 I L e

M - -l —d - — b e c e mdmm— 4 == = = = =
1 1 1 1 1 1 1

20. abra: Az abran a R32C / 35delG genotipusu 54 éves beteg audiogramja lathato. Az
abra csak a jobban hallo fiil adatait tartalmazza. A frekvencia az audiogram
abszcisszajan, az intenzitds az ordindtan taldlhato. A kék vonal jelzi a légvezetést, a
piros vonal a csontvezetést. A nagyothallas mértéke kézepes fokui.
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4.1.3.5. V371 / 35delG

Ez a szubsztiticid sokaig polimorfizmusként volt ismert. Elészor 1998-ban
Kelley es mts-i irtak le V371 heterozigdta nagyothallokat, de ezek az esetek nem
igazoltak, hogy a V37I genetikai eltérés heterozigota jelenléte patologias elvaltozast
okozna a fenotipusban (Kelley, 1998). Két év mulva a japan populacid vizsgalata sordn
még szintén polimorfizmusként emlegetik (Kudo, 2000). Ugyanebben az évben
Rabionet és mts-i V371 homozigota sulyos nagyothallokrol szamoltak be (Rabionet,
2000). A szubsztitucio eredménye, hogy 37. aminosavként valin (V) helyett izoleucin
(I) épiil be az elsd transzmembran domainbe (2/. dbra). Beteganyagunkban egy fiatal
testvérpar mindkét tagjanal a V371 mutaciéo 35delG mutacidval tarsulva a 11 éves fiu
esetében magas hangoknal kozepes fokl, az 5 éves kislanynal kisfoki nagyothalléast

eredményezett (22. abra).

TGATCCTCGT TGT GGLC T G
128 _ 13@ TGAT CCTlgBHTT GT G GCTlE—

|
| |
R e ]

vad tipus V371 (1F)

21. abra: V371 szubsztitucio a GJB2 génben. A nyil jelzi a gén kodolo exonjanak 37.
tripletjében lévé guanint (fekete), mely V371 heterozigota allapot esetén adeninre (zold)
cserelodik. Az abra az 1F primerrel tortént szekvenalast mutatja.

T I S P [P B FUPEUNY DU IR T I S P [P B FUPEUNY DU IR

MO - - —l— = —d = = — - - — - —d— = -4 = — - — - — MO - - —l— = —d = = — - - — - —d— = -4 = — - — - —

120 120

22.
dabra: Az abran a V371 / 35delG genotipusu testvérpar audiogramjai lathatok. Az abra
csak a jobban hallo fiil adatait tartalmazza. A kék vonal jelzi a légvezetést, a piros
vonal a csontvezetést. A 11 éves fiutestvérnek a magas hangoknal kézepes foku, mig az
5 éves kislanynak a magas hangoknal kisfoku percepcios nagyothallasa van.
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4.1.3.6. E42D / 35delG

Az E42D szubsztiticié a 126-s nukleotidndl tortént guanin — citozin csere
kovetkezménye, amikor 42. aminosavként glutaminsav (E) helyett aszparaginsav (D)
¢épiil be a fehérjelanc extracellularis 1-es domainjébe (23. abra). Ezt a mutaciot egy
35delG heterozigdta esetben sikeriilt azonositani, akinek fenotipusa prelingualis
eredetli, percepcios tipust, kézepes foku nagyothallast mutatott (24. dbra). A beteg

csaladjaban sziilei és testvére is nagyothalld, de 6k nem jarultak hozza a genetikai

vizsgalathoz.
C HH AGGAHDG GT GT GGG G C A AARAGG AMNMGT GT GG G G
17A 158 SH 16H
vad tipus (1F) E42D (1F)

23. abra: E42D mutdcio a GJB2 génben. A mutaciot hordozo szekvenciat a vad tipussal
hasonlitottuk oOssze. A nyil a 126. pozicioban lévé guanin (fekete) és citozin (kék)
nukleotidokra mutat rd.

12 =30 3 1000 2000 4000 3000
10 L L L L L L L
T T T T T T T
1 1 1 1 1 1 1
04 1 1 1 1 1 1 1
1 P
1 1 1 1 1 1 1
flipoocqroocqgooopooopoogoocgooo o oo
1 1 1 1 1 1 1
.t pitie el el Hi it ol St Bl Sl
agd - - ol - -0 L Lo _1___L___
1 1 1 1 1 1
Nt ---1---4- e e T T
& 1 1 1 1
F ] I I e
b cc oo odecocoslbloccsbocdocsd ool
1 1 1 1 1 1 1
2 1 e
1 1 1 1 1 1 1
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1 1 1 1 1 1 1
Lol i el e Rt Sl Bt el
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24. abra: Az abran az E42D / 35delG genotipusu 22 éves lany audiogramja lathato. Az
dbra csak a jobban hallo fiil adatait tartalmazza. A frekvencia az audiogram
abszcisszajan, az intenzitds az ordinadtan talalhato. A kék vonal jelzi a légvezetést, a
piros vonal a csontvezetést. A nagyothallas kézepes foku és percepcios tipusu.
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4.1.3.7. E47X / 35delG

E47X nonszensz mutacio kovetkeztében a kodold exon 139. bézisa guaninrol
timinre cserélddik (GAG — TAG), mely glutaminsav (E) helyett stop kodont (X) kédol,
igy a fehérje szintézise a 47. aminosav utan ezen az allélon befejezddik (25. dbra). Ez a
rovid polipeptidlanc funkcidképtelen (Denoyelle, 1997). Egy nagyothalld édesapa és
lanya ill. egy masik csalddban az édesanya és lanya esetében az E47X genetikai hiba
35delG mutéacioval tarsult. A 33 éves édesapanak mindkét oldalt nagyfoku
nagyothalldsa, mig a 7 éves kislanynak mindkét oldalt kozepes foku hallasromléasa van.
A masik csaladban a 36 éves édesanydnak és a 11 éves lanyanak sulyos foku

nagyothalldsa van. (26. abra)

vad tipus (1F) E47X (1F)

25. abra: E47X nonszensz mutdcio a GJB2 gén kodolo exonjaban. A nyil ramutat a 139.
pozicioban [évé guaninra (fekete) a vad tipusu, ill. a guanin és timin (piros)
nukleotidokra a mutaciot hordozo genomban.
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26. abra: Az abran az E47X / 35delG genotipusu apa és lanya audiogramjai lathatok.
Az dbra csak a jobban hallo fiil adatait tartalmazza. A frekvencia az audiogram
abszcisszajan, az intenzitds az ordindtan talalhato. A kek vonal jelzi a légvezetést, a
piros vonal a csontvezetést. A 33 éves apanal a hallas nagyfokiu NH-t mutatott és a
csontvezetés nem volt pontosan meghatarozhato. A 7 éves kislany esetében kozepes foku

NH volt regisztralhato.
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4.1.3.8. G59V

A G59V mutacié egy guanin — timin transzverziot jeldl az 59-es kodonban,
melynek kovetkeztében glicin (G) — valin (V) aminosavcsere torténik az ECI1
domainben. Egy familiaris nagyothalld beteg genotipusdban a G59V mutans allél
35delG mutacidval tarsult, mig nagyothalld édesapja esetében nem volt kimutathatd

egyéb mutacié a GJB2 masik alléljan (27. dbra).

CCAGGCTGCAAC CCAGNCTGCAA TTGCAGNCTGG
vad tipus (1F) (1F) G59v (3R)

27. abra: G59V mutacio a GJB2 génben. A nyil jelzi a gén kodolo exonjanak 176.
G59V mutdcional ugyanezen az allélhelyen timin (piros) lathato. Az 1F szekvendalds
komplementere a 3R reverz szekvendlas, amely az IF primer dltal megszekvenalt
szakasz komplement nukleotidjait tartalmazza.

125 3 S0 0o 00 a0 30 123 30 =] 1000 A0 adid 30
10 . f . f f f . 10 f L i 1 ! ! 1
T T T T T T T T T T T T T T
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
D- 1 1 1 1 1 1 1 I:l- 1 1 1 1 1 1 1
L I o ) M L1 R
1 1 1 1 1 1 1
£l poogEoogooopoooEooqEoogooopoos
1 1 1 1 1 1 1
e Rty el et il Tl el et
Mibcodoscdenoboooboodosodoosbo oo

1 1 1 1 1 1 1
I R e e e

28. abra: Az abran az G59V / 35delG genotipusu 30 éves né audiogramja lathato. Az
abra csak a jobban hallo fiil adatait tartalmazza. A frekvencia az audiogram
abszcisszajan, az intenzitas az ordindtan taldlhato. A kék vonal jelzi a légvezetést. A
masodik audiogram a 60 éves édesapa vizsgalata soran késziilt, akinek a genotipusa
G59V /-
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4.1.3.9. 167delT / 35delG

A 29. abran lathaté 167delT mutaciot eloszor Zelante és mts-i irtdk le (Zelante,
1997). Az 56-os kodonban a timin delécioja kereteltoldéddshoz vezet, amelyet a
heterozigdta genotipustt szekvenciaképen a gorbék egymashoz viszonyitott egy
nukleotidnyi eltolédasa mutat (29. dbra). A kétiranyu szekvenalassal (1F és 3R) a
genetikai hiba pontos helye meghatdrozhatd. Morell és mts-i az amerikai Ashkenazi
zsid6 populéciot vizsgalva szignifikdnsan magas 167delT eléforduladsi gyakorisagrol
szamolt be (4,03%), mig ugyanebben a populdcidban a 35delG mutacié gyakorisdga
csak 0,73% volt (Morell, 1998). A mi beteganyagunkbol egy 27 éves férfi esetében
tarsult az emlitett genetikai hiba 35delG delécidval, s ezzel a mély frekvencidkon

kozepes fokl, mig a magasabb frekvencidkon nagyfoku nagyothallashoz vezetett (30.

dbra).

CTGCAACACCCTGCAGCCAGGCT
1% ?ﬁﬂi 270

eV

vad tipus (1F)

GCGGGTNNTNNCNANNAAG]
CTGCAACACC JNNCGC CAGGNNNGNAGN. 130 144
240 l 250 ? l l
167delT (1F)
167delT (3R)

29. abra: 167delT delécio a GJB2 génben. A nyil jelzi a gén kodolo exonjanak 167.

e rer

szekvenaldssal bizonyithato a timin delécioja a 167. pozicioban.

59



=

T

1

1

1

1

1

1

L

1

1

1
-—4-+ |-k

1

1

1

T

1

1

L

1

1

1

*

1

1

1
—a-r--—4

1 1

1 1

1 1

I 1 [ 1
MRl ccdecedecoottcsabosdooadicaoolba s o
1 1 1 1 1 1 1

30. abra: Az abran a 167delT / 35delG genotipusu 27 éves beteg audiogramja lathato.
Az abra csak a jobban hallo fiil adatait tartalmazza. A frekvencia az audiogram
abszcisszajan, az intenzitds az ordindtan taldlhato. A kék vonal jelzi a légvezetést, a
piros vonal a csontvezetést. A nagyothallas mértéke a mély frekvenciatartomanyban
kozepes foku, mig a magasabb frekvenciatartomanyban nagyfokui.

4.1.3.10. 235delC / 35delG

Egymastol fiiggetlen két tanulmany adatai szerint az 4sziai populaciéban a GJB2
gén leggyakoribb genetikai hibdja a 235delC. Kiemelend6, hogy ugyanebben a
népességcsoportban nem talaltak 35delG mutaciot hordozo esetet (Fuse, 1999). A 233-
235. nukleotidok kdoziil (CCC) egy citozin kiesésének kovetkeztében kereteltolodas jon
létre, igy a mdsodik transzmembrdn domainben a 79. triplettdl a connexin fehérje
aminosav sorrendje megvaltozik, s szintézise id0 eldtt befejezddik (31. dbra). Vizsgalati
anyagunkban két egymastol fliggetlen nagyothalld esetben az emlitett muticido a
35delG-vel tarsult. Egyik esetben sem ismert 4zsiai eredetli rokon. Az 55 éves nébeteg

nagyothalldsa nagyfoka, mig a 15 éves fiué sulyos fokua (32. abra).
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I ATGGGCCNNNNACNNA ANNTC CNNT

40 l 50 60
TATGGGCCCT GCAGCTGATCTTCGTGTC
40 e 60
ﬂ | 235delC (2F)
GCTGCAGGNCONNT ACCNGNANT TGG
50 60 76
vad tipus (2F) l l

235delC (3R)

31. abra: 235delC delécio a GJB2 génben. A nyil jelzi a gén kodolo exonjanak 235.

e rer

szekvenalds a nukleotidok komplementer parjat tartalmazza.

123 50 300 1000 2000 a0 80 125 30 00 1000 2000 4000 3000
0 . . . . . . . 10 . . . . . . .

1 T 1 T T T T T T T T T T T

1 I 1 l | l | 1 1 1 I l l 1
v 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 l 1 1 1
il ccdccotic oot oadooodiccsbo=o fiRbccdeccdocctccobocdeoodoc=baoo

L S P [ T T e e I

32. dabra: Az abran a 235delC / 35delG genotipusu nem rokon betegek audiogramjai
lathatok. Az dbra csak a jobban hallo fiil adatait tartalmazza. A frekvencia az
audiogram abszcisszdjan, az intenzitds az ordindtan talalhato. A kék vonal jelzi a
légvezeteést, a piros vonal a csontvezetést. Az 55 éves nobeteg nagyothallasa nagyfoku
(elso audiogram), mig a 15 éves fiué sulyos foku.
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4.1.3.11. L9YOP / 35delG

Az L90P genetikai eltérést harom, egymadstol fiiggetlen esetben sikeriilt
kimutatni. Az 1999-ben leirt mutacio leucin (L) (CTA) — prolin (P) (CCA) cserét jelent
a fehérjelanc 2. transzmembran domainjének 90. kodold tripletjében (Murgia, 1999)
(33. dbra). A harom esetbdl egy 42 éves férfinak sulyos fokl nagyothalldsa van, viszont
egy 12 éves fitindl és egy 9 éves lanynal ennél sokkal jobb hallast tudtunk mérni, mely

audiogramok a 34. abran lathatok (34. dbra).

GCGCTCCTAGTGGC WG CGCTCCNAGTGG
) 80 70 8¢
- - 9
vad tipus L90P (2F)

33. abra: L9OP mutacio a GJB2 génben. A nyil jelzi a gén kodolo exonjanak 269.

mutacio esetében ugyanezen a helyen citozin lathato. A 2F szekvenaldsi gorbén a piros
(timin) és a kek (citozin) gorbék jelzik a két allél kodolo exonjanak 269. nukleotidjait.

125 250 30 000 200 a0 123 20 30 100 0] 400 3
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o 1 1 1 1 1 1 1 o 1 1 1 1 1 1 1
[ S B I T B L [T B T T T S B B T S
20
HIE
an
30
&
70
&0 1 R T T T e R . i S
1 1 1 1 1 1 1
0 g:'"___I___'I__'T___l'__'l_'_T'__l'___
100 T T
] 1 [ 1 1 1 1 I
b codiccodoccotoccboodooodooobooo B[ R B e e Tl e B e
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
120 120

34 abra: Az abran az L90P / 35delG genotipusu betegek audiogramjai lathatok. Az
abra csak a jobban hallo fiil adatait tartalmazza. A frekvencia az audiogram
abszcisszajan, az intenzitas az ordindtan talalhato. A kek vonal jelzi a légvezetést, a
piros vonal a csontvezetést. Az elsd audiogram egy 12 éves fiu kozép frekvencidkon
kozepes foku, a magas frekvenciaknal nagyfoku NH-at mutatja, mig a masodikon egy 9
eves kislany csaknem minden frekvenciatartomanyra kiterjedo kézepes foku NH
hallasgorbéje lathato.
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4.1.3.12. 313del14 / 35delG

Ez a mutacié 14 nukleotid kiesését jeloli a 313-as poziciotdl kezddédden. A
szakirodalomban négy hasonlé mutaciot irtak mar le: 310del14, 311dell4, 312del14 ¢és
314dell4. A 2F ill. 5R szekvenalassal kimutathat6, hogy a mi esetiinkben a 313-s
pozicioban van a delécido kezdete (35. abra). Egy csaladon belill 3 normal hallo
hordozza ezt a mutaciot, mig a negyedik stulyos foku nagyothall6 beteg genotipusdban a

mutacid 35delG genetikai hibaval tarsul (36. dbra).

A.
‘GG AG ACATG AG AAG AAG AGGAAGT TCATCAAGG GGG AG
» 110 12¢ l 130 1
vad tipus (2F)
GG AG ACAT GAG AAG AAG AGGGG AT ANl | TcTccc cNNT NNTNNNCNTN
-0 350 36
313del14 (5R)
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vad tipus

313 Allgl 1
B. AAGAAGAAGAGGAAGTTCATCAAGGGGGAGATAAAGAG
AAGAAGAAGAGGAAGTTCATCAAGGGGGAGATAAAGAG
Allél 2
Alél 1 GAGG///AAGTTCATCAAGGGGGAGA ¢
A2 GAGG////GGAGATAAAGAG
Alsl 1 GAGGAAGTTCATCAAG////GGGGAGA
Allé1 2 AAGAAGA////IGGGGAGA  °OR
Allél 1

AAGAAGAAGAGGAAGTTCATCAAGGGGGAGATAAAGAG

AAGAAGAAGAGG [ GGAGATAAAGAG

Allel 2
313del14

35. abra: 313dell4 delécio. A: 313dell4 delécio a GJB2 génben. A nyil jelzi a gén
szekvenalas. A ketiranyu szekvenalassal bizonyithato a 14 nukleotid delécioja a 313-as
poziciotol kezdodoen. B: Sematikus abran lathato a vad tipusu genom nukleotid
sorrendje az emlitett régioban, valamint a 14 nukleotid kiesésének kezdo és vegpontjai
2F szekvenalas ill. az 5R szekvendlas alapjan.

1 B
1 1 1 1 1 1 1

L e e B el e Rl B el
1 1 1 1 1 1 1

w 1 1 1 1 1 [ 1

fibcodoocodaoanobocooboodoaoodicoobooo
1 1 1 1 1 1 1

S R e e T R e R

&0 ]

110

36. dbra: Az dbra a 313dell4 / 35delG genotipusu 33 éves nobeteg hallasgorbéjét
mutatja. A hallasvesztés mértéke siketséggel hatdaros. Az abra csak a jobban hallo fiil
adatait tartalmazza. A frekvencia az audiogram abszcisszajan, az intenzitds az
ordinatan talalhato. A kék vomnal jelzi a légvezetést. A csontvezetés nem volt
meghatarozhato.
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4.1.3.13. A149T / 35delG

A 6. csaladban négy A149T genetikai hibat hordozé csaladtagot (guanin —
adenin csere a 445. pozicidban; alanin (A) helyett treonin (T) kodolddik) azonositottunk
(37. abra). Harom személynek nagyfokt hallaskarosodasa van, egy személy normal
hall6é (49. abra). Két hallassériilt személy €és egy normadl hallo, de szellemileg sériilt

gyermek esetében az emlitett genetikai hiba 35delG mutécioval parosult (38. dbra).

AAGCCGCCTTCAT AAGCCNCCTTCAT [ TGAAGGTGGCTT

l 1 1

vad tipus (2F) A149T (5R)

37. abra: A149T mutacio a GJB2 génben. A nyil jelzi a gén kodolo exonjanak 445.
mutdcio esetében ugyanezen a helyen adenin lathato. A 2F szekvendlds soran a fekete

szin guanin, a zold adenin nukleotidot jelez, mig az 5R szekvendlaskor kék (citozin) és a
piros (timin) gorbék lathatok a két allél 445-6s nukleotidjaként.
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38. abra: Az abran az A149T / 35delG genotipusu betegek audiogramjai lathatok. Az
dbra csak a jobban hallo fiil adatait tartalmazza. Az audiogram abszcisszdja a
frekvenciat, az ordindta az intenzitast mutatja. A kék vonal jelzi a légvezetést, a piros
vonal a csontvezetést. A testvérek koziil a 11 éves kislanynak sulyos foku nagyothallasa
van (elso audiogram), a 9 éves kisfiu nagyfoku nagyothallo (masodik audiogram), mig a
13 éves szellemi fogyatékos fiunak teljes hallasa van.

4.1.3.14. K223R

A 2002-ben leirt K223R mutaciorol tudjuk, hogy patologias eltérést nem okozd
polimorfizmus, mert mind a beteg, mind a kontroll személyek DNS mintdiban
kimutathaté volt (Kupka, 2002) (39. dbra). A szubsztiticid soran a protein IC3
domainje ¢érintett (bazikus lizin (K) helyett bazikus arginin (R) épiil be 223.

i 0 0

vad tipus (4F) K223R (4F)

aminosavként).

CAAAAAAGCCAC

39. abra: K223R polimorfizmus. A mutaciokat tartalmazo szekvendlasok két
nagyothallo és egy hallo személytol szarmaznak. K223R szubsztitucio soran a GJB2 gén
kodolo exonjanak 223-as kodonjaban az egyik allélon adenin (zold) helyett guanin
(fekete) épiil be. A szekvendlas 4F primerrel tortént.
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4.1.4. GJB2 GEN / EGYEB GENETIKAI ELTERESEK OKOZTA
NAGYOTHALLAS (35delG MUTACIO NELKUL)

4.1.4.1. M34T / A149T, K223R

A Kelsell és mts-i altal 1997-ben leirt M34T missense mutaciot (34. kodon
ATG—ACG, apolaris metionin (M) — polaris treonin (T)) egy hallassériilt betegiinknél
azonositottunk (40. dbra). Akkor dominans Oroklédésti mutacioként leirt eltérésrol
igazolddott, hogy recessziv Oroklésmenetii (Kelsell, 1997). In vitro vizsgalatokbol
tudjuk, hogy a mutacié a connexin fehérjékbdl allo hexamer gap junction hemicsatorna
Osszeszerelésében okoz zavart (Martin, 1999). Az M34T mutéaciot hordozé nagyfoku
nagyothalld beteglink DNS mintdjaban két tovabbi genetikai eltérés volt kimutathatod
35delg mutécio nélkiil (A149T, K223R) (41. abra).

CGCATYATGA CG(A!IANGA TCNTAATGCG
vad tipus (1F) (JF)tipus  (1F) M34T (3R)

40. dbra M34T mutcicié a GJB2 génben A nyl'l jelzi a gén ko’dolé exonjanak ] 01.

M34T mutaczo eseteben ugyanezen a helyen citozin (kék) lathato. Az 1F szekvenalas
komplementere a 3R reverz szekvendalas.

100
1104
120

41. abra: M34T / A149T, K223R genotipusu 32 éves nobeteg audiogramja. Az abra
csak a jobban hallo fiil adatait tartalmazza. A kék vonal jelzi a légvezetést, a piros vonal
a csontvezetést. A percepcios nagyothallas mértéke nagyfoku.
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4.1.4.2. E129K /-

A 2001-ben leirt E129K mutéci6é patogén jellege még nem tisztazott (Kenna,
2001). A GJB2 gén kodolo exon 385. nukleotidja (guanin) adeninre cserélddik, s igy
129. aminosavként a savas glutaminsav (E) helyett bazikus lizin (K) épiil be a 2.
intracellularis egységbe (42. dbra). Anya ¢és lanya E129K heterozigota, sulyos foki
nagyothallok eseteiben a GJB2 gén kodold exonjan beliil nem volt detektalhatd ehhez

tarsuld egyéb mutacio (43. dbra).

CC GCH T C GRARAG G C T CLCC LTI:I:GE‘.‘FITE‘.‘ HAGGLC TI0C DL
== (=)=

5] SE

vad tipus (2F) E129K (2F)

42. abra: E129K mutacio a GJB2 génben. A nyil a 385. pozicioban 1évé nukleotidokra
mutat, amely vad tipus esetén guanin (fekete). E129K heterozigota esetben egyarant
lathatunk guanint és adenint (z6ld) az adott pozicioban.

125 280 S0 000 2000 4000 & 125 230 S0 00 3000 4000 S
-1a e e B B Y - L E—— —

1 l 1 1 1 1 1
v 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1

MM ---1-——d - - - - A= — -4 - — - - — —

100
110
120

43. abra: Az abran az E129K / 35delG genotipusu 84 éves édesanya és 50 éves lanya
audiogramjai lathatok. Az dbra csak a jobban hallo fiil adatait tartalmazza. A
frekvencia az audiogram abszcisszajan, az intenzitds az ordinatan talalhato. A kék
vonal jelzi a légvezetést, a piros vonal a csontvezetést. A nagyothallds mindkét esetben

sulyos foku és percepcios tipusu.
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4.1.4.3. R127H

Ot sporadikus és egy vérrokon roma csalad 7 tagjaban detektaltuk az R127H
mutacidt. A sporadikus esetek mindegyikének genotipusa R127H / - volt, azaz a
masodik allél kdédold exonjaban nem volt kimutathatd genetikai eltérés. Valamennyi
sporadikus gyermek a roma népcsoporthoz tartozott. A familiaris esetben (17. csalad)
erre a mutacidra heterozigdta genotipusit halld sziildknek homozigdta nagyfoku
nagyothallo, heterozigéta hallo és normal genotipust halld gyermekiik egyarant van
(55. abra). Az 578. nukleotidcsere eredményeként a bazikus arginin (R) (CGC) helyett
bazikus hisztidin (H) (CAC) épiil be a 2. intracellularis domain 127. aminosavként
(Rabionet, 2000) (44. abra). A homozigéta gyermekek koziil csak két esetben sikertilt

audiogramot késziteniink (45. dbra).

GAAGGTCCGCATCG AAG]

18@ 190

vad tl'_bus

G AAGGTCCNCATCGAAG t’-ﬂ AGGTCCACAT CG AAG
19@ 200 190

R127H heterozigodta R127H homozigdta

44. abra: R127H mutacio a GJB2 génben. A nyil jelzi a gén kodolo exonjanak 578.

crer

RI27H heterozigota allapot esetében ugyanezen a helyen az egyik allélon guanin, a
masikon adenin (zold) lathato. Homozigota RI27H esetben mindkét allél adenint
tartalmaz az adott pozicioban. A szekvendlas 2F primerrel tortént.
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45. abra: Az abran a R127H szubsztituciot tartalmazo genotipusu betegek audiogramjai
lathatok. Az dabra a betegek jobban hallo fiilenek adatait tartalmazza. Az audiogram
abszcisszajan a frekvencia, az ordindtan az intenzitds talalhato. A kék vonal jelzi a
légvezetést, a piros vonal a csontvezetést. Az ,,A” (12 éves lany) és ,,B” (27 éves fiu)
személyekrol késziilt audiogramok esetében az R127H heterozigota genetikai eltéréshez
nem tarsult masik mutdcio. A hordozo adllapot énmagaban nem magyarazza meg a
betegek nagyothallasat, de genetikai terheltséget jelent. A ,,C”(11 éves fiu) és ,,D” (8
éves lany) roma testvérparok RI27H homozigotak. A testvérparnak sulyos foku
nagyothallasa van.
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4.1.5. GJB2 GEN ERINTETT CSALADOK ANALIZISE

Ebben az alfejezetben az altalunk azonositott GJB2 genetikai defektusokat csaladokra

lebontva targyaljuk.

4.1.5.1. ,,3. CSALAD”

A 3. csaladba tartozo érintett személyeknek sulyos foku nagyothalldsa van,
beszédjiik nem fejlodott ki, egymassal jelbeszéddel kommunikalnak (II:1, II:2, III:1)
(46. abra). Az 1:1 és 1:2 nagysziilok jol hallanak, beszédértésiik normalis. A Connexin
26 mutéacid analizise soran igazolddott, hogy az I:1 és [:2 személyek az egyik allélon
egy-egy mutaciot hordoznak (E47X, 35delG). Mindegyik nagyothall6 csaladtag
heterozigdta a 35delG mutacidéra nézve. Az édesapa (II:1) a masik alléljan L9OP
mutaciot hordoz, amely a masodik transzmembran domaint érinti. Ezt a recessziven
0rokl6dé mutéciot mar tobb orszagban leirtak.

Az édesanya (II:2) és a lanya (III:1) a 35delG mutaci6 mellett 1997-ben mar
leirt, recessziven 0Oroklodo, stop kodon képzéséhez vezetdé E47X genetikai hibat
hordozzak.

, O] O
g H J

1:1 |:2
I:1 I:2
I I Vad tipus E47X
m:1
I I 35delG L90P

46. abra: A 3. csalad csaladfaja. Az édesanya és lanya a 35delG heterozigotasag
mellett E47X mutdciot hordoznak a masik alléljukon. Az édesapa genotipusa: 35delG /
L90P. (Jelolések: o no, O ferfi, ® nagyothallo né, m nagyothallo férfi. A romai szamok
a generdaciokat jelzik, mig az arab szamok a személyeket azonositjak.)
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Hallasvizsgalatot az anyai nagysziiloknél (I:1; 1:2), valamint az édesanya (I1:2) és lanya

(IIT:1) esetében tudtunk végezni. A nagysziilok halldsa kornak megfelels. Az

¢desanyanak csak halldsmaradvanya van, a kislany audiogramjan pedig a mély

hangoknal nagyfokt, a magasabb hangoknal sulyos foku nagyothallas 1athat6 (47 dbra).
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47. abra: Az abran a 3. csalad 1:1 (67 éves), 1:2 (66 éves), II:2 (33 éves) és I1I:1 (13
éves) tagjainak hallasgorbéi lathatok. Az abra a betegek jobban hallo fiilének adatait
tartalmazza. A frekvencia az audiogram abszcisszajan, az intenzitas az ordindtan
talalhato. A kék vonal jelzi a légvezetést, a piros vonal a csontvezetést. A nagysziilok
hallasa (,,A”; ,,B”) kornak megfelelo, az édesanyanal (,,C”) csak hallasmaradvanyt
regisztraltunk, mig a kislany (,, D) sulyos nagyothallo.
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4.1.5.2. ,,6. CSALAD”

A 6. csaladban az apa (III:1) 35delG homozigéta genotipust. Igy minden
gyermeke heterozigdta erre a mutdciora nézve (48. dbra). Az anya (I11:2) eltérd
allélvariansokat hordoz. Az egyik alléljan a nem patogén polimorfizmusként leirt
K223R aminosavcsere M34T mutdcioval tarsult. Az M34T szubsztiticiot eldszor
dominans oroklésmenettel irtdk le (Kelsell, 1997), de kés6bb recessziv 6roklésmenetet
is bizonyitottak (Wilcox, 2000). A muticid hatdsa még ma sem teljesen tisztazott.
M34T in vitro HeLa-sejteken tortént expresszid vizsgalata kommunikdcids zavart
mutatott. Megfigyelték, hogy az M34T mutacidval rendelkezé Connexin 26 fehérjék
esetében a hexamer képzés zavara miatt a sejtmembranba épiilés és ezaltal a K
transzport szenved zavart (Martin, 1999). A kovetkezd évben Griffith és mts-i
analizaltak egy olyan DFNBI1 érintett csaladot, ahol az M34T mutaciéo a 167delT
delécioval egyiitt 1épett fel (M34T/167delT), s mégsem tarsult a fenotipus
nagyothalldssal. Mivel a 167delT kereteltolédast eredményez, tehat az az allél biztos,
hogy funkciot ellatni nem tud, arra kell kovetkeztetniink, hogy a Connexin 26 molekula
M34T mutacioval bizonyos esetekben in vivo képes funkciot ellatni, melynek hatterében
egyéb faktorok allhatnak (Griffith, 2000). A III:2 nagyfoku nagyothalld anya az M34T
mutacio mellett egy A149T genetikai eltérést is hordoz (41. dbra). Az utdbbi mutacid
eldszor Rabionet és mts-i éltal lett publikalva, mint nem egyértelmiien NH okoz6é DNS
elvaltozas (Rabionet, 2000). A 6. csalad esetében mind a 3 gyermek (IV:1, IV:2, IV:3)
genotipusat nézve 35delG/A149T, ami a IV:1 gyermeknél nem tarsult nagyothallassal,
mig a masik két testvér hallaskarosodasa nagyfoka (38. dbra). Mivel ez a mutacio a
Connexin 26 fehérje konzervativ domainjét érinti, ez is azt timasztja ald, hogy patogén
folyamatrol kell hogy sz6 legyen. A IV:1 esetben magyarazatként egy olyan ismeretlen
genetikai faktor jelenléte lehet a hattérben, mely szupresszalja a nagyothallas
kifejlodését a gyermekben.

A 1III:4 csaladtag esetében a recessziven 6roklédé heterozigdta S19T mutéaciot
azonositottunk, de a madsodik allélen nem volt kimutathatd genetikai eltérés.
Ugyanennek a betegnek a DNS mintdjaban K223R polimorfizmus is kimuthato6 volt (39.
abra). Osszességében ez a genetikai terheltség nem magyardzza meg a beteg

prelingualis eredetli NH-t. Mivel csak egy recessziv mutaciot talaltunk a GJB2 gén

crer
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crcr

Szabalyozo régi6 a strukturgének eldtt. Szerepe abban van, hogy a DNS-fligg6 RNS-
polimerdz szamdra felismerési helyiil szolgal. -, vagy akdr egyéb a cochleaban
expresszalodo connexin molekulak érintettsége, melynek kovetkeztében a gap junction

csatornak dsszeszerelésében zavar 1ép fel.

11:4 1I:3

._

1:1 1:2 1:3 1:4 111:5

| HH I

I 35delG IA149T
O om e

V:1 Iv:2 IV:3

M34T S19T
II II I K223R K223R

—

48. abra: A 6. csalad dbraja négy generdciot mutat. Harom generdcioban jelenik meg
nagyothallas 35delG, A149T, S19T, M34T, K223R genetikai eltérésekkel kombinalva.
(Jelolések: o no, O férfi, ® nagyothallo no, m nagyothallo ferfi, athuzva: elhunyt
személy. A romai szamok a generaciokat jelzik, mig az arab szamok a személyeket
azonositjak.)

Osszefoglalasként megallapithatd, hogy a III:2, 1I:4, 1V:2, IV:3 csaldadtagok
esetében nem egyértelmi, hogy a nagyothallas kialakulasaért csak a GJB2 gén lenne a

felelos. Feltételezziik, hogy tovabbi tényezOknek kell szerepet jatszaniuk, mely

tisztazasahoz funkcionalis analizis vizsgalatok elvégzésére lenne sziikséges.
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4.1.53. ,,7. CSALAD”

A 7. csalad Connexin 26 analizis eredménye Osszefoglalva a 49. dbran lathato.
Az ¢érintettek GJB2 gén kodolo szakaszaban csak 35delG mutacid volt kimutathato.
Erdekes eset a III:2 fingyermek, aki bar homozigdta volt erre a muticiéra nézve,

mégsem volt a szilileihez és a lanytestvéréhez hasonléan nagyfoku nagyothalld, mert

halléaskiiszobe 500, 1000 és 2000 Hz frekvencidkon < 65 dB volt (50. abra).

I 35delG
Vad tipus

I:4 I:5 II:6

||| 1 1:2 :4

nagyothallo esetek kozt talalunk 35delG homozigota, 35delG heterozigota genotzpusu
betegeket, valamint 35delG hordozo hallo személyeket is. (Jelolések: o né, o ferfi, ®
nagyothallo n6, m nagyothallo férfi. A romai szamok a generaciokat jelzik, mig az arab
szamok a személyeket azonositjak.)

Ez azt mutatja, hogy a 35delG homozigdta genotipushoz tarsuld fenotipus variabilis,
megnehezitve ezzel a varhatd fenotipus korrekt genetikai tandcsadasat. A fenotipus
varidciok molekuléris genetikai okai ma még ismeretlenek. Figyelemre mélto a I1:2 és
II:1 személyek, akiknek nagyfoku hallascsokkenésiik van, de a kddolo régioban nem

volt kimutathatdé masodik genetikai eltérés (51. dbra). Ez ismét felveti a tovabbi

mutacid lehetdségét a promoter régidoban vagy az egyéb szabdlyozo régidkban, amiket
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tanulmanyunk sordn nem vizsgaltunk. Ugyanakkor ki kellene zarni mas hibas connexin

fehérjék lehetdségét is (Connexin 30, 31, 43), mely a gap junction Osszeszerelését

zavarhatja.
. .
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50. abra: Az audiogramok a 7. csalad 11:3, 11:4, 111:2 és 111:3 tagjainak hallasat mutatja
be. A 41 éves édesapa, a 39 éves édesanya és az 5 éves kislany nagyothallasa sulyos
foku, mig a 8 éves kisfiué kozepes foku. Az abra a betegek jobban hallo fiilének adatait
tartalmazza. A frekvencia az audiogram abszcisszdjan, az intenzitds az ordindtdn
taldalhato. A kék vonal jelzi a légvezetést, a piros vonal a csontvezetést.

I1:2 II1:1

10

fodEEeEE

110

51. abra: A 34 éves édesanya (II:2) és 6 éves kislanya (Ill:1) genotipusa 35delG
heterozigota egyéb genetikai eltérés nélkiil a GJB2 gén kodolo exonjaban. Az abra a
betegek jobban hallo fiilének adatait tartalmazza. A frekvencia az audiogram
abszcisszajan, az intenzitds az ordinadtan talalhato. A kék vonal jelzi a légvezetést. Az
édesanya nagyfoku, a kislany sulyos foku nagyothallo.
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4.1.5.4. ,,10. CSALAD”

A 52. ébra a 10. csalad esetét mutatja be az allélok megoszlasa alapjan. A 11:2
nébeteg a japan populdcidban leirt nagyobb gyakorisagi 235delC deléciot hordoz a
35delG mutécioval tarsulva. A japan gyermekkori nagyothallds 5%, mig a familiaris
esetek 10%-ban ez a mutécio a kivalté ok (Fuse, 1999). Egy évvel kés6bb Abe és mts-i a
235delC mutéacio 73%-os eléfordulasi gyakorisagardl szdmoltak be a japan familiaris
esetek kozott, mig az Eurdpaban gyakori 35delG mutéciot hordozd esetekiik nem volt
(Abe, 2000). Az 55 éves ndbeteg nagyothallasa prelingualis eredetli, percepcios tipust
¢és nagyfoku (32. abra)

A II:1 sulyos foku nagyothalld férfi az egyik alléljan G59V mutaciot hordoz.
Ennek kovetkeztében az elsd extracellularis domainban (EC1) glicin aminosav valinra
cser¢lddik. Ehhez hasonldé mutaciordl (G59A) Heathcote és mts-i szamoltak be egy
palmoplantaris keratosissal és nagyfoku nagyothallassal tarsuld csalddban dominéns
oroklésmenettel (Heathcote, 2000). A mi esetiinkben a G59V szubsztiticid
kovetkeztében kialakult nagyothallds nem tarsult egyéb szimptomaval. Megfigyelhetd,
hogy a legtobb autoszémalis dominans 6roklédésti genetikai hiba az elsé extracellularis
domainben torténik. Feltehetéen az EC1-ben a mutacié kovetkeztében egy csavarulat
szerkezete megbomlik, mellyel a protein konformacioja karosodik, vagy a connexon
kompozicioja deformalodik, vagy esetleg a permeabilitds szenved zavart. Feltételezziik,
hogy a G59V mutaci6é dominans hatdssal rendelkezik, mivel a II:1 személynél nem
tarsul mas mutacioval, s mégis nagyothallasa van, s ugyanugy hallaskarosodast okoz
35delG mutécioval egyiitt (III:2). Ez megmagyaraznd a II:1 férfi és III:2 lanya
hallascsokkenését (28. dbra).

A csaladfa mésik dgan 1év6 I11:4 és IV:3 esetekben csak az egyik allélon tudtunk
mutacidt detektalni. Az eset érdekessége, hogy a IIl:4 édesapa hallaskarosodasa
nagyfoku, beszédkészsége nem fejlodott ki, addig a leanygyermek halldo kozosségben
nétt fel, s csak 10 éves kora utdn diagnosztizaltdk mély frekvencidkon kisfoku, mig a
tobbi frekvencidkon kozepes foku nagyothallasat (53. abra). A csaladon beliil tovabbi
azonos genotipushoz tarsuld eltérd fenotipus figyelhetd meg az édesanya és a
fitigyermek kozott. A 111:3 édesanya nagyothalldsa sulyos foku és csak jelbeszéddel
kommunikal, de a IV:2 fiinak azonos genotipus mellett kdzepes foku nagyothallasa

van, nagyothallok iskoldjaba jar és beszéde kivaloan érthetd.
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I 35delG 235delC

I

V:1 IvV:2 IV:3

Vad G59V

52. abra: A 10. csalad csaladfija GJB2 gén genotipizalas utan. A 235delC delécio
35delG mutacioval tarsulva a II:2 személyben volt kimutathato. A G59V szubsztitucio
mind 35delG mutacioval, mind pedig anélkiil nagyothallassal tarsult. A I11:4 és IV:3
személyek esetében 35delG heterozigota dallapot nem tarsult egyéb mutdcioval a GJB2
gén kodolo exonjaban.
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53. dbra: Az elsé audiogram a 45 éves 35delG heterozigota édesapa (I11:4) nagyfoku
nagyothalldsdat, mig a masodik a 35delG heterozigota 16 éves lanyanak (IV:3) mély
frekvenciakon kis foku, a tobbi frekvenciakon kozepes foku nagyothallasat mutatia. Az abra a
betegek jobban hallo fiilének adatait tartalmazza. A frekvencia az abszcisszan, az intenzitds az
ordinatan taldalhato. A kék vonal jelzi a légvezetést, a piros vonal a csontvezetést.
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4.1.5.5. ,,14 CSALAD”

Ebben a csaladban a GJB2 gén kodold exonjanak analizise soran tobb genetikai
eltérés is kimutathaté volt (54. dbra). Az 1:1 beteg az egyik alléljan R32C, mig a
masikon 35delG-t és K223R mutacidkat hordoz. Nagyothallasa kezdetben csak kisfoku
volt, de progredialt és kb. 40 éves korara kozepes foku lett (20. abra). A 11:2 férj és a
II:3 feleség 35delG heterozigodta tiinetmentes hordozd. A sziiletett gyermek mindkét

szUl6tdl a beteg allélt 6rokolt, és sziiletésétdl kezdve sulyos fokl nagyothalldsa van.

O

: [o]

-_—
K’

Vad 35delG
tipus K223R

O_‘—'
L__I_
O

35delG R32C

| — Y

[¢] Kozepes foku NH

[l sulyos foki NH

54. abra: Kiilonbozo allélvariaciok oroklodese a 14. csaladon beliil. (Jelolések: o no, o
feérfi, , m nagyothallo férfi, o kozepén ponttal: kézepes foku nagyothallo ferfi. A romai
szamok a generdciokat jelzik, mig az arab szamok a személyeket azonositjak.)
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4.1.5.6. ,,17. CSALAD”

A 17. csalad egy vérrokon roma kisebbséghez tartozé csalad hdrom sulyos foku
nagyothallo és négy teljes hallasu gyermekkel (55. dbra). A GJB2 / 35delG a csalad
egyetlen tagjdban sem volt kimutathaté. A GJB2 gén kodold szakasz szekvenalds
eredményeként R127H szubsztiticiot tudtunk identifikalni. Mindkét sziild R127H
heterozigdéta hordoz6 és mindegyik nagyothalld gyermek (3 f6) R127H homozigota
genotipusu. A sziildk és az R127H hordoz6 gyermekek hallasa normalis volt, mig az
R127H homozigota gyermekeké stlyos foku (46. abra). Eloszor 1998-ban Estivill és
mts-i szamoltak be az R127H aminosavcserérdl, de esetiikben nem tudtak bizonyitani a
mutacio patogén jellegét (Estivill, 1998). Humdan Hela sejtbe transzfektalt R127H
mutacioval rendelkezé GJB2 gén immunfluoreszcens vizsgalata a connexin 26 fehérjék
hexamer hemicsatorna dsszeszerelésében nem mutatott ki zavart, de ez nem zarja ki a

csatorna funkcionalis zavaranak lehet6ségét (Thonnissen, 2002).

| |==() ﬂ Vad I R127H

tipus

mm e O O

1:1 1l:2 1:3 1l:4 |

55. dabra: Allélanalizis a 17. csaldad esetében. Az I:1 és I:2 személyek kozotti kettos vonal
vérrokon kapcsolatot jelol. (Jelolések: o né, o férfi, ® nagyothallo né, m nagyothallo
férfi. A romai szamok a generdciokat jelzik, mig az arab szamok a személyeket
azonositjdk.)
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4.15.7. ,23. CSALAD”

A 23. csalad tagjainak genetikai vizsgalata soran a GJB2 génben két mutacio
volt identifikalhat6: 35delG, W24X. Az érintett csaladtagok nagyothallasa nagyfoku és
prelingualis kezdeti. A 1I:2, II1:2 és II1:3 személyek esetében a fenotipus oka a 35delG
homozigoéta genotipusra vezethetd vissza (56. abra). A 1I:1, 11:4 és III:1 nagyothalld
esetekben a 35delG hordoz6 allapot W24X mutacidval tarsult. A II:1 és I1:4 személyek
kozott nines rokoni kapcesolat. A W24X hordoz6 111:4 lany hallasa teljes. Ez a csalad jol
szemlélteti az altalunk megallapitott eredményeket, mely szerint a tanulmanyunkban
vizsgalt nagyothalld és normalis hallasu csoportban a GJB2 gén masodik leggyakoribb
eltérése a W24X nonszensz mutacio. Mas populdciok vizsgéalata sordn még nem
szamoltak be a szakirodalomban a W24X mutacié gyakoribb el6fordulasardl, bar a

genetikai eltérés mar 1997 6ta ismert (Kelsell, 1997).

1:1 1:2
I 35delG
W24X
. * I:I * H Vad tipus
11:1 11:2 11:3 1:4

== om O

1 I:2 13 4

I

56. abra: Kiilonbozo GJB2 gén allélvaridacioknak oroklodeése a 14. csalad esetében. A
fekete hasab 35delG, mig a kék hasab W24X mutaciot jelol. (Jeldlések: o no, o ferfi, ®
nagyothallo no, m nagyothallo ferfi, athuzva: elhunyt személy. A romai szamok a
generaciokat jelzik, mig az arab szamok a személyeket azonositjak.)
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A II:1, IIT:1 és 11:4 személy hallasgorbéi a 18. abran ,,A, B, C” audiogramjain lathatok
(18. abra), mig a 35delG homozigota (I11:2 és I11:3) testvérpar hallasleletét a 12. g. dbra
mutatja (12. abra).

4.1.5.8. ,,33. CSALAD”

A 33. csalad mindegyik tagjanak anamnézisében velesziiletett nagyothallas
szerepel. A GJB2 szekvendlds eredménye a 57. abran lathato (57. dbra). Kétféle
mutaci6 figyelheté meg a csaladtagoknal, melynek mindegyike stop kodonhoz vezet
(35delG, E47X), csak az egyik a 13., mig a masik a 47. kodolo tripletben. A gyermekek
fenotipusaban eltérés nincs, de mindegyik gyermek hallasa min. 20 dB-lel jobb, mint a
sziloké (58. dbra). Mivel a 11:1 gyermek a vizsgalatkor masfél éves volt, audiogrammal

nem rendelkeziink, de nagyothallasat a BERA vizsgalat igazolta.

I “ I 35delG

E47X

1:1 11:2 1:3

57. abra: A 35delG és E47X mutdciok ordklodése a 33. csaladon beliil. A fekete hasab
35delG, mig a rozsaszin hasab E47X mutaciot jelol. (Jelolések: ® nagyothallo né, m
nagyothallo férfi. A romai szamok a generdciokat jelzik, mig az arab szamok a
személyeket azonositjak.)
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58. abra: Az audiogramok a 33. csalad tagjainak hallasleletét mutatja be. Az abra a betegek

jobban hallo fiilének adatait tartalmazza. A frekvencia az abszcisszan,
ordinatan lathato. A kék vonal jelzi a légvezetést, a piros vonal a csontvezetést. A 33 éves E47X

35delG homozigota huganak (,,D”) kozepes foku nagyothallasa van.

/ 35delG genot
nagyothall



4.2. 125 rRNS / A1555G

Ebben a vizsgalatban olyan ismeretlen eredetli, pre- vagy posztlingualisan
kezdddd percepcids tipusu nagyothalld betegek vettek részt (72 f0), akikben nem
igazolddott a GJB2 gén egyik alléljan sem mutécid. Az A1555G mitokondridlis mutécid
kimutatdsahoz a DNS mintakat specialis primerekkel torténd PCR amplifikacié utan
BsmA 1l enzimmel emésztettiik (GTCTCNY/).

Az emlitett betegcsoportot megvizsgalva nem talaltunk A1555G mutécidval rendelkezd
esetet (elofordulédsi gyakorisag <1,38%). A 224 kontroll eset DNS mintaiban szintén
nem volt kimutathatdé mutéaciot hordozo eset (el6forduldsi gyakorisag < 0,44%). Az
A1555G ritka mitokondrialis genetikai hiba el6forduldsi gyakorisaganak pontosabb
meghatarozasdhoz mind a nagyothallé mind pedig a hallé populdciobol nagyobb szamu
beteganyag lenne sziikséges. Természetesen az is felmeriil, hogy mas mitokondrialis

génmutaciok fordulnak el a magyar populacidban.
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4.3. ISMERETLEN LOKUSZ ES GENIDENTIFIKALAS
4.3.1. DFNA6/14 LOKUSZ, WFSI GEN (WOLFRAMIN)

4.3.1.1. Anamnézis

A 27. csalad altalunk vizsgalt 32 tagjabol 14 esetben lehetett WFSI (Wolfram
szindroma 1) génben T699M mutacioét igazolni, mely autoszomalis dominansan
orokl6do, nem szindromds, bilaterdlis nagyothallast okoz. A csalddfa 6 generaciora
tagolodik (7. dbra). A négy generacid 14 nagyothalld péaciense mar a vizsgalat eltt
klinikdnkon dokumentalva volt. Az érintettek nemi megoszlasa 5 férfi / 9 nd (1:1,8).
Minden hallascsokkent beteg beszédértése €s beszédképzése kornak megfeleld.
Az érintett csaladtagok anamnézisében csaknem minden esetben a hallascsokkenés a 25.
életév eldtt kezdédott. Ot személynél mar 7-15 év  kozott hallaskdrosoddst
diagnosztizaltak. Két nagyothall6é csaladtagnal 40 év felett tortént az elsé audioldgiai

vizsgalat. Igy a betegség kezdete atlagosan a hiiszas évekre tehetd.

4.3.1.2. Hallaslelet

A csalad minden egyes tagjanal elvégzett audiologiai vizsgalat alapjan 16
esetben volt percepcidos nagyothallds kimutathatd. A II:2 és IV:2 férfi személyek
nagyothalldsdnak oka exogén eredetli (kronikus otitis, zajartalom). A tobbi 14 beteg
anamnézis€ben nem volt kimutathaté kiils6é kornyezeti faktoroknak vagy egyéb
betegségeknek befolyasold szerepe. Aszimmetrikus nagyothallas (két oldal kozott a
hallaskiiszob >15 dB legalabb 3 frekvencian) két paciens gorbéjén volt megtigyelhetd
(II:4, V:9). A halléslelet a legtobb esetben 125-1000 Hz frekvencidkat érintd
(mélyfrekvenciak), emelkedd gorbéji percepcids tipust nagyothalldst mutatott a 30-70
dB-s hallastartomanyban (59. dbra). A 20 évnél fiatalabb érintett csaladtagoknal a
hallaskarosodas kisfoka volt, mig az idésebb személyeknél mértéke a korral emelkedve
nétt. Linedris progresszidanalizis segitségével a III. és IV. generdciobol 1-1 személy
(IIT:4, TV:1) évekre visszamend, rendszeresen dokumentalt hallasleleteit dolgoztuk fel
(60. abra). Az abran lathat6 a linedris kapcsolat a hallasvesztés mértéke és az életkor
elérehaladésa kozott fluktuacié nélkiil. Az évek soran a magasabb frekvenciatartomany
is karosodott, 50-60 év felett mar lapos lefutasti gorbe volt megfigyelhetd, de minden
frekvencian < 70 dB nagyothalldssal. Tympanometria minden esetben A-tipusi gorbét

mutatott.
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59. dbra: Az elso audiogramon mély frekvenciakat érinté kozepes foku percepcios
nagyothallas lathato (VI:4), mig a masodik lapos lefutasu gorbén minden
frekvenciatartomadny kdrosodott, de a hallasvesztés mértéke < 70 dB (I1ll:4). A kék
vonal jelzi a legvezetést, a piros vonal a csontvezetést. Az abrak a jobb oldali  fiil
adatait tartalmazzak, a nagyothallas mindkét esetben szimmetrikus.

1933.2.15. 1993 .09.01. 1007 07 77 == Hal fiil
A o 2001 04,17, ik Tl

60. dbra: Az abra a IV:1 nagyothallo csaladtag WFSI gén T699M mutacioja
kovetkeztében 13 év alatt bekovetkezett hallasvaltozast mutatja. Az ordindtan a
nagyothallas mértékét dB-ben, az abszcisszan az éveket jeloltiik.
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4.3.1.3. Vesztibularis és radiologiai leletek

Négy érintett csalddtagnal tortént vesztibularis €s koponya CT vizsgalat (IV:1,
V:2, V9, V:12). Otoneurologiai vizsgalat egyik esetben sem mutatott centralis,
periférias vagy vesztibulocochlearis jellegii megbetegedést.
A nagy felbontasti CT vizsgélat eredménye minden személynél normalis kiils6, kozép
¢és belsofiil anatomiat mutatott, s nem volt kimutathaté malformacié a sziklacsontban

sem.

4.3.1.4. Kapcsoltsag analizis

A csaladfaanalizis az autoszoémalis dominans oroklésmenetet tamasztotta ala. A
kapcsoltsag analizis (linkage analysis) soran kidertilt, hogy a DFNA6/14 lokusz (4p16.1
kromoszoma) oOroklodése szoros kapcsoltsagot mutatott (LOD score: 3,42) a
nagyothallo fenotipussal (Cryns, 2002). A csaldd valamennyi nagyothall6 tagja
ugyanazon polimorf markerekkel jellemezhet6 DFNA6/14 lokuszt 6rokolte. Ehhez a
lokuszhoz tartozé WFSI gén (Wolframin) kodold exonjanak szekvendlasat a csalad
minden tagjanal elvégeztiik. Igazolddott, hogy a nagyothalld személyeknél a kodolo
exon 2096. nukleotidja citozinr6él timinre (ACG — ATG) cserélodott, amely
aminosavcserével jaro T699M misszensz mutacidohoz vezet (699. aminosavként polaris
treonin apoldris metionre cserélddott). Osszesen 88 egészséges kontrollt analizélva egy
esetben sem volt kimutathaté ez a mutacio. Az V:12 pacinesnél egy tovabbi misszensz
mutacido volt identifikalhatdé (R818C). Gomez-Zaera és mts-i 2001-ben mar
kozleménytikben leirtdk ennek a genetikai eltérésnek homozigota eléfordulasat a WFSI
génben, mely Wolfram szindromat (DIDMOAD) okozott (diabetes insipidus, diabetes
mellitus, opticus atrophia és nagyfoku nagyothallas) (Gomez-Zaera, 2001). A mi 39
éves nobeteglink mindkét mutacidt hordozta, de kozepes foku nagyothalldsdhoz mas
tiinet nem tarsult. A csalad két egészséges tagjanak WFSI génjében is kimutathatd volt

az R818C mutacié (V:11, VI:3).
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4.3.2. DFNA10 LOKUSZ, EYA4 GEN (EYA4)

4.3.2.1. Anamnézis

A 30. csalad megvizsgalt 22 tagja kozil 13 esetben volt kimutathatdé nem
szindromads, percepcids tipusu nagyothallas. Tizenegy érintett személy nagyothallasa a
vizsgalat kezdetekor ismeretlen eredetli volt. Az érintettek nemi megoszlasa 5 férfi / 6
n6é (1:1,2). A csaladfa 6 generacidig visszamendleg volt felrajzolhato (8. dabra). Két
genetikailag érintett gyermeknél a tanulmény el6tt nem tortént hallasvizsgélat. Minden
hallascsokkent beteg beszédfejlodése és hangképzése kornak megfeleld. A nagyothallas
minden esetben a huszas évek elott kezdddott, ezen beliil is nagyobb ardnyban 15 éves
kor eldtt, de 40 évesen mar mindkét fiilon minden frekvencian 60 dB-t meghalado

tisztahang hallaskiiszob volt mérhetd.

4.3.2.2. Hallaslelet
A 22 {0s csalad 13 tagjanal (6 férfi, 7 nd) elvégzett halldsvizsgalat kiilonbozo

fokt percepcios nagyothallast mutatott. A IV:4 nd anamnézisében a halladskarosodas
szerzett, mert a masodik gyermek sziilése kozben fellépd komplikacido kdvetkeztében
veszitette el hallasat. A IV:5 férfi nagyothalldsa zajartalom kovetkezménye. A
fennmarado 11 személy hallascsokkenése szimmetrikus volt és a korral eldre haladva
minden frekvenciat érintett. Kezdetben csak az 1000 Hz és 2000 Hz frekvencidkon volt
mérhetd hallaskarosodas (teknd gorbe), de a 30. ¢életév utan a gorbe alakja eldszor a
magas frekvencidkat, majd késobb a mély frekvencidkat is érintve ellaposodott. 55 év
felett minden esetben nagyfokt nagyothallas volt regisztralhato (75-90 dB) (5 f6) (61.
abra). A progresszioanalizis abrajat tekintve lathato, hogy 20-40 év kozott atlag 15 dB /
10 év a progresszio mértéke, mig 40-60 év kozott 10 dB / 10 év (62. abra). A
legiddsebb nagyothall6 paciens (68 év) hallasa egyik frekvencian sem érte el a 95 dB. A

tympanometria minden esetben A-tipusu gérbét mutatott.

4.3.2.3. Vesztibularis és radiologiai leletek

A csaladbodl négy nagyothalld személynél tortént otoneuroldgiai vizsgalat (IV:8;
V:2; V:7; VI:2). A vizsgélat nem igazolta a vesztibularis rendszer érintettségét.
Piramis CT eredménye mindegyik esetben kizarta a belséfiil deformitast, valamint a

sziklacsont malformaciot.
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61. dbra: Az elsé audiogram egy 14 éves gyermeké (VI:1) kis foku percepcios
nagyothallassal. A masodik egy 63 éves érintett csaladtage (IV:1) nagyfoku idegi tipusu
hallascsokkenéssel.

19640208,
NI

== Bal fill
| 1980.03.27. |
: =0 Johb fil

g

20011012,
1

62. abra: Az abra a 1V:1 érintett ferfi hallasaban 38 év alatt bekévetkezett
hallasromlast mutatja az évek fiiggvényében.
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4.3.2.4. Kapcsoltsag analizis

Mikroszatellit analizissel vizsgalt hallassériilt csaladtagok mintai szignifikdns
kapcsolatot mutattak a D6S1009 markerrel (max. LOD score: 4,73). Az érintett régiod
lokalizacioja: 6q23.2-q26 (DFNAI10). Az EYA4 gént (,,Eyes Absent 47) is magaban
foglalo 36,8 cM-i régiot a D6S262 és a D6S305 markerek hataroljak. gént. A 22
csaladtag EYA4 gén exonjait megszekvendltuk, melynek eredménye a nagyothallo
személyek 13. exonjaban 4 nukleotid (TTTG) inszertigjat igazolta. Az 1558insTTTG
mutacio a 373. kodontdl kereteltolédast eredményez, majd a 379. kodonnal stop kodon
jon létre, ami truncalt fehérje szintéziséhez vezet (64. abra). Ez a mutacié az eddig leirt

harmadik genetikai eltérés az EYA4 génben.

all . -

allél2 GTTTGTCTGGGATTTGGATGAAACCATC...

alléll GTTTGTCTGGGATTTGGATGAAACCATC...
allél 2 GTTTGWTCTGGGATTTGGATGAAACCATC...

63. abra: EYA4 gén 13. exonjanak egy részlete. A: a nem érintett csaladtagok mindkét allélja
normalis nukleotid sorrenddel; B: EYA4 gén TTTG inszercioval a nagyothallo esetek 13.
exonjaban
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5. MEGBESZELES

A genetikai eredetli nagyothallds napjaink fiilészeti kutatasdnak egyik fontos
teriilete. Bar a leggyakoribb formdja az idéskori nagyothallds, mégsem hanyagolhato el
az a tény, hogy minden ezredik gyermeknek prelnigualis nagyothalldsa van (Morton,
1991). Az utobbi évtized eredményeként ma mar tudjuk, hogy a nagyothalld gyermekek
jelentds részében genetikai hiba all a hattérben, bar ennek kimutatdsara csak bizonyos
esetekben van médunk.

A belsé fiil miikodéséért feltehetéen 150-200 gén fehérjeterméke felelds. A gén
altal kodolt fehérjék funkcidja, ezek izoformai €s a mutaciok kovetkezménye a belsd fiil
folyamatokra még szinte csak teoretikus. De ezek az informéciok elengedhetetlenek a
betegség megértéséhez és 11j, hatékony terapia kifejlesztéséhez. Ahhoz, hogy az érintett
csaladoknak genetikai tanacsadds torténhessen, tisztaban kell lenniink egyes
nagyothallasért  felelés génekben tortént genetikai  hibdk  gyakorisagaval,
patomechanizmuséaval ¢és a fenotipusban okozott eltéréseivel. Természetesen ez
régionként, populacionként valtozhat, ezért is van jelentdsége a populacié specifikus
vizsgalatoknak. Csak ezeknek az ismeretében és ilyen adatok birtokdban lehetséges
rizikd meghatarozasrol, valoszinliségrol és ezzel egyiitt genetikai tanacsadasrol

beszélniink.

5.1. DFNB1, GJB2 GEN (CONNEXIN 26)

A Connexin 26 a gap junction membranfehérjék csaladjanak tagja, amely a sejtek
kozotti  elektromos és metabolikus kommunikaciot biztositja. A Connexin 26
jelentdsége a hallasban feltehetéen a cochledn beliili kdliumion cirkulécidban rejlik. A
GJB2 génben tortént mutaciok az egyik leggyakoribb oka a nem szindromas,
prelingualis eredetli, percepcids tipusii nagyothallasnak az északkelet-magyarorszagi

nagyothall6 populécioban.

5.1.1. 35delG MUTACIO

Tanulmanyom soran célom volt a GJB2 génben a 35delG mutaci6 gyakorisagat
az EK-magyarorszagi lakossagban megvizsgalni 84 familidrisan, 92 sporadikusan

oroklédo, percepcios tipusu, prelingualis kezdetli nagyothalld ill. 500 normal kontroll
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esetében. A ,sporadikus esetek” megnevezés pontositast igényel. A sporadikus
csoportba azok a nagyothalld esetek keriiltek, akiknek a sziilei hallok voltak ¢s a
csaladban sem volt visszamendleg nagyothalld felderithetd. A szd eredeti értelmében
sporadikus esetr6l ) mutacid keletkezésekor beszéliink. Minden esetben, ha hallo
szilok hallassériilt gyermekénél 35delG homozigdta genotipust talaltunk a sziiloket is
analizaltuk. A 34 sporadikus homozigodta gyermek sziilei 35delG heterozigdta hordozok
voltak, tehat nem volt kimutathat6 olyan eset, ahol a genetikai eltérés 1j mutacioként
jelentkezett volna. fgy tanulmanyunkban a sporadikus szo6 — a szakirodalomhoz
hasonl6an — egy csaladon beliili 4j fenotipus megjelenését jeloli.

Tanulmanyunk eredményeként a 35delG delécio allélgyakorisdga a familidris
esetekben 56,5%, a sporadikusan jelentkezd betegek kozt 46,2%, mig a kontroll
csoportban 2,4% volt. A hallé kontroll csoport 35delG hordozasi gyakorisaga 1/21 6
(4,8%) volt, mely érték valamivel magasabb, mint a tobbi eurdpai orszdgokban eddig
mért adatok (VI tablazat). Ezek az eredmények is alatamasztjak azt a feltételezést, hogy
Européban a prelingualis eredetli percepcios nagyothallast okozo leggyakoribb genetikai
eltérés a magyar populdcidban is szignifikdnsan jelen van és a betegek viszonylag
magas szazalékaban ez a felel6s genetikai eltérés. Feltételezziik, hogy az EK-i régi6
tobb ¢évtizeddel ill. évszazaddal ezeldtt egy zartabb kozosséget alkothatott, nem
torténtek nagyobb mozgésok és keveredések mas régiok csoportjaival és ezért tudott a
35delG genetikai hiba gyakorisdga megemelkedni. Ahhoz, hogy a magyar populaciora
jellemzé pontosabb epidemioldgiai adatokkal szolgalhassunk, kiterjedtebb és nagyobb
esetszamu vizsgalatokra van sziikség. Mégis a tanulmanyunkban kapott értékek jelzés
értékiiek, ramutatva a halldssériiltek kozott a mutacidé magas eléforduldsi gyakorisagara.

Ezért is tartjuk fontosnak a GJB2 gén vizsgalatat a rutin medicinaban.

Megegyezve mas 35delG  homozigota betegek fenotipusardl  szo6lo
tanulmanyokkal a mi beteganyagunkban sem volt kimutathato kisfoka nagyothallo (XV.
tablazat). Hét beteg esetében 60 dB-nél jobb hallaskiiszob szint volt mérheté az 500,
1000, 2000 Hz tartomanyban (9,8%). Ezzel szemben az esetek tobb mint 80%-ban a
hallaskarosodas nagyfoku ill. a siketséggel hataros volt (>70 dB). Ellentétben a Murgia
és mts-i megfigyeléseivel, mi a betegeink 23,6%-nal progresszidt tudtunk kimutatni

(XVI. tablazat) (Murgia, 1999). Ez az érték magasabb a Denoyelle és mts-i (Denoyelle,
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1999) altal kozolt adatoknal, de korrelal Lefebvre megfigyeléseivel (Lefebvre, 2000). A
homozigéta betegeink hallasgdrbéi ereszkedd (52,1%) vagy lapos (47,9%) tipustiak
voltak. Més minta nem volt megfigyelhetd, megegyezve a szakirodalommal (XVII.
tablazat).

Altaldnossagban osszefoglalva a 35delG homozigota beteg legjellemzébb
tulajdonsaga a prelingualis eredetli, nagyfoku, percepciés tipust, kétoldali,
szimmetrikus hallasvesztés progresszio nélkiil. A jellemzé kiiszobaudiogram ereszkedd
vagy lapos lefutast kozel azonos aranyban. De fontos megjegyezni, hogy az altalunk
vizsgalt kritériumok alapjan a betegeink fenotipus variabilitasa kozel 30% volt. Ezt
kiilonosen jol szemlélteti a testvérparok adatainak Gsszehasonlitd feldolgozasa (XIX.
tablazat, 12. dbra). Akér a hallaskarosodas mértékét, a progressziot, a gorbe lefutdsat
vagy a szimmetrikus megjelenést nézziik, egyértelmli a kiilonbség. A fenotipus
megjelenése meglehetdsen véletlenszerli, még az egyébként erre a génre nézve azonos
genotipusu testvérparoknal is. Hiszen ha a hallasvesztés az egyik testvérnél csak
kozépes foku, mig a masiknal a siketséggel hataros, akkor az utobbi beszédfejlodése
joval elmarad a jobban halld testvérétdl. De a genetikai vizsgalatot mindkét esetben
fontos elvégezni, hisz a mi beteganyagunk 12,7%-ban is 40-69 dB kozti hallasa volt a
betegeknek. Ellentétben azzal az 4ltalanos mendeli megfigyeléssel, hogy az
autoszomalis recessziven 0roklodd betegségek fenotipus megjelenése kozel allando és
mindig stlyos foku, a GJB2 gén 35delG homozigdta genotipus esetében ez nem teljesen
helytalld. Ez megneheziti az azonositott genotipus altal a korrekt fenotipus
megjosolasdnak a lehetdségét. Az sem mondhatd meg biztosan, hogy az évek soran a
hallasvesztés progredial-e. Pontos magyaréazat erre a variabilitdsra ma még nem ismert,
de feltételezések vannak. Legnagyobb a valdsziniisége annak, hogy egyéb faktorok
allnak a hattérben, mint pl. mas gének altal kodolt fehérjék vagy mas génekben
jelenlévo egyéb mutaciok hatdsa, melyek befolydsoljak a betegség megjelenését €s
lefolyasat. Hasonld befolyasold tényezd lehet a hallds genetikaban is csupan csak par
¢éve ismert "modifier” gén jelenléte, melyet egy DFNB26-hoz kapcsolddd nagyothalld
pakisztani csaladban irtak le. A DFNMI lokuszhoz (1q24) kapcsolodd gén terméke
aktiv allapotban szuppresszalni képes a homozigota beteg vart fenotipusat, s a DFNB26
érintett genotipushoz tarsuld nagyothalldssal ellentétben normal hallé lesz (Riazuddin,

2000). De akar mas, eddig ismeretlen gének is befolyasolhatjak a klinikai képet. Fontos
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tehat, hogy genetikai vizsgalatot nem csak a nagyfoku hallassériilteknél, hanem a

kozepes foku, velesziiletett nagyothalloknal is elvégezziik.

5.1.2. GJB2 GEN EGYEB MUTACIOI

Ma mar tobb mint 80 kiillonbozd genetikai eltérés ismert a GJB2 génben, mely
legtobbszor autoszomalis recessziv Oroklésmenetet mutat, de eldfordul domindns
formdja is (Van Camp, 2003). Vizsgalatunk soran a 35delG mutacion kiviil 17 egyéb
genetikai eltérést tudtunk kimutatni betegeink GJB2 gén kodold exonjaban. Ezek koziil
kiemelendd6 a W24X nonszensz mutdcid, mint a masodik leggyakoribb patogén
genetikai hiba a vizsgalt anyagunkban. Egyes esetekben, ha a 35delG deléciora
megvizsgalt vad tipusi mintdkat nem szekvenaltuk volna meg, akkor a W24X
homozigota betegeink genotipusa nem deriilt volna ki. A kontroll csoportban a W24X
mutacid allélgyakorisdga 1,4% volt (XIV. tabldzat). 1gaz, a mutdci6 mar 1997 ota
ismert, de eddig nem irtdk le halmozodasat egy adott populacion beliil. A tobbi
genetikai eltérés csak néhany nagyothallo esetben volt kimutathato legtobbszor 35delG
mutacidval tarsulva. A kiilonb6zé mutacidkhoz tarsuld fenotipusok képe szintén szines.
Egy csalddon beliil a masodik nagyothallé gyermek halldskdrosodasanak mértéke nem
hatarozhaté meg elére ezekben az esetekben sem. Talan a 35delG / L90P genotipusu
esetekben talaltunk két gyermeknél 60 dB-nél jobb hallast, de az egyetlen azonos
genotipusu felnott esetében a NH mar sulyos foku volt (34. dbra). A tobbi mutacidhoz
szintén teljesen eltérd fenotipusok tarsultak, s nem lehetett konkrét kovetkeztetéseket
levonni. Altaldnossagban annyi megallapithatd, hogy az esetek nagyobb részében, ha a
GJB2 gén mindkét allélja érintett, akkor a nagyothallds mértéke csak ritkdn kozepes
foku.

A tanulmany eredményei radmutatnak a nem szindromés velesziiletett
nagyothallok esetében a GJB2 gén vizsgalatanak fontossagara a medicindban. Ez a DNS
valtozas — eddigi ismereteink szerint - a leggyakoribb oka a genetikai eredeti,
prelingualis kezdetli, percepcidés tipusu, kétoldali nagyothalldsnak a magyar
populécioban. A gén kicsi méretének koszonhetéen a genetikai vizsgalat konnyen

kivitelezhetd, s hamar eredmény kaphatd. A Connexin 26 molekuléris diagnosztikaja
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jelentdsen bdvitette a nagyothallasrél sz6l6 genetikai ismeretiinket, hiszen sok
sporadikus esetben, ahol kordbban az etioldgia csak feltételezhetd volt, a genetikai ok
ma mar diagnosztizadlhaté. A nagyothalld személy GJB2 génjének mindkét alléljan
torténd mutacid kimutatdsa lehetdséget ad a heterozigdta sziildk felderitésére és a
kovetkezd utod ismétlodés rizikdjanak meghatarozasara, de jelenleg még nem ad
tokéletes lehetdséget a kezelésre, ami viszont egyre siirgetobb lenne.

A genetikai tanicsadast neheziti az a lelet, ha a Cx26 molekularis genetikai
diagnosztikdja soran csak egy allélon sikeriil mutaciot azonositani, de a fenotipus
hallaskarosodast mutat. Ilyenkor nagyon 6vatosnak kell lenni a tanacsadassal, s inkabb
tovabbi genetikai vizsgalatokra lenne szlikség a NH egyértelmiien genetikai eredetének
tisztazasara, persze csak ha lehetséges. A Cx26 gap junction csatornava valo
szerelddésében a Cx30, Cx31 és Cx43 fehérjék is szerepet jatszhatnak (Lautermann,
1998; Adams, 2000), igy ezeknek a géneknek a molekularis genetikai vizsgalata
megmagyarazhatja a Cx26 heterozigota, de nagyothallo allapotot. Nem hanyagolhato el
a dominans mutéciok szerepe sem — igaz joval kevesebb ismert, mint recessziv -, mely
onmagaban képes a connexon ill. a csatorna szerkezetét, permeabilitisat vagy
szabalyozhatosagat modositani.

A halléssériiltek iskoldjaban végzett felmérésem szerint a velesziiletett
gyermekek hallaskarosodasanak eldszor torténd észlelése és diagnosztizalasa atlagosan
2-3 éves kor kozé tehetd, ami meglehetésen késé a gyermek beszéd- és szellemi
fejlodése szempontjabdl. Ennek megeldzésére ma mar az orszadg tobb intézetében
bevezetésre keriilt az Ujsziildttek otoakusztikus emisszidval torténd sziirése. Az igy
kiszlirt 0jsziilotteknél par honapos korban elvégzett molekuldris genetikai vizsgalat
(GJB2) egyértelmlien bizonyitja a hallaskdrosodds tényét, megkimélve ezzel a
csecsemoOt a sorozatos egyéb, sokszor koltségesebb vizsgaloeljarasoktol (pl.: altatasban
torténd6 BERA vizsgalat). A koltséghatékonysagi (,,cost benefit”) szempontbol a
molekularis genetikai vizsgalat egyszeriibb, olcsébban kivitelezhetd, s kevésbé
megterheld mind az intézet, mind pedig a csalad szdmara. Igy mar par honapos korban
konkrét diagnoézisunk van, s elkezdhetd a rehabilitacio a korai hallokésziilék ellatassal,
ill. az idO6ben torténd cochlearis implantatum beiiltetésével. Tobb tanulméany is
beszamolt mar a Cx26 ¢érintett csecsemOkben végzett cochlearis implantacid

hatékonysagardl. Fukushima és mts-i altal végzett japan felmérésben a cochlearis
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implantatummal ellatott gyerekek beszédfejlodését vizsgaltak, s a nagyothallds eredete
alapjan osztalyoztdk oket. A vizsgalat szignifikansan jobb eredményrdl szamolt be a
GJB2 gén ‘érintettségli nagyothalld gyermekek esetében, szemben az egyéb eredetii
hallassériiltekkel (Fukushima, 2002). Ugyanezt az eredményt talaltdk egy Amerikaban
végzett felmérés soran is, amely ramutat a periférias és centralis halldéideg rendszer
érintettségének, funkcidjanak integritasdra, bizonyitva a cochleris implantacio
hatékonysagat ezekben a gyermekekben (Green, 2002). Ez is bizonyitja, hogy a koran
kezd6dé rehabilitacioval nagyobb esélyiik van a gyermekeknek a tokéletesebb

beszédtanulashoz, a jobb mentalis fejlodéshez ill. a hallo vilagba torténd beépiiléshez.

5.1.3. GENETIKAI TANACSADAS

Amikor genetikai szlirésrdl és tanacsadasrol beszéliink egy ehhez kapcsolddod
masik témakort is érinteniink kell: prenatalis diagnosztika. A mutacioét hordoz6 halld
szllok esélye arra, hogy a masodik gyermekiik is hallassériilt lesz 25%. A fennmarado
50%-ban hordozo, de egészséges, mig 25%-ban normal genotipusii és fenotipusi
gyermekiik sziilethet. Connexin 26 mutaciot hordozd sziilok magzatanak esélye a
spontan abortuszra és a korasziilott gyermek sziiletésére nem nagyobb, mint az atlag
populédcioé (Engel-Yeger, 2002). Amikor egy hordozo hédzaspart felvildgositunk arrol,
hogy mésodik gyermekiik is lehet hallassértilt, joggal meriil fel benniik a terhesség alatti
genetikai vizsgalat igénye. A prenatalis diagnosztikai eljarasokat két csoportba
oszthatjuk: invaziv intrauterin beavatkozds ¢és a nem invaziv diagnosztika. A magzati
genetikai vizsgéalat leggyakrabban invaziv modszerekkel torténik. Legkordbban
ultrahang-monitorozas mellett chorionboholy-mintavételt végezhetiink a méhlepénybdl
vagy annak kezdeményébdl a terhesség 8-12. hetében, s az igy nyert minta mar
alkalmas a magzat DNS-szintli diagnosztikajara, hiszen mennyisége PCR-technikéval
megsokszorozhat6. Hatranya, hogy a chorionboholy-mintavételt kdvetd spontan vetélés
kockazata 3-5%. Igy ezzel a mintavétellel lehetéség van arra, hogy a 11-12. héten

tajékoztathassuk a sziiloket a magzat genotipusardl és a varhatéd fenotipusarol.

Az 1992. évi LXXIX. torvény a magzati €let védelmérdl és a terhesség megszakitasarol

a kovetkezdket mondja ki:
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oo § (1) A terhesség csak veszélyeztetettség, illetéleg az allapotos no sulyos

valsaghelyzete esetén, az e torvényben meghatarozott feltételekkel szakithato meg.

(2) Sulyos valsaghelyzet az, amely testi vagy lelki megrendiilést, illetve tarsadalmi

ellehetetlentiilést okoz.

6. § (1) A terhesség a 12. hetéig szakithato meg, ha
a) azt az allapotos né egészségét sulyosan veszélyezteto ok indokolja;
b) a magzat orvosilag valosziniisithetéen sulyos fogyatékossagban vagy egyéb
kdrosoddsban szenved;
¢) a terhesség biincselekmény kovetkezménye, valamint

d) az allapotos n6 sulyos valsaghelyzete esetén....”

A terhesség megszakitasarol szolo egészségiigyi torvény értelmében a nagyothallas nem
sorolhaté a stlyos fogyatékossag korébe, hiszen hallokésziilékkel jol kezelhetd,
valamint nem az ¢lettel Osszeegyeztethetetlen betegségrdl van szo, s az érintettek
szellemileg nem fogyatékosak. Mégis a 12. hét eldtti pozitiv genetikai vizsgalati lelet
birtokdban a terhesség megszakitasat a torvény kovetkezd rendelkezésére hivatkozva
lehet kérni: ,,(2) Sulyos valsaghelyzet az, amely testi vagy lelki megrendiilést, illetve
tarsadalmi ellehetetleniilést okoz”, azaz szocialis indokkal. Igy végiil is kivitelezhetd

lenne a mesterséges szelekcio.

Egyéb etikai problémat is felvet a hallassériiltek zart kozossége. Ismert tény,
hogy a nagyothallok egymassal gyakrabban hazasodnak, s elszigetelten élnek. Sok
esetben sokkal inkabb szeretnének hallassériilt gyermeket, sem mint hallét. Ha
feltételezziik, hogy egy hallassériilt hazaspar kérné a prenatalis genetikai vizsgalatot, s
az eredmény hall6 magzatot mutat ki, akkor az is eléfordulhat, hogy a sziildk éppen
ezért vetetnék el sziiletendd gyermekiiket akar anyagi vagy szocidlis problémakra
hivatkozva. Igy egy ép, egészséges magzat halalat okoznank. Mivel minden embernek —
hallasatol fiiggetleniil — joga van a bevezetett vizsgalatokra, nem tehetlink kiillonbséget
hallé és nagyothalldé hazasparok kozott. Viszont a hallassériilt magzat kiszlirésével és
abortuszaval egy életen at tartd koltséges rehabilitacios, ill. szocialis problémat
elézhetnénk meg, Gijabb lehetdséget adva a sziiloknek egy hallo gyermek fogantatdsara.
Amig ez a témakoér mind etikailag, mind jogilag nem tisztdzodik, nem ajanlott a

prenatalis diagnosztika elvégzése.
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A GJB2 génnel kapcsolatban tovabbi célunk ujabb csaladok analizise, hogy
segitségével meghatarozhassunk 1j és ismert GJB2 mutaciok oroklodését, és azok
jellegét. De ezzel még a mutiaciok altal a fehérjében in vivo bekovetkezett
funkcidvaltozasok és modositdo hatasmechanizmusuk jorészt ismeretlen. Eppen ezért
kell a tovabbiakban a detektalt mutacidkon funkciondlis analizist végezni, mely egy
fontos 1épés ahhoz, hogy jobban megérthessiik a nagyothallas élettanat és molekularis
hatterét. Osszefoglalva, eredményeink indokolttd teszik a GJB2 gén, kiilondsen a
35delG mutéaci6 vizsgalatat a rutin orvosldsban mind a familiaris, mind pedig a
sporadikus nem szindromas nagyothalld esetek tekintetében a hallascsokkenés okanak
tisztazasara. Ezaltal lehetdség nyilik az igen korai rehabilitaciora és ezzel a betegnek a

jobb beszéd- és szellemi fejlodésére.
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5.2. A1555G MUTACIO ANALIZIS A 128 rRNS GENBEN

Az A1555G volt az els6 mitokondrialis genomban identifikalt mutacid, amit a
nagyothalldssal hoztak kapcsolatba (Prezant, 1992). A mutacié a 12§ rRNS nem
érzékenyiti az érintetteket az aminoglikozid antibiotikumok mellékhatasaival szemben
¢s az ATP termelésben okozott zavarral a cochlean beliili ionpumpdk hatéstalan
mikddése révén az ionegyensuly felborul és a szdrsejtek €s / vagy a stria vascularis

karosodasat eredményezi, amely irreverzibilis hallasvesztéshez vezet (Guan, 1996).

A mutaciérol szold eurdpai adatok igen valtozatosak. Kiilondsen a spanyol
népesség nem szindrémas esetei kozt fordul elé nagyobb gyakorisaggal a mutacidohoz
tarsuld szimmetrikus, progredidlo, kiilondsen a magas frekvencidkat érinté percepcios
nagyothalldssal (Estivill, 1998), de leirtak mar el6fordulasat a gérdg, angol, finn, olasz,
japan, kinai, mexikoéi, kubai €és a vietndmi populaciokban is. A magyar populacioban
eddig ismeretlen volt a mutacidé gyakorisaga, ezért tanulmanyunkban megvizsgéltuk a
sporadikus, a familiaris ill. a kontroll eseteket. Adataink alapjan a nem szindrémas
nagyothallok esetében < 1,38%, mig az egészséges kontroll esetekben < 0,44% volt a
mutacié eléfordulasi gyakorisiga. Ez az eredmény azt mutatja, hogy EK-
Magyarorszagon az emlitett mutacié gyakorisaga igen alacsony, igy koltséghatékonysag
szempontjabol nem éri meg minden nagyothallonal ill. 0jsziil6ttnél a mutacioé rutinszerti
szlirését elvégezni. Viszont azokban az esetekben, ahol feltehetéen a normal dozist
aminoglikozid készitmény hallascsokkenést okozott, javasolt a vizsgalat elvégzése.
Hordozd genotipus esetén az egész csalad vizsgalataval kisziirhet6k a genetikailag
érintett személyek, s ennek ismeretében megeldzhetd a késdbbiekben az aminoglikozid
terapias hasznélata miatt indukalt nagyothallds. Eddig ez az egyetlen ismert 6roklédd

nagyothallas forma, ahol a prevencié megvaldsithato.

Ezzel kapcsolatban megemliteném a Bu és mts-i altal leirt ,.két lokusz modell”
feltevést, amelyet arra alapoztak, hogy gyakran a muticidt hordoz6é aminoglikozid
terapiaban részesiilt esetek normal hallok, vagy a hordozdk aminoglikozid terapia nélkiil

is nagyothallok (Bu, 1992). De ugyanezzel meg lehet a nagyothallds eltérd

99



megjelenését és  kiilonbozé mértékét i1s magyarazni. A feltételezés szerint a
mitokondrialis eredetli genetikai hiba mellett egyidejiileg legalabb egy, a sejtmag DNS
alloményat is érintd mutdcionak kell jelen lennie. Habar a nukledris gént még nem
sikeriilt identifikélni, Bykhovskaya és mts-i beszdmoltak a D8S277 marker koriili
régiorol (8. kromoszéma), ami tartalmazhat egy ,,modifier’-gént a mitokondrialis
A1555G mutaciora nézve (Bykhovskaya, 2001). Egy kovetkezd vizsgéalatban GJB2
heterozigdta hordozé eseteknek az AI1555G mutacidoval torténd szignifikansan
magasabb el6fordulasi gyakorisagarol szamoltak be a mutans GJB2 génnek aggravalo
hatast feltételezve (Abe, 2001).

Mindenesetre a nagyothallasban a kapcsolat a mitokondrium 4ltal és a sejtmag
altal kodolt fehérjék, a modifikald gének, valamint a kiils6 kornyezeti faktorok szerepe
kozott még nem tisztazott. Az is megmagyarazasra var, hogy pontosan mi a szerepe az
A1555G mutacionak, mi a pontos kapcsolat az aminoglikozid és a fennalld
mitokondrialis mutacidé kozott, valamint miért csak a halldészerv érintett ezekben az

esetekben.
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5.3. DFNAG6/14, WFS1 GEN (WOLFRAMIN)

A molekularis genetikai analizis technikai fejlodésével lehetdvé valt az 6roklédo
nagyothallds formai kozotti kiilonbségtétel és egy 10j osztalyozds bevezetése. A 27.
csalad esetében egy Ujabb gén vizsgalatara nyilt lehetdségiink: WFSI (Wolfram
szindroma 1). A gén 1998 ota ismert, amikor Wolfram szindromés csalddokban az
érintettek WFSI génjében (DFNAG6/14) recessziv homozigdta misszensz mutaciot
identifikaltak. A szindréma nagyothallassal is tarsult, de a hallascsokkenés csak a magas
frekvenciatartomanyt érintette. El0szor 2001-ben irtak le mély frekvenciakat érintd 6
nagyothalld csaladot egyéb szimptomak nélkiil, ahol az érintettek WFSI génjében 5
kiilonb6z6 heterozigota misszensz mutacid volt azonosithatd (Bespalova, 2001).

Az emberi, egér és patkany WFESI gén nagymértékben identikus. A patkany
protein aminosav Osszetétele 97%-ban ill. 86%-ban azonos az egér és az ember WFSI
génjével (Takeda, 2001). A gén 8 exonbdl all, melybdl az elsé nem kdodol. A kodolod
szakaszok Gsszesen 3628 bp nagysaguak, melybdl a 8. exon a legnagyobb. A Wolframin
protein 890 aminosavbol felépiild, kilenc helikalis szegmentet tartalmazo
endoglikoziddz-H szenzitiv transzmembran fehérje az endoplazmatikus retikulumban
(Strom, 1998). Wolfram szindromat (DIDMOAD) okozé génen beliili recessziv mutacio
1998 ota ismert (Strom, 1998). A 27. csalad esetében a WFSI génben tortént
heterozigdta misszensz mutacid dominans 6roklédésti, ami mély frekvencidkat érintd,
nem szindromas nagyothallassal tarsult.

A 27. csalad tagjainak genetikai vizsgdlata soran két misszensz mutéciot
azonositottunk a WFSI génben. Az R818C szubsztituciét kordbban DIDMOAD
szindromas betegséget okozo recessziv mutdcioként kozolték le (Gomez-Zaera, 2001).
R818C ¢és T699M mutaciot hordozd 39 éves nagyothalld ndbetegnél (V:19) a
nagyothallds nem tarsult egyéb szimptomaval. Két teljes hallasu egészséges személyben
szintén kimutathatd volt az R818C szubsztitlcio, igy feltételezhetjiik, hogy inkabb egy
benignus polimorfizmusrdl van sz6. Ezzel szemben a csalad minden egyes érintett
tagjanak genomjaban a heterozigdta, dominans Oroklodésit T699M szubsztitucio volt
kimutathat6 (6todik intracellularis domain), mely bizonyitja a WFSI gén érintettségét a
csaladban. A fenotipus karakter az érintett esetekben kétoldali, lassan progrediald, mély

frekvencidkat érint6 (125-1000 Hz) kdzepes fokt nagyothallast mutat, mely 30 éves kor

101



elétt manifesztalodik (59. abra). A hallasvesztés mértéke idésebb korban sem haladja
meg a 70 dB, bar ekkor mar a magasabb frekvencidkon is kimutathaté a
hallaskarosodas. Az elvégzett CT vizsgalatokra alapozva a sziklacsontban patoldgias
elvaltozas kizarhato volt.

Eredményeink nem zarjak ki azt a tényt sem, hogy a WFS1 gén mindkét alléljan
1évo recessziv mutacié a kodolt fehérje funkcidkiesésével Wolfram-szindromat okozhat.
Ehhez hasonlo patomechanizmus torténhet, pl. a Myosin-VIIA gén esetében is, amely
okozhat egyrészt nem szindromdas nagyothallast, valamint Usher 1B szindromat is
(Weil, 1997). Még az sem tisztazott, hogy a DIDMOAD miért tarsul csak a magas
frekvencidkat érinté nagyothalldssal, mig ellenben az egy allélt érintd domindns
oroklodeésti korkép foként csak a mély frekvencidkat érinti. Feltehetéen az 5.
intracelluldris domainben 1évé T699M mutécid, amely domain fontos szerepet jatszhat a
belsd fiil miikodésében, csak részben karositja a fehérje funkcidjat. Funkcionalis
analizis lenne szlikséges a WFS1 fehérje ¢lettani szerepének meghatarozasahoz,

valamint a mutaci6 patoldgiai hatdsdnak tisztadzdsahoz a hallasban.
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5.4. DFNA10, EYA 4 GEN (EYA4)

Autoszomalis dominansan 6roklédé nagyothallds egy heterogén betegség mind
genetikailag, mind klinikai szempontbol. Eddig 17 dominans gén ¢és tobb mint
kétszerannyi lokuszt ismert.

A 30. csalad nagyothall6 tagjainak genomjdban kapcsoltsag volt kimutathato a
6923 régiohoz (DFNA10). Eldszor 2001-ben Wayne és mts-i identifikaltadk az ehhez a
lokuszhoz kapcsolodd EYA4 gént (,,Eves Absent 4”), amelyben tortént mutaciok
feleldsek voltak egy belga (C2200T) és egy amerikai csaladd (1468insAA) posztlingualis
kezdetli, autoszémalis dominans O6roklddésii, progressziv nagyothallasaért. A gén 21
exonbol all és egy transzkripcios aktivator faktort koédol, melynek a korai
embriogenezisben van szerepe.

A mi magyar csalddunkban regisztralt mutacié az eddig leirt harmadik genetikai
eltérés az EYA4 génben. A négy nukleotid inszercidja (1558insTTTG) kereteltolédashoz
homolog régid) régionak a csaknem teljes delécioja az EY A4 fehérjében. Az eyaHR az
EYA proteinek csalddjanak fontos része (271 aminosavbol &ll, prolin-szerin-treonin
gazdag), mivel haldzatot képezve interakcioba tud lépni a PAX, SIX és DACH
proteinekkel (Heanue, 1999). Kés6bb ugyanez a munkacsoport kimutatta, hogy a Dach /
Pax / Eya halozat a fiil fejlodése soran expresszalodik (Heanue, 2002). A mutans régiod
megjelenése a fehérjében funkciozavart, haploinszuficienciat okoz. Eredményeinkre
hivatkozva feltételezziik, hogy az eyaHR régio belsé fiil specifikus funkcionélis
kongenitalis abnormalitést a fiilben a korai embriogenezis soran.

A mutaciohoz tartozo6 eseteink fenotipusaban a nagyothallds kezdetben csak az
1000 ¢és 2000 Hz frekvencidkat érintette, de mar 20 éves kor eldtt elkezdddott (61.
abra), s étlagban 15 dB / 10 év, késébb 10 dB / 10 év progresszioval nagyfoku
nagyothallashoz vezetett (62. dabra). A vesztibularis rendszer érintetlen volt.
Erdekessége, hasonldan az eddig leirt amerikai és belga csaladoknal tapasztalt
nagyothalldsokhoz, hogy fliggetleniil a mutacio tipusatol a fenotipus csaknem azonos. A
mi magyar csaladunkban és az amerikai csaladban a teljes eyaHR deletalodik, mig a

belga csalad esetében csak a C-termindlis végének egy kis szakasza, mégis egyik
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esetben sem okozott velesziiletett nagyothallast (Wayne, 2001). Ez a megfigyelés
alatdmasztja azt a feltételezést, hogy az eyaHR régié néhany funkcionalis szubrégiot
tartalmaz kiilonb6z6é szovetspecifikus tulajdonsagokkal, de kiesése nem okoz olyan
mértékil zavart, hogy kongenitalis nagyothallast eredményezne.

A fiil fejlédésében, ill. Drosophilak szemfejlodésben betoltott funkcidja mellett
az EYA gén csalad tagjair6l nemrég kimutattak, hogy szerepiik van a pro-apoptotikus
szignalban is (Clark, 2002), és a korosan expresszalt vagy csokkent szamban jelenlévd
EYA téves apoptozist indukal. Az EYA-indukalta sejthalalnak sok olyan jellemzdje
van, ami tipikus az apoptdzisra, beleértve a plazma és a mitokondrialis
membranvaltozasokat és a ,.caspase” aktivitast. Ugy tiinik, hogy az EYA képes
beinditani a ,,caspase”-dependens ¢és ,,caspase”’-independens utvonalat is (Clark, 2002).
A ,caspase”-dependens apoptozis eléfordul a belsd fiilben, fontos szerepet jatszva a
hallasban. A Caspase-3 ,knock out” egér progressziv, kozepes foku percepcios

crer

nagyothalldst mutatott a tamasztd sejtek hiperpldzidjaval ¢és a szdrsejtek
degeneratiojaval egyiitt (Morishita, 2001). Megjegyzem, hogy a progredidlo
nagyothallds fontos tulajdonsdga a DFNA10 lokuszhoz kapcsolodd eddig ismert 3
csaladnak.

gy az EYA4 fehérje apoptotikus funkcidjanak szerepe kell hogy legyen a hallasban, és
igy az EYA4 génben tortént genetikai hiba nem csak a hibas fiilfejlédéssel, hanem az

apoptozisban okozott zavarral egyiittesen vezet nagyothallashoz.
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5.5. GENTERAPIA

A nagyothallasért felelds 0roklodé rizikdfaktorok megértése egy jobb
diagnosztikai lehetdséget és ezzel egyiitt egy még tudomanyosabb alapokon nyugvd
kezelést teremt. A jové kutatasainak a kezelés és a prevencid kifejlesztésére kell
fokuszalnia. A jovO nagy igérete a génterapia, mellyel modunk lehet arra, hogy ép gént
juttassunk be a megfeleld sejtekbe, ahol az kifejezédhet és ellathatja azt a funkciot, amit
a betegben a mutans gén nem tudott teljesiteni. Mivel a sejtmembran nem atjarhat6 a
fehérjemolekuldk szdmara, az enzimeknek azokban a sejtekben kell szintetizalodniuk,
melyekben sziikség van aktivitdsukra. A sikeres génterapia feltétele, hogy a génatvitel a
célsejtbe torténjen, aktivalodva mikodoképes fehérjét kodoljon normalis mennyiségben,
meglehetdsen hosszan tarto stabilitassal és ha sziikséges az eljaras ismételhetd legyen.

Kezdetben, a rekombindns DNS korszak el6tt a génbeviteli kisérletekben
felhasznalt genetikai anyag tisztitott DNS vagy RNS volt (transzfekcio). Késébb mar
klénozott emlds géneket (pl. cDNS-t) alkalmaztak. A kldonozott gének bevitele torténhet
ex vivo ¢€s in vivo modszerekkel. Az ex vivo mddszer 1ényege, hogy a célsejt a beteg
szervezetébdl eltavolitasra keriil, a vektor DNS-t in vitro juttatjdk be a sejtbe, ezeket a
sejteket amplifikaljak és visszajuttatjak a beteg szervezetébe. Ez a mddszer a belsd fiil
tekintetében jelenleg nem kivitelezheto.

Az in vivo médszernél az idegen gén bejuttatasa kozvetleniil az érintett célsejtbe

torténik. A belso fiil tekintetében a kovetkezo lehetdségek johetnek szoba:

1.) VivOanyag segitségével a gén (pl. gelfoam) diffizio Gtjan toérténd bejuttatasa a
kozEpfiilbdl a belso fiilbe a kerekablak membranjan keresztiil.

2.) A kerekablakon keresztiil torténd bejuttatds mikroinjekcioval a belséd fiil
perilympha terébe.

3.) Infuzid a csontos labyrinthus faldnak feltardsa utan a perilympha térbe cochleo-
vagy canalostoman keresztiil. Ez tartdsabb bejuttatasi lehetdséget biztosit.

4.) Saccus endolymphaticuson keresztiil torténé mikroinjekcié az endolympha

térbe.

A beavatkozédsok nem veszélytelenek, fennall a membranruptura, a halldsromlas stb.

szovodmények lehetésége. A belso fiil kifejezett vulnerabilitdsaért manapsag inkabb a
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kevésbé invazivabb modszert tartjdk eldnyben, mint pl. diffuzid6 a kerekablakon
keresztiil.

A génbeviteli technikdk korlatait jelzi, hogy pl. a vektor nem mindig a célsejtbe épiil be,
vagy a sejt altal felvett DNS gyakran elvész, s amikor meg beépiil a helyes genomba az
integracid véletlenszeriien barhova torténhet. fgy egy aktiv gén kornyezetébe vald
val6 beépiilése esetén egyaltalan nem lesz génkifejezddés.

A géntranszfer rendszereknek tobb formdja is ismert: mechanikai, kémiai,
liposzémalis, virdlis (retrovirus, adenovirus, adeno-asszocialt virus, lentivirus),
melyeket még csak allatkisérletekben hasznaltak. Allatkisérletekben mér beszamoltak a
bels6 fiilbe torténd viralis atvitelrdl adenovirussal, adeno-asszocialt virussal és
lentivirussal (Lalwani, 1996; Han, 1999). A virdlis vektorok hatranya, hogy
immunreakciét indukalhatnak, megtarthatja vagy visszaszerezheti fert6zést okozo
képességét, vagy akar mas géneket aktivalhat, mint pl. tumor gének. Elénye a jo
beépiilési képesség €és a nagyobb expresszios titer biztositasa a célsejtekben. A
hatranyok kikiiszobolésére nem virdlis transzfereket dolgoztak ki, amely egy
meglehetésen heterogén csoport. A belsd fiilbe liposzomalis modszerrel értek mar el
eredményt, azaz a DNS molekulakat mesterségesen létrehozott lipid vezikulumokba
csomagoltak, melyek dsszeolvadva a célsejt membranjaval tartalmukat a citoplazméba
tritették (Wareing, 1999). Ennek technikdnak a hatranya, hogy kevésbé célsejt
specifikus és az expresszid mértéke joval elmarad a virdlis metodikaétol.

A génterapia lehetOségeinek korlati koz¢ tartozik az a tény is, hogy a genetikai
valtozas csak a testi sejteket érinti, a csiravonal sejtjeit, melyekbdl a gamétak képzddnek
nem. Ily médon a szomatikus sejt génterapiaja olyan eljarasnak tekintendd, mely nem
gyogyitja az 0roklédé rendellenességet, hanem kezeli. A betegséget okozd gén
tovabboroklodik. A csiravonal génalloméanyaba torténd beavatkozas etikai és moralis
okokbol nem megengedhetd. A kiilonb6z6 applikacids formak és a transzferrendszerek
(vektorok) alkalmazéasa az egészséges gének sikeres bejuttatdsara a célsejtekbe lehet az
De a jelenleg allatokon alkalmazott technikdk emberen torténd megvaldsitisdhoz még
tovabbi fejlesztésre van sziikség a sejtspecificitdas novelése és a mellékhatasok

csokkentése céljabol.
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Az értekezés az eddigi alapkutatasokra hivatkozva az 6roklodé nagyothallés
jovoébeni molekularis genetikai aspektusait mutatja be. Az egyre nagyobb ismeretiink a
génekben tortént mutaciok gyakorisagarol, patomechanizmusardl lehetéséget nyujt a
pontosabb genetikai rizikd meghatarozédsra, az 6roklédés modjara és a fenotipus
jellemzésére. Bar a nagyothallds genetikai hattere nem teljesen tisztazott, mégis
nyilvanvald, hogy mennyire kiilonb6z6 komponensek 0Osszetett miikodésének
eredménye a hallds. A legtobb ezek koziil a gének koziil mas szovetekben és szervekben
is expresszal fehérjét, mégis ezekben a génekben tortént mutaciok kb. 70%-a csak
nagyothallas szimptdmaval tarsul. Ez a tény is azt sugallja, hogy a Corti-szerv az egyik
legérzékenyebb szerviink, s mar minimalis valtozas is a szerv kéros mikodését
eredményezi.

A genetikai kutatasoknak kdszonhetéen a halldsban jo néhany ujabb kulcslépés
tisztazddott, de ezek tovabbi tisztazasahoz ujabb csaladok identifikéalasara van sziikség.
A tudomanyos eldnyei mellett segitségével epidemiologiai adatokat nyeriink,
molekularis diagnosztikai tesztekkel sziirhetjiik az ujsziilotteket, valamint egy uj,
hatékonyabb terdpidra nyujt lehetdséget. A Connexin 26 eredetli velesziiletett nem
szindromas nagyothallas magas el6fordulasi aranya miatt a GJB2 molekularis genetikai
vizsgéalata ma mar a rutin diagnosztika része kell hogy legyen. Ezen kiviil a jovoben
még tobb sziirdvizsgalati moddszereket kellene bevezetni, hogy szélesebb korben,

megfeleld idoben identifikalhassuk a kiilonb6zd genetikai eredetli nagyothallo eseteket.
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6.1. OSSZEFOGLALAS

A nagyothallas (NH) az egyik leggyakoribb érzékszervi megbetegedés a vildgon.
Minden 1/1000 gyermeknek prelingualis, azaz a beszédfejlodés elétt kezd6dé NH-a
van, melynek hatterében 60%-ban genetikai defektus all. Az o6roklédé NH egy
heterogén betegség, melynek 70%-a a nem szindromds korképek kozé tartozik.
Tobbféle 6roklddési modja koziil a leggyakoribb az autoszomalis recessziv (75%). A
gap junction proteint (Connexin 26) kodoldo GJB2 génben tortént mutaciok a feleldsek
leginkdbb a familidrisan és a sporadikusan prelingualisan fellépd, nem szindromas,
recessziv NH-ért a kiilonb6zé populacidkban. Eurdpaban a leggyakoribb genetikai
hibaja a 35delG mutacio. Az értekezésben a GJB2 gén genetikai hibainak eléfordulasat
vizsgaltuk velesziiletett nagyothalld betegek ¢és 500 egészséges kontroll személy
esetében Eszakkelet-Magyarorszag teriiletér6l. A mi anyagunkban a leggyakoribb
genetikai eltérés a 35delG delécio és W24X mutacio volt. A 35delG homozigota
betegek NH-a altalaban prelingualis kezdetli, percepcios tipusu, kétoldali, nagyfok,
progresszio nélkiil. A kontroll csoportban a 35delG allélfrekvencidja 2,4%-t mutatott,
mely hasonléan magas, mint amit Eurdpa mediterrdn teriiletein megfigyeltek.
Eredményeink igazoljak a GJB2 gén vizsgalatanak fontossdgat a rutin orvoslasban.

A maternalis 6roklédésti mitokondridlis 728 ¥RNS génben az A1555G mutacio
aminoglikozid érzékenységet indukal, mely nem szindromds NH okoz az
antibiotikummal kezelt betegben. 72 ismeretlen eredetii nagyothalld beteg és a kontroll
csoport DNS-ét vizsgaltuk erre a mutdciora nézve. Az A1555G mutacioé gyakorisaga a
beteg csoportban <1,38%, mig a kontroll csoportban <0,44% volt. Mivel a mutécio
el6fordulasa igen alacsony, igy koltséghatékonysag szempontjabol nem éri meg minden
nagyothallonal a mutacio rutinszer(i szlirését elvégezni.

A WFSI gént tartalmazzo, 4p16 kromoszoéma régidhoz kapcsolodo DFNA6/14
lokusz egyike a mély frekvenciatartomanyt érintd percepcios NH-ért (< 2000 Hz)
felelds lokuszoknak. Egy 6t generdcidés nagyothalld csaldd tagjainak kapcsoltsdg
analizise sordn kideriilt,hogy a DFNAG6/14 lokusz 6roklédése szoros kapcsoltsagot
mutat a fenotipussal. A csalad minden egyes nagyothalld személyének WFSI génjében
T699M misszensz dominans mutacidt identifikaltunk, mely az egészségesekben nem
volt detektalhatd. Egy nagyothallo és két normal halld esetben tovabbi mutacié (R818C)
volt azonosithatd, melyrdl feltételezziik, hogy polimorfizmus. A T699M ¢érintettek
fenotipusa nem szindromads, posztlingualis kezdetii, percepcios tipusu, kétoldali, mély
frekvenciakat érintd NH mutat lassu progresszidval.

A DFNAI10 lokuszon 1évé EYA4 génben tortént mutdcié dominansan 6rokl6do,
posztlingualis kezdetii, percepciés NH okoz progresszioval. Az EYA4 fontos szerepet
jatszik az embriogenezisben €s az apoptdzisban. Egy négy generacids nagyothalld
csalad kapcsoltsag analizise soran kapcsolat volt kimutathatdo a 623 kromoszéméhoz.
Az érintettek EYA4 génjében négy nukleotid inszercidja (15558insTTTQG)
kereteltolodashoz és igy a 379. pozicidban idéeldtti stop kodonhoz vezetett. Ez a
mutécio az eddig leirt harmadik genetikai eltérés az EYA4 génben.
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6.2. SUMMARY

Hearing impairment (HI) is one of the most prevalent inherited sensory disorder
in humans, affecting about one in 1000 live births with at least 60% of cases being
inherited. Hereditary HI is a heterogeneous class of disorders that shows various
patterns of inheritance and involves a multitude of different genes. About 70% of
prelingual HI is non-syndromic. Autosomal recessive forms ,ake up about 75% of these
cases. Mutations in the GJB2 gene encoding the gap junction protein connexin 26 have
been established as a major cause of inherited and sporadic non-syndromic (NS) HI in
different populations. One single mutation, 35delG, accounts for the majority of
mutations in Caucasian patients with HI. In the present study we screened 500 healthy
control individuals and a group of patients with HI from Northeastern Hungary for the
35delG mutation and for other GJB2 mutations. The most common mutation is the
35delG, followed by the W24X mutation. Ordinarily these 35delG homozigous patients
showed a prelingual, sensorineural, bilateral, symmetric HI without progression. In the
general population an allele frequency of 2.4% was estimated for this mutation. The
results confirm the importance of GJB2 mutations in the Hungarian population
displaying mutation frequencies that are comparable with mutation frequencies in the
Mediterranean area.

Maternally inherited NSHI associated with the A1555G mutation in the human
mitochondrial /25 rRNA gene results in increased sensitivity to aminoglycoside. We
analyzed 72 patients with NS severe to profound HI of unknown origin for this
mutation. The frequency of the A1555G mutation in the hearing imapired population
was below 1.38%, and no mutation was found in control individuals with normal
hearing (frequency < 0.44%).

NS low-frequency sensorineural HI (LFSNHI) comprises a group of hearing
disorders affecting only frequencies below 2000 Hz. DFNA 6/14 loci was mapped to
non-overlapping adjacent regions on chromosome 4pl6. This critical region includes
WFS1 gene. We analyzed a five-generational hungarian family with LFSNHI and
linkage to DFNA6/14. We have detected missense mutations changing amino acids and
one of them (T699M) segregated completely with the affected haplotype. The second
missense substitution (R818C) did not segregate with the hearing impairment, it most
likely represents a polymorphism. In general, these patients showed a postlingual,
sensorineural, bilateral, symmetric, nonsyndromic low frequency hearing impairment
with a slow progression.

Mutations in the EYA4 gene are responsible for postlingual, progressive,
sensorineural, autosomal dominant HI at the DFNA 10 locus. EY A4 plays an important
role in several developmental process. We report a four-generational DFNA 10 family
displaying sensorineural, progressive HI and linkage to 6q23. By mutation analysis of
EYA4 an insertion of 4 bp (1558insTTTG) was detected. This insertion creates a
frameshift and results in a stop codon at position 379. Our family is the third one linked
to DFNA 10 and revealing a mutation in the EYA4.
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