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Streszczenie

Przyczyna okolo 50-60% przypadkéw wystapienia niedostuchu sg czynniki dziedziczne. Geny, w ktorych zlokalizowane sg
warianty odpowiedzialne za wystapienie niedostuchu, najczesciej koduja biatka wystepujace w uchu wewnetrznym. Za nie-
dostuch dziedziczony w sposob recesywny najczesciej odpowiedzialne s3 mutacje genu GJ/B2. Mutacje w innych genach, ktd-
rych produkty biatkowe sa bezposrednio zaangazowane w proces slyszenia, moga réwniez skutkowa¢ wystapieniem niedo-
stuchu. Do dzi$ opisano ok. 300 genéw uczestniczacych w procesie przetwarzania informacji stuchowej i nadal odkrywane sg
nowe. Efektywne poszukiwanie nieprawidtowo$ci w ich strukturze wymaga stosowania najnowoczesniejszych technik biolo-
gii molekularnej takich jak sekwencjonowanie nowej generacji. Dzigki nowatorskim technologiom o gigantycznej przepusto-
woéci mozliwe sg analizy calych genoméw cztowieka. Wysoka doktadno$¢ uzyskanych danych w pofaczeniu z wyrafinowana
analiza bioinformatyczna umozliwia wykrycie zmiennosci w sekwencji calego genomu. Otrzymane w wyniku sekwencjono-
wania dane poddawane sa skomplikowanej obrébce bioinformatycznej pozwalajacej finalnie na detekcje wariantéw obecnych
w badanym materiale. Wprowadzenie technologii genomowych jest przelomem w dziedzinie biologii medycznej. Ich wpltyw
na poglebienie wiedzy na temat molekularnej fizjologii wielu proceséw, w tym réwniez procesu styszenia oraz przyczyn nie-
dostuchu, jest rewolucyjny.

Stowa kluczowe: sekwencjonowanie nowej generacji « niedostuch « genetyka
Abstract

Approximately 50-60% of cases of hearing loss are due to genetic factors. The genes responsible for the occurrence of hearing
loss usually encode proteins located in the inner ear. Majority of patients with autosomal, recessive deafness harbour mutations
in only one gene- GJB2. Mutations in other genes, which products are directly involved in the hearing process, may also result
in hearing loss. To date, approximately 300 genes involved in the processing of auditory information has been described, and
still the new one are discovered. Efficient search for variants in the gene structure requires the use of the most modern tech-
niques of molecular biology, such as the next-generation sequencing. Owing to the innovative technologies of high through-
put, whole genome analysis are possible. High accuracy of the obtained data combined with sophisticated bioinformatics anal-
ysis allows the detection of sequence variation in the whole genome. The data obtained from next generation sequencing are
processed with advanced bioinformatics tools, which finally lead to detection of pathogenic variants in the analyzed materi-
al. The introduction of genomic technology is a breakthrough in the field of medical biology. Its influence on the broaden-
ing the biology knowledge and molecular physiology of many processes, including the process of hearing, is revolutionary.
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Wprowadzenie

Przyczyny wielu choréb, w tym réwniez zaburzen stuchu
i mowy, sa ztozone i zwykle trudne do zidentyfikowania.
Réznorodne czynniki genetyczne moga by¢ zaréwno bez-
posérednia przyczyna wystapienia danej jednostki chorobo-
wej, jak i wptywa¢ na stopien nasilenia objawdw. Obserwu-
je sie wielorakie mechanizmy tych zjawisk — od prostych
zaleznosci mutacja-choroba, poprzez ztozone interakcje
kilku czy tez kilkunastu genéw odpowiedzialnych za wy-
stapienie choréb wielogenowych, az do drobnych zmian
modyfikujacych przebieg choroby lub tez obnizajacych
badz zwiegkszajacych ryzyko zachorowania.

Niedostuch (ang. Hearing Loss, HL) to najczestsze z zabu-
rzen zmystéw wykrywanych w krajach rozwinietych przy
urodzeniu (u 1-4 noworodkéw na 1000 zywych urodzen
objawia si¢ obustronny zmystowo-nerwowy niedostuch na
poziomie 40 dB lub glebszy). Do ukonczenia pigtego roku
zycia czesto$¢ wystepowania niedostuchu wzrasta do 2,7
przypadkéw na 1000, pomiedzy pigtym a osiemnastym ro-
kiem zycia odsetek wystapienia uszkodzen stuchu zwigk-
sza si¢ do 3,5 przypadkow na 1000 [1,2].

Niedostuch mozna klasyfikowa¢ na wiele sposobdw, biorac
pod uwage rézne czynniki, takie jak: etiologia, lokalizacja
uszkodzenia stuchu, wiek wystapienia, glebokos¢ ubytku
stuchu. Uwzgledniajgc wspdlistnienie innych objawoéw,
rozrdznia sie niedostuch izolowany (bez innych objawow
towarzyszacych) oraz niedostuch bedacy jednym z obja-
wow zespolow wad genetycznych lub niegenetycznych [3].

Okoto 50-60% przyczyn wystapienia niedostuchu pre-
lingwalnego nalezy upatrywaé w znanych czynnikach
dziedzicznych (genetycznych: mono- i poligenicznych),
pozostale przyczyny to: czynniki §rodowiskowe, a takze
niezidentyfikowane czynniki genetyczne [4-6].

Niedostuch
prelingwalny

P

Idiopatyczny Niegenetyczny
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Genetyczny

Za jedng z najczestszych przyczyn srodowiskowych wy-
stapienia niedostuchu uwaza si¢ wrodzong cytomegalie
(CMV) [4] oraz inne infekcje wrodzone (rézyczka, tok-
soplazmoza, ospa, kita itp.). Kolejna grupa czynnikéw ry-
zyka wystapienia niedostuchu prelingwalnego u dzieci to
leki i substancje ototoksyczne przyjmowane przez matke
w trakcie cigzy (np. aminoglikozydy, cytostatyki, alkohol,
rte¢). Ryzyko wystapienia niedostuchu wzrasta réwniez
w przypadku wystgpienia u matki choréb metabolicznych
takich jak: cukrzyca, niedoczynnos¢ tarczycy, hiperlipide-
mia czy niewydolno$¢ nerek. Do kolejnej grupy niegene-
tycznych czynnikéw ryzyka zalicza sie czynniki okotopo-
rodowe takie jak: wcze$niactwo, niska masa urodzeniowa,
niedotlenienie okotoporodowe, hiperbilirubinemia czy
urazy okotoporodowe [7].

Genetyczne przyczyny niedostuchu

Szacuje sig, ze sposrod 30 000-50 000 ludzkich genéw oko-
fo 1% (300-500 genéw) bierze udzial w procesie slyszenia
[8]. Z problemem utraty stuchu boryka sie ok. 70 mln lu-
dzi na calym $wiecie. Blisko 50-60% z tych os6b ma nie-
dostuch o podiozu genetycznym [9]. Okoto 50-80% gene-
tycznych przypadkéw niedostuchu wrodzonego wystepuje
jako jedyne schorzenie pacjenta (ang. Non Syndromic He-
aring Loss, NSHL; niedostuch izolowany — niesyndromicz-
ny) [6,10]. Jesli u pacjenta wystepuja dodatkowe wady to-
warzyszace — a dzieje si¢ tak u okoto 30% pacjentéw — taki
niedostuch okresla sie mianem syndromicznego (ang. Syn-
dromic Hearing Loss, SHL) [11]. Niektdére geny sa przy-
czyna wystgpienia niedostuchu zaréwno izolowanego, jak
i syndromicznego (CDH23, COL11A2, DDP1, DSPE, GJB2,
GJB3, GJB6, MYO7A, MYH9, PCDH15, POU3F4) lub od-
powiadaja za wystgpienie dominujacego, ale réwniez rece-
sywnego typu dziedziczenia (GJB2, G/B6, MYO6, MYO7A,
TECTA, TMCI) [3]. Schematyczny podzial przyczyn nie-
dostuchu prelingwalnego przedstawiono na rycinie 1.

Rycina 1. Schematyczny podziat niedostuchu
prelingwalnego

Figure 1. Schematic distribution of prelingual
hearing loss
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Niedostuch niesyndromiczny (izolowany)

Geny, w ktorych zlokalizowane sa mutacje odpowiedzialne
za zaistnienie niedostuchu izolowanego, najczesciej koduja
biatka wystepujace w uchu wewnetrznym. Geny te mozna
podzieli¢ na grupy z zaleznosci od petnionych funkcji: ko-
dujace bialka strukturalne (m.in. DIAPH, TECTA, COCH,
COLI11A1, COL11A2, COL2A1, OTOA, DSPP, USHIC,
DSPP), zaangazowane w transport jondéw (GJAI, GJBI,
GJB2, GJB3, GJB6, KCNQ4, KCNQI), kodujace czynniki
transkrypcyjne i regulatorowe (POU3F4, POU4F3, EYAI,
EYA4, PAX3) i inne [12].

Niedostuch izolowany zazwyczaj spowodowany jest muta-
cjami w jednym genie i moze by¢ dziedziczony w sposob
autosomalny recesywny (Autosomal Recessive, AR; ok. 80%
przypadkow), autosomalny dominujacy (Autosomal Domi-
nant, AD; ok. 20% przypadkéw) oraz sprzezony z plcig lub
mitochondrialny (ok. 1% przypadkéw) [13]. Typ dziedzi-
czenia koreluje z czasem wystapienia niedostuchu: przy ty-
pie dziedziczenia autosomalnym recesywnym w wiekszos$ci
przypadkéw obserwowany jest niedostuch prelingwalny, nie-
postepujacy; dla dziedziczenia dominujacego obserwuje si¢
wystapienie niedostuchu postlingwalnego o charakterze po-
stepujacym. Niedostuch mitochondrialny réwniez najczeéciej
wystepuje w okresie postlingwalnym i jest postepujacy [14].

Do dnia dzisiejszego zmapowano i opisano ponad 150 loci
powiazanych z niedostuchem izolowanym. Zidentyfikowa-
no ponad 70 genéw, w ktérych uszkodzenia odpowiedzial-
ne sg za wystapienie niedostuchu, w tym 42 dziedziczone
w sposob autosomalny recesywny i 27 w sposéb autosomal-
ny dominujacy (http://hereditaryhearingloss.org/). Kazdemu
nowemu zmapowanemu locus nadawany jest numer, zgod-
ny z kolejnoscig odkrycia, oraz oznaczenie sposobu dzie-
dziczenia: DFNB (autosomalne recesywne), DFNA (auto-
somalne dominujace), DFN (sprzezone z chromosomem
X), DFNM (dla genéw modyfikujacych ekspresje). Gdy
gen zostanie zidentyfikowany, zwykle jego nazwa zastepuje
nomenklature DEN [1]. Dla pozostalych loci poszukiwane
sa geny, a ich pula sukcesywnie si¢ zwieksza. Identyfika-
cja wszystkich genow, w ktorych nieprawidlowosci skut-
kuja wystgpieniem niedostuchu, pozwoli lepiej zrozumiec¢
proces przekazywania i percepcji informacji stuchowe;.

Z uwagi na fakt, ze najczestsza forma niedostuchu uwa-
runkowanego genetycznie dziedziczy si¢ w sposéb rece-
sywny, innymi stowy - rodzice i dalsza rodzina pacjenta
to nosiciele ,,uszkodzonego” genu niewykazujacy zadnych
objawow (styszacy prawidlowo), w znaczacej czesci przy-
padkéw przesledzenie historii choroby w rodzinie jest
wyjatkowo trudne. W takich sytuacjach jedynym sposo-
bem pomagajacym ustali¢ podloze niedostuchu sg specja-
listyczne badania molekularne. Niesyndromiczny niedo-
stuch o autosomalnym recesywnym typie dziedziczenia
(ARNSHL) zazwyczaj jest wrodzony, o znacznym stop-
niu nasilenia, stabilny, wplywajacy na wszystkie czesto-
tliwosci [15]. Najczedciej za wystapienie ARNSHL odpo-
wiadajg geny: GJB2, SLC26A4, MYO15A, OTOFE, CDH23
oraz TMCI. W wigkszo$ci populacji kaukaskich najczest-
szg mutacjg odpowiedzialng za niedostuch autosomalny
recesywny jest delecja guaniny w pozycji 35 (35delG) se-
kwencji kodujacej genu koneksyny 26 (G/B2), DFNBI.
Czesto$¢ tej mutacji w populacji polskiej wynosi okoto

4%, jest to wiec jedna z najczestszych mutacji genetycz-
nych w naszej populacji [16].

Z nielicznymi wyjatkami, izolowany autosomalny domi-
nujacy niedostuch (ADNSHL) w poréwnaniu z ARNSHL
charakteryzuje si¢ mniejszym stopniem ubytku stuchu,
rozpoczyna si¢ w drugiej lub w trzeciej dekadzie zycia.
Dla ADNSHL zazwyczaj obserwuje si¢ wystapienie niedo-
stuchu postlingwalnego o charakterze post¢pujacym, za-
czynajacym sie zaréwno na wysokich (DFNA2, 5,7, 9, 16,
and 17), jak i $rednich oraz mieszanych tonach (DFNA3,
4, 8/12, 10, 11, 13). Najczesciej opisywane mutacje dla
tego typu niedostuchu dotycza genéw: WFS1, KCNQ4,
COCH, GJB2 [17-23].

Niedostuch spowodowany uszkodzeniami genéw, dla ktd-
rych opisano sposéb dziedziczenia sprz¢zony z chromoso-
mem X lub matczyny typ dziedziczenia (mutacje w mito-
chondrialnym DNA), jest stosunkowo rzadko wystepujacy,
niemniej jednak istotny z punktu widzenia poradnictwa
i postepowania terapeutycznego.

Uwaza sie, iz niedostuch zwigzany z mutacjami w mtD-
NA jest zazwyczaj obustronny, symetryczny, postepujacy
w czasie, poczatkowo wystepujacy tylko w obrebie wyso-
kich tonéw, a nastepnie zajmujacy rowniez inne czgsto-
tliwosci. ,Mitochondrialna” gluchota moze wspolistnie¢
z zawrotami gtowy i szumami usznymi. Wystapienie pierw-
szych objawow moze mie¢ miejsce zaréwno w dziecin-
stwie, jak i w wieku dorostym, §rednio zakltada si¢ wysta-
pienie pierwszych objawéw w wieku ok. 5 rz., cho¢ zdarzaja
sie¢ rowniez przypadki niedostuchu mitochondrialnego
pojawiajacego si¢ po 65 roku zycia [24,25]. W populacji
kaukaskiej ok. 5% postlingwalnych, izolowanych, niedo-
stuchéw spowodowane jest przez znane mutacje w mi-
tochondrialnym DNA (mtDNA). W populacji polskiej
obserwuje si¢ stosunkowo wysoki odsetek niedostuchu po-
wigzanego z wystgpieniem mutacji m.3243A>G [26]. Naj-
czedciej badanymi w kontekscie niedostuchu genami mito-
chondrialnymi sg fragmenty kodujace rybosomalne RNA
(gtéwnie 12SrRNA) oraz transportujace RNA (tRNA). Jed-
nak mutacje w innych regionach mtDNA moga réwniez
mie¢ wplyw na powstanie niedostuchu.

Niedostuch syndromiczny

Do dnia dzisiejszego opisano ponad 400 zespotéw wad ze
wspdlistniejacym niedostuchem. Zespoly te charakteryzuja
sie réznym typem dziedziczenia: autosomalnym recesyw-
nym (75-80%), autosomalnym dominujacym (10-20%),
sprzezonym z plcia (1-5%), mitochondrialnym (0-2%)
[27]. Najczesciej opisywanymi zespolami ze wspolistnie-
jacym niedostuchem sg: zesp6l Pendreda, zespot skrzelo-
wo-uszno-nerkowy (BOR), zespdt Waardenburga, zesp6t
Ushera, zespdt Alporta, zesp6t Jervella i Lange-Nielse-
na (zespot wydtuzonego odcinka QT'), zespdt Treachera
Collinsa, zesp6t Sticklera (dziedziczna, postepujaca ar-
tro-oftalmopatia) oraz zespoly zwigzane z zaburzeniami
chromosomalnymi: zespdt Downa, zesp6t Turnera [3].

Technologie sekwencjonowania nowej generacji

W przewazajacej liczbie przypadkow za niedostuch dzie-
dziczony w sposéb recesywny odpowiedzialne sa mutacje
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genu GJB2. Nieprawidlowo$ci w innych genach, ktérych
produkty (bialka) sa bezposrednio zaangazowane w pro-
ces styszenia, moga réwniez powodowac niedostuch. Ta-
kie zmiany w zaleznosci od tego, w jakim genie s zloka-
lizowane, moga powodowa¢ niedostuch o réznym stopniu
nasilenia i czasie wystapienia oraz moga determinowaé
progresje lub jej brak. Obserwuje si¢ charakterystyczne
»wzory” zmian dla poszczegdlnych grup etnicznych [6].
Dlatego niezwykle wazne jest prowadzenie szeroko za-
krojonych badan naukowych nad patogeneza niedostu-
chu dla réznych populacji. Poniewaz do dzi$§ poznano
ok. 300 gen6éw uczestniczacych w procesie styszenia i na-
dal odkrywane sg nowe, efektywne poszukiwanie niepra-
widlowosci w ich strukturze wymaga stosowania najno-
wocze$niejszych technik biologii molekularnej, takich jak
sekwencjonowanie nowej generacji (Next Generation Se-
quencing, NGS). Dzieki innowacyjnym technikom o tak
niespotykanej przepustowosci mozliwe sg analizy catych
genomow czlowieka. Wysoka dokladnos¢ uzyskanych da-
nych w polaczeniu z wyrafinowang analizg bioinforma-
tyczng umozliwia wykrycie zmiennosci w sekwencji ca-
fego genomu. Te wyjatkowe metody zostaly wdrozone do
badan naukowych w Zaktadzie Genetyki Instytutu Fizjo-
logii i Patologii Stuchu.

Technologia sekwencjonowania Sangera, po raz pierwszy
opisana w 1977 r., pozostawala przez ponad 30 lat metoda
z wyboru zaréwno w naukowych badaniach genetycznych,
jak i diagnostycznych [28]. Z uzyciem tej technologii i au-
tomatycznych sekwenatoréw w 2001 r. zakonczono pro-
jekt sekwencjonowania ludzkiego genomu (Human Geno-
me Project, HGP). Ukoniczenie HGP spowodowato wzrost
zapotrzebowania na nowe technologie szybkiego i taniego
sekwencjonowania zaréwno dla diagnostyki klinicznej, jak
i naukowych badan genetycznych. Sekwencjonowanie no-
wej generacji (NGS), zwane takze masywnym paralelnym
sekwencjonowaniem (MPS), zostalo opracowane w ciggu
ostatnich pigciu lat, aby sprosta¢ tym potrzebom. Chociaz
istnieje kilka platform NGS opartych na réznych techno-
logiach, faczy je nastepujaca charakterystyka: wysoka wy-
dajno$¢, duza glebokos¢ sekwencjonowania i stosunkowo
krétkie odczyty sekwencji. Najbardziej zaawansowany au-
tomatyczny sekwenator odczytuje sekwencje z wydajnoscia
120 000 bp (par zasad) na dobe. Szacunkowy koszt odczy-
tu 1 mln par zasad (1 Mb) to 12 000 PLN [29]. Sekwen-
cjonowanie pojedynczego ludzkiego genomu o wielkosci
3,2 mld par zasad (3,2 Gb) za pomoca takiego sekwenato-
ra zajetoby 73 lata i kosztowato ok. 600 000 PLN. W prze-
ciwienstwie do tego, wydajno$¢ pojedynczego urzadzenia
NGS na dzien dzisiejszy jest wigksza niz 30 Gb na 24 go-
dziny i kosztuje ok. 6 PLN za Mb, co oznacza, ze ludzki
genom mozna sekwencjonowaé w jeden dzien za utamek
kosztéw w pordéwnaniu z automatycznym sekwencjono-
waniem metoda Sangera. Obliczenia te nie uwzglednia-
ja analizy bioinformatycznej, bez ktérej opracowanie da-
nych NGS nie jest mozliwe. Technologia NGS oparta na
ogromnej iloéci odczytow pojedynczej sekwencji charak-
teryzuje si¢ zwigkszonym odsetkiem bledéw w poréwna-
niu z sekwencjonowaniem Sangera. Odsetek ten jest za-
lezny od rodzaju urzadzenia i wynosi od 0,1% do 2% [30].
Aby ograniczy¢ poziom bledéw, nici DNA sekwencjono-
wane sg wielokrotnie do osiaggniecia odpowiedniego ,,po-
krycia” lub ,,glebokosci odczytu”, gwarantujacej pewnosc,
ze wariant nie jest artefaktem.

Technologia NGS umozliwia nie tylko odczytanie petniej
sekwencji genomu, lecz takze analizy na mniejszg skalg,
m.in. sekwencjonowanie eksomowe (analiza sekwencji eks-
ondw wszystkich genéw, czyli ich fragmentéw kodujacych,
Exome Enrichment, EE) oraz kierunkowe wychwytywa-
nie zestawu konkretnych genéw (ograniczenie analizy do
badania tylko znanych gendw, ktérych warianty sa przy-
czyna konkretnego schorzenia, Targeted Enrichment, TE).

Sekwencjonowanie eksomowe jest technologia posrednia
miedzy kierunkowym wychwytywaniem konkretnych ge-
néw a sekwencjonowaniem calego genomu. Analiza se-
kwencyjna calego eksomu jest bardziej kosztowna niz na-
kierowana na malg ilo§¢ genow, ale umozliwia zaréwno
poszukiwanie zmian patogennych w znanych genach, jak
i odkrywanie nowych gendéw powiazanych z analizowany-
mi szlakami. Warto jednak zauwazy¢, ze w przypadku tej
metody nie sg analizowane sekwencje niekodujace, ktore
moga zawiera¢ elementy regulatorowe istotne dla prawi-
dlowego funkcjonowania genéw, aczkolwiek technologia
sekwencjonowania eksomdw jest uwazana za skuteczna
strategie odkrywania nowych genéw, poniewaz wigkszos¢
zmian patogennych spowodowana jest mutacjami regio-
noéw kodujacych biatka [31-34]. Z uzyciem tej technolo-
gii odkryto osiem nowych gendéw powigzanych z niedo-
stuchem (tabela 1).

Potezna ilo§¢ danych, generowanych przy uzyciu plat-
form sekwencjonowania nowej generacji, stata si¢ przy-
czyna zapotrzebowania na wyrafinowane narzedzia bio-
informatyczne umozliwiajace analizy miliardéw krétkich
odczytéw i mapowania ich do genoméw referencyjnych.
Niezwykle wazna jest rowniez ocena jako$ci odczytow [43].
Otrzymane w wyniku sekwencjonowania dane poddawa-
ne s3 skomplikowanej obrébce bioinformatycznej, umozli-
wiajacej finalnie detekcje wariantéw obecnych w badanym
materiale. Wykorzystywane sa w tym celu zaawansowane
narzedzia bioinformatyczne, zlozone w $ciezke procesowa-
nia danych zgodng z zaleceniami Broad Institute. W pro-
cedurze obrobki danych wykorzystywane sa miedzy inny-
mi programy BWA oraz narzedzia dostepne w §rodowisku
Genome Analysis Toolkit [43]. Ostatnim krokiem jest ano-
tacja wariantéw opisem ich biologicznej funkcjonalnodci,
dostarczajaca informacji na temat kazdej zidentyfikowanej
zmiany. Na podstawie anotacji mozna oceni¢, czy anali-
zowana zmiana lezy w obrebie genu, czy i jak wplywa na
zmiang biatka. Ostatecznie w wyniku sekwencjonowania
wykrywane sa warianty odrézniajace badang probke od
genomu referencyjnego, ktére poddane nastepnie anali-
zie eksperckiej pozwalaja na detekcje genetycznego pod-
oza obserwowanego fenotypu.

Wiasciwa anotacja i dokonywana na jej podstawie eks-
percka selekcja wariantéw jest konieczna w celu efektyw-
nej identyfikacji poszukiwanego wariantu. Zwykle wyni-
kiem sekwencjonowania eksomowego jest detekcja okoto
60 000 wariantéw obecnych w probce. Analiza eksperc-
ka takiej ilo$ci danych bez uzycia programéw kompute-
rowych jest niezwykle czasochlonna, dlatego filtruje sie
otrzymana liste w celu wyszczegélnienia wariantéw o naj-
wyzszym prawdopodobienstwie patogennoéci, eliminujac
warianty czeste w populacji (z wykorzystaniem informa-
cji o czestosci z publicznych baz danych wariantéw, mie-
dzy innymi pochodzacych z projektéw Exome Sequencing
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Tabela 1. Nowo odkryte geny gtuchoty z uzyciem technologii sekwencjonowania nowej generacji
Table 1. The newly discovered deafness genes with the usage of next-generation sequencing technologies

Typ Locus/zespét Gen Liczba Analizowane Platforma Pi¢miennictwo
niedostuchu P rodzin regiony NGS
ARNSHL DFNB79 TPRN celowane Roche454 [35]
wzbogacanie
ARNSHL DFNB82 GPSM?2 eksom [llumina [36]
ARNSHL DFNA4 CEACAM 16 eksom SOLID [37]
XLNSHL DFNX4 SMPX chromosomX [llumina [38]
Syndromiczny zespot Perrault HSD17B4 eksom lllumina [39]
Syndromiczny zespot Perrault HARS2 celowane. Illumina [40]
wzbogacanie
zesp6t Carnevale,
. zespot Malpuech, .
Syndromiczny zespot OSA, MASP1 eksom Illumina [41]
zesp6t Michels
dziedzina
. neuropatia, lllumina;
Syndromiczny demencja DNMT1 eksom Roche454 [42]
i niedostuch

ARNSHL - izolowany, autosomalny recesywny niedostuch; ADNSHL — izolowany, autosomalny dominujacy niedostuch; XLNSHL - izolo-

wany niedostuch sprzezony z chromosomem X.

ARNSHL — autosomal recessive non-syndromic hearing loss; ADNSHL — autosomal dominant non-syndromic hearing loss; XLNSHL —non-

-syndromic hearing loss linked to the X chromosome.

Project (http://evs.gs.washington.edu/EVS/), 1000 genomes
Project (2012) [44], a takze baz danych wariantéw dbSNP
[45]. Eliminacja czestych wariantéw z listy rozwazanych
umozliwia ograniczenie jej wielkosci do 6000. Dalsza eli-
minacja zmian synonimicznych pozwala zwykle na re-
dukgje ich liczby do okoto 1000. Kolejne kroki w procesie
detekcji wariantéw opieraja si¢ jedynie na dos§wiadczeniu
i wiedzy eksperckiej osoby analizujacej, ktora potrafiac
nada¢ biologiczne znaczenie poszczegélnym wariantom
na podstawie ich lokalizacji i rodzaju, jest w stanie ziden-
tyfikowaé wariant potencjalnie patogenny, bedacy przy-
czyna obserwowanego fenotypu.

Sekwencjonowanie nowej generacji
- do$wiadczenia wlasne

W Zakladzie Genetyki Swiatowego Centrum Stuchu od
roku prowadzone s3 badania naukowe z wykorzystaniem
innowacyjnej technologii sekwencjonowania nowej gene-
racji. Analizy wykonywane sa z uzyciem platformy Illumi-
na HiSeq1500. Nadrzednym celem prowadzonych badan
jest detekcja genetycznych przyczyn wystapienia niedo-
stuchu, innych niz mutacje genu GJB2, wérdd pacjentow
Instytutu Fizjologii i Patologii Stuchu. Poszukiwane sa za-
réwno znane mutacje w genach powiazanych z procesem
styszenia, jak i zmiany w genach niepowigzanych do tej
pory z procesem utraty stuchu. W tym celu wdrozona zo-
stala procedure sekwencjonowania eksomu oraz genomu
mitochondrialnego.

Potwierdzeniem skutecznosci technologii NGS jest wykry-
cie miedzy innymi homozygotycznej mutacji p.V138F genu
SLC26A4 (pendryny) u pacjentki z gltebokim, rodzinnym

niedostuchem. Analiza rodowodu sugerowatla recesywny
sposob dziedziczenia wady. Na materiale genetycznym od
pacjentki wykonano sekwencjonowanie eksomowe. Na-
stepnie przeprowadzono analize¢ bioinformatyczng, ma-
powanie do genomu referencyjnego, filtrowanie i anota-
cje wariantéw. Pacjentka podpisala §wiadomg zgode na
uczestnictwo w badaniach. Zastosowane procedury uzy-
skaty zgode Komisji Bioetycznej przy Instytucie Fizjolo-
gii i Patologii Stuchu.

Analiza anotacji mutacji p.V138F genu SLC26A4 przed-
stawionych w tabeli 2 pozwala oceni¢ hipotetyczng pa-
togenno$¢ wariantu (dane w kolumnach: AVSIFT, LJB_
PhyloP, LJB_PhyloP_Pred, LJB_SIFT, LJB_SIFT_Pred,
LJB_PolyPhen2, LJB_LRT_Pred, LJB_MutationTaster,
LJB_MutationTaster_Pred, LJB_PolyPhen2_Pred, LJB_
LRT, LJB_LRT_Pred, LJB_MutationTaster, LJB_Mutation-
Taster_Pred), jego czesto$¢ wystepowania w populacyj-
nych bazach danych (dane w kolumnach: ESP6500_ALL,
1000g2012feb_ALL, 1000g_EUR, esp6500si_ea), jakos¢
odczytéw NGS (dane w kolumnach: Quality, Filter) oraz
powigzanie z choroba, o ile wariant zostal wczeéniej opi-
sany (dane w kolumnie: Disease point). Obraz warian-
tu p.V138E, pokrycie i lokalizacj¢ eksonowa przedstawio-
no na rycinie 2.

Wariant V138F genu SLC26A4 jest uznany za patogen-
ny, powiazany z wystapieniem zespolu Pandreda. Muta-
cja zlokalizowana jest w 3 domenie przezblonowej bial-
ka pendryny i skutkuje zmiana konserwowanej waliny
na fenyloalanine. Biologiczna konsekwencja tej zmia-
ny jest zaburzenie transportu bialka do blony komor-
kowej [46,47].
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Tabela 2. Anotacje mutacji p.V138F genu SLC26A4
Table 2. Annotations of p.V138F mutation in SLC26A4 gene

1000g
Identifier Gene  Func ExonicFunc AAChange VcfData Al (AR 2012 Quality  Filter
zygote ALL feb ALL
chr7: nonsy-
SLC . NM_000441: 1/1:1,50: 99:
107312690- 26A4 exonic nonymous C.G412T: pV138F 1588,147,0 tak 0,000077 0 1559,77 PASS
G/T SNV
start xend ref obs Conserved AVSIFT e PhUlBo_P LIB_SIFT LA L1 belly
PhyloP Plll'e d” = Pred Phen2
1,07E 608; Name 0,999
1,07E+08 +08 G T —lod=396 0 474 C 1 D 0,985
LIB_ LIB_ LIB_ .
Polyphen2_ UB_ UBLRT  iation- MutationTaster LIB_GERP++ Depth  cg69 1000g EUR SSP6500 disease_
LRT Pred si_ea point
Pred Taster Pred
D 0,999 p 0,99372 D 4,99 51 0 0 o Pendred
964 syndrome
o o [ re——— S FEIBER Sommis Ryeina 2. Obraz analizy wariantu V138F genu

SLC26A4 w programie IGV
: | Figure 2. Image of the V138F variant in

SLC26A4 gene in the IGV

AacaTC ACATATCTCA TA AT T AT AACT v:lvvvgc/uv

O (T —F e

Diagnostyczne badania genetyczne
w niedostuchu z uzyciem technologii
genomowych

Idealny test genetyczny jest wysoko czuly, specyficzny i pre-
cyzyjny. Dodatkowo w przypadku testéw diagnostycznych
istotny jest ich stosunkowo niski koszt, cho¢ nalezy pamie-
ta¢, ze testy genetyczne w wiekszoséci przypadkéw wyko-
nuje sie raz w zyciu pacjenta, wiec cena takiego testu moze
by¢ wyzsza niz innych, rutynowych diagnostycznych ba-
dan laboratoryjnych, wykonywanych wielokrotnie. Do tej
pory zaden test genetyczny przeznaczony do analizy podio-
za genetycznie uwarunkowanego niedostuchu nie osiagnat
w pelni tych zalozen. Natomiast z wykorzystaniem nowych
technologii genomowych mozna przeprowadzi¢ komplek-
sowe badania genetyczne dla pacjentéw z niedostuchem.
Optymalnym rozwigzaniem wydaje si¢ by¢ konstrukcja ce-
lowanych testéw obejmujacych kilkanascie genéw, a nie je-
dynie wybranych zmian patogennych, w ktorych warianty
powoduja niedostuch stosunkowo czesto dla danej popula-
¢ji. Test taki moze powstac jedynie na podstawie szerokich
analiz typu sekwencjonowania genomowego lub eksomo-
wego na reprezentatywnej grupie pacjentow.

- Wmm_ﬂh_‘h_ﬁ TR

Podsumowanie

Potwierdzenie istnienia mechanizmu genetycznej induk-
¢ji niedostuchu oraz identyfikacja czynnikéw mogacych
wplywacé na jego wystapienie sa niezwykle istotne przy
opracowywaniu zaréwno nowatorskich terapii leczniczych,
jak i badan prowadzacych do stworzenia terapii genowej.
Na podstawie kompleksowej analizy réznic genetycznych
oraz wplywu $rodowiskowych czynnikéw ryzyka mozli-
we jest przygotowanie innowacyjnych algorytméw me-
dycznych pozwalajacych na unikniecie ryzyka poglebie-
nia niedostuchu.

Wprowadzenie technologii genomowych jest przefomem
w dziedzinie biologii medycznej. Ich wplyw na poszerze-
nie wiedzy na temat molekularnej fizjologii wielu pro-
ces6w, w tym réwniez procesu styszenia oraz przyczyn
niedostuchu, jest rewolucyjny. Diagnostyka niedostuchu
niezwigzanego z mutacjami genu GJB2 i GJB6 jest bar-
dzo skomplikowana, czasochtonna i kosztowna z uwagi
na jego heterogenno$¢ genetyczna. Wprowadzenie plat-
form sekwencjonowania nowej generacji, poczatkowo do
celow naukowych, a nastepnie przygotowanie szeroko
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zakrojonych testéw diagnostycznych opartych na tej tech-
nologii, to przelom, ktory bezposrednio przetozy si¢ na
lepsza opieke nad pacjentem, dzigki szybszej i bardziej
precyzyjnej diagnozie.
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