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Streszczenie

Niedostuch (HL) moze mie¢ zaréwno podloze genetyczne, jak i Srodowiskowe. Genetycznie uwarunkowany HL moze wystepowac
jako cecha izolowana lub stanowi¢ jeden z objaw6w zespolu genetycznie uwarunkowanego. Badania genetyczne odgrywaja wazng
role w identyfikowaniu przyczyn izolowanego i syndromicznego HL. Pomimo Ze z HL izolowanym powigzano ponad 150 genéw
oraz znanych jest ponad 400 zespoléw, ktérych charakterystycznym objawem jest HL, w wielu przypadkach nie udaje si¢ ustali¢
molekularnej przyczyny HL. Zjawisko to okreslane jest jako utracona dziedzicznos¢. Istnieje kilka réznych wyjasnien nierozwigzanych
genetycznie przypadkéw HL, ktére oméwione zostaly w ponizszym artykule. W ostatnich latach znaczaco wzrosty mozliwosci
diagnostyki genetycznej pacjentéw, mozliwa jest jednoczesna analiza wielu genéw dzigki zastosowaniu testow wysokoprzepustowych,
takich jak sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS). Szybki postep technologiczny w diagnostyce genetycznej choréb rzadkich
niesie za sobg ogromne wyzwania w analizie i interpretacji otrzymywanych wynikéw, dlatego istotng role odgrywaja takze badania
funkcjonalne z uzyciem modeli komérkowych i zwierzecych, w tym myszy i dania pregowanego (Danio rerio). Istnieje nieustanna
potrzeba badan w kierunku pelnego zrozumienia mechanizméw molekularnych powstawania choréb rzadkich, w tym dziedzicznego
HL, z zastosowaniem najnowszych rozwiazan bioinformatycznych wspierajacych precyzyjna diagnoze.

Stowa kluczowe: dziedziczny niedostuch « utracona dziedzicznos¢ « sekwencjonowanie nastepnej generacji « NGS « choroby rzadkie
« diagnostyka genetyczna

Abstract
Hearing loss (HL) can have both genetic and environmental causes. Genetically determined HL may occur as an isolated trait or as

one of the symptoms of a genetic syndrome. Genetic testing plays a crucial role in identifying causes of both isolated and syndromic
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forms of HL. Although over 150 genes have been associated with non-syndromic HL and more than 400 syndromes are known
to feature HL as a characteristic symptom, in many cases the molecular cause remains unknown. This phenomenon is referred to
as missing heritability. Several explanations for genetically unresolved cases of HL are discussed in the article. In recent years, the
capabilities of genetic diagnostics have significantly increased, with the ability to analyze many genes simultaneously through high-
throughput tests such as next-generation sequencing (NGS). The rapid technological advancements in the genetic diagnosis of rare
diseases bring major challenges in analyzing and interpreting the results. Therefore, functional studies using animal models such as
mice and zebrafish (Danio rerio) also play a vital role. There is a continuous pressing need for research aimed at fully understanding
the molecular mechanisms of rare diseases, including hereditary HL, using the latest bioinformatic tools to support precise diagnosis.
Keywords: hereditary hearing loss « missing heritability « next-generation sequencing « NGS e rare diseases egenetic diagnostics

Skrét Rozwinigcie skrotu Odpowiednik w jezyku polskim
ADHL autosomal dominant hearing loss niedostuch autosomalny dominujacy
ARHL autosomal recessive hearing loss niedostuch autosomalny recesywny
BOR branchio-oto-renal syndrome zespot skrzelowo-uszno-nerkowy
CEVA Caucasian EVA haplotyp CEVA
CNV copy number variants warianty liczby kopii
EVA enlarged vestibular aqueduct poszerzony wodociag przedsionka
HL hearing loss niedostuch
HTS high-throughput sequencing sekwencjonowanie wysokoprzepustowe
NGS next-generation sequencing sekwencjonowanie nastepnej generacji
pz pary zasad =
RP retinitis pigmentosa zwyrodnienie barwnikowe siatkowki
Y structural variants warianty strukturalne
WES whole exome sequencing sekwencjonowanie catoeksomowe
WGS whole genome sequencing sekwencjonowanie catogenomowe
WHO World Health Organization Swiatowa Organizacja Zdrowia

Wprowadzenie oraz 6 genéw z HL dziedziczonym w sposob sprzgzony

Genetyczne podloze niedostuchu w liczbach

Niedostuch (ang. hearing loss, HL) jest najczestszym za-
burzeniem narzadéw zmystéw [1]. Wedlug Swiatowej
Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization,
WHO) problem ten dotyczy ok. 1,5 miliarda oséb na
$wiecie, co stanowi ok. 20% populacji, i z uptywem lat
dotyka coraz wigkszej liczby osob.

Przyczyng HL mogg by¢ czynniki srodowiskowe oraz uwa-
runkowania genetyczne. Dziedziczny HL moze wystepowac
w postaci izolowanej (izolowany HL) lub stanowi¢ element
réznych zespoléw genetycznie uwarunkowanych (syndro-
miczny HL). Genetycznie uwarunkowany HL moze by¢
dziedziczony w sposob autosomalny recesywny (ARHL),
dominujacy (ADHL), sprzezony z chromosomem X oraz
w linii matczynej (mtDNA). Typowo izolowany ARHL jest
prelingwalny i nie postepuje wraz z wiekiem, natomiast
ADHL czesto ma charakter postlingwalny i postepuja-
cy [1]. HL ujawniajacy si¢ dopiero w kolejnych dekadach
zycia pacjenta rdwniez moze mie¢ podloze genetyczne.
Dotychczas zidentyfikowano i powiazano z izolowanym
HL 156 genéw, w tym 88 genéw z ARHL, 64 geny z ADHL

z chromosomem X [2]. Szacuje si¢, Zze uwarunkowany
genetycznie, prelingwalny, izolowany HL w 70-80% dzie-
dziczony jest w sposob autosomalny recesywny, 20-30%
przypadkéw stanowi ADHL, natomiast dziedziczenie
zwigzane z chromosomem plci i wariantami patogenny-
mi mitochondrialnego DNA (mtDNA) odpowiada za
ok. 1-2% izolowanego HL [3].

Opracowano system nazewnictwa, tak zwany system
DEN, dla loci chromosomowych zwigzanych z izolowa-
nym, dziedzicznym HL. DFN oznacza DeaFNess i zgodnie
ze wzorcem dziedziczenia dodawana jest odpowiednia
litera, a w kolejnosci odkrycia liczba: DFNA[#] (autoso-
malny dominujacy), DENB[#] (autosomalny recesywny),
DFNX|[#] (zwigzany z chromosomem X), DFNY|[#]
(powiazany z chromosomem Y). Niektdre geny zostaly
powiazane zaréwno z HL dziedziczonym w sposéb autoso-
malny dominujacy, jak i recesywny, np. gen G/B2, DFNB1A
i DFNA3A lub gen PTPRQ, DFNA73 i DFNB84A.

Jak wspomniano wyzej, dziedziczny HL moze wystepowaé
wraz z objawami ze strony innych narzadéw, np. wzroku
(zespdt Ushera, zespol Sticklera), nerek (zespot skrzelowo-
-uszno-nerkowy, ang. branchio-oto-renal syndrome, BOR;
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Rycina 1. Rola zmiennej ekspresji na przyktadzie zespotu Waardenburga. Przyktad zmiennej ekspresji — cztonkowie jednej rodziny z ta
sama mutacja moga prezentowac rézne objawy zespotu Waardenburga: od catkowitego HL po subtelne cechy jak przedwczesne siwienie
lub r6znobarwne teczéwki, co utrudnia jednoznaczng diagnoze genetyczna

Figure 1. The role of variable expressivity in Waardenburg syndrome. An example of variable expressivity — members of the same family
carrying the same mutation may exhibit different features of Waardenburg syndrome, ranging from profound hearing loss to subtle traits
such as premature graying or heterochromia of the irises, which complicates clear genetic diagnosis

zespol Alporta), tarczycy (zespot Pendreda), narzadow
plciowych (zespdt Parraulta) oraz innych. Na ten moment
opisanych jest ponad 400 zespoléw, w ktérych jednym
z charakterystycznych objawéw jest HL [4]. Niedostuch
syndromiczny stanowi ok. 30% przypadkéw uwarunko-
wanego genetycznie, prelingwalnego HL [5]. Przykladem
syndromicznego ADHL jest zesp6l Waardenburga, ktory
dotyka kobiet i mezczyzn [6]. Zesp6l Waardenburga
objawia si¢ HL i zaburzeniami pigmentacji skory, oczu
i wloséw [7,8]. Czestos¢ wystgpowania tego zespotu sza-
cowana jest na 1/42 000 w populacji ogélnej, co stanowi az
2-5% wszystkich pacjentéw z wrodzonym HL i 0,9-2,8%
pacjentéw z gluchota [9,10].

Na podstawie zespolu Waardenburga mozna dobrze zo-
brazowa¢ zjawisko zmiennej ekspresji. Oznacza ono, ze
u cztonkoéw tej samej rodziny, ktorzy odziedziczyli mutacje
prowadzaca do rozwoju zespotu Waardenburga, moga wy-
stepowac rozne cechy tego zespotu (np. tylko HL, bialy lok
we wlosach, przedwczesne siwienie wlosow, réznobarw-
ne teczowki lub rézne kombinacje tych cech). W zwigzku
z tym nie kazda osoba z zespolem Waardenburga w danej
rodzinie bedzie miata HL (rycina 1). Co interesujace, HL
w zespole Waardenburga wystepuje u ok. 63% pacjentow
i moze by¢ obustronny lub jednostronny, w stopniu lekkim
do glebokiego [11]. HL moze dotyczy¢ niskich lub wyso-
kich czestotliwosci badz krzywa audiometrii tonalnej moze
przypominac litere U.

Przykladem syndromicznego ARHL jest zespol Ushera
i zespol Pendreda. Zespo6l Ushera charakteryzuje si¢ HL
i zwyrodnieniem barwnikowym siatkéwki (ang. retinitis

pigmentosa, RP) oraz dysfunkcja uktadu przedsionkowego
u niektdrych pacjentéow. Zespo6l Ushera jest gtéwna przyczy-
ng taczonej utraty wzroku i stuchu. Odpowiada za ponad
50% przypadkow wspotwystepowania HL i niedowidze-
nia. Czesto$¢ wystepowania zespotu Ushera jest szacowana
na 4-17/100 000 osdb na $wiecie [12-14]. Ponadto zespot
Ushera stanowi 5% wszystkich przypadkéw wrodzonej glu-
choty i 18% wszystkich przypadkéw RP [12,15]. Zespot
Ushera jest klinicznie i genetycznie heterogenny i mozna
go podzieli¢ na cztery odrgbne podtypy kliniczne zwigzane
z r6znymi loci chromosomowymi. Dotychczas powigzano
z zespolem Ushera okolo 15 genéw, z czego za ponad 50%
przypadkéw zespotu Ushera typu I odpowiadajg warianty
patogenne genu MYO7A, a w 80% przypadkach zespotu
Ushera typu II identyfikowane sg warianty genu USH2A
[16,17]. Interesujacy jest fakt, ze dla pacjentéw z zespolem
Ushera, w przypadku ktérych nie udato sie ustali¢ gene-
tycznej przyczyny choroby, dopiero sekwencjonowanie
regionow kodujacych (ang. whole exome sequencing, WES)
lub calego genomu (ang. whole genome sequencing, WGS)
pozwolilo zidentyfikowa¢ warianty strukturalne (obszerne
delecje, duplikacje) oraz warianty umiejscowione glteboko
w sekwencjach intronowych [18-20]. Jest zatem prawdo-
podobne, ze kolejne nowe geny, warianty strukturalne lub
gleboko intronowe zostang zidentyfikowane, gdy genetycz-
nie niewyjasnione przypadki zostang przeanalizowane za
pomoca WGS (rycina 2).

Czesto$¢ wystepowania zespotu Pendreda szacuje sie na 7,5
do 10 na 100 000 oséb [21,22]. Zesp6l Pendreda stanowi
do 10% przypadkow wrodzonej gluchoty i obok zespotu
Ushera jest jedng z najczgstszych przyczyn syndromicznego
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Rycina 2. Strategie diagnostyczne pacjentow w dziedzicznym
HL. Schemat przedstawia zréznicowane Sciezki diagnostyczne
stosowane u pacjentéw z dziedzicznym HL W przypadkach
izolowanego HL, diagnostyke rozpoczyna sie od analizy locus
DFNB1 (geny G/B2 i GJB6). Jesli wynik jest negatywny, kolejnym
krokiem jest badanie genu STRC, w szczegdlnosci u 0séb z HL
w stopniu lekkim do umiarkowanego. W razie braku rozpoznania
diagnostyke rozszerza sie o panelowe sekwencjonowanie genéw
zwigzanych z HL, a nastepnie — w przypadku dalszego braku
diagnozy — o WES. Ostatecznym etapem moze by¢ zastosowanie
WGS w poszukiwaniu wariantéw gteboko intronowych
i strukturalnych. W przypadku syndromicznego HL diagnostyka
genetyczna najczesciej rozpoczyna sie bezposrednio od analiz
NGS w zaleznosci od fenotypu i podejrzenia konkretnego zespotu
genetycznego

Figure 2. Diagnostic strategies for patients with hereditary
HL. This diagram presents the diverse diagnostic pathways used
for patients with hereditary HL. In cases of isolated HL, testing
typically begins with analysis of the DFNB1 locus (G/B2 and GJB6
genes). If negative, the next step is to examine the STRC gene,
especially in individuals with mild to moderate HL. When no
diagnosis is found, testing is expanded to include HL-related gene
panels, followed — if still inconclusive — by WES. The final step
may involve WGS to identify deep intronic or structural variants.
For syndromic HL, genetic diagnostics often begin directly with
NGS-based analyses, depending on the clinical phenotype and
suspected genetic syndrome

HL [23]. W przeciwienstwie do zespolu Ushera, ktéry jest
heterogenny genetycznie, zespdt Pendreda jest wynikiem
mutacji w jednym genie - SLC26A4. Patogenne warianty
SLC26A4 sa zwigzane z rozwojem niedostuchu DFNB4 oraz
zespolu Pendreda, w ktorym niedostuchowi towarzysza
wady ucha wewnetrznego oraz wole, czesto z niedoczyn-
noscia tarczycy [24-27]. W populacji kaukaskiej tylko
u ok. 25% pacjentéw z HL i wada ucha wewnetrznego
badz zespotem Pendreda identyfikowane sg dwa biallelicz-
ne (zlokalizowane na dwoch réznych allelach), patogenne
warianty genu SLC26A4 (grupa M2), u kolejnych 25%

znajdowany jest jeden wariant w SLC26A4 (grupa M1)
[28-30]. W przypadku pozostatych 50% pacjentéw nie jest
znajdowany zaden patogenny wariant w regionach kodu-
jacych i miejscach skladania transkryptu genu SLC26A4
(grupa MO) [30]. Genetyczna przyczyna zespotu Pendreda
jest nieznana w okoto 75% przypadkow, dlatego niekto-
rzy badacze sugerujg, ze u pacjentéw z grupy M1 moze
wystepowaé niezidentyfikowany wariant w konfiguracji
in trans z uszkodzonym allelem SLC26A4 [31]. Taka role
przypisuje si¢ np. haplotypowi CEVA, opisanemu w 2017
roku w populacji kaukaskiej (ang. Caucasian EVA, CEVA).
W sklad CEVA wchodzi 12 polimorfizméw zlokalizowa-
nych w regionie 5 genu SLC26A4 [30]. Pacjenci z grupy
M1, u ktérych zidentyfikowano réwniez haplotyp CEVA,
cechuja si¢ 1zejszym fenotypem w poréwnaniu z grupg M2.
Podobng zalezno$¢ wykazano w grupie polskich pacjen-
téw z HL i towarzyszacg wada ucha wewnetrznego [32].

Analizujac dotychczasowe badania, zaréwno dotyczace
HL izolowanego, jak i przypadkéw HL syndromicznego,
mozna zauwazy¢, ze nawet pomimo charakterystyczne-
go fenotypu i wyraznie dziedzicznego charakteru HL,
wcigz nie zawsze udaje si¢ ustali¢ genetyczna przyczyne
choroby. Nasuwa sie zatem pytanie: gdzie i w jaki sposéb
poszukiwa¢ patogennych wariantéw genetycznych odpo-
wiedzialnych za rozwdj HL i towarzyszacych objawdw?

Rozwoj diagnostyki genetycznej HL

W ostatnich latach coraz wigcej genéw zostalo powig-
zanych z procesem styszenia, a wzrost tej liczby jest
efektem szerokiego zastosowania nowoczesnych metod
analizy DNA, jak réwniez projektéw fenotypowania zwie-
rzat modelowych, ktdre to projekty umozliwiajg lepsze
zrozumienie mechanizméw molekularnych zwiazanych
z rozwojem niedostuchu. Przed zakonczeniem projektu
sekwencjonowania ludzkiego genomu (2003 rok) identy-
fikacja gendéw powiazanych z HL opierala si¢ gléwnie na
mapowaniu regionéw chromosoméw u cztonkéw duzych
rodzin obcigzonych HL i typowaniu locus powiazane-
go z HL. Regiony te najczesciej obejmowaly wiele genow.
W zwigzku z tym dzielono je na mniejsze obszary, ktdre se-
kwencjonowano metodg Sangera w poszukiwaniu wariantu
patogennego. Sekwencjonowanie DNA metodg Sangera
jest pracochlonne i czasochlonne, i pozwala na analize
jedynie krotkich fragmentéw DNA (zwykle <900 pz).
Metoda ta nie pozwala jednak na identyfikacje zmian struk-
turalnych, takich jak delecje, duplikacje czy translokacje
chromosomowe.

W Europie za 11-57% genetycznie uwarunkowanego, izo-
lowanego ARHL odpowiadaja warianty patogenne w genie
GJB2 [33]. Ze wzgledu na maly rozmiar tego genu i wysoki
poziom nosicielstwa jego wariantéw, w pierwszym etapie
diagnostyki genetycznej pacjentéw z HL wykonuje si¢
sekwencjonowanie genu GJB2 z zastosowaniem metody
Sangera. Dawniej diagnostyka genetyczna HL oparta byla
gléwnie na poszukiwaniu wariantéw sprawczych w genie
GJB2. Obecnie znanych jest tak wiele gendéw zwigzanych
z procesem slyszenia, Ze jeszcze 20 lat temu ich pelna
analiza bylaby niemozliwa. A zatem ograniczenie si¢ dzi$
do sekwencjonowania jedynie genu GJB2 nie jest juz
wystarczajace, by wyjasni¢ tfo genetyczne HL.
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Rycina 3. Proces analizy danych z sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) w diagnostyce HL. Etapy analizy eksperckiej danych
NGS: od identyfikacji tysiecy wariantéw po filtrowanie i interpretacje. Ztozonos¢ analizy rosnie wraz z liczbg genéw analizowanych
jednoczesnie, co podkresla znaczenie integracji danych genetycznych z petnym obrazem klinicznym pacjenta i zastosowaniem odpowiednich
narzedzi bioinformatycznych. Kazdy etap wigze sie z ryzykiem pominiecia wariantu sprawczego, np. ze wzgledu na niejednoznaczne dane
populacyjne, brak danych funkcjonalnych lub nietypowy fenotyp pacjenta

Figure 3. NGS data analysis workflow in the diagnostics of HL. Steps of expert NGS data analysis: from identifying thousands of variants
to filtering and interpretation. The complexity of the analysis increases with the number of genes analyzed simultaneously, highlighting the
importance of integrating genetic data with the patient’s complete clinical picture and applying appropriate bioinformatic tools. Each step
carries the risk of missing a causative variant, for example due to ambiguous population data, lack of functional evidence, or an atypical

patient phenotype

Przelomowe osiagnigcia w genomice, postep w bioin-
formatyce oraz ogromny wzrost mocy obliczeniowych
pozwalaja obecnie na analiz¢ genetyczna wolng od hipotez.
Dzigki temu moZzemy analizowa¢ jednoczesnie: 1) sekwen-
cje wielu genow powiazanych z chorobg (sekwencjonowanie
panelu wybranych genéw), 2) wszystkie regiony DNA ko-
dujace biatka w genomie czlowieka (sekwencjonowanie
caloeksomowe, WES), 3) a nawet caly genom czlowie-
ka (WGS).

W ostatnich latach metody sekwencjonowania wysoko-
przepustowego (ang. high-throughput sequencing, HTS),
takie jak sekwencjonowanie nast¢pnej generacji (NGS,
ang. next-generation sequencing), staly sie szeroko dostepne
i pozwolily na znaczny wzrost liczby nowo identyfikowa-
nych genéw. Efektem rozwoju tych technologii jest znaczna
redukcja kosztow generowania danych sekwencjonowania
oraz ogromny wzrost wydajnosci procesu sekwencjo-
nowania DNA. Analiza wynikow sekwencjonowania
wysokoprzepustowego wymaga wielu krokéw i zlozonej
interpretacji danych ze wzgledu na liczbe nowych wa-
riantéw, identyfikowanych jednoczesnie w wielu genach
(rycina 3).

Analiza wynikéw sekwencjonowania w celu wytypowa-
nia wariantu sprawczego opiera si¢ takze na dokladnej
ocenie fenotypu pacjenta i cztonkow jego rodziny, dlatego
zasadnicze znaczenie maja szczegélowe badania lekarskie
i dokladana analiza dokumentacji medycznej. Najnowsze
technologie sekwencjonowania szybko znalazly miejsce
w diagnostyce genetycznej pacjentéw z HL, np. w postaci
ukierunkowanego sekwencjonowania panelu genéw powig-
zanych z HL, badania WES czy WGS i analizy ich wynikéw
dla znanych i kandydackich genéw. Duzg zaleta tych metod

jest mozliwos¢ ponownej analizy juz istniejacych zbiorow
danych genetycznych w celu zidentyfikowania nowych
gendéw powiagzanych z HL u pacjentdw, ktorzy nie mieli
diagnozy molekularnej. Mozliwe jest rowniez znalezienie
wigcej niz jednej genetycznej przyczyny HL u pacjenta.
To zjawisko, tzw. liczne diagnozy molekularne, staje sie
coraz bardziej powszechne dzieki szeroko zakrojonym
badaniom genetycznym, ktére umozliwiaja jednoczesna
analize wielu genéw. W takich przypadkach moze si¢
okaza¢, ze HL wynika z nakladajacych sie efektow kilku
wariantow genetycznych w réznych genach, z ktérych
kazdy odpowiada za rézne mechanizmy prowadzace do
utraty stuchu. Ta wielowymiarowa analiza jest szczegdlnie
wazna w diagnostyce pacjentéw z nietypowym fenoty-
pem [34].

Nierozwigzane przypadki HL - gdzie jeszcze
nalezy szukac genetycznej przyczyny HL?

U wielu pacjentéw z HL nie udaje si¢ zidentyfikowac ge-
netycznej przyczyny choroby mimo obszernych badan
molekularnych. Czy w takich przypadkach przyczyna HL
na pewno kryje si¢ w genach? A moze sg nig czynniki
$rodowiskowe? Co w przypadku HL rodzinnego, wystepu-
jacego w wielu pokoleniach? Czy mozliwe jest, ze HL jest
elementem wczeéniej nieopisanego zespolu genetycznie
uwarunkowanego?

Te pytania sklaniaja do refleksji nad mozliwo$ciami wspol-
czesnych metod diagnostycznych. Genetyczna przyczyna
HL mogla zosta¢ pomini¢ta w badaniach molekular-
nych z kilku powodéw. Warianty sprawcze znajduja si¢
w sekwencjach gendw, ktére dotychczas nie byty powia-
zane z HL. Genetyczne podloze procesu styszenia nadal
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jest intensywnie badane zar6wno u ludzi, jak i na mode-
lach zwierzecych [35-37]. Dane z szeroko zakrojonych
badan na modelach zwierzecych wskazuja, ze w proces
styszenia zaangazowanych jest okolo 1000 genéw [38].
Co interesujace, istnieje wiele loci chromosomowych po-
wiazanych z HL, dla ktérych nie zidentyfikowano jeszcze
genéw sprawczych. Programy International Knockout
Mouse Consortium (IKMC) i International Mouse
Phenotyping Consortium (IMPC) nieustanie dostarczaja
informacji na temat ewentualnych nowych genéw moga-
cych powodowa¢ HL u czlowieka, a tym samym udzielajg
wskazowek do identyfikowania genéw i wariantéw spraw-
czych w wysokoprzepustowych badaniach genetycznych
[39,40]. Aby jednoznacznie wskaza¢ warianty spraw-
cze w genach niepowigzanych z HL, oprécz informacji
o fenotypach myszy z wprowadzona mutacja genu kan-
dydackiego, niezbedne jest przeprowadzenie szerokich
analiz duzych grup pacjentéw, skompletowanie odpo-
wiednich grup kontrolnych oséb zdrowych oraz wiaczenie
do badania jak najwiekszej liczby krewnych pacjentow.
Oprdcz tych krokéw nalezy pamietaé o przeprowadzeniu
badan funkcjonalnych dla typowanych wariantow. W tym
celu nalezy wykona¢ testy na modelach komdrkowych
i/lub zwierzecych.

Oprdécz badan funkcjonalnych na myszach coraz czesciej
wykonywane sg badania z uzyciem dania pr¢egowane-
go (fac. Danio rerio, ang. zebrafish). W poréwnaniu do
myszy danio pregowany ma o wiele wigkszg liczbe po-
tomstwa, przechodzi zewnetrzne zaplodnienie, ma szybszy
rozwoéj embrionalny, jego larwy sg przezroczyste, ale przede
wszystkim dostepnych jest wiele bardzo wydajnych metod
manipulacji jego genomem. Danio pregowany jest wyko-
rzystywany w badaniach nad komdérkami rzesatymi ucha
wewnetrznego, ktére odgrywaja kluczowa role w proce-
sie styszenia i sa wrazliwe na uszkodzenia genetyczne.
Powyzsze cechy czynig dania pregowanego idealnym
modelem do badania funkcji genéw zwigzanych z HL
[41,42]. Warto podkresli¢, ze ok. 82% genéw powiazanych
z chorobami czlowieka ma swoéj odpowiednik (ortolog)
u dania pregowanego [43].

Oszacowanie, jak duzy procent niewyjasnionego mole-
kularnie, dziedzicznego HL powodowany jest wariantami
w genach dotychczas niepowigzanych z procesem slysze-
nia, jest nad wyraz trudne. Niemniej stale rosnaca liczba
badan i artykuléw na ten temat sugeruje, Ze analiza wa-
riantéw w ,,nowych” genach stanowi obiecujacy kierunek
w poszukiwaniu genetycznych przyczyn HL.

Niewykluczone, ze warianty patogenne dla HL umiej-
scowione sa glteboko w intronach lub regionach
regulatorowych gendw zwigzanych z HL. Mozliwe jest,
ze warianty sprawcze dotycza nieznanych eksonéw lub
alternatywnych transkryptéw, czyli eksonéw niewcho-
dzacych w sklad podstawowych transkryptow gendw
powiazanych z HL [44-47]. W DFNBI powodowanym
przez mutacje genu GJB2 opisano patogenny wariant zlo-
kalizowany w sekwencji promotora — mutacja ta prowadzi
do znacznego zmniejszenia ekspresji genu [48]. Natomiast
w przypadku DENX2, za ktorego powstanie odpowiada-
ja warianty w genie POU3F4, opisano obszerna delecje
regionu regulatorowego w obszarze 5 UTR genu [49].
Kolejnym przykladem mutacji w regionach niekodujacych

sa warianty umiejscowione gleboko w intronach, ktére po-
woduja nieprawidtowe skladanie transkryptu, a takze te,
ktére sg zlokalizowane poza konserwatywnymi regionami
sktadania transkryptéw. Takie warianty moga skutkowa¢
wlaczeniem pseudo-eksonéw do mRNA. Pseudo-eksony
moga powodowa¢ zmiang ramki odczytu, co w konsekwen-
cji prowadzi do skrdcenia biatka, jak opisano to dla genow
USHZ2A [18-20] i MYO6 [50]. DFNAS5 powodowany jest
intronowymi wariantami genu GSDME, ktére prowadza do
delecji 6smego eksonu w tanskrypcie. Skutkuje to nabyciem
przez biatko nowej funkgji (efekt gain-of-function) [51,52].
Prawdopodobnie niektdre sprawcze warianty moga doty-
czy¢ nieznanych eksondéw znanych genéw powigzanych
z HL. Doktadna charakterystyka genomu ludzkiego wciaz
nie jest kompletna, dlatego dodatkowe eksony znanych
genow HL moga nadal by¢ niezidentyfikowane. W przy-
padku genu MYOI15A odkryto nieopisany ekson, ktory
jest alternatywnym miejscem startu transkrypcji [53].
W celu potwierdzenia patogennoéci typowanego warian-
tu w nieznanym eksonie genu HL powinno si¢ okresli¢,
czy ekson ten jest transkrybowany w uchu wewnetrznym,
przez co jego mutacje moglyby uszkadza¢ stuch. Niestety
liczba niezidentyfikowanych eksonéw i ich znaczenie dla
powstawania HL nie sg znane, dlatego dalsze analizy trans-
kryptomu ucha sg niezbedne do poznania pelnej struktury
gendw i okreslenia ich roli w procesie slyszenia.

Nie mozna réwniez wykluczy¢, ze prawdziwy wariant
sprawczy zostal wykryty w badaniach molekularnych, ale
pominigto go w trakcie analizy (np. warianty liczby kopii
- CNV, ang. copy number variants, warianty strukturalne
- SV, ang. structural variants) lub zostat blednie zinter-
pretowany jako niepatogenny. Wydaje sie, ze niektdre tzw.
warianty ciche nie wplywaja na sekwencje aminokwasowa
kodowanego bialka, ale moga oddzialywa¢ na sktadanie
transkryptu, czego przykladem jest wariant ¢.5331G>A
(p-Leul777Leu) w genie TECTA (DFNA8/12), powodu-
jacy wykluczenie eksonu 16 z transkryptu i powstanie
nieprawidlowej alfa-tektoryny [54]. Inne warianty ciche
moga wplywac na szybko$¢ syntezy bialka i powodowac
jego nieprawidlowe faldowanie [55,56].

W trakcie analizy wynikéw NGS (sekwencjonowa-
nie panelowe, WES, WGS) odrzucane s3 zmiany czeste,
tak zwane polimorfizmy (rycina 3). Polimorfizm to
wariant genetyczny, ktéry nie jest mutacja patogenna
i wystepuje u wigcej niz 1% populacji. W przeciwien-
stwie do tego warianty powodujace dziedziczny HL to
w zdecydowanej wiekszoéci warianty rzadkie, o czesto-
$ci wystepowania w populacji ogélnej mniejszej niz 1%.
Znane s3 jednak pewne prawdziwe warianty sprawcze
dla HL, ktére moga zosta¢ pominiete w trakcie analizy,
poniewaz ich czesto$é wystepowania w réznych subpopu-
lacjach moze przekracza¢ 1%, np. p.Gly12fs, p.Met34Thr
ip.Val37Ile w genie GJB2 lub haplotyp CEVA, ktérego iden-
tyfikacja prawdopodobnie wyjasnia HL u duzego odsetka
pacjentéw z jedna zmiang w genie SLC26A4 [30,57].

Istnieje tez prawdopodobienstwo, zZe wariant sprawczy
zostal zidentyfikowany, ale odrzucony ze wzgledu np. na
niepasujacy fenotyp, niewystarczajaca liczbe dowoddw kli-
nicznych, brak jednoznacznych danych populacyjnych czy
zlozone mechanizmy dziedziczenia. Interpretacja wynikow
badan genetycznych moze by¢ utrudniona przez opisane
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Rycina 4. Niepetna penetracja na przyktadzie rodziny z ADHL. Rodowdd przedstawia rodzine, w ktérej dziedziczny niedostuch nie
ujawnia sie u wszystkich nosicieli patogennego wariantu genetycznego. U pacjenta zaznaczonego kétkiem mutacja nie prowadzi do
objawéw klinicznych, co stanowi przyktad niepetnej penetracji i moze utrudniac interpretacje dziedziczenia oraz diagnoze genetyczng;
probanda oznaczono strzatka, czarne symbole oznaczajg osoby z niedostuchem, puste symbole osoby zdrowe

Figure 4. Incomplete penetrance in a family with ADHL. The pedigree depicts a family in which hereditary hearing loss does not manifest
in all carriers of the pathogenic genetic variant. In the case of the individual marked with a circle, the mutation does not lead to clinical
symptoms, representing an example of incomplete penetrance that can complicate inheritance interpretation and genetic diagnosis; index
patient is marked by an arrow, black symbols indicate patients with hearing loss, empty symbols indicate healthy individuals

wecze$niej zjawisko zmiennej ekspresji lub niepelnej pene-
tracji. To ostatnie pojecie odnosi sie do sytuacji, w ktorej
osoba noszaca patogenny wariant genetyczny nie wykazuje
objawéw choroby (rycina 4). Jesli liczba dostepnych czton-
kéw rodziny, w przypadku ktérych mozliwe jest wykonanie
analizy wynikéw badan genetycznych, jest ograniczona, ist-
nieje ryzyko btednej interpretacji danych. Jesli dodatkowe
informacje o objawach, takich jak nietypowe cechy feno-
typowe u krewnych pacjenta, nie zostana uwzglednione,
wariant moze zosta¢ blednie odrzucony. W takich sytu-
acjach pomocne moze by¢ poréwnanie wynikow badan
pozostatych cztonkdéw rodziny oraz innych oséb o podob-
nym obrazie klinicznym.

Prawdopodobnie HL w niektérych przypadkach moze
mie¢ inny od monogenowego sposob dziedziczenia.
U takich pacjentéw warianty w okreslonym genie musza
wspolwystepowad z wariantami w jednym (dziedzicze-
nie dwugenowe) lub kilku innych genach (dziedziczenie
oligogenowe), aby spowodowa¢ chorobe. Patogenne wa-
rianty genetyczne mogg tez znajdowac si¢ w regionach
regulatorowych RNA. Znaczna cze$¢ ludzkiego genomu
jest transkrybowana na niekodujagce RNA (ncRNA), ktore
nie koduje bialek, lecz pelni wazne funkcje regulatoro-
we. Wérdd nich znajdujg si¢ mikroRNA (miRNA) oraz
dlugie niekodujace RNA (IncRNA), ktore sg intensywnie
badane w kontekscie funkcjonowania ucha wewnetrzne-
go [58,59]. Mutacje w genach kodujacych miRNA, takie
jak w genie MIR96, zostaly powigzane z utrata stuchu
zaréwno u ludzi, jak i u myszy [60,61]. Badania wyka-
zaly, ze miRNA odgrywa gltéwna role w regulacji genéw
niezbednych do prawidlowego rozwoju ucha wewnetrz-
nego [62]. Regiony kodujagce miRNA i IncRNA s3 tylko
cze$ciowo uwzgledniane w badaniu WES, ktore analizuje
glownie regiony kodujace biatka. LncRNA, ktdre czesto sg
transkrybowane z regionéw miedzygenowych, moga by¢
w pelni zidentyfikowane dopiero za pomoca sekwencjo-
nowania calogenomowego (WGS).

Z jednej strony ogromna liczba generowanych danych
moze prowadzi¢ do pominiecia wlasciwego wariantu
sprawczego, z drugiej — dopiero zastosowanie WGS daje
szans¢ na odkrycie nowej genetycznej przyczyny HL.

Whioski

Podsumowujac, w ciagu ostatnich 20 lat mozliwosci
diagnostyki genetycznej pacjentéow z HL znaczaco si¢
rozwinely. Jednak postep technologiczny wiaze si¢ z ro-
sngcymi wymaganiami dotyczacymi analizy i interpretacji
wynikow.

Dziedziczny HL caly czas stanowi istotne wyzwanie dia-
gnostyczne. Mimo wielkiego postepu technologicznego
i dynamicznego rozwoju technik biologii molekularnej
problem utraconej dziedziczno$ci dotyczy duzej liczby
pacjentoéw nie tylko z HL, lecz takze innymi chorobami
rzadkimi. Pojawienie si¢ NGS zrewolucjonizowalo dia-
gnostyke genetyczna pacjentow, otworzylo dotychczas
niedost¢gpne mozliwosci identyfikowania molekularnych
przyczyn chordb, ale jednoczesnie przyniosto duze wy-
zwania zwigzane z analizg i interpretacja otrzymywanych
danych. Coraz czgsciej w Polsce i na $wiecie standar-
dem staja si¢ badania panelowe, WES, a nawet WGS.
W dalszym ciagu niezbedne sg réwniez badania funkcjo-
nalne oraz nieustanny rozwoj narzedzi bioinformatycznych
wspierajacych interpretacje danych. Tylko kompleksowe
podejscie pozwala w pelni zrozumie¢ molekularne mecha-
nizmy powstawania HL i choréb rzadkich.

Finansowanie

Niniejsze badania i artykut nie otrzymaly zadnej dotacji
od agencji dziatajagcych w sektorze publicznym, komer-
cyjnym lub non-profit.
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