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1. Bevezetés

A hallaskérosodasok a leggyakoribb érzékszervi rendellenességek. Az esetek mintegy
40%-aban ismeretlen az eredetiik. Koriilbeliil 30%-ban genetikai hatteri a probléma, ebbdl
3% a szindromas, 27% koriili a nemszindromas esetek aranya. Prenatédlis okok (rubeola,
intrauterin CMV fertéz¢és, anya alkohol ablzusa, malformaciok, stb) 11-12%-ban, mig
perinatalis okok (sziiletéskori oxinénidnyos allapot, korasziilés) 9%-ban felelosek a
hallaskarosodéasokért. Postnatélis okok (meningitis, traumék, kemo- és antibiotikum terépiak)
6-8%-ot tesznek ki. A nem-szindrémas, genetikai eredetli hallasvesztés koriilbeliil minden
ezredik 0jsziilottnél tapasztalhato. Az esetek 60-70%-ban 6roklédik, az érintettek mintegy
négyotodénél autoszomas recessziv modon. Ezeknél a pacienseknél a fenotipus valtozatos
lehet. Eppugy eléfordulhat sulyos foku hallaskarosodas, vagy teljes hallasvesztés, mely mar
csecsemd korban jelentkezik, stabilan megmarad és a teljes hallhato frekvenciatartomanyt
érinti, mint a beteg 20-as, 30-as éveiben kezdddd, lassan progrediald, kozepes fokunal nem
stlyosabba valo hallasromlds. Akiknél a sziiletés utan, vagy kisgyermekkorban jelentkezik a
probléma, legtobbszor nem tanulnak meg besz€lni, és jelbeszéddel kommunikalnak. A nem-
szindromas hallasvesztés korai, csecsemoOkori detektalasa lehetévé teszi, hogy ezek a
gyermekek megfeleld célzott kezelésben (pl. cochledris implantaco) részesiiljenek, igy teljes
értékli tagjava valjanak a tarsadalomnak. Minél hamarabb megallapithatdo a hallasvesztés
pontos oka, anndl nagyobb az esély, hogy ezek a gyermekek megfeleld kezelés hatdsara jol,
vagy akar kitlinéen megtanuljanak besz¢lni.

A halléasvizsgalatok kivitelezése ujsziilott, illetve kisgyermekkorban nehéz feladat. Az
ugynevezett ,.szubjektiv”’ halldsvizsgalati modszerek a vizsgalt személy visszajelzésén
alapulnak. Ez olyan szintli tudatossag meglétét feltételezi, mely szerint az illetével
kommunikalni lehet, elmagyardzni neki, milyen jellegili lesz a feladat, és az elvart visszajelzés
modjat is meg kell értenie, azaz jeleznie kell, mit hall, mennyire jol hallja (érti) €s esetleg azt
is, melyik oldalon. Kisgyermekek audiologiai vizsgalata jol képzett asszisztenciat,
megfelelden kialakitott vizsgalati helységet igényel, valamint jo eredménnyel csak 2-3 éves
kortol alkalmazhato.

A hallasvizsgalatok masik nagy csoportjat az ugynevezett objektiv audiometriai
vizsgélatok alkotjak. Kozos jellemzdjiik, hogy fizikai, vagy elektrofizioldgiai paraméterek
mérésével gylijtiink informaciot a vizsgalt személy hallasanak allapotardl. Egyiittmiikodést
semmilyen formaban nem igényelnek. A legfontosabb, rutinszertien alkalmazott vizsgéalatok
koziil els6 a tympanometria, amivel a dobhartya allapotat vizsgéalhatjuk, és a dobiireg
l1égtartoképességérol, esetleges folyadéktartalmardl is felvilagositdst ad. A halléecsontok
lancolatanak allapotarol is ad informaciot az eljaras. A belso fiil vizsgalatara a leggyakrabban
az ugynevezett otoakusztikus emisszid valamelyik forméjat hasznaljuk. Ezen vizsgalat soran a
cochlea (kiilsd) szdrsejtjeinek az allapotarol kapunk felvilagositast, megmutatja a szorsejtek
barmilyen okbol bekovetkezd pusztulasat. A szegedi klinikdn az Ggynevezett disztorzids
otoakusztikus emissziot alkalmazzuk (DPOAE). A hallopalya kezdeti szakaszat vizsgalhatjuk
az agytorzsi kivaltott valaszok (BERA - Brainstem Evoked Response Audiometry)
felhasznalasaval. Amennyiben az eldbb emlitett (objektiv) vizsgalati modszerek egyikével
sem sikeriil kimutatni a halldskarosodast, de tudjuk, hogy fennall, nagy valdszinliséggel Un.
idegi tipust hallascsokkenéssel, retrocochlearis laesioval allunk szemben. A BERA
lehetdséget ad arra is, hogy a hallaskiiszobot megbecsiiljiik. Mivel regisztracidja soran kicsi,
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uV nagysagrendii potencidlokat mériink, sokdig kell mozdulatlanul fekiidni. Ezt
kisgyermekek esetében altatassal oldjak meg, mely sajnos kockazattal jar.

A nem-szindromas hallasvesztés hatterében rejld mutaciok detektalasa igen
junction beta-2 alegységet kodold) gént azonositottdk, melynek muticidja felelés a nem-
szindromas hallasvesztés kialakulasaért. Manapsag mar koriilbeliil 40 génrdl bizonyitottak be,
hogy mutécioik feleldsek a korkép kialakuldséért. Az azonositott géneken beliil is szadmos
polimorfizmust irtak le. Az eurdpai populdcidban a GJB2 gén mutécidi korilbeliil 7-15%-ban
felelések a nem-szindromas hallasvesztés kialakulasaért. A leggyakoribb GJB2 mutécio a
35delG mutacid, melyre nézve az eurdpai populdcid koriilbeliil 1,5-3%-a hordozé. A GIB2
gén esetén alkalmazott modszer a mutaciok felderitésére a tobbi ismert gén esetében nem
alkalmazhat6 a klinikumban, mert azok mérete nem teszi lehetdvé a koltséghatékony
diagnosztizalast. A nem-szindromas 6rokl6dd hallasvesztés hatterében azonban nem csak a
GJB2 gén mutacidi allhatnak: példaul a GIB3, GJB6, GJA1, COCH, KCNQ4, SLC26A4,
POU3F4, vagy a MYO6-ban bekdvetkezé mutdciok is okozhatnak ilyen hallasproblémat.
Ezen gének defektusai jellemzdéen a bels6 fiil igen érzékeny ionhdztartdsaban okoznak
zavarokat, vagy a szorsejtek differencidlédasaban, vagy érésében jatszanak szerepet.

Genomi DNS-t (gDNS) a klinikumban altalaban EDTA-val antikoagulalt, periférias

vénabol levett vérbdl nyeriink. Ennek azonban vannak hétranyai: a vénas vérvétel gyermekek
esetében 1ijesztd lehet, a vér tarolasahoz hiitd kell, mely a laborban helyet, illetve viszonylag
sok energiat fogyaszt, és a DNS Kkitisztitdsa sok id6t igényel, még draga, j6 mindségl kit
hasznélataval is.
A vilag fejlett allamaiban az 1950-es évek oOta zajlanak anyagcsere-betegségeket sziird
programok, melyek a levett vér tdrolasat ugynevezett Guthrie-papiron, vagy Guthrie
kartydkon oldjak meg. Ezek a kartyak specialisan kezelt itatospapirok, amelyekre a 2-4 napos
ujsziilottek sarkat megszarva, 4-6 csepp vért szaritanak, majd postai levélként eljuttatjak oket
a megfeleld diagnosztikai centrumba. Ezekben a centrumokban a papirra széritott vérbdl az
arra alkalmas moddszerekkel olyan metabolitok meglétét, hidnyat, vagy mennyiségét lehet
megallapitani, amik jelzik a kérdéses anyagcsere-betegségek esetleges fennallasat. Torténtek
ugyan kisérletek nukleinsavak (mind RNS, mind DNS) Guthrie-papirokra szaritott vérbol
torténd Kkitisztitasara és felhasznalasara genetikai analizisre, de ezek a moddszerek széles
korben nem terjedtek el, és nem vizsgaltak az alkalmazhatosagukat részletekbe menden. Igy a
szaritott vért tovabbra is elsdsorban fehérjék, metabolitok kimutatasara hasznaljak.

2. Célkitiizések

Celkittizéseink egyik csoportja az volt, hogyan Ilehetne a kovetkezO paramétereket

optimalizalni, illetve meghatdrozni:

1. Megvizsgaltuk harom kiilonb6z6 moddszer alkalmazhatésagat genomi DNS Guthrie
papirra szaritott vérbdl torténd kitisztitasara.

2. A szaritott vérek Guthrie papiron torténd eltarthatosaganak korlatai: a kinyerhet6 DNS
mindsége és mennyisége a papirra szaritott vér koranak fliggvényében.

3. Egy szaritott vércseppbdl kivont genomi DNS-oldatbdl elvégezheté PCR reakciok
szamanak meghatarozésa.

A kovetkezo kérdésekre kerestiik a valaszt a vizsgalt populaci6 alapjan:

crer
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A GJB2 gén egyéb mutacioinak eléfordulési gyakorisaga ugyanezen pacienseink korében.
Mas (nem GJB2) génekben eldfordulé mutaciok gyakorisaganak vizsgalata.

7. Annak vizsgéalata, hogy mas (nem GJB2) génekben eldforduld mutaciok hogyan
befolyésoljak az alany hallésat.

A genetikai és az audiologiai profil kozott meghatarozhatd-e Osszefiiggés?

9. A taldlt eredmények hasznalatabol a cochlearis implantacidé profitdlhat-e: a genetikai
profil alapjan az audioldgiai profil megjosolhato-e egyes személyek esetén?

o

S

3. Anyagok és médszerek

3.1. Guthrie papirok

A Szegedi Tudomanyegyetem Gyermekgyogyaszati klinikdjara érkeznek az orszag keleti-
délkeleti részébdl az 1jsziilott osztalyokrol a Guthrie-papirra széritott vérek. 576 db-ot
valasztottunk ki koziiliik véletlenszerlien, ezekbdl a mintdkbol allt az egyik vizsgalt
populacié. 48-48 db minta 1996 és 1997-bol szarmazott, tovabbi 96-96 db-ot valogattunk az
1999, 2000, 2001, 2004, 2005-6s évekbdl.

3.2. Pacienseink

A mésik vizsgalt csoport 318 egyénbdl allt. Elsdsorban a klinikdnkon cochlearisan
implantalt (CI), ismeretlen eredetii hallaskarosodasban szenvedd betegeink (52), illetve CI-
jeloltek (56), valamint hozzétartozoik (n=163) adtdk a vizsgalt populdcidé nagy részét. CI-
hasznalok és CI jeloltek esetében a beszédértés 25%, a hallaskiiszob pedig 70dB alatt volt. 20
Cl-vel rendelkez6 paciensiink csalddtagjainak szlirésére nem volt médunk. Néhany klinikai
beteglink is részt vett a programban, 6k a fenti feltételeknek egyénenként szintén megfeleltek
(n=47).

3.3. Az altalunk vizsgalt gének, régiok
Gén Exon Amplifikatum
# kezd vége hossz kezd vége hossz név
GJB2 1 1430 2110 681 1385 1804 420 | DF1f
1798 2121 324 | DF2f
12SrRNA 1 650 1603 954 1400 1620 221 | DF3f
TRNS1-
TRND 7446 7586 141 7336 7600 265 | DF4f
COCH 4 4235 4386 152 4192 4477 286 | DF5f
5 4865 4927 63 4733 5125 393 | DF6f
6and 7 5894 6176 283 5854 6196 343 | DF7f
GJA1 1 11207 12355 1149 11201 11335 135 | DF8f
GJB3 1 1674 2486 813 1636 1979 344 | DFof
1961 2240 280 | DF10f
2239 2492 254 | DF11f
GJB6 1 734 1519 786 724 1082 359 | DF12f
1077 1340 264 | DF13f
1272 1583 312 | DF14f
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Gén Exon Amplifikatum
# kezd vége hossz kezd vége hossz név
KCNQ4 1 83 396 314 8 415 408 | DF15f

5| 35336 | 35461 126 | 35281 | 35477 197 | DF16f

6and7 | 35864 | 36249 386 | 35861 | 36262 402 | DF17f
SLC26A4 4| 13530 | 13714 185 | 13463 | 13829 367 | DF18f

6and7 | 22568 | 22903 336 | 22524 | 22920 397 | DF19f

10 and 11 33769 | 34082 314 | 33764 | 34143 380 | DF20f

13 | 37408 | 37477 70 | 37358 | 37555 198 | DF21f

17 | 43697 | 43751 55| 43648 | 43799 152 | DF22f

19 | 51905 | 51988 84 | 51858 | 52086 229 | DF23f

POU3F4 1 33 1119 1087 15 405 391 | DF24f
401 783 383 | DF25f

777 1132 356 | DF26f

MYO6 2| 68301 | 68464 164 | 68259 | 68570 312 | DF31f

91363 | 91504 142 91332 | 91518 187 | DF32f

92003 | 92199 197 91872 | 92216 345 | DF33f

31 | 164846 | 165097 252 | 164830 | 165193 364 | DF34f

GJB2 1 1430 2110 681 1798 2124 327 | DF35f
1651 1804 154 | DF36f
GJB6 1 734 1519 786 734 981 248 | DF37f

978 1233 256 | DF38f

1226 1531 306 | DF39f

POU3F4 1 33 1119 1087 20 277 258 | DF40f
259 571 313 | DF41f
454 809 356 | DF42f
803 1134 332 | DF43f
SLC26A4 4| 13530 13714 185 | 13523 | 13733 211 | DF44f

6and7 | 22568 | 22903 336 | 22558 | 22837 280 | DF45f

22690 | 23042 353 | DF46f

KCNQ4 6and7 | 35864 | 36249 386 | 35864 | 36152 289 | DF47f
36059 | 36263 205 | DF48f
COCH 5 4865 4927 63 4733 4959 227 | DF49f
GJB2 1 1430 2110 681 809 | DF2 FIR
1. Tablazat

A kivalasztott gének és vizsgalt régioik. Az altalunk hasznalt primerek nevét és hosszat is feltiintettiik.

3.4. A DNS kitisztitasa, PCR reakciok

A genomi DNS-t a levett vénas, EDTA-val antikoagulalt 3 ml vérbol a Gentra ,,Versagene
Blood Kit”-jével extrahaltunk. Egy alkalommal 400 pl vérbdl tisztitottunk DNS-t, a

A Guthrie papirra szaritott vérek esetében 4 mm-es korongokat vagtunk ki a papirbol. 3
genomi DNS-tisztitdé mddszer hatékonysagat vizsgaltunk.

Az elsé modszer esetében a korongokat 200 ul Eppendorf Hotmaster Taq pufferbe, PCR
csovekbe helyeztiik. Ezutan 10 percig 96 °C, 10 percig 25 °C, végiil ismét 10 percig tartd 96
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°C-os hokezelés utan 16 000g-n centrifugaltuk a mintdkat 2 percig. A feliiliszot ezutan
atpipettaztuk steril csovekbe, majd hiitében taroltuk 4°C-on tovabbi felhasznalasig.

A masodik modszer szerint a papirkorongokat 200 ul Eppendorf Hotmaster Taq pufferbe
helyezés utan 55°C-os vizfiirdében inkubaltuk 10 percig, majd 16 000 g-n centrifugaltuk 2
percig. A feliiluszot szintén 4°C-on taroltuk tovabbi felhasznalasig.

A harmadik modszer a masodik modszer kiegészitése azzal, hogy a mintdkat az 55°C-os
vizfirdében torténd inkubalas kozben (10 percig) ultrahangos szonikaldssal is kezeltiik.
Ezutan szintén ugyantgy centrifugaltuk, majd taroltuk dket.

A mintdkbol ezek utan PCR kisérleteket végeztiink. Vizsgaltuk mind a mintdk koranak
hatdsat, mind a gDNS higithatosagat. A 2. Tablazatban talalhato primerekkel dolgoztunk.

Primer név Szekvencia Leiras

ICF CCC ACC TTC CCC TCT CTC CAG GCA AAT GGG | Bels6 kontrol (serine proteinase inhibitor gene)
ICR GGG CCT CAG TCC CAA CAT GGC TAA GAG GTG | Bels6 kontrol (serine proteinase inhibitor gene)
GJIC AGT GAT CGT AGC ACA CGT TCT TGC A Ko6z6s reverz primer a GJIB2-h6z

GIW GCA CGC TGC AGA CGA TCC TGG GGA G Primer a GJB2 35delG vad allél detektalasahoz
GIM CAC GCT GCA GAC GAT CCT GGG GAT Primer a GJB2 35delG allél detektalasahoz
DF2F TCT CCC TGT TCT GTC CTA GC GJB2 exon és flanking régié szekvenalashoz
DF2R TTT CCC AAG GCC TCT TCC AC GJB2 exon és flanking régid szekvenalashoz

2. Tablazat
A PCR, és AS-PCR kisérletek soran, a GJB2 gén 35delG mutaciéjanak kimutatasira alkalmas primerek,
valamint a GJB2 kédolé exonjanak szekvenalasahoz hasznalt primerek szekvenciai

PCR reakciokkal vizsgaltuk a mintak koranak (a tarolas soran eltelt id6) hatasat, a gDNS
oldat higithatésagat a PCR reakciokban torténd felhasznalds soran, valamint a PCR
primereink specificitasat. Allél-specifikus PCR (AS-PCR) reakciokat végeztiink a GJIB2 gén

crer

A DF2F/DF2R primerek termékeit megszekvenaltuk mind a 318 paciensiink mintajan.

3.5. dHPLC

A Helix System-et és a Varian Star Workstation szoftvert hasznaltuk az SZTE AOK II. sz.
Belgyogyaszati klinikdjan a dHPLC mérések elvégzéséhez. Mind a 49 primer vizsgalata mas
dHPLC bedllitasokat igényelt, ezek részletezésétdl terjedelmi okok miatt eltekintiink.

3.6. Audioldgiai vizsgalatok

A klinikai audiologiai vizsgalatokat a nemzetkozileg elfogadott sztenderdek alapjan
végeztik. A tisztahang kiiszobot rendre 125, 250, 500, 1000, 2000, 4000, 8000 Hz-en
hataroztuk meg. A kovetkez6 kategoéridkra osztottuk az audioramok alapjan a
hallasvesztéseket: -10-20 dB: normal hallas 20-30 dB: enyhe foku hallaskarosodéas 30-70 dB:
kozepes foku hallaskarosodas 70-90 dB: sulyos foka 90< dB: siketséggel hataros
hallaskarosodas. A mérések nagy részét a klinikdnkon taldlhaté GSI 16 tipusti audiométeren
végeztiik, mindossze néhany paciensiink leletei késziiltek mas intézetben.
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4. Eredmények és diszkusszio

4.1. DNS preparélasa, PCR optimalizalas

Year 0 1996 19897 1899 2000 2002 2004 2005

Ml12 2|1 2 al1 2 a]1 2 a|m[1 2 2|12 3|1 23|12 3] Rendre 0,5, 2, és 10 ].ll genomi DNS
(=] p—————— il - gy templat oldat felhasznadldasaval megmutattuk,
E hogy az éltalunk vizsgalt szaritott vérbdl torténd

Year 0 1996 1997 1996 2000 2002 2004 2005 DNS ’extra'kcms modszgek ’kozul a 9’6 C-on
(el sl 2 sl e el 2 sl 2 2| forralds adja a legmegbizhatobb eredményt. A
--------- Te= —==——==-=-"| masik két moddszerrel, a mintak koratol
fiiggetlentil, a PCR-ek nem adnak kielégitd,
Year 0 1996 10097 1999 2000 2002 2004 2005 | megbizhatd eredményt (1. abra)

Ml12 3h 2 3]t 2312 3wt 23]t 231 2 3|12 3]

©

1. abra

1=0.5pl, 2 =2.5pl, 3 =10 pl gDNS templait oldat (a): 10 perc@96°C 1 perc@25°C 10 perc@96°C percig,
PCR-eszkozben (b): 10 perc@5S5°C vizfiirdében (c): 10 perc@S5°C vizfiirdében, ultrahang szonikalassal
Az 1,2,3-as szammal jelzett mintak mindig ugyanabbél a gDNS oldatbél szarmaznak, mind a 3 ((a), (b).
(c)) mérés-sorozatban.

A mérések soran a gDNS templat
higitdsanak lehetdségét is vizsgaltuk. Azt
kivantuk megbecsiilni, hogy egy csepp
szaritott vérbél mennyi PCR reakcid
elvégzése lehetséges, lehetoség van-e
nagyobb gének (néhanyszor tiz kilobazis)
szekvencidjanak meghatarozasara.
(2. abra)

2. abra

A PCR termékek hozzavetoleges mennyisége, a Guthrie papirbol extrahalt gDNS higitasaval 6sszevetve

1. nincs higitas, 2. 5x higtas, 3. 50x 4. 500x, 5. 1000x higitas. “bp”: létra. A DF2F primerrel végzett
kisérlet. Ezen primer termékének a hossza 809 bp. A savok intenzitasa a higitassal forditottan aranyosan
csokken.

1% 5% 10x  50% 100x 500x 1000x 5000x Az EDTA-val antikoagulalt vénas vérbdl
kitisztitott gDNS kiilonboz6 higitasaival késziilt
PCR-kisérletek eredménye. Mintegy 500x-o0s
higitast lehet elérni. (3. abra)

3. abra

A GJW primerrel Kkésziilt PCR (35delG vad
genotipust detektil) A szamok a higitas mértékét
jelzik. A legals6 sorban a PCR-primer dimerek
lathatok, melyekbél egyre tobb van, ahogy a PCR
termékbdl egyre kevesebb keletkezik.
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A mintdk  (Guthrie
it ?Oznllmg‘ 11Igigﬁl3|I }Q?J?SI 1 }929? el @?3_1%@}3%%%!, r.|x]20|53|u papirok) koranak hatisa a PCR

mindségére. Megfelel6 DNS

extrahalas és higitas esetén akar
= ] = tiz éves mintdkon is
- o = megbizhatd, aspecifikus PCR
pa Wity = i termékektél  mentes  PCR

"""""-"""_qm Sewswm—ww—-ww ., végezhetd.(4. dbra)

| [

4. abra

A DF2F  primerrel végzett
kisérletek. 1 kbp és 750 kbp: molekulatomeg-kalibracié (“M”). Nem voltak aspecifikus PCR termékek
ezzel a primerrel, ha az (a) médszert hasznaltuk. Itt az 1, 2, 3 mind mas-mas minta volt. Minden évbél 3-3
mintat teszteltiink.

1 2 3 4 5 35delG AS-PCR kisérlet, mely mindhdrom

Mlw mlwmlw m|wmlwmlm genotipust mutatja (5. abra). Az AS-PCR soran

két primer-parral dolgozunk, ugy, hogy az egyik

csak a vad, a masik csak a mutans szekvencia

(Chs e 0 s 0 g 0 g 8 s = esetén elongalodik, azaz képez PCR terméket. Az
S5delGI=Em. B We W W 1,2,3,4,6,7 szdmi mintdk vad genotipusu
egyénektdl szdrmaznak, az 5-06s minta
heterozigdta, a 8-as pedig homozigbta recessziv

Miw m|w m|w m| genotipust pacienstdl szarmazik.
5. abra
M: molekulatomeg-kalibralas (,,létra”), w: vad tipusu
300bp-. up G g S 9 @9 < |C allélt detektz’tl() primel: terméke (G."IW primer), m:
200bp~ . - - < 354eG 35delG+. allél (GJM primer) IC: be,e’lso kontrol (I.CF és
ICR primerek). Itt sem figyelheték meg aspecifikus
termékek

A kisérleteink soran
1 23456788910 hasznalt tobbi primerrel
végezve PCR-t sem keletkeztek
aspecifikus termékek. A
dHPLC kisérletek soran
hasznalt primerek termékei
mintegy 150-400 bp
nagysaguak voltak (6. abra)

6. abra

A szamok az 1. Tablazatban taldlhat6 gének megfelelé primereit takarjak, a ,,DF” jelolés elhagyasval.:

1, 2, 36: GJB2; 3, 4: 12SrRNS; 5, 6, 7: COCH; 8: GJA1; 9, 10: GJB3; 31, 32, 33, 34: MYOG6; 37, 38, 39:
GJBG6; és 40: POU3F4. A gélkép két oldalan talalhaté szamok (,,b” jelolés) a PCR termékek hosszat jelzik,
bazispar egységekben.
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4.2, Mutaciok detektalasa

crer

rasszban a nem-szidromads, Oroklédo hallaskarosodasok nagy szazalékdért ez az egy
pontmutdcido a felelds, és megléte korai életkorban kialakulo, mindkét oldalt, a teljes
frekvenciatartomanyt érintd sulyos foku hallaskarosodast okoz. Minden mintan AS-PCR-t
végeztiink. A Guthrie papirokrol szdrmazd mintdkat mint ,,altaldnos”, a magyar lakossagot
jellemzé mintat tekintettiik, és megallapitottuk, hogy a 35delG- allél gyakorisaga mintegy
2,3%, azaz megegyezik az irodalomban kozolt adatokkal. Az 576 mintdbdl egy esetben sem
talaltunk homozigota recessziv genotipust, ami varhato volt, tekintve a 35delG-- 1/1000 -
1/2000 eléfordulasi aranyat. 13 35delG+- genotipusu egyént talaltunk.

A klinikai pacienseink kozott 51 heterozigota, és 24 homozigota recesziv 35delG
genotipusit pacienst

Osszesen | 35delG +/- | 35delG -/- | # 35delG allélek talaltunk, ami rendre
A - Guthire papir 16% ¢és 7,6%-ot tesz
Személy | 576 13 0 563 ki a 318 vizsgalt
% 100 2.3 0 97.7 mintabol.
B - EDTA-antikoagulalt vér A 318-bol 52 CI
Személy [ 318 51 24 243 hasznél6, vagy Cl-re
% 100 16.0 7.6 76.4 jelolt személy volt,
C - CI felhasznalok (EDTA- EDTA-antikoagulilt vérbl kozottik S
Személy |52 5 11 36 heteroz1iotat, és ’ l’l
omozigotat
% 100 9.6 21.2 69.2 talaltunk  (9,6% és
21,2%)
3. Tablazat

A GJB2 gén 35delG muticidjanak eléfordulasa a vizsgalt populaciékban

A GJB2 gén egyéb mutécioit szekvenalassal hatdroztuk meg. Ezeket a méréseket csak a
klinikai beteganyagon végeztiik el, mert eléforduldsi valdszinliségiik nagyon kicsi, igy az
»altalanos” populacioban nagy valosziniiséggel csak néhanyat, vagy egyet sem taldltunk
volna. Az altalunk talalt muticidkat és szézalékos eldforduldsi aranyukat a 4. Tablazatban

foglaltuk 6ssze.
?umber of | Percent of
GJB2 GJB2 T269C+- GI5A- T101C- G380A -/- G380A +-
mutations | mutations | G109A +- V371 LI0P +R32H +- | +M34T +- R127H R127H
15 2 1 2 1 2 7
5.66 0,63 0,31 0,63 0,31 0,63 2,20
G71A +- G139T+- 176 delG A341G+-/
W24STOP /E47STOP +- | C164T+- | G478 A+- +- E114G+-
10 3 2 1 1 1 2
3.14 0,94 0,63 0,31 0,31 0,31 0,63
25 7.86
Total =
318 100
4. Tablazat

A GJB2 génben talalt egyéb (nem 35delG) mutaciok, és szazalékos el6fordulasuk a vizsgalt populacion
(n=318) beliil.
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A dHPLC mérések soran arra kerestlink valaszt, hogy a genom egyéb, altalunk a
szakirodalom alapjan kivalasztott régidiban milyen gyakorisadggal talalhatok SNP-k (nukleotid
polimorfizmusok, azaz pontmutdciok, melyek vagy okoznak problémat, vagy nem), illetve
ezek SNP-k az éltalunk vizsgalt populacidoban megfeleltethetok-e az audiologai
eredményeknek. A dHPLC méréseket a GJB2 gén kodold exonjanak vizsgalataval
ellendriztiik. Mivel ezt az exont mind a 318 egyén mintajan megszekvenaltuk, igy a dHPLC
mérésekkel Gsszevetve meghatarozhattuk ezen médszer megbizhatosagat. Ugy talaltuk, hogy
minden, a szekvenalas soran talalt SNP esetében a megfelel6 mintanal a dHPLC is kimutatta a
polimorfizust. Egyébként ezt irodalmi adatok is alatamasztjak, létezik kozlemény, mely
szerint a dHPLC 100%-o0s pontossaggal hasznalhato mutdcio-detektalasra. A vizsgalt
koriilbeliil 15 000 mérés adatait 6sszegezve — 131 SNP-t detektaltunk dHPLC-vel. Két gén
egy vizsgalt régidjdban sem talaltunk polimorfizmust (GJA és POU3F4). A talalt SNP-k
szamat az 5. Tablazat foglalja 6ssze. Méréseink alapjan elmondhato, hogy a rutinszer, teljes
korli genetikai szlirés — azaz szekvendlds — még valogatott esetekben is viszonylag ritkdn
vezetne eredményre.

IOsszesen 12s rRNS | COCH GJA1 GJB3 GJB6 KCNQ4 [ SLC26A4 | POU3F4 | MYO6 I

I 131 29 6 0 32 5 37 2 0 21 I

5. Tablazat
A gének vizsgalt régidiban talalt polimorfizmusok szima (a GJB2 gént nem tiintettiik fel)

— Cochlearis implantatum hasznaloknal 35 esetben taldltunk
mutacio db genetikai eltérést, amely feleldss¢ teheté a sulyos foku
csak 35delG-- 6 hallaskarosodasért. Ebbol 12 esetben csak a GIB2 gén vizsgalt
csak 35delG-+ 2 szakaszaban talaltunk mutaciot, 4 esetben a GJB2-ben és mas
T269C+- L90P 1 génben talaltunk eltérést. 17 esetben mas génben is talaltunk
G109A +- V371 1 SNP-t. A kordbban tisztazatlan eredetii halldskdrosodasok
G380A +-RI27H | 1 (alapos anamnézis felvétel, radioldgiai, fiil-orr-gégészeti
G 478 A+- 1 kivizsgalas utdn is rejtve maradt a kivaltdé ok) mintegy

6. Tablazat kétharmadat tudtuk genetikai problémara visszavezetni. 19
esetben azonban a halldskdrosodasnak nem talaltuk genetikai hatterét, ami az esetek 36,5%-a.
Fontos kiemelni, hogy jelen vizsgalatok soran csak olyan régiokat ellendriztiink, melyekrdl
mar az irodalomban korabban megjelentek kozlések. Természetesen a tisztazatlan esetek
mogott - a nem ellendrzott régiokban — allhat 6rokletes probléma. A fenti eredményeket a
6. Téblazatban (azon CI paciensek, akiknél csak a GJB2 gén exonjdban talaltunk eltérést), és
a 7. Téblazatban foglaltuk 0ssze.

Paciens 1 2 3 4 5 6 7
GJB2 35 delG 35 delG
mutacio -- --
dHPLC
primer DF33 DF33 | DF9,DF11,DF33 | DF9,DF33 DF33 | DF33 | DF9,DF17
12srRNS, GJB3, 12srRNS, 12srRNS,
Gén MYO6 | MYO6 MYO6 MYO6 MYO6 | MYO6 | KCNQ4
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Paciens 8 9 10 11 12 13 14
GJB2
mutacio 35 delG+-
dHPLC
primer DF17 DF17 DF6 DF9 DF33 DF9 DF48
Gén KCNQ4 | KCNQ4 COCH GJB3 MYO6 | GIB3 KCNQ4
Paciens 15 16 17 18 19 20 21
GJB2
mutacio 35 delG+- G95A-
dHPLC
primer DF33 DF33 | DF9, DF11, DF17 DF4 DF4 DF12 DF4
KCNQ4, GJB3,
Gén MYO6 | MYO6 KCNQ4 12stTRNS  |12srRNS| GJB6 12srRNS

7. Tablazat

A tablazat azon CI-s paciensek adatait tartalmazza, akiknél a GJB2 génben nem, de mashol igen, vagy a

GJB2 génben is, és mashol is talaltunk SNP-t

5. Osszefoglalas

1.

Megvizsgaltunk és Osszehasonlitottunk 3 eljarast a genomi DNS vérbdl torténd
kitisztitasara Guthrie papirbol. Bebizonyitottuk, hogy egy viszonylag egyszerii
eljarassal tobb szaz kisérlethez elegendé mennyiségli DNS-t lehet extrahalni a papirra
szaritott vérekbdl. 96 mintdbol mintegy fél ora alatt kinyerhetd a fenti mennyiség.
Szignifikansan kevesebb munkaval pucolhatdé DNS szaritott papirrdl, mint EDTA-s
vérvételi csdben tarolt vérbodl, mikozben a tarolas koltségei is joval alacsonyabbak, és
a vérvétel is kevésbé traumatikus a gyermek szdmara.

Munkénk soran megmutattuk, hogy a Guthrie papirra szaritott vérbdl kitisztitott DNS
legalabb 10 évig PCR és szekvendlas céljara hasznalhaté marad, még abban az esetben
is, ha kifejezetten mostoha koriilmények kozott taroljak a papirokat. A GIB2 gén teljes
kodolod exonjat meg tudtuk szekvenalni papirra szaritott vérbdl tisztitott DNS-bdI.

Megmutattuk, hogy egy darab Guthrie papirra szaritott vérbdl (3-4 csepp) kitisztitott
genomi DNS-b6l legalabb ezres nagysagrendii PCR végezhetd. Igy, ha sziikséges,
lehetdségiink van akar nagyobb gének szekvencidinak a meghatarozasara is.

Megmutattuk, hogy az Aaltalunk vizsgélt, véletlenszerlien &sszevalogatott,
Magyarorszag déli-, délkeleti régioibol szarmaz6é mintdkbol all6 populdcioban a
GJB2 gén 35delG muticidja az irodalomban kozolt, a Kaukazusi populéacidra
vonatkoztatott adatokkal megegyezik, mintegy 2-2,5%. Az ismeretlen eredetii
hallaskarosodéasokkal rendelkezd paceinseink esetében ez az ardny mintegy 31-32%,
ami 16-szor magasabb arany, mint amit normal populacid esetében talaltunk.

Szamos mas mutaciot is talaltunk a GJB2 gén kodold exonjaban. Leirtuk a C164T és

176delG polimorfizmusokat, ezeket eddig nem kozolték a szakirodalomban. Adataink
alapjan a 176delG autoszomalis dominans oroklésmenetet mutaté mutacio is lehet. A
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C164T valoészinli fenotipusos eltérést nem okozd polimorfizmus. A tobbi leirt
mutaciot sem tanulméanyoztak részletekbe menden a magyar populacioban.

6. A 318-bdl 29 olyan esetben, ahol valamilyen foku hallaskarosodas is fennall, talaltunk
a GJB2- génen kiviil mas genomi régiokban is eltérést. Ez mintegy 11%-a a vizsgalt
mintanak.

97 SNP-t taldltunk a 318 paciens vizsgalt genomi régidiban. 17 esetben két régidban is
talaltunk SNP-t (két esetben ugyanabban a génben), 8 esetben 3 SNP-t talaltunk, ebbdl
5 esetben a harombol ketté SNP ugyanabban a génben, de masik régioban volt.

7. Habar sok SNP-t taldltunk, a kiterjedt rokonsagi kapcsolatok hianya a populacio-
mintankban nem teszi lehetévé, hogy pontosan megfeleltethessiik egymdsnak a
genetikai és audioldgiai leleteket. A genetikai kutatdsokhoz kitlinden hasznalhato
kiterjedt, nagy csalddok és a rokonsagi kapcsolatok részletes szamontartasa a Nyugat-
Eurodpai €s a magyar csalddok korében kevésbé elterjedt, igy az ilyen adatokra épiild
kutatasok nehezebben kivitelezhetdk ezen orszagokban.

8. Adataink alapjan csak néhany, j6l meghatarozott, alaposan tanulmanyozott esetben
lehetséges az audioldgiai profil meghatarozasa a genetikai leletek alapjan, jellemzbéen
egy-egy gén bizonyos régioi esetében. Mivel ezen mutaciok eléfordulasi gyakorisaga
nagyon alacsony, még ,valogatott populacio” esetén is, megfeleld genetikai-
audiologiai megfeleltetés eléréséhez az orszag lakossaganak minél nagyobb hanyadat
kellene audioldgiai és hallasgenetikai sziirdprogramokba bevonni.

9. Eredményeink alapjan a cochlearis implantaciora torténd kivizsgélds soran a genetikai
teszteknek az elvégzett vizsgalatok részét kellene képezniiik, erre utal a Cl-s
populédcioban talalt genetikai eltérések relative nagy szdma. Vizsgalataink alapjan a
genetikai profilbol az audioldgiai problémakra csak becslést tudunk adni, pontos képet
nem, mégis a talalt mutaciok nagy szdma arra utal, hogy sokkal tobb hallaskarosodas
esetében allhat genetikai ok a hattérben Magyarorszdgon, mint eddig gondoltuk volna.

6. Koszonetnyilvanitas

Els6sorban koszonetemet szeretném kifejezni  dr. habil. Kiss Jozsef Gézanak,
témavezetOmnek. Tovabbi koszonettel tartozok a Fiil-orr-gégészeti €és fej-nyaksebészeti
klinika el6z6, és jelenlegi intézetvezetdjének, Czigner Jend és Jori Jozsef professzoroknak,
valamint Kovacs Kornél professzornak, a Biotechnologia tanszék vezetdjének, hogy lehetévé
tették szdmomra, hogy az intézetiikben dolgozhattam.

Kiilon koszonettel tartozom dr. Csaki Roébertnek, aki a munka végzése soran volt
segitségemre, mint munkatars, és mint barat egyarant. Kdszonettel tartozom Nanai Laszlo
professzornak baratsagaért, aki ha, kezdtem elvesziteni a hitemet a tudomanyban, mindig
vissza tudta azt adni.

Koszonet jar Toth Ferenc kollegamnak a segitségért, amit téle kaptam, és Klem Jézsef PhD
hallgatonak, a Biotechnologia tanszékrol, az otletekért és a laborban nyujtott segitségéért.
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Dr. Télosi Gyula a Gyermekklinikardl biztositotta szamunkra a Guthrie papirokhaz valo
hozzaférést, ezuton is koszonjik neki. Az SZTE II. Belgybdgyaszti klinikdjan dr. Sepp
Robertnek és Csanadi Miklos professzornak tartozom koszonettel, hogy a dHPLC labort a
rendelkezésiikre bocsajtottak, és egyarant koszonom a mérések kezdetén és a késébbiekben
nyujtott segitségiiket.

Koszonet a kaposvari Somogy Megyei Onkormanyzat Duraczky Jozsef Ovodaja, Altalanos
Iskolaja, Egyseges Gyogypedagogiai Modszertani Intézmenye, Diak- és Gyermekotthona, ¢s
a szegedi Klug Péter Ovoda, Altalanos Iskola, Szakiskola, Alapfokii miivészetoktatasi
Intézmény vezetdinek és dolgozoinak és dr Totth Laszld féorvosnak Kaposvarrol a
faradozasért és a segitségért, amit nyujtottak nekiink.

Koszonet a klinika audiologus asszisztenseinek az audioldgiai mérésekért, valamint az
ambulancia dolgozoinak a vérvételek soran nyujtott segitségiikért. A biotechnologia tanszék
laboransainak és a dHPLC laboratérium laboransainak a néha hosszadalmas mérések soran a
tarsasagukért €s az elvégzett munkaért egyarant koszonet jar.

Ko6szoném dr. Fodor Barnanak, baratomnak, aki, ha kellett, szakmailag a rendelkezésemre
allt, alaposan atolvasta ¢€s kritikai észrevételeivel jobba tette értekezésemet.

Koszonjiik dr. Nagy Elemérnek a munka tervezése soran adott dtleteit, valamint hogy néhany
paciensét volt szives hozzank iranyitani.

Nem utolsoésorban halas koszonettel tartozom csaladomnak: sziileimnek, és baratnomnek, dr.
Fazekas Piroskéanak, hogy mindvégig kitartottak mellettem és biztattak, ha kellett.

A munkat a “Gazdasagi ¢és versenyképességi operativ program” tamogatta, a
GVOP-3.1.1-2004-05-0498/3.0 szdmu palyazattal.
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