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1. Uvod

1.1. Genetika vrozené ztraty sluchu

Poruchy sluchu jsou nejcastéjsi smyslovou vadou u lidi. Podle WHO je uplnd hluchota
v raném détstvi pfed rozvojem a fixaci fe€i (tzv. prelingvalni a paralingvalni hluchota)
podmifiuje poruchu vyvoje feci a kognitivnich schopnosti ditcte.

Vyskyt vrozenych vad sluchu byl dlouhodobé podceniovan, a to na zdklad¢
empirického stanoveni frekvence na 1:1000 novorozencu (Morton, 1991). Az zavedeni
celoplo$ného screeningu sluchu novorozenct a nasledného sledovani ve vétsiné vyspélych
zemi odhalilo, Ze incidence je vice nez 3% vyssi: 1 ze 300 novorozenctli se narodi s naprostou
ztratou sluchu, 1 ze 300 ma leh¢i vadu sluchu a dalsi 1 z 300 déti postihne porucha sluchu
pted 18. rokem véku (Schrijver, 2004).

Ptiblizn¢ ¢tvrtina poruch sluchu je zpisobena zevnimi faktory, kterymi jsou zejména
perinatdlni rizika jako nedonoSenost a s ni spojena nizka porodni hmotnost (pod 1500 g),
perinatalni poranéni s krvacenim do CNS, nelécend infekce matky nekterou z agens TORCH
(Toxoplasma, Rubella, CMV, HSV, Parvovirus B19 a dalsi) v kritickém obdobi téhotenstvi,
perinataln¢ ¢i postnatalné prodéland meningitida, uzivani aminoglykosidovych antibiotik a
dalsi (Smith and Van Camp, 1999).

Vice nez polovina ¢asnych poruch sluchu je podminéna geneticky (Schrijver, 2004) a
relativni podil geneticky podminénych poruch sluchu v disledku zlepSujici se perinatélni a
obecn¢ zdravotni péce stoupa.

Zbyla C¢tvrtina je povazovana dosud za idiopatickou, s dalSim rozvojem molekularné
genetickych vySetfovacich metod se vSak predpoklada, Ze bude z velké Casti také prictena do
skupiny zplisobené genetickymi faktory.

Vrozena ztrata sluchu se mtze pojit s dalSimi ptfiznaky a byt tak soucasti syndromu,
pak je oznaCovana jako syndromova, nebo se porucha sluchu vyskytuje izolované, coz je
nejcastéjsi pripad a pak hovofime o tzv. ,,nesyndromové ztrat¢ sluchu® (non-syndromic

hearing loss — NSHL).

Syndromova i nesyndromova ztrata sluchu se mize dédit vSemi typy mendelovské dédicnosti,
ale i mitochondrialné — viz Obrazek 1. Zdaleka nejéastéjsim typem dédi¢nosti je autosomalné

recesivni typ (AR), mnohem vzacnéjsi je autosomalné dominantni dédicnost (AD), a jen

vzacné se objevuje dédicnost vazana na X chromosom (XL) a mitochondrialni dédi¢nost,
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Zevni Extrémné nizka PH (<1500 g)

Krvaceni do CNS
~ 0,
( 25 /0) Infekce plodu (TORCH)
Peri- a postnatalni meningitida

Neznamé AD — Waardenb BOR, Stickl
(~ o5 %) Syndromova ZS — Waardenburg, , Stickler sy
30 % ) AR — Pendred, Usher, JLN syndrom
. v, ( 0 XL - Alport, Norrie syndrom
Genetické -\ Mitochondrialni - MIDD, KS
(~ 50 %)

.2 AD-DFNA164 (20%)
Nesyndromova ZS /. AR _prng1-96 (75 %)

(70 %) % XL _DFNXL-5  (5%)
- Mitochondrialni (5 %)

Obrazek 1 — Rozdéleni vrozené ztraty sluchu podle priciny (zkratky vysveétleny v textu)
jejiz vyznam podle recentnich studii roste, zejména s pouzivinim aminoglykosidovych

antibiotik (Estivill et al., 1998).

1.1.1. Syndromova ztrata sluchu

Syndromova ztrata sluchu (spojeni ztraty sluchu s dal§imi symptomy) se vyskytuje ptiblizné
ve 30 % pripadi. Nejéastéji je ztrata sluchu spojena s poruchami zraku, malformacemi
orofacialni oblasti ¢i mozku, ale mize se také pojit s vrozenymi vadami vnitinich organii bez
jakékoliv zifejmé stigmatizace ¢i poruchy fyzického a mentalniho vyvoje. Syndromu
spojenych se ztratou sluchu jsou znamy stovky.

Nejcastéjsimi syndromy spojenymi se ztratou sluchu jsou nésledujici:

1.1.1.1. Pendrediiv syndrom (PS)
PS mé odhadovanou prevalenci 75 : 100 000 obyvatel, je tedy zifejmé nejcastéjSim typem

syndromové ztraty sluchu a podrobnéji je popsan v nasledujici kapitole.

1.1.1.2. Goldenhariiv syndrom (hemifacialni mikrosomie, HFM)
HFM ma prevalenci 17 :100 000 obyvatel a je typicky asymetrii obli¢eje zpiisobenou

unilaterdlni hypopldzii stfedni etaZe obliceje, malformacemi zevniho a stfedniho ucha, oka a

jeho adnex, vrozenymi vyvojovymi vadami (VVV) mozku, srdce a jinych vnitinich organt.
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Jeho vyskyt je pfevazné sporadicky, pouze 1-2 % se dédi AD ¢i AR (Gorlin, J. J. et al.,
2001).

1.1.1.3. Stickleriiv syndrom (STLS)

STLS se vyznacuje spojenim ztraty sluchu, rozstépt obliceje, progredujici kratkozrakosti,
kataraktou, degenerativnimi zanéty kloubii a v poloviné ptipadl mitralnim prolapsem, jeho
soucasti muze byt i Pierre-Robinova sekvence (Stickler et al., 1965). Je zpisoben mutacemi
v genech COL2A1, COL11A1, COL11A2 a dédicnost je AD (Ahmad et al., 1991). Jeho
prevalence je 10-13:100 000 (Acke et al.,, 2012). Dostupnost molekularné genetického
vySetfeni nékterych gent je i v CR. Viz také odstavec Alelické choroby a tabulka 2.

1.1.1.4. CHARGE syndrom
CHARGE je akronymem pro anglické ndzvy nasledujicich postizeni: kolobom oka, VVV

srdce, atrézie choan, psychomotorickd retardace (PMR) a porucha ristu, genitoureteralni
abnormity, malformace zevniho, stfedniho ¢i vnitiniho ucha. Syndrom ma prevalenci 8§ :
100 000 obyvatel (Kéllén et al., 1999). Dédi¢nost je AD a pfi¢inou jsou mutace v genech
CHD?7 (Lalani et al., 2006) nebo SEMA3E (Lalani et al., 2004) event. mikrodelece ¢i
mikroduplikace v oblastech 7g21.11 a 8ql12.1-2, kde tyto geny lezi (Vissers et al., 2004).
Ptiblizné u 5 % pacientt je pfi¢inou postizeni mikrodelece 22q11.2 (Corsten-Janssen et al.,
2013, p. 11). Molekularn¢ geneticka diagnostika mutaci v genu CHD7 a molekularné

cytogeneticka diagnostika viech tfi mikrodeleci je k dispozici i v CR.

1.1.1.5. Waardenburgiv syndrom (WS)
WS s prevalenci 5-6 : 100 000 obyvatel (asi 5 % neslysicich) (Silan et al., 2004; Tamayo et

al., 2008) je provazen krom¢ ztraty sluchu také poruchou pigmentace, projevujici se bilym
pruhem ve vlasech nebo pied¢asnym Sedivénim vlasi, Castou heterochromii duhovek a
typickou stigmatizaci — dystopia canthorum, hypertelorismus, epikanty a hypopoplasticka alae
nasi (Read and Newton, 1997). Jsou znamy 4 typy, které se dale déli na celkem 10 podtypd,
které se liSi pfitomnosti typického znaku dystopia canthorum, anomalii hornich koncetin a
Hirsprungovy choroby. Dédi¢nost je AD (Pardono et al., 2003) a pfi¢inou jsou mutace
v genech PAX3, MITF, SNAI2, SOX10, TYR, EDNS3 a dalsich (Pingault et al., 2010). Vysetieni
téchto genli se provadi na n€kolika pracovistich v Evrop¢€, zejména v Némecku, Nizozemi a

Spanélsku.
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1.1.1.6. Usheriiv syndrom (USH)
USH s prevalenci 3,5-5 : 100 000 obyvatel (Boughman et al., 1983; Grendahl, 1987) je

nejCastcjS$i genetickou pfi¢inou hluchoslepoty (az 50 % hluchoslepych, 18 % vSech
postizenych slepotou typu retinitis pigmentosa a 3-6 % neslySicich). Je rozdé€len do tii typl a
celkem 12 podtypt podle zavaznosti a pribéhu onemocnéni: nejcastéjsi a nejzavaznéjsi je typ
1, kde se Kk prelingvalni ztraté sluchu a prepubertalné zacinajici progresivni ztraté zraku
piipojuje jesté vestibularni porucha. Nejcastéjsim typem je USH1B (Weil et al., 1997). Z genu
zodpovédnych za Ushertiv syndrom byly dosud identifikovany MYO7A, USH1C, CDH23,
PCDH15, SANS, USH2A, GPR98, WHRN a CLRN1 (Ahmed et al., 2008; Becirovic et al.,
2008; Bork et al., 2002; Hmani et al., 1999; Weil et al., 1997). Dédi¢nost je AR. Mutace ve
vétsing z téchto gent mohou kromé Usherova syndromu zptsobovat i nesyndromovou ztratu
sluchu — viz dale ,,Alelické choroby“. Diagnostika je v Evropé dostupna na vice nez 40

pracovistich.

1.1.1.7. Branchio-oto-renalni syndrom (BOR)
Pomérn¢ distinktivnim syndromem je také BOR s prevalenci 2,5 : 100 000 obyvatel (Fraser et

al., 1980), ktery se muze projevit pievodni, senzorineuralni nebo smiSenou ztratu sluchu
spojenou s malformacemi vnitiniho ucha nachazenymi na HRCT (stendza ¢i atrézie
semicirkularnich kanélkli nebo hlemyzdé¢, rozsiteni vestibularniho akveduktu (podobné jako u
Pendredova syndromu) viz dalsi kapitola, event. hrubsi malformace az chybéni ¢asti vnitiniho
ucha), vyrustky pred tragem, jamkami az fistulami v misté branchialnich obloukt na krku,
sten6zami ductus lacrimalis a anomaliemi ledvin (Fraser et al., 1978). Dé&di¢nost je AD a
pti¢inou jsou mutace v genech EYAla SIX5 (Abdelhak et al., 1997; Hoskins et al., 2007, p. 5).
Do spektra BOR patii také branchiooticky syndrom (BOS), ktery je zplsoben mutacemi
v genu EYAL a SIX1 (Ito et al., 2006, p. 1; Vincent et al., 1997). Diagnostika je dostupna ve

vice nez 25 centrech v celé Evropé.

1.1.1.8. Treacher-Collins syndrom (TCYS)

TCS je provazen ndpadnou a typickou facialni stigmatizaci, a proto je vétSinou dobie klinicky
diagnostikovatelny a diagnostikovany, pokud se nejedna o oligosymptomatickou formu.
Pievodni ¢i smiSena ztrata sluchu je provazena malformacemi stfedniho, vnitiniho i zevniho
ucha (typicky malformované ¢i pouze rudimentarni boltce) a zejména typickymi zménami v
obliceji — kolobom dolniho vicka, mikrocie, hypertelorismus, antimongologidni sklon o¢nich
Stérbin, mikrognacie, hypoplazie zygomatického oblouku s rozstépem (Dixon et al., 1992).

Dédi¢nost je AD a pfi¢inou jsou mutace v genu TCOF1 (Dixon, 1996). Prevalence je 1—
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2,5 :100 000 obyvatel (Jahrsdoerfer and Jacobson, 1995). Diagnostika tohoto genu je v CR

dostupna.

1.1.1.9. Neurofibromatosa 2. typu (NF2)

NF2 byla diive nazyvand centrdlni neurofibromatosa, jde o AD dédi¢ny syndrom
mnohocetnych neoplazii s prevalenci 1,6 : 100 000 obyvatel (Evans, 2009), ktery je typicky
nadory sluchového nervu (neurinomy akustiku), které jsou obvykle oboustranné a zptsobuji
senzorineuralni poruchu sluchu, meningeomy mozku a schwannomy zadnich misnich kotenta
(Asthagiri et al., 2009). Mezi méné obvyklé piiznaky patii juvenilni kortikalni katarakta,
tinnitus, poruchy rovnovahy a retinalni abnormity (Parry et al., 1994). Pti¢inou jsou mutace
v genu NF2 (Rouleau et al., 1993), jehoz molekularn¢ geneticka diagnostika se provadi i
v CR.

1.1.1.10. Apertiiv syndrom (ACS)
Dalsi klinicky dobfe diagnostikovatelnou jednotkou je ACS, ktery je typicky

kraniosynostézou s plochym profilem obli¢eje a hypoplastickou stiedni etdzi, rozstépy,
pfevodni ztratou sluchu, abnormitami semicirkularnich kanalki, vrozenou srdecni vadou,
anomalni chrupavkou trachey, genitouretralnimi anomadliemi, malformacemi mozku a
symetrickymi syndaktyliemi na rukou (Blank, 1960). U pacientii je Casto pfitomna mentalni
retardace (Patton et al., 1988). Pfi¢inou syndromu jsou mutace v genu FGFR2 s AD
dédi¢nosti, a téméf vzdy v dasledku mutaci de novo (Wilkie et al., 1995), které jsou Casto
spojovany s vys$im vékem otcti (Moloney et al., 1996). Prevalence je 1,5 : 100 000 obyvatel
(Cohen et al., 1992). Diagnostika je dostupna v CR.

1.1.1.11. Jervell and Lange-Nielsen syndrom (JLNS)

Ziejmé nejvice zivot ohrozujicim syndromem spojenym se ztratou sluchu je JLNS, jehoz
anglickym synonymem je ,,Prolonged QT interval in ECG and sudden death*. Tento syndrom
je spojenim senzorineuralni ztraty sluchu a prodlouzeného QT intervalu na EKG (Jervell and
Lange-Nielsen, 1957). Syndrom je moznou pii¢inou nahlych kolapsti v obdobi puberty, ale
také jednou z piicin syndromu nahlého Umrti novorozence. Uéinnou prevenci néhlé
tachykardie s fatalnimi nasledky je implantace kardiostimulatoru (Mirowski et al., 1980).
Prevalence JLNS je do 1:100 000 obyvatel (Fraser et al., 1964). Je zpusoben mutacemi
v genech KCNQ1 a KCNE1 (Neyroud et al., 1997; Schulze-Bahr et al., 1997) s AR dédi¢nosti,

tedy s bialelickymi mutacemi v téchto genech, pfi¢emZz heterozygotni mutace ve stejnych
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genech zplsobuji syndrom Romano-Ward tj. izolované prodlouzeni QT intervalu bez

piitomnosti ztraty sluchu (Romano, 1965). I tyto geny jsou vysetfovany v CR.

1.1.1.12. Alportiiv syndrom (ATS)
ATS s prevalenci 0,5 na 100 000 obyvatel, sdruzuje poruchu sluchu, kterd je progresivni,

asymetricka a postlingvalni s nastupem od 2. dekady Zivota, s onemocnénim ledvin (Alport,
1927). Nejcastéji je X-vazana (asi 85 % — geny COL4A5 a COL4AG), mén¢ Casto se vyskytuje
AR (asi 15 % — geny COL4A3, COL4A4) a velmi vzacn¢ AD forma, ktera se také oznacuje
jako Alport-like syndrom a spada do MYH9-vazanych poruch (viz dale DFNA17) (Kashtan,
1999). Geny COL4A5 a MYH9 jsou vysetiovany v CR, diagnostika ostatnich gent je dostupna

V Evropé.

1.1.1.13. Dalsi syndromy prokazané u ¢eskych pacienta

Z velmi vzacnych syndromti byl dale v CR u dvou pacientli prokazan Wolframiv
syndrom (,,DIDMOAD* syndrom — diabetes insipidus, diabetes mellitus, atrofie optiku a
hluchota — osobni komunikace s doc. Prihovou, Pediatricka klinika FNM, ze dne 2. 3. 2011) a
z mitochondrialnich syndromtit (MELAS — 32 pacientl, z nichz 75 % mélo poruchu sluchu a
MERFF — 3 pacienti osobni komunikace s doc. Honzikem, Laboratof Mitochondridlnich

Poruch, KDDL VFN, ze dne 25.4.2014) — viz dale 1.1.3.

1.1.2. Nesyndromova ztrata sluchu (NSHL)

Nesyndromova ztrata sluchu je vyrazné ¢astéjsi neZ syndromova a je zdaleka nejcastéji AR
dédi¢na (Morton, 1991). Vzhledem k vysoké prevalenci v populaci je spoleensky velmi
zavazna. Neslysici déti rodici se slySicim rodi¢tm i slySici déti narozené neslySicim rodi¢tiim
si do Zivota nesou velky spole¢ensky handicap. I pfesto, Ze postizeni u déti s vrozenou
poruchou sluchu je v tomto ptipadé izolované a nijak neovliviiuje vychozi troven intelektu
ditéte, v ptipad€ pozdniho zjiSténi nebo neadekvatni péfe mize byt pii¢inou izolace od vjemul
z okoli a zejména vlastni rodiny a vést k nerovnomérnému vyvoji, opoZdéni feci a naruseni ¢i
nenavazani socidlni interakce. Velmi dalezitym faktorem je zde proto Casnd diagnostika,
zejména zavedeni celoploSného novorozeneckého screeningu sluchu a nasledné genetické
vysetieni zachycenych pacientii. Je vSak tfeba pamatovat i na moznost faleSné negativity
novorozeneckého screeningu sluchu a pozd¢jSiho nastupu ztraty sluchu, proto je nutné sluch u
déti kontrolovat v ptipadé podezieni rodi¢l opakované¢ a vyhnout se mozné bagatelizaci

problému (Norris et al., 2006).
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Nesyndromova ztrata sluchu je geneticky znacné heterogenni. Seznam genii a lokust
zodpoveédnych za nesyndromovou ztratu sluchu je velmi dlouhy a zahrnuje k dneSnimu dni 42
lokust (26 gent) zpusobujicich AD ztratu sluchu, 74 lokust (40 genil) zodpovédnych za AR
ztratu sluchu a 5 lokust (3 geny) zodpovédnych za X-vdzanou ztratu sluchu (“Hereditary
Hearing Loss - Hereditary Hearing loss Homepage,” n.d., “OMIM - Online Mendelian
Inheritance in Man,” n.d.). Neddvno byl dokonce identifikovan lokus pro Y-vazanou ztratu
sluchu (Vozzi D et al., 2013).

U nesyndromové ztraty sluchu obecné plati davno znamé pravidlo, Ze AR ztraty
sluchu jsou typicky casné (prelingvalni) a tézké, zatimco AD dédi¢né typy jsou pozdni (v
dospélosti), mirngjsi a obvykle progresivni (Smith and Van Camp, 1999). I toto pravidlo ma
vSak své vyjimky, viz déle.

Jednotlivé nozologické jednotky byly postupné popisovany a vazebnou analyzou
lokalizovany do jednotlivych lokust na rGznych chromozomech. Tyto lokusy byly oznaceny
zkratkou ,,DFN*“ (z anglického DeaFNess) a oznafenim dédi¢nosti — ,,DFNA®“ pro AD
dédicné typy, ,,DFNB“ pro AR dédicné typy a X-vazané jednotky byly plvodné bez
koncovky (,,DFN*), nové v§ak nomenklatura uvadi tyto jednotky jako ,,DFNX*“ s odlisnym
¢islovanim nez u pivodnich ,,DFN*.

Lokusy byly ¢islovany historicky dle potadi jejich identifikace. Néktera cisla lokusi
byla zarezervovana, k publikaci daného typu poruchy sluchu vSak ne vzdy doslo, u posledni
identifikované DFNB je tedy dnes oznaceni DFNB 96, ackoliv popsanych lokust s jasné
definovanou jednotkou je pouze 70. Jednotlivé typy NSHL jsou oznacovany nédzvem lokusu
(napt. DFNB1), v nékterych ptipadech je dokonce stejné oznaceni pouzivano i pro kauzalni
gen (napt. DFNADY).

Béhem procesu identifikace genu je také Ccasto zjiSténo, Ze nckolik dfive
pojmenovanych jednotek je ve skutecnosti zplisobeno mutacemi ve stejném genu,
pojmenovani pak sluCuje vSechna Cisla piivodné popsanych lokusti (napt. DFNA6/14/38,
DFNAB8/12, DFNB8/10, DFNB7/11). Naopak Vv jinych piipadech je zjist€no plisobeni vice
genil podilejicich se na vzniku stejné jednotky (napf. DFNB1, DFNB4, DFNA2, DFNA3,
DFNA4), pak se uziva odliseni pismeny (napi. DFNA2A, DFNA2B). V n¢kterych piipadech
mohou geny pusobit i v soucinnosti — tzv. digenické piisobeni (napi. DFNB1). V pfevazné
vetsing pripadi se jedna o geny nachdzejici se ve stejném jiz pojmenovaném lokusu, vyjimku
tvofi DFNB4, kde se tfi geny (SLC26A4, FOXI1 a KCNJ10) podilejici se na spolecném
fenotypu digennim piisobenim nachézi na riznych chromosomech a DFNBI12, kde byla

popsana role modifikujiciho efektu druhého genu (ATP2B2).
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Alelické choroby
Vysoka geneticka heterogenita NSHL je dale komplikovana vyskytem tzv. alelickych chorob.

Alelické choroby jsou riizné nosologické jednotky zplisobené mutacemi ve stejném genu.
Stejny gen tedy muze byt zodpovédny zaroven za vyskyt syndromu s poruchou sluchu i
nesyndromové ztraty sluchu (typicky u Usherova syndromu, Sticklerova ¢i Pendredova
syndromu a dalSich), ale také syndromu, ktery ztratu sluchu nezahrnuje (epifyzedlni
dysplazie, palmoplantarni keratoza, erytrokeratodermie apod).

Alelické mohou byt i jednotky s riznym typem dédi¢nosti. Velmi Casto urcité mutace
Vv genu zpusobujicim AR-NSHL mohou zptisobit i AD-NSHL (typicky u DFNB1 a DFNAS3,
DFNB7/11 a DFNA36, DFNB37 a DFNA22, dale viz tabulky 3 a 4).

V Tabulka 1 je na ptikladu Usherova syndromu ukazana jednak Siroka geneticka
heterogenita u jediného syndromu (celkem 9 riznych genii a 3 lokusy, jejichz poruchy jsou
zodpoveédné za 12 typt Usherova syndromu, které se navzajem fenotypicky lisi tizi projevl) a
jednak znacny pocet alelickych chorob k danému syndromu, zejména nesyndromovych

poruch sluchu a to nejen AR, ale i AD dédi¢nych. Dédi¢nost u vSech typti Usherova

syndromu je AR.
Tabulka 1 — Usheriiv syndrom a jeho alelické choroby
Usher typ | Gen/ lokus AR hluchota AD hluchota

1A 14932
1B MYOT7A DFNB 2 DFNA 11
1C USH1C DFNB 18
1D CDH23 DFNB 12
1E 21921
1F PCDH15 DFNB 23
1G SANS
2A USH2A
2B 3p23
2C GPR98
2D WHRN DFNB 31
3 CLRN1

Dal8im podobnym ptikladem je AD dédi¢ny Sticklertiv syndrom, kde kromé¢ DFNA13
a DFNB53 alelickych k Sticklerovu syndromu typu 3, jsou k dalSim typim tohoto syndromu

alelické choroby postihujici pfevazné pohybovy systém a rist kosti — viz tabulka 2.
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Tabulka 2 — Stickleritv syndrom a jeho alelické choroby

Stickler | Gen/lokus AD hluchota | AR hluchota | Jednotky bez ztraty sluchu

Typ 1 COL2A1

Typ 2 COL11A1 Marshall sy Fibrochondrogenesis typ 1
DFNAL13,
_ DFNB53, ) )
Typ 3 COL11A2 Weissenbacher- Fibrochondrogenesis typ 2*
OSMED

Zweymuller sy.*

Epiphyseal dysplasia,
Typ 4 COL9A1 PIPY _ VP
multiple, typ 6

Epiphyseal dysplasia,
Typ 5 COL9A1 PIPTY _ yop
multiple, typ 2

Hvézdickou jsou oznaceny jednotky, u kterych byla popsana jak AD, tak AR forma dédi¢nosti. OSMED —
Otospondylomegaepiphyseal dysplasia — porucha sluchu, stigmatizace, epifyzealni dysplazie, anomalie obratli,
zkraceni dlouhych kosti koncetin.

1.1.2.1. Autosomalné recesivné dédicna NSHL (AR-NSHL)

Tato skupina onemocnéni je, jak jiz bylo uvedeno, znacné geneticky heterogenni, avSak az
50 % piipadi spadajicich do této kategorie je zpiisobeno mutacemi v jediném genu — GJB2
Vv lokusu DFNBI1. Ze zbylych 50 % jsou dale nachazeny, avSak s mnohem niZsi prevalenci
jednotky DFNB4, DFNB2, DFNB3, DFNB9, DFNB8/10, DFNB 7/11, DFNB12 a DFNB21,
dalsi AR-NSHL byly nalezeny pouze raritn€, u méné nez 10 rodin a jejich pfehled je shrnut
Vv tabulce 3. Nékteré jednotky jsou cCastéjsi v ur€itych etnickych skupinach, zatimco v jinych
se téméf nevyskytuji (DFNB6, DFNB22, DFNB49, DFNB63, DFNB77).

V soucasné dobé jsou k dispozici pouze dvé studie, které mohou poskytnout orientacni
nahled na vyskyt méné castych AR-NSHL jednotek, a to jednak Hutchinova britska studie
Z roku 2005 zahrnujici 80 parhi sourozencti, u kterych byla provedena vazebna studie lokusii
DFNB1-29 a nasledné sekvenace vybranych gend (Hutchin et al., 2005), a jednak americka
studie Diaz-Horta zroku 2012, ktera vySetiila 20 rodin s AR-NSHL, pievazné
blizkovychodniho ptvodu, za pomoci celogexomovéhou sekvenovani (whole exome
sequencing, WES) (Diaz-Horta et al., 2012).

Sougasné diagnostické moznosti AR-NSHL zahrnuji v CR vysetieni genu GJB2 na
deviti pracovistich (dle Databaze genetickych pracovist SLG CLS JEP -
http://www.slg.cz/pracoviste/vysetreni/), vySetfeni nékterych dalSich genti jsou dostupna
v raznych evropskych laboratofich. Dvé komercéni spolecnosti (CGC Genetics, Porto,

Portugalsko a Asper Biotech Ltd, Tartu, Estonsko) nabizeji cilené¢ vySetieni mutaci ve
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vybranych genech pro AD i AR NSHL. CGC Genetics nabizi vySetfeni 309 mutaci v 31
genech, Asper Biotech vysetiuje 249 mutaci v 10 genech. Oba panely se zcela nepiekryvaji.
V nasledujicich odstavcich bude pojednano o jednotkéch, které byly prokazany u vice

nez 10 rodin, a to v riznych ¢astech svéta.
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Tabulka 3 — Priciny a frekvence AR déedicné nesyndromové ztraty sluchu

- 22q11.21-
AR-NSHL| Gen/lokus | AD Aleh‘;l;yAR # DFNB40| q12.1 1
DFNB42 | ILDR1 12
DFNA3, >100 (50 % 7pl4.1-
DFNB1 | GJB2/6 KID NSHL)/5/>10 DFNB44 | q11.22 1
DFNB2 | MYO7A | DFNAI11l | USHI1B | 8/7/>100 DFNB45 | 1043-g44 1
DFNB3 | MYO15A >10") DFNB47 |2p25.1-p24.3 1
Pendred >100 (>5 %
DFNB4 | SLC26A4 NSHL) / >100 DFNBA8 |15G23-25.1 L
DENB5 14q12 1 DFNB49 [MARVELD?2 >10 %)
DENBE | TMIE 82) DFNB50 | 12q23-gter 1
DFNB7/11 TMCL | DFNA36 >10 /2 DFNBS1 | 11p13-p12 2
DENES/10. TMPRSS3 > 109) DFNB53 | COL11A2 viz tabulka 2 2/2/>10
bEnBs | oTOF 5104 DFNB55 | 4¢12-g13.2 1
10023.1-
DFNB12 | CDH23 USH 1D >105) DFNB57 | @26.11 1
DFNB13 | 7934-g36 2 DFNB58 |2q14.2-q14.3 1
DFNB14/1
7 7031 141 DFNB59 |  PJVK 9
DFNB15/7 DFNB60 | 5q22-g31 1
2/95 GIPC3 6
DFNB61 | SLC26A5 0,9%
DFNB16 | STRC 4 12p13.2-
DFNB18A| USH1C USH 1C 5 DFNB62 p11.23 1
DENB18Bl  OTOG 2 DFNB63 | LRTOMT >107
DFNB19/4 20q13.2-
DFNB20 | 11q25-gter 1 DFNB66 |6p22.3-p21.2 1
DFNB2L| TECTA | DFNA8/12 >10/9 DFNB67 | LHFPLS 3
DENB22 | OTOA ) DFNB68 | 19p13.2 2
DFNB23| PCDH15 USH 1F 5/3 DFNB71 | 8p22-p21.3 1
Bartter
DFNB24 |  RDX 3 DFNB73| BSND 4AB 5 />10
DFNB25 | GRXCR1 4 DFNB74 | MSRB3 5
DFNB26 |  4g31 1 DFNB77 | LOXHD1 39
DFNB27 | 2923-g31 1 DFNB79| TPRN 6
DFNB28 | TRIOBP 12 DFNBS1 | 19p13 1
DFNB29 | CLDN14 3 DFNB82 | GPSM2 CMCs 1
DFNB30 | MYOA3 1 DFNBS83 | 9p23-p21.2 1
DFNB31 | WHRN USH 2D 1 DFNB84 | PTPRQ 2
DFNB32 |1p22.1-p13.3 1 DFNB85 | 17p12-q11.2 1
10p11.23-
DFNB34 | 3p22.1 1 DFNBS9 | 16¢21-g23.2 2
DFENB35 | ESRRB 8 DFNB90 |7p22.1-p15.3 1
DENB36 | ESPN 4 DFNB91 | SERPINB6 1
1p36.31-
DFNB37 | MYO6 DFNA22 | hKMP 3/41 DFNB96 | p36.13 1
DFNB38 | 6026-q27 1
DFENB39 | HGF 40

Tucné vyznacené jednotky jsou rozebrany v textu uvodu, frekvence v populacich jsou uvedeny ddle.

AD — Alelicka AD NSHL/syndrom; #— Pocet rodin s AR-NSHL / s alelickymi chorobami; USH — Usheriv
syndrom; hKMP — ztrata sluchu spojend s hypertrofickou kardiomyopatii;

') 5% Blizky Vychod.; ?) 3,1% Turecko; ®) 1,8% Pdkistin; *) 3% Spanélsko, °) 5% Japonsko; ®) 15% CR Romové;
") 8,7% Maroko; ®) 5% Askendzi Zidé
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1.1.2.1.1. DFNB1
Gen GJB2 kodujici protein Connexin 26 (Cx26) a jeho vztah k vrozené ztraté¢ sluchu byl

objeven v roce 1997 (Kelsell et al., 1997), nejprve jako pfi¢ina AD ztraty sluchu a v zapéti i
jako nejcastéjsi pricina AR ztraty sluchu (Zelante et al., 1997). Gen byl mapovan do lokusu
DFNB1 (13912.11), ktery byl jako prvni lokus vazany k AR ztrat¢ sluchu identifikovan jiz o 3
roky diive (Guilford et al., 1994).

Mutace v genu GJB2 jsou zodpovédné celosvétove az za 50 % vrozené nesyndromové
hereditarni ztraty sluchu (Schrijver, 2004), v Ceské republice byly bialelické mutace v GJB2
zjistény jako pfic¢ina vrozené ztraty sluchu u 43 % pacientd (Seeman and Sakmaryova, 2006;
Seeman et al., 2005, 2004). Nejcéastéjsi mutaci v tomto genu v evropské — kavkazské populaci
je ¢.35delG (v CR 82,8 % viech patogennich mutaci), druhou nejéastéjsi v CR je p. Trp24Stop
(9,7 %, typicka pro romskou populaci), ¢astéj§imi mutacemi jsou dale IVS 1+1 G>A (4 %) a
c.313del14 (3,7 %) (Seeman and Sakmaryova, 2006; Seeman et al., 2004).

V lokusu DFNBI1 se dale nachazi gen GJB6, jehoz produkt Connexin 30 (Cx30) se
podili spolu s Cx26 na tvorbé konexonil spojujicich epitelové builky ve vnitinim uchu. Pravé
deficit komunikace bun¢k hlemyzdé zplsobuje ztratu sluchu spojenou s mutacemi v genu
GJB2. Spoluptisobeni heterozygotnich mutaci v genech GJB2 a GJB6 vtrans bylo
povazovano za prvni popsanou digenicky zplisobenou pfi¢inou ztraty sluchu, nejcastéji
kombinaci rozsahlé delece genu GJB6 a jedné mutace v genu GJB2. Pozdéji se vSak ukazalo,
ze pravdépodobné nejde o digenicky typ, ale ze delece GJB6 je asi spise deleci regulatorni
oblasti pro GJB2 gen. Rozsahla 304 kb delece postihujici i gen GJB6 je druhou nejcastéjsi
mutaci hereditarni ztraty sluchu ve sttedomoiské oblasti, kdy byli zachyceni i homozygoti pro
tuto deleci (del Castillo, 2002), v populaci v CR je vsak tato mutace velmi vzacna (Seeman et
al., 2005).

K rozliseni DFNB1 zptsobené mutacemi v genu GJB2 a GJB6 se pouziva oznaceni
DFNBIA resp. DFNB1B. Bodové mutace v GJB6 jsou vSak velmi vzacné.

Specifické mutace v obou genech mohou byt také pfic¢inou DFNA3 a nékolika

syndromu spojenych s koznimi symptomy — viz dale.

1.1.2.1.2. DFENB2
Nesyndromova AR dédi¢na ztrata sluchu typu 2 je zptusobena mutacemi v genu MYOTA a je

alelickd k DFNA11 a Usherovu syndromu typu 1B. Ztrata sluchu je u DFNB2 prelingvalni a
muze byt provazena vestibularnimi poruchami. Lokus DFNB2 byl stejn¢ jako DFNB1 poprvé

identifikovan u pacient z Tuniska, avSak na rozdil od DFNBI se nepodafilo najit dalsi
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tuniskou rodinu s vazbou k tomuto lokusu (Guilford et al., 1994). Byly vsSak nalezeny dvé
¢inské rodiny s DFNB2, u kterych byl identifikovan jako zodpovédny gen MYOTA (Liu et al.,
1997). O existenci jednotky DFNB2 byly jiz vyjadieny pochybnosti, n€ktefi autofi ji povazuji
pouze za netplné vyjadieny Ushertv syndrom 1B (Zina et al., 2001), ktery je oproti DFNB2
nepomé&rné Castéji diagnostikovan — USH1B tvofi az 75 % vSech USH, které maji prevalenci
3-4,4/100 000 obyvatel v riznych populacich (Boughman et al., 1983; Hallgren, 1959; Weil
et al., 1997). Tato otazka nebyla dosud uspokojivé zodpovézena zejména vzhledem
k moznému poddiagnostikovani jednotky DFNB2, ktera na rozdil od Usherova syndromu
nema jasna diagnosticka kritéria, kterd by ji odliSila od ostatnich DFNB. Ve zminéné
Hutchinové studii sourozeneckych dvojic byly vgenu MYO7A zachyceny pouze 3
nepatogenni polymorfismy (Hutchin et al., 2005), naopak v lonské americké studii 20 rodin
vySetfenych pomoci WES byla u jedné ze tfi konsangvinnich irdnskych rodin zachycena
patogenni mutace v homozygotni formé (Diaz-Horta et al., 2012). Mutace v genu MYO7A

jsou soucasti detekéniho microarray kitu spole¢nosti CGC Genetics.

1.1.2.1.3. DFNB3

V ptipadé DFNB3 se jedna o téZkou vrozenou ztratu sluchu bez dalSich poruch, ktera je
zpusobena mutacemi v genu MYOL15A. Lokus byl identifikovan vroce 1995 vazebnou
analyzou mezi obyvateli izolované vesnice na Bali, kde 2,2 % obyvatel trpéla vrozenou
ztratou sluchu (Friedman et al., 1995). Jeho pozice na 17pl1l.2 je v té€sné blizkosti genu
PMP22, jehoz mutace muze také zpusobit ztratu sluchu, spojenou s periferni neuropatii
CMT1A (Valentijn et al., 1992). Stejna oblast muze byt také deletovana v ptipadé Smithova-
Magenisova syndromu (SMS) (Smith et al., 1986) nebo nejcastéjsi dédiéné neuropatie, tzv
tomakulosni neuropatie (HNPP) a delece jedné alely genu MYO15A je povaZovana za pticinu
mirné ztraty sluchu u né€kterych pacientu se SMS (Liburd et al., 2001; Probst et al., 1999).
Mutace v genu MYO15A byly dale zjistény u pacientt v Pakistanu (az u 5 % rodin s AR-
NSHL (Friedman et al., 2002)), Turecku (6,2 % AR-NSHL (Cengiz et al., 2010; Duman et al.,
2011)), franu (5,7 % AR-NSHL (Fattahi et al., 2012; Mahdieh et al., 2010)), dile u
jednotlivet v Indii (Liburd et al., 2001), Tunisku (Belguith et al., 2009), Koreji (Woo et al.,
2013) a u jedné rozsahlé konsangvinni rodiny v Brazilii (Lezirovitz et al., 2008).

Gen MYO15A je velmi rozsahly — ma 66 exonu a je celkovée delsi nez 12 kb (Liang et
al., 1999), neni proto vhodnym kandidatem pro testovani sporadickych pfipadi v evropské
populaci, kde neni moznd vazebnd analyza, naopak se nabizi jako vhodna alternativa pro

testovani familiarniho vyskytu vrozené ztraty sluchu — napt. sourozeneckych dvojic. V ramci
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Hutchinovy studie byla konkordance v lokusu DFNB3 zjisténa u vice nez 22 %
sourozeneckych pari s AR-NSHL (druhé nejvyssi procento po DFNBI, spolu s DFNB24),
gen MYO15A vsak nebyl, vzhledem k jeho velikosti u téchto pacientli sekvenovan. V ramci
americké Diaz-Hortovy studie (2012) byly u 3 tureckych rodin ze 17 nalezeny patogenni
mutace v homozygotni formé — nejvétsi zachyt ve studii. MYO15A je jedinym genem, ktery

ma ve svém Cipu zafazen Asper Biotech, avSak CGC Genetics nikoliv.

1.1.2.1.4. DFNB4 — NSEVA

Nesyndromova ztrata sluchu typu 4 je typicky spojena s rozsifenim vestibularniho akveduktu
(EVA, Enlarged Vestibular Aqueduct), nebo dalSimi malformacemi stfedousi, nejcastéji
Mondiniho dysplazii (MD), coz je aplazie posledniho zavitu kochley (Phelps et al., 1998;
Reardon et al., 1999). Podle nékterych autori je DFNB4 pouze netplnym vyjadienim
Pendredova syndromu (Reardon et al., 2000), se kterym je alelickou chorobou — ob¢ jednotky
jsou zpusobeny mutacemi v genu SLC26A4, ktery je lokalizovan na 7q31 (Baldwin et al.,
1995).

DFNB4 mohou také zptisobovat mutace v genu FOXI1 (5035.1) a KCNJ10 (1923.2)
nejéastéji v kombinaci s jednou mutaci v genu SLC26A4 v ramci digenické dédi¢nosti (Yang
et al., 2009, 2007).

DFNB4 je dle odhadii druhou nejcastéjsi pticinou AR-NSHL po DFNBI. BliZze o

jednotce pojednava kapitola 1.2.

1.1.2.1.5. DFNB6
Jako DFNB6 byla pivodné popsana AR-NSHL zplisobena mutacemi v genu pro otoferlin

(OTOF, 2p23.1), ktera je nyni oznacena DFNB9 (Chaib et al., 1996). Dle soucasné
nomenklatury se DFNB6 rozumi AR-NSHL zptisobena genem TMIE (Transmembrane inner
ear expressed gene) v lokusu 3p21.31 (Fukushima et al., 1995; Naz et al., 2002). Produkt genu
TMIE ma 176 aminokyselin a nevykazuje homologii s zadnym jinym lidskym proteinem (Naz
et al., 2002). Jeho funkce neni dosud zcela objasnéna. Nejcastéjsi mutaci v genu TMIE je
p.Arg84Trp, ktera je v turecké populaci zodpovédna az za 3,1 % pacienti s AR-NSHL a jiz
vylou¢enymi mutacemi v GJB2, v jihovychodni Anatolii je to az 12,2 % (Sirmaci et al., 2009)
(Sirmaci, 2009). Dalsi mutace v tomto genu byly nalezeny u 2 indickych (Fukushima et al.,
1995; Naz et al., 2002) a 3 pakistanskych rodin (Naz et al., 2002), v Evrop¢ nebyly popsany.
Do lokusu 3p21.31 je mapovan také Usherliv syndrom 2B, u kterého dosud nebyl

identifikovan gen. Je zvazovana moznost, ze je také zpisoben mutacemi v genu TMIE (Naz et
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al.,, 2002). V Hutchinové studii nebyl tento gen analyzovan. Ve studii WES nebyly

detekovany zadné mutace. Diagnostika neni nabizena.

1.1.2.1.6. DFNB7/11
Lokus DFNB7 na 9q21.13 byl prokazdn vazebnou analyzou jako kauzalni u dvou

konsangvinnich rodin (Jain et al., 1995), o rok pozd¢ji byl do stejné oblasti lokalizovan i
lokus DFNBI11 nalezeny u dvou beduinskych rodin (Scott et al., 1996), nasledujiciho roku
vSak bylo dokazano, ze se jednd o totozné jednotky a proto byly slou¢eny do jednoho nazvu.
DFNB7/11, ktera je soucasné alelickou chorobou DFNA36 (Van Camp et al., 1997). V roce
2002 byl identifikovan jako kauzalni gen TMC1 u jedenacti DFNB7/11 a u dvou DFNA36
rodin (Kurima et al., 2002).

Mutace v genu TMC1 byly prokazany v Stdanu (Meyer et al., 2005), Turecku (N
Hilgert et al., 2008; Kalay et al., 2005), Pakistanu (3,4 % AR-NSHL (Kitajiri et al., 2007)),
franu (Hildebrand et al., 2010b), Tunisku (3,3 % AR-NSHL (Tlili et al., 2008)) a nedavno i u
jedné holandské rodiny (de Heer et al., 2011). V Hutchinové studii nebyl gen sekvenovan,
v Diaz-Hortov¢ studii byla zachycena homozygotni mutace u jedné z tureckych rodin. Mutace
V tomto genu jsou zafazeny do microarray setll pro indentifikaci pti¢in NSHL u firmy CGC

Genetics i Asper Biotech.

1.1.2.1.7. DFNB8/10
U DFNB8 a DFNB10 v lokusu 21g22.3 jde spiSe nez o slouc¢eni nazvu, které je popsano vyse,

o dv¢ alelické choroby. DFNBS8 je zvlastni jednotkou, protoze jako jedind AR-NSHL ma
zcela atypicky postlingvalni nastup ztraty sluchu v pribéhu détského véku (Veske et al.,
1996). DFNB10 je naopak charakterizovana naprosto typickou vrozenou tézkou ztratou
sluchu (Bonné-Tamir et al., 1996).

Ob¢ jednotky jsou zptuisobeny mutacemi v genu TMPRSS3 (Scott et al., 2001). Mutace
V tomto genu byly zachyceny u pacienti v Pakistanu (1,8 % neslysicich s AR-NSHL a jiz
vylou¢enymi mutacemi v GJB2, (Ahmed et al., 2004)), Palestin¢ (Bonné-Tamir et al., 1996),
Tunisku (Masmoudi et al., 2001)), Turecku (3 z 25 rodin (Wattenhofer et al., 2005)), u 1
rodiny v Némecku (Elbracht et al., 2007)), ve dvou studiich provedenych na euroamerické
populaci neslysicich vSak byl vyskyt téchto mutaci velmi maly (2/448 resp. 0/64 AR-NSHL
rodin) (Guipponi et al., 2008; Wattenhofer et al., 2005). V recentni studii vSak (Weegerink et
al., 2011) uvadi zachyt TMPRSS3 mutaci u 8 holandskych rodin, odpovidajici cca 2,5 %
vySetfenych neslySicich pacientli, ve dvou rodinidch se jednalo o DFNB10 (prelingvalni

nastup ztraty sluchu) a v ostatnich rodinach byl nastup ztraty sluchu od 5 do 33 let.
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V Hutchinové studii britskych neslysicich sourozenct byla homozygotni forma mutace v genu
TMPRSS3 zachycena u jedné rodiny a slozeni heterozygoti u dvou dalsich rodin (Hutchin et
al., 2005). V americké studii Diaz-Horty (2012) byla také zachycena homozygotni mutace u
jedné rodiny tureckého ptivodu. Piesto tento gen neni zafazen do NSHL panelu ani jedné
Z firem nabizejicich microarray Cipy. V obou studiich je zmiflovan vysoky pocet
nepatogennich polymorfismil nachézejicich se v tomto genu.

DFNBS je pro svou unikatnost — jedind AR-NSHL s postlingvalnim nastupem a pro
relativné maly rozsah kauzalniho genu (13 exoni) vhodnym kandidatem pro dalsi vyzkum

Vv evropské populaci.

1.1.2.1.8. DFNB9
Dalsi z mala fenotypové odliSitelnych jednotek je DFNB9 v lokusu 2p23.1. Tato jednotka

byla piivodné pojmenovana jako DFNB6 a identifikovana v Libanonu (Chaib et al., 1996), 0 3
roky pozdgji byl identifikovan kauzalnim gen OTOF kodujicim protein otoferlin (Yasunaga et
al.,, 1999) a byl piidélen novy nazev DFNB9 (“OMIM - Online Mendelian Inheritance in
Man,” n.d.).

Typickym znakem této jednotky je zachytitelnost otoakustickych emisi (OAE), avSak
nepiitomnost kmenovych evokovanych potencialti (ABR). Tento stav je zplsoben poruchou
funkce kochlearni porce sluchového nervu (VIII. hlavového nervu) a je nazyvéan ,,Auditory
neuropathy“ (AUN) (Starr et al., 1996). AR dédi¢na nesyndromova auditory neuropathy 1.
typu (AUNBI) je také synonymem DFNB9. Auditory neuropathy se do CeStiny nepieklada
(Lejska M and Havlik R, 2008) a kromé nesyndromovych AUN jednotek se také vyskytuje u
déti extrémné nedonoSenych, nebo u pacientl s jinou neuropatii (napt. CMT).

Mutace v genu OTOF jsou casté zejména ve Spané€lské populaci, kde jsou zodpoveédné
az 3 % vrozenych ztrat sluchu (Migliosi et al., 2002), ale byly prokazany i v dalSich
populacich, zejména na Blizkém vychodé (Adato et al., 2000; Leal et al., 1998; Yasunaga et
al., 1999), ale i v USA (Varga et al., 2006). V Latinské Americe provedené studie prokazaly
vyznamné niz§i vyskyt mutaci v tomto genu nez v pevninském Spanélsku (de Oliveira et al.,
2007; Rodriguez-Ballesteros et al., 2003).

V Hutchinové sourozenecké studii vSak pouze 1 par nesl homozygotni mutace v genu
OTOF a v americké studii nebyly nalezeny zadné mutace. Hutchin uzavira, ze OTOF je tedy
nejspiSe méné castou pii¢inou ztraty sluchu v dal§ich evropskych populacich kromé

Spanélska. Je vSak také mozné, Ze vzhledem k odlinému nalezu u DFNB9/AUNBI byli jiz
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pacienti cilen¢ vySetieni pro tento gen a nebyli do studii zafazeni. OTOF je soucasti CGC

Genetics ¢ipu, ale ne Cipu Asper Biotech.

1.1.2.1.9. DFNB12
Dalsim z ptikladt alelickych chorob je DFNB12 v lokusu 10g22.1 (Chaib et al., 1996), ktera

je zpusobena bialelickymi mutacemi v genu CDH23 pro protein cadherin (Bork et al., 2001).
Mutace v tomto genu mohou zplisobovat také Ushertiv syndrom 1D, ale také presbyakusii
(Bork et al., 2001).

Prave u presbyakusie byl jako u jednoho z prvnich genti spojovanych se ztratou sluchu
popsan efekt modifikujiciho genu — ATP2B2 pro Ca(2+)-ATPazu v lokusu 3p25.3 (Schultz et
al., 2005). Mutace p.Val586Met v tomto genu je pokladana za faktor zptsobujici téz8i ztratu
sluchu u pacienti s homozygotni mutaci v genu CDH23 (Schultz et al., 2005).

Zaroven byla i u této jednotky popsana digenicka pfiCina ztraty sluchu — mutace
v genu CDH15 spolu s mutaci v genu CDH23 mize zptsobit Ushertiv syndrom 1D (Yan et
al., 2010), byl také popsan ptipad digenického pisobeni CDH23 a GJB2, které vedlo
k fenotypu podobnému DFNB12 (de Brouwer et al., 2003).

(Wagatsuma et al., 2007) usuzuje, ze mutace v genu CDH23 jsou zodpovédné az za
5% NSHL v japonské populaci neslysicich. Mutace v tomto genu byly opakované popsany i
v evropské populaci (Jaijo et al., 2012; Schultz et al., 2011), frekvence jejich vyskytu vSak
dosud nebyla stanovena. V Hutchinové ani Diaz-Hortové studii nebyly mutace v tomto genu
zachyceny, a¢ byl sekvenovan, mutace v tomto genu jsou soucasti analyzy u CGC Genetics,
ale ne u Asper Biotech. Diagnostiku nabizi dvé laboratore v Némecku a Spanélsku
(“Orphanet,” n.d.).

Gen CDH23 ma 47 kédujicich exonu (Bork et al., 2001) a neni tedy vhodnym
kandidatem ke screeningu neslySicich pacientii bez vazebné analyzy, 1ze vSak uvazovat o jeho
analyze u pacientl s pouze jednou patogenni mutaci v GJB2, kde byly jiz vSechny moznosti

diagnostiky vycerpany a fenotyp je mirng&jsiho charakteru.

1.1.2.1.10. DFNB21

Stiedné tézkou az tézkou ztratou sluchu s typickou kiivkou audiogramu ve tvaru pismene U
se vyznacuje DFNB21. Je zplisobena mutacemi v genu TECTA, ktery je lokalizovan v oblasti
11g23.3 a ma 23 exont, stejné jako jeji alelicka choroba DFNAS/12 (Mustapha et al., 1999).
Mutace v TECTA genu byly plivodné nalezeny u vice nez 10 DFNB21 rodin z Blizkého
vychodu (Meyer et al., 2007; Mustapha et al., 1999; Naz et al., 2003), recesivni mutace byly
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vSak jiz prokazany i v Evropé (Moreno-Pelayo et al., 2008), ackoliv v evropské populaci
prevazuji spise mutace dominantni (Hildebrand et al., 2011).

V Hutchinové 1 Diaz-Hortové studii byla nalezena vzdy jedna rodina s homozygotni
mutaci TECTA, Vv sourozenecké studii byla dale nalezena jedna mutace u dvou sourozenct
V heterozygotni form¢. Mutace v tomto genu vySetfuje CGC Genetics, ne vSak Asper Biotech.
Testovani cilené na tento gen nabizi n¢kolik laboratofi ve Spanélsku, Francii, Nizozemi a

Némecku.

1.1.2.1.11. DFNB23
Mutace v genu PCDH15 pro protocadherin (lokus 10g21.1) jsou pfi¢inou jednak DFNB23

(Ahmed et al., 2008) a jednak Usherova syndromu 1F, byly prokazany i jako pficina
digenické formy DFNBI12 (Yan et al.,, 2010; Zheng et al., 2005) a hraji ziejmé roli
v predispozici ke hlukem vyvolané ztraté sluchu a presbyakusii (Sakaguchi et al., 2009).
DFNB23 byla dosud popsana u 5 rodin — USA, Kanada (Doucette, 2009) a Pakisan (Ahmed et
al., 2008). V Hutchinové studii byl gen sekvenovan, byly nalezeny dva nepatogenni
polymorfismy a nova mutace ¢.4323-4328delTCCGCC v heterozygotni formé pouze u jedné
sourozenecké dvojice. Ackoliv nebyla tato mutace pfitomna u 165 kontrol, autofi nejsou
presvédéeni o jeji patogenité. V Diaz-Hortove studii nebyly PCDH15 mutace nalezeny u

zadného pacienta.

1.1.2.1.12. DFNB28
V Pakistanu, Indii a Palestiné byly prokdzany homozygotni mutace v genu TRIOBP jako

pfi¢ina nesyndromové ztraty sluchu DFNB28 (Riazuddin et al., 2006). Tato forma NSHL ma
prelingvalni nastup a jedna se o tézkou ztratu sluchu. V evropské populaci dosud nebyla
identifikovana, v Hutchinové studii nebyl gen analyzovan, v Diaz-Hortové studii se vSak u

jedné rodiny tureckého plivodu nasla nova mutace v genu TRIOBP v homozygotni formé.

1.1.2.1.13. DFNB35
Pri¢ina jednotky DFNB35 byla zmapovana do lokusu 14q24.3 (Ansar et al., 2003) a posléze

identifikovana jako gen ESRRB (Collin et al., 2008b). Kromé¢ turecké rodiny (Collin et al.,
2008b) a 5 pakistanskych rodin (Ansar et al., 2003; Collin et al., 2008b; Lee et al., 2011) byla
identifikovana jedna rodina v Tunisku (Ben Said et al., 2011) a jako u osmé rodiny na svété
byla nalezena homozygotni mutace p.Arg291Leu i u jedné Ceské konsangvinni rodiny (Dana

Safka Brozkova et al., 2012).
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1.1.2.1.14. DFNBA49
Homozygotni mutace v genu MARVELD?2 (jinym ndazvem TRIC) jsou pfi¢inou ztraty sluchu u

cca 1% pakistanské populace, nej€astéji prokdzanou mutaci je c.1331+2 T>C (IVS4 + 2
T>C) (Ramzan et al., 2005). Tato mutace byla prokazana i v populaci ¢eskych Romti, jako
pfi¢ina ztraty sluchu u tifi z20 vySetfenych romskych rodin, v bézné ceské populaci
neslysicich vSak mutace v tomto genu nebyly prokazany (D Safka Brozkova et al., 2012).
V romské populaci se tedy zda byt DFNB49 druhou nejcastéjsi pri¢inou ztraty sluchu a je
tedy vhodné ji vySetfit po vylouceni GJB2 mutaci. Toto zjisténi potvrzuji i nalezy (dosud
nepublikované) stejné mutace u neslySicich Romt na Slovensku (osobni komunikace,
prof.P.Seeman). Lokus DFNB49 byl identifikovan az po vydani vysledkid Hutchinovy studie,
nemohl tedy do ni byt zahrnut, v Diaz-Hortové studii MARVELD?2 zafazen byl, nebyly vsak

nalezeny homozygotni mutace v tomto genu.

1.1.2.1.15. DFNB63
Sedesaty tieti lokus pro NSHL byl objeven v roce 2006 a lokalizovan do oblastil1q13.3q13.4

(Tlili et al., 2007), o dva roky pozdéji byl identifikovan kauzalni gen — LRTOMT (Ahmed et
al. 2008). DFNB63 byla prokazana u tuniské (Tlili et al., 2007), iranské (Du et al., 2008),
turecké (Duman et al., 2011) a pakistanské populace (Khan et al., 2007). V roce 2012 byla
mutace ¢.242G>A v genu LRTOMT zjisténa u 8,75 % marocké neslysici populace a u cca 4 %
celkové populace bylo prokazano heterozygotni nosicstvi. DFNB63 je tak zfejmé druhou
nejcastéjsi piiinou ztraty sluchu v Maroku (Charif et al., 2012). V Diaz-Hortové studii
nebyly mutace v genu LRTOMT nalezeny.

1.1.2.1.16. DFNB77

V Diaz-Hortové studii byly pouze u dvou genti zachyceny mutace u vice nez jedné rodiny,
krom¢ MYO15A (DFNB3), to bylo pravé v genu LOXHD1, jehoz mutace jsou pfiinou
DFNB77 (Diaz-Horta et al., 2012). Lokus byl pivodné identifikovan v iranské rodiné (Grillet
et al., 2009), ve studii Diaz-Horty vSak nebyl gen identifikovan u iranskych, ale u tureckych
pacientll, a to ve dvou rodinach, u kterych byly nalezeny homozygotni mutace v kauzalnim
genu. Pozdé&ji byla mutace p.Argl572Stop prokazana v populaci askenazskych Zidd, kde
mize byt pfi¢inou ztraty sluchu az u 5 % neslysicich (Edvardson et al., 2011).

Kromé vyse zminénych nalezii byly v Diaz-Hortové studii prokdzany homozygotni
mutace v genech ILDR1 (DFNB42 — v literatufe 11 rodin: fran a Pakistan) a GIPC3
(DFNB15/72/95 — 5 rodin: Pakistan, Indie, Holandsko).
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1.1.2.2. Autosomalné dominantné dédicna NSHL (AD-NSHL)
Autosomaln¢ dominantné¢ dédicnd porucha sluchu je typicky postlingvalni, mirnéjsi a
progresivni, je zde vSak vice vyjimek nez u AR-NSHL, kterd je typicky prelingvalni a
staciondrni (prelingvalni nastup ma DFNA3, DFNAS/12, DFNA23 a DFNA24). N¢které AD-
NSHL jednotky jsou typické ztratami sluchu v konkrétnich frekvencich, jsou pak nékdy
oznacovany i alternativnimi zkratkami, napiiklad jako LFHL — Low Frequency Hearing Loss
jsou oznacovany DFNA1 (n¢kdy také LFHL1) a DFNA6/14/38.

V soucasné dob¢ je identifikovano 42 lokusi, 26 genii a jedna mikroduplikace, které
jsou zodpovédné za AD-NSHL (“OMIM - Online Mendelian Inheritance in Man,” n.d.).
Pouze 9 jednotek bylo identifikovano u 5 a vice rodin. Pfehled vSech jednotek, genii a lokust
je shrnut v tabulce 4. V dalsim textu jsou popsany pouze jednotky, u kterych bylo popsano 5 a
vice rodin, nebo jsou klinicky odliSitelné od ostatnich AD-NSHL (prelingvalni nastup,
specificky audiogram a pod.), event. maji alelickou chorobu s vyssi frekvenci vyskytu.

Obecné jsou nové AD-NSHL lokusy identifikovany u evropské populace Castéji nez
AR-NSHL, coz je pochopitelné vzhledem ke Kulturnim rozdilim mezi oblasti Stifedomoii,
Blizkého vychodu a jihovychodni Asie s rozsahlymi ¢asto konsangvinnimi rodinami s mnoha
potomky a evropskou populaci spfevazné malymi rodinami s minimélnim podilem
konsangvinity a vétSi dostupnosti l1ékatské péce, ktera Castéji rozkryje genetickou pfic¢inu
ztraty sluchu u téchto rodin.

Zatim byla publikovana pouze jedna studie identifikujici pfi¢inu ztraty sluchu u AD-
NSHL rodin pfili§ malych pro vazebnou analyzu (Baek et al., 2012), byla provedena u 8
korejskych rodin. U 7 z nich byla nalezena varianta segregujici se ztratou sluchu v rodiné,

avSak pouze ve 4 ptipadech byly mutace shledany patogennimi.
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Tabulka 4 — Priciny a frekvence AD dédicné nesyndromové ztraty sluchu

Alelicky

AD-NSHL | Gen / lokus AR AD sy # DFNA20/26 | ACTG1 BWS2 12
DENAL DIAPHL c DFNA21 |6p24.1-p22.3 1
DFNA22
DFNA2A KCNQ4 14 DFNA22 MYO6 |DFNB37 [+hKMP| 5
DFNA2B GJB3 g?\\l/gl' EKVP [12/1/8 DFNA23 SIX1 BOR 1
PPKD, >10/ DFENA24 4935-qter 1
BPS,KID[>100/ > DFNA25 | SLC17A8 1
DFNA3A GJB2 |DFNBIA |HID,VS | 10 DENAZ? | 4g12.q13.1 )
DFNA3B GJB6  |DFNB1B |HED 4 DENAZS GRHL? 1
DFNA4A MYH14 PNMHH| 6 DFNASD | 15q25-026 1
DFNA4B | CEACAM16 1 DENASL 6p21.3 1
DFNA5 DFNA5 11/5 - DENAZ3 1334 1
DFNA6/14/38]  WFS1  |WFS WFLS HL DFNA36 TMC1  |DFNB7/11 120
DFNA7 1021-g23 1 DFNA41 |12q24.32-qter 1
DFNA8/12 | TECTA |DFNB21 9/>10 DFNA43 2p12 1
DFNA9 COCH >100 DFNA44 | CCDC50 1
DFNA10 EYA4 cCMDL| 4 DFNA47 | 9p22-p21 |DFNB83 1
DFNAL11 MYO7A |DFNB2 |USHIB| 7 DFNA48 MYO1A 1
DFNA13 | COL11A2 viz tabulka 2 2 DFNAS50 MIR96 2
DFNA15 POU4F3 5 DFNA51 | DUP9g21.11 1
DFNA16 | 2923-q24.3 1 DFNAS52 4028 1
EpS, DFNA53 | 14g11.2-q12 1
FTNS,
MHA, DFNA59 [11p14.2-q12.3 1
SBS, 2/15v DFNA64 | DIABLO 1
DFNA17 MYH9 MCT CR
DFNA18 3022 1

Tucné vyznacené jednotky jsou rozebrany v nasledujicim textu uvodu

AR — Alelicka AR NSHL/syndrom,

# — Pocet rodin s AD-NSHL / s alelickymi
chorobami,

EKVP — ErythroKeratodermia Variabilis et
Progressiva

PPK — Palmoplantar-Keratoderma-Deafness
syndrom

BPS — Bart-Pumphreyiiv syndrom

VS — Vohwinkelitv syndrom

KID — Keratitis-Ichthyosis-Deafness syndrom
HID — Hystrix-like-lchthyosis-Deafness
syndrom

HED — Hidrotickoa ektodermalni dysplazie
Cloustonova typu

1.1.2.2.1. DFNA1

WES — Wolframiiv syndrom (DIDMOAD)
WFLS — Wolfram-like syndrom

CMD1J - hluchota provazena dilatacni
kardiomyopatii typu 1J

USH — Usheruv syndrom

EpS — Epsteiniiv syndrom

FTNS — Fechtneriiv syndrom

MHA — May-Heglinitv syndrom

SBS — Sebastianitv syndrom

MCT — makrotrombocytopenie spojend se
ztratou sluchu

BOR — Branchio-oto-rendlni syndrom

Autosomalné dominantni familidrni NSHL vyznacujici se maximem ztraty sluchu v nizkych

frekvencich (LFHL1) byla popsana Koenigsmarkem v roce 1971 u 3 rodin z vychodniho

pobiezi USA (Konigsmark et al., 1971). Pozdé&ji byla publikovana studie rozsahlé rodiny

z Kostariky, ve které byl v roce 1992 vazebnou analyzou identifikovan lokus 5q31.3 jako
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prvni lokus zodpovédny za AD-NSHL a pojmenovan DFNA1 (Leon and Lalwani, 2002).
Ptechodné byla tato jednotka také nazyvana Koenigsmarkliv syndrom, ktery byl definovan
jako AD dédi¢na senzorineuralni porucha sluchu s kompletni penetranci (Parving, 1984).
Porucha sluchu zacina typicky v 10 letech jako lehka a ve 30 letech progreduje do hluboké
ztraty sluchu. V kostarické rodiné byl v roce 1997 potvrzen jako kauzéalni gen DIAPH1
(Lynch et al., 1997). Dosud byla popsana pouze jedina dal$i rodina s patogenni mutaci
v DIAPHL1 genu, a to v ramci Baekovy studie (Baek et al., 2012).

1.1.2.2.2. DFNA2
Podobné jako DFNB1 mohou jednotku DFNA2 zptsobit mutace ve dvou riiznych genech,

které jsou oba lokalizovany v jednom lokusu, a to 1p34.2. Pfi¢inou DFNA2A je mutace
v genu KCNQ4 (Kubisch et al., 1999) a DFNA2B v genu GJB3. U obou jednotek je popsan
rekurentni vyskyt v rodinach s AD-NSHL.

DFNB2A zacina ve véku 5 az 15 let jako ztrata sluchu ve vysokych frekvencich,
postupné progreduje do vSech frekvenci a Uplné ztraty sluchu ve véku 30 let (Coucke et al.,
1994). Nekonstantnim znakem je tinnitus, vestibularni obtize nebyly pozorovany (Kubisch et
al., 1999). Gen KCNQ4 koduje stejnojmenny protein, jehoz tetramery tvoii draslikové kanaly
ve vnéjsich vlaskovych bunkach (Kharkovets et al., 2000). V tomto genu bylo dosud popsano
devét riznych, pfevazné missense, mutaci u 14 rodin z Asie (Coucke et al., 1994; Kamada et
al., 2006), USA (Coucke et al., 1999) i Evropy (Benelux, Spanélsko, Svédsko, Francie)
(Balciuniene et al., 1998; Kubisch et al., 1999; Marres et al., 1997; Mencia et al., 2008; Van
Camp et al., 1997).

Produktem genu GJB3 je protein Connexin 31, ktery je spolu s pfibuznymi proteiny
Cx26, Cx30, Cx32 a Cx45 soucasti konexonli umoziujicich mezibunéénou komunikaci
(Richard et al., 1998, p. 3). Dominantni mutace tohoto genu jsou kromé¢ DFNA2B
zodpovédné také za jednotku zvanou ErythroKeratodermia Variabilis et Progressiva (EKVP),
ktera nezahrnuje ztratu sluchu, a za hluchotu provazenou periferni neuropatii (Richard et al.,
1998, p. 3). Recesivni mutace v genu GJB3 mohou byt zodpovédné za recesivni formu
EVKP, ale i AR-NSHL (DFNBI1), a to bud’ jako mutace na dvou alelach genu GJB3 (Liu et
al., 2000) nebo jedna mutace v tomto genu spoluptisobi digenickym mechanismem s jednou
mutaci v genu GJB2 (Liu et al., 2009). Bylo popsano 11 riznych mutaci zptsobujicich AD
EKVP, jedna mutace zodpovédna v homozygotni form¢ za AR EKVP, dvé mutace pro
DFNA3B, tii pro DFNBI a jedna mutace zodpovédna za AD ztratu sluchu a periferni
neuropatii (Lopez-Bigas et al., 2001).
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1.1.2.2.3. DFNA3

Dominantni mutace v genu GJB2, jehoz recesivni mutace jsou nejcastéjsi pricinou AR-NSHL
(DFNB1A) (viz vyse), jsou zodpovédné za DFNA3A (Chaib et al., 1994) a podobné mutace
v genu GJBG6 jsou pfic¢inou jak DFNB1B, tak DFNA3B. Kromé DFNA3, ktera je sama o sobé
velmi vzacna, zplsobuji dominantni mutace v obou genech také nékolik syndromu
kombinujicich AD ztratu sluchu a rtizné kozni problémy - Bart-Pumphreytiv syndrom (BPS)
(Richard et al., 2004), Vohwinkeliv syndrom (VwS), Hystrix-like-lchthyosis-Deafness
syndrom (HID) (van Geel et al., 2002), Keratitis-Ichthyosis-Deafness syndrom (KID)
(Richard et al., 2002) a Palmoplantar-Keratoderma-Deafness syndrom (PPKD) (Maestrini et
al., 1999). Connexin deafness homepage (“...::: The Connexin-deafness homepage :::...,” n.d.)
uvadi 8 riznych mutaci vgenu GJB2 zodpovédnych za AD syndromy, 9 mutaci
zpusobujicich DFNA3A a vice nez 80 mutaci pro DFNBI1. V genu GJB6 jsou uvadény dvé
rizné mutace pro DFNA3A a dvé mutace pro Hidrotickou ektodermalni dysplazii

Cloustonova typu (HED).

1.1.2.2.4. DFNA4
Ctvrtym definovanym lokusem pro AD-NSHL byl v roce 1995 DFNA4 zmapovany do oblasti

19q13.3 u rozsahlé americké rodiny (Chen et al., 1995). Nasledovala identifikace genu
véetné evropské (Némecko, Italie, Belgie), celkem u 6 rodin (Donaudy et al., 2004), byly vsak
vylouéeny v pivodni americké rodiné (Yang et al., 2005). Bylo tedy zjist€no, Ze v daném
lokusu se nachazi jesté jeden gen zpusobujici AD-NSHL, a to CEACAM16, jehoZ mutace byla
potvrzena v puvodni americké rodiné (Zheng et al., 2011) avsak dosud nebyly u zadné dalsi
rodiny nalezeny. AD-NSHL zpusobena mutacemi v genu MYH14 je oznatovana DFNA4A a
v genu CEACAM16 jako DFNA4B. Nedavno bylo vysloveno podezieni na piitomnost tfetiho
genu Vv lokusu DFNA4 vramci vazebné studie rozsahlé cinské rodiny s vyloucenymi
mutacemi v MYH14 i CEACAM16 (Zong et al., 2012) . Mutace v genu MYH14 mohou kromé
DFNA4A zplisobovat také poruchu sluchu provdzenou periferni neuropatii, myopatii a

chrapotem, tato jednotka byla prokazana u jedné korejské rodiny (Choi et al., 2011).

1.1.2.2.5. DENA5
Lokus DFNAS je unikatni v n¢kolika smérech — z nomenklaturniho hlediska (gen DFNAS lezi

v lokusu DFNAS), z hlediska vyskytu mutaci (je prokdzano, ze pouze mutace vedouci
k vystiizeni exonu 8 z transkriptu vedou k AD-NSHL a jedna se vzdy o ,,gain of function®

mechanismus) (Van Laer et al., 2004) a zejména z hlediska dalsi interakce a funkce genu
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(metylace genu DFNAS5 hraje vyznamnou roli v regulaci karcinogeneze v souvislosti
s poruchou proteinu p53 — jedna se tedy zejména o familiarni nadorové onemocnéni zaludku,
prsou a stiev) (Masuda et al., 2006). DFNAS je typicky progresivni a byla dosud popsana u 5
rodin, a to zejména v jihovychodni Asii a Holandsku (Bischoff et al., 2004; Huizing et al.,
1966; Yu et al., 2003).

1.1.2.2.6. DFNAG6/14/38
Druhym typem AD-NSHL smaximalni ztratou V nizkych frekvencich (LFHL) je

DFNA6/14/38, jejiz pri¢inou jsou heterozygotni (dominantni) mutace v genu WFS1 v lokusu
4p16.1 (Bespalova et al., 2001). Na rozdil od DFNA1 (LFHL1) u DFNA6/14/38 ztrata sluchu
ve frekvencich do 2000 Hz nastdvajici v prvni az druhé dekad¢ progreduje pouze velmi
pomalu a nekon¢i tplnou ztratou sluchu ani ve vysokém véku (Van Camp et al., 1999).
V genu WFS1 se vyskytuji také tzv. recesivni mutace, které v homozygotni, nebo slozené
heterozygotni form¢e zptisobuji Wolframiv syndrom neboli DIDMOAD (Diabetes Insipidus,
Diabetes Mellitus, Optic Atrophy and Deafness), ktery je oproti DFNA6/14/38, s pouhymi 11
dosud popsanymi rodinami, mnohem ¢astéjsi (incidence 1 : 100 000) (Cryns et al., 2003).
Tteti jednotkou zptsobenou mutacemi v genu WFS1 je tzv. Wolfram-like syndrom, ktery je
fenotypove shodny s Wolframovym syndromem, mé vSak AD dédi¢nost a dosud byl popsan u

12 rodin, ptevazné evropského ptivodu (Valéro et al., 2008).

1.1.2.2.7. DFNA8/12
Stejn¢ jako jeji alelickd choroba DFNB21 se DFNAS8/12 vyznacuje pro AD-NSHL

netypickym prelingvalnim nastupem a typickou kiivkou audiogramu ve tvaru U (tj. postihuje
zejména stiedni az vyssi frekvence). Ob¢ jednotky jsou zplisobeny mutacemi v genu TECTA
(Verhoeven et al., 1998). DFNAS8/12 byla popsana u 9 rodin pievazné evropského pivodu
(Benelux, Francie, Svédsko, Spanélsko a Rakousko) (Hildebrand et al., 2011, p. 12).

1.1.2.2.8. DFNA9

Dobfte klinicky odlisitelnou jednotkou je DFNAY, kterd se sice vyznacuje postlingvalnim
nastupem V ¢asné dospélosti a progresivnim vyvojem spolecnym pro vétsinu AD-NSHL, od
ostatnich ji vSak odliSuje vyskyt vestibularnich obtizi vCetné vertiga a tinnitu, audiogram
s obrazem klesajici kiivky a HRCT (High Resolution Computed Tomography) pyramid
ukazujici dehiscenci jednoho z vestibularnich kanalku. Pomoci MRI lze zjistit ukladani
specifickych plakt do oblasti kanalkl vestibulokochlearniho nervu (n.VIII), coz vede k jeho
atrofii (Manolis et al., 1996). Pii¢inou DFNA9 jsou mutace v genu COCH, jehoZ produktem
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je protein cochlin, tvofici zaklad plakd v kanalcich skalni kosti (Robertson et al., 1998).
Mutace v genu COCH jsou opakované nachazeny u rodin evropského ptuvodu, zejména ze
zemi Beneluxu, ale i z Japonska, Ciny, Australie a USA (Fransen and Van Camp, 1999;
Hildebrand et al., 2010a; Manolis et al., 1996; Street et al., 2005; Yuan et al., 2008). Ackoliv
pfesna frekvence vyskytu DFNA9 nebyla dosud stanovena, mutace v COCH genu jsou
povazovany za jednu z nejcastéjSich pii¢in AD-NSHL a v pfipadé vyskytu kombinace
sluchové a vestibularni poruchy je doporucovano jeho testovani (Fransen and Van Camp,
1999). Toto testovani provadi fada laboratofi, zejména v Belgii, ale i v Némecku, Francii,

Italii a Spanélsku.

1.1.2.2.9. DFNA10
Ctyfi riizné missense mutace v genu EYA4, ktery lezi v oblasti 6g23.2, jsou zodpovédné za

DFNA10 u 4 popsanych rodin ze 4 riznych svétadila (Hildebrand et al., 2007; Makishima et
al., 2007; Verhoeven et al., 2000; Wayne et al., 2001). Jedina popsana delece v tomto genu
zpusobuje hluchotu provazenou dilata¢ni kardiomyopatii typu 1J (CMDIJ1) (Schonberger et
al., 2000).

1.1.2.2.10. DFNA11
Jednotka DFNAI11 je zplisobena mutacemi v genu MYOT7A (Liu et al., 1997), je tedy

alelickou chorobou pro recesivni Ushertiv syndrom typu 1B (Weil et al., 1995) a DFNB2 (Liu
et al., 1997). Ztrata sluchu je u DFNA11 postlingvalni s pozorovanym nastupem od détstvi do
dospelosti, nejcastéji plochou kiivkou audiogramu a nekonstantnimi vestibuldrnimi obtizemi
(Sun et al., 2011; Tamagawa et al., 1996). DFNAI11 byla identifikovana zatim u 7 rodin,
zejména v Ciné a Holandsku (Luijendijk et al., 2004; Sun et al., 2011; Tamagawa et al.,
1996).

1.1.2.2.11. DFNA13
Dalsi z AD poruch sluchu s typicky postlingvalnim nastupem a progresivnim prubéhem s

maximem postizeni ve stfednich frekvencich je DFNAI13, jejiz pfi¢inou jsou dominantni
(heterozygotni) mutace v genu COL11A2 (McGuirt et al., 1999), které jsou zodpoveédné i za
Sticklertiv syndrom typu 3 (non-okularni forma) (Brunner et al., 1994), recesivni (bialelické)
mutace Vv témze genu zpusobuji DFNB53 (Chen et al, 2005 a OSMED
(Otospondylomegaepiphyseal dysplasia — porucha sluchu, stigmatizace, epifyzealni dysplazie,
anomalie obratli, zkraceni dlouhych kosti konéetin) (Melkoniemi et al., 2000). Dominantni i

recesivni formu pak maji dal$i alelické choroby — Fibrochondrogenesis typ 2 (FBCG2), a
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Weissenbacher-Zweymulleriv syndrom (porucha sluchu, psychomotoricka retardace,
rhizomelické zkraceni koncetin, deformity panve) (Pihlajamaa et al., 1998). Dosud byly
popsany 2 rodiny s DFNA13 (USA a Holandsko) (Brown et al., 1997).

1.1.2.2.12. DFENA15

Gen pro stejnojmenny transkripcni faktor POU4F3 je exprimovan pouze ve tkani vnitiniho
ucha (Hertzano et al., 2004). Jeho mutace jsou zodpovédné za DFNA1S5, ktera byla dosud
prokazana u jedné rozsahlé izraelské rodiny pavodem z Italie (Vahava et al., 1998; Weiss et
al., 2003), dvou holandskych rodin (Collin et al., 2008a; van Drunen et al., 2009) a u dvou
rodin v Koreji (Kim et al., 2013). Baekova studie prokazala novou mutaci u dalsi korejské
rodiny (Baek et al., 2012).

1.1.2.2.13. DFNA17
Mutace v genu MYH9 jsou zodpovédné nejen za DFNA17, kterd je spiSe jejich vzacnym

projevem, ale zejména za spektrum chorob vyznacujicich se poruchou tvorby krevnich
desti¢ek. May-Heglintiv (Kelley et al., 2000), Sebastiantiv a Fechteriv syndrom (Heath et al.,
2001) sdileji typickou trias — trombocytopenie, megakaryocytemie a typické Dohle-like
inkluze v leukocytech. U Fechtnerova syndromu se k obrazu pfidava ztrata sluchu, katarakta a
nefritida. Jeho netplné vyjadieni se n€kdy oznacuje jako Alport-like syndrom. Jmenované
ptiznaky sdili také Epsteiniv syndrom (Arrondel et al., 2002), ktery se od Fechtnerova
odliSuje pouze nepfitomnosti Dohle-like inkluzi. Posledni jednotkou zplsobenou mutaci
v genu MYH9 je makrotrombocytopenie spojend se ztratou sluchu. Pro DFNA17 je typicka
tzv. kochleosakularni degenerace zvana téZ Scheibeho dysplazie (Scheibe A., 1892) a byla
dosud popsana u dvou rodin, jedné americké (Lalwani et al., 2000) a jedné Australské
(Hildebrand et al., 2006). Od roku 2003 se spekuluje, Ze vSechny jednotky zptsobené MYH9
mutacemi jsou pouze spojitym spektrem piiznakd jediného onemocnéni, které se pak
oznacuje jako MYHO-related disease (Seri et al.,, 2003). Diagnostika genu MYH9 je
k dispozici v CR v UHKT, kde byly mutace v MYH9 prokazany jiz u 15 pacientii s poruchami
krvetvorby z 10 rodin (Provaznikova et al., 2009).

1.1.2.2.14. DFNA20/26
V roce 2000 byly v USA na tfech riznych rodinach identifikovany dva nové lokusy pro AD

nesyndromovou ztratu sluchu — DFNA20 a DFNA26 (Morell et al., 2000; Tlili et al., 2007), o
tii roky pozdéji byl identifikovan gen ACTG1 jako pficina ztraty sluchu u vSech popsanych
rodin (Zhu et al., 2003) a bylo tedy konstatovano, Zze obé jednotky mapované do oblasti
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17925, jsou totozné a zavedlo se oznaCeni DFNA20/26 (DeWan, 2003). Mutace v genu
ACTG1 zéaroven vyvolavaji také Baraitser-Wintertiv syndrom typu 2 (BWS2), ktery je typicky
kolobomy duhovky, ptézou, hypertelorismem, mikrocefalii, ztratou sluchu, mentélni retardaci
a zachvatovym onemocnénim (Riviere et al., 2012). Dosud bylo popsano 12 pacienti
s DFNA20/26 (USA, Norsko, Holandsko, Spanélsko, Korea — v¢. Baekovy studie) (DeWan et
al., 2003; Morell et al., 2000; Rendtorff et al., 2006; van Wijk et al., 2003; Zhu et al., 2003) a
8 pacientli s BWS2 (Rivicre et al., 2012).

1.1.2.2.15. DFNA22
Mutace v genu MYOG6 byly popsany u péti rodin s DFNA22 (Italie, Dansko, Belgie, Némecko,

Cina) (Melchionda et al., 2001) a u jedné rodiny s familiarni AD ztratou sluchu a
hypertrofickou kardiomyopatii (Mohiddin et al., 2004). DFNA22 se vyznacuje progresivni
ztratou sluchu zacinajici ve véku 8-10 let s progresi do Gplné ztraty sluchu po padesatém roce
véku. V nékterych ptipadech mize jeji obraz napodobovat presbyakusii (Nele Hilgert et al.,
2008).

1.1.2.2.16. DFNA23

Jednotka DFNA23 byla popsana dosud pouze u jedné rozsahlé Svycarsko-némecké rodiny
(Salam et al., 2000). Mutace v genu SIX1, které jsou jeji pfi¢inou, zaroven zpusobuji
Branchio-oto-renalni syndrom, ¢i jeho neuplné vyjadienou formu — Branchio-oticky syndrom
(Ruf et al., 2004).

1.1.2.2.17. DFNA36
DFNAS36 je alelickou chorobou k DFNB7/11, na rozdil od recesivni ztraty sluchu jsou vSak

mutace v genu TMC1 spiSe vzacnou pfi¢inou dominantni ztraty sluchu — dosud byly popsany

pouze 2 rodiny s touto jednotkou (Kitajiri et al., 2007; Kurima et al., 2002).

1.1.2.2.18. DFNA51

Pouze jediny prokazany typ nesyndromové ztraty sluchu je zplisoben mikroduplikaci, a to
DFNASI, za kterou je zodpovédnéa duplikace 269 kb v oblasti 9p21.1. Tato jednotka byla
identifikovana u rozsahlé Zzidovské rodiny tuniského puvodu, vyznacuje se nastupem

progresivni ztraty sluchu ve ctvrté dekadé s prednostnim postizenim vysokych frekvenci
(Walsh et al., 2010).
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1.1.2.3. X-vazana nesyndromova ztrata sluchu
Jako prvni X-vdzana nesyndromova ztrata sluchu byla popsana jednotka plivodné

pojmenovana DFNI1, a to jiz v roce 1960 (Mohr and Mageroy, 1960), pozdé&ji byla vSak tato
rodina pfeSetfena a byly u ni zjistény dalsi pfiznaky, zejména porucha zraku a dystonie, a ty
byly spole¢né se ztratou sluchu shrnuty do syndromu Mohr-Tranebjaerg (Tranebjaerg et al.,
1995). Ve stejné studii byl kauzalni gen lokalizovan do oblasti Xq22, a pozd¢ji identifikovan
jako TIMMBSA (Tranebjaerg et al., 2000). Diagnostika genu TIMMBSA je dostupna i v CR.
Vzhledem k nomenklaturnimu zruseni pojmenovani DFN a tim i této jednotky a zruSeni
jednotky DFN5 byla zavedena nova nomenklatura oznacujici jednotku piivodné
pojmenovanou DFN2 jako DFNX1, DFN3 jako DFNX2, DFN4 jako DFNX3 a DFN6 jako
DFNX4. Jako DFNXS5 je nyni oznacovana jednotka pivodné pojmenovand AUNX1 (Petersen
et al., 2008) (viz tabulka 5).

Dle publikovanych dat jsou X-vazané ztraty sluchu zodpovédné za cca 5—-6 % ztrat sluchu u

muzu (Fraser, 1965a; Reardon and Pembrey, 1990).

Tabulka 5 — Tabulka shrnuje priciny a frekvence XL dédicné nesyndromové ztraty sluchu

Alelické Pocet rodin s
XL-NSHL | d¥ivéjsi nazev| Gen/ lokus XL-NSHL /s
syndromy alelickymi syndromy
Arts sy,
DFNX1 DFN2 PRPS1 CMTXS5, 4121316
PRPS1S
DFENX2 DFN3 POU3F4 az 50 XL-NSHL
DFNX3 DFN4 Xq23927.3 2
DFNX4 DFNG6 SMPX 6
CMTX4,
DFENX5 AUNX1 Xq23927.3 CMTX5 1

1.1.2.3.1. DFNX1
X-vazana nesyndromova ztrata sluchu typu 1 (DFNXI, diive DFN2) je lokalizovana do

Xq22.3 (Tyson et al., 1996) a zpusobena mutaci v genu PRPS1 (Liu et al., 2010). Mutace ve
stejném genu jsou také zodpovédné za Artsiv syndrom (de Brouwer et al., 1993), XR typ
choroby Charcot-Marie-Tooth — CMTX5 a Phosphoribosylpyrophosphate synthetase
superactivity (Kim et al., 2007). Ztrata sluchu u postizenych muz byla kongenitalni a
hluboka, nebo progresivni s absolutni ztratou sluchu do 50 let, u zen pfenasecek byla zjiSténa
mirna az stfedni porucha sluchu. Izolovana ztrata sluchu zpisobena mutacemi PRPS1 genu

byla dosud popsana u 4 rodin (Liu et al., 2010; Tyson et al., 1996).
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1.1.2.3.2. DFENX2
NejcastéjSim typem, zahrnujicim az 50 % X-vazané ztraty sluchu je DFNX2 (dfive DFN3),

zpusobena mutaci v genu POU3F4 (Bitner-Glindzicz et al., 1995; de Kok et al., 1995).
Typickym znakem je fixace tfminku zpusobujici pfevazné ptevodni ztratu sluchu na 30—
40 dB. Na HRCT pyramid se kromé¢ fixace timinku typicky objevuji také dilatace vestibula a
vnitiniho zvukovodu (Phelps et al., 1991). Molekularné geneticka diagnostika hraje dileZitou
roli pfedevsim proto, ze chirurgicky zasah upravujici fixaci tfminku je u pacientii s DFNX2
ptfisné kontraindikovany vzhledem k téméf konstantni komplikaci — masivnimu proudéni
perilymfy do stfedniho ucha — tzv. ,,perilymphatic gusher* (Cremers et al., 1983), naopak jako
velmi Gspésna se jevi 1é¢ba pomoci kochlearni implantace (Lee et al., 2009). U muzt zaéina
porucha sluchu pievodni slozkou v ¢asném détstvi. Zeny prenasecky mohou trpdt mirngjsi
formou kombinované ztraty sluchu, nebyly vsak u nich zjistény zadné anomalie skalni kosti

(Phelps et al., 1991).

1.1.2.3.3. DFNX3
Dosud pouze u 2 rodin byla definovana DFNX3 (diive DFN4), typicka hlubokou vrozenou

ztratou sluchu bez abnormalit na HRCT u muzii a mirnou poruchou sluchu u Zzen (Lalwani et
al., 1994; Pfister et al., 1998). Molekularné¢ geneticka pfi¢ina byla umisténa do lokusu
Xp21.1, do tésné blizkosti genu DMD, bylo dokonce naznadeno, Ze pravé dystrofin mize hrat

roli v patogenezi této jednotky (Pfister et al., 1998).

1.1.2.3.4. DFNX4

U celkem 6 rodin s muzi postizenymi progresivni ztratou sluchu zacinajici v pedskolnim
veéku a konéici uplnou ztratou sluchu v druhé dekade Zivota a Zenami s velmi variabilnim, 1
kdyz mirnjSim stupném a pozdéjSim nastupem sluchové poruchy, bylo identifikovano 5
riznych mutaci v genu SMPX. Tyto mutace jsou pfi¢inou jednotky DFNX4 (difive DFNO6),
gen je lokalizovan v Xp22.12 (del Castillo et al., 1996; Schraders et al., 2011).

1.1.2.3.5. DFNX5
Jednotka DFNXS5 (diive AUNX1), jejiz dosud neidentifikovany kauzalni gen je lokalizovan

do oblasti Xg23g27.3 (Wang et al., 2006), je soucasti spektra jednotek nazvanych ,,auditory
neuropathy* spolecné s AUNB1 (DFNB9Y, zptisobena mutacemi v genu OTOF) a AUNAL
(neni zahrnuta do ,,DFN*“ nomenklatury, zptisobena mutacemi v genu DIAPH3) (Schoen et
al., 2010). Tato jednotka je typicka progresivni ztratou sluchu od druhé dekady Zivota,
poklesem otoakustickych emisi (OAE) a abnormalni odpovédi mozkového kmene (ABR)

39



(Wang et al., 2006). V dospélosti muze DFNXS5 provazet také periferni neuropatie. Dle
Petersena (Petersen et al., 2008) se lokus piekryva také s CMTX4 a CMTXS, jejichz ptiznaky
jsou také porucha sluchu a periferni neuropatie, hypotetizuje tedy, zZe v budoucnosti mize

dojit ke slouceni této jednotky s jednou z CMT jednotek.

1.1.3. Mitochondrialni ztrata sluchu

Mutace v mitochondridlni DNA jsou piicinou jak syndromové, tak i nesyndromové ztraty
sluchu. Syndromové formy zahrnuji MIDD (Maternally Inherited Diabetes and Deafness
syndrome (Ballinger et al., 1992)) a ztratu sluchu s pamoplantarnim keratoderma (podobny
obraz jako u KID syndromu vyvolanému genem GJB2 (Hatamochi et al., 1982; Sevior et al.,
1998)), kde je hluchota jednim ze dvou hlavnich znakd, a syndromy MELAS (Mitochondrial
Myopathy, Encephalopathy, Lactic Acidosis, and Stroke-like episodes (Goto et al., 1991;
Montagna et al., 1988) a MERRF (Myoclonic Epilepsy associated with Ragged-Red Fibers
(Fukuhara et al., 1980; Shoffner et al., 1990)), kde je ztrata sluchu nekonstantnim znakem.
Nékteré mutace jsou spojovany pouze s nesyndromovou ztratou sluchu (m.827A>G,
m.961delT/insC, m.961T>G, m.1494C>T, m.1555A>G, m.3388C>A, m.7510T>C,
m.7511T>C, m.12201T>C), jiné mohou zptsobovat jak nesyndromovou tak i syndromovou
ztratu sluchu (m.7472insC, m.7444G>A, m.7445A>G, m.8363G>A) — viz tabulka 6. Tize
ptiznakl vétSinou zavisi na tirovni heteroplasmie (poméru poctu postizenych a nepostizenych
mitochondrii) v dané tkani. Pfehled jednotlivych mutaci a jimi vyvolanych afekci je

v tabulce 6.
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Tabulka 6 — Mutace mtDNA a jejich klinické projevy

MtDNA mutace NSHL Dalsi syndromy
m.827A>G +
m.961delT/insC +
m.961T>G +
m.1494C>T +
m.1555A>G +
m.3388C>A +
m.3243A>G MIDD, MELAS, MERRF
m.3271T>C MIDD, MELAS
m.7472insC + ataxie, myoklonus
m.7444G>A + LHON
m.7445A>G + Palmoplantarni Keratoderma
m.7510T>C +
m.7511T7>C +
m.8296A>G MIDD, MELAS, MERRF
m.8363G>A + MERRF, KMP
m.12201T>C +
m.12258C>A MIDD
m.14535 14536insC MIDD
m.14709T>C MIDD

(Upraveno dle Masindova et al., 2012)

Nesyndromova mitochondrialni ztrata sluchu zahrnuje az 5 % veskeré NSHL (Ballana et al.,
2007), nejcastéjsi mutaci je m.1555A>G, jeji prevalence v bélosské populaci byla riznymi
studiemi stanovena na 1 : 385 (Rahman et al., 2012) a 1 : 500 (Bitner-Glindzicz et al., 2009).
Mutace m.1555A>G je v Japonsku uvadéna jako pii¢ina az u 10 % pacient s kochlearnim
implantatem a u 3 % vSech pacienti s nesyndromovou ztratou sluchu (Usami et al., 2000).
Nosi¢e této mutace vétSinou postihne nahla ztrata sluchu v souvislosti s uzivanim
aminoglykosidovych antibiotik (Estivill et al., 1998, Rahman et al., 2012), mutace je
zjistovana az u 33 % pacientt s historii uzivani aminoglykosidovych antibiotik (Usami et al.,
2000). Existuji vSak i pacienti bez prokazané expozice aminoglykosidim, u kterych byla

prokazana ztrata sluchu v souvislosti s mutaci m.1555A>G (Usami et al., 1997), a naopak
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také nosi¢i mutace, ktefi ani po expozici aminoglykosidim ztratu sluchu neutrpéli (Rahman et
al., 2012).

Vysetfeni mutaci 1494C>T, 1555A>G, 7510T>C, 7511T>C, 7512T>C, 7472insC a
7445A>G mtDNA zptsobujicich ztratu sluchu je v CR dostupné, zadna z mutaci viak nebyla
dosud u zadného pacienta prokdzadna (osobni komunikace doc. Honzik, Laboratof
mitochondridlnich poruch pii Klinice détského a dorostového Iékatstvi VSeobecné fakultni

nemocnice v Praze, ze dne 25. 4. 2014).

1.2. Pendreduv syndrom a NSEVA

Pendrediiv syndrom (PS, OMIM #274600) je autosomalné recesivné¢ dédicné onemocnéni
projevujici  se kombinaci senzorineurdlni (percep¢ni) hluchoty a neendemické
dyshormonogenetické strumy (Fraser, 1965b; Pendred V., 1896).

Porucha sluchu je pfevazné prelingvalni, tézka ¢i progredujici a je doprovazena
strukturalnimi abnormalitami vnitintho ucha a to obligatné rozSifenym vestibularnim
akveduktem (Enlarged Vetibular Aqueduct — EVA) a/nebo vzacnéji Mondiniho dysplazii
(MD) (Phelps et al., 1998).

Postizeni §titné zlazy u Pendredova syndromu se manifestuje nejcastéji v druhé dekade
zivota pod obrazem eutyroidni nebo hypotyroidni strumy (Fraser, 1965b; Reardon et al.,
2000). Vzacné se muze projevit dyshormonogeneze jiz pii narozeni a onemocnéni je pak
diagnostikovano novorozeneckym screeningem pro kongenitalni hypotyreézu (Banghova et
al., 2008a).

Toto onemocnéni je zptisobeno mutacemi v genu SLC26A4 (nazyvaném také PDS gen,
OMIM *605646) kodujicim aniontovy transportér pendrin (Everett et al., 1997), ktery je
exprimovan zejména ve §titné zlaze a vnitinim uchu (Scott et al., 2000).

Mutace v genu SLC26A4 zplsobuji kromé& PS také nesyndromovou ztratu sluchu
spojenou s EVA (DFNB4 — AR dédi¢na nesyndromova ztrata sluchu typ 4, OMIM #600791)
(Li et al., 1998), ktera je definovana jako autosomalné recesivné dédi¢na nesyndromova ztrata
sluchu spojend s nadlezem EVA/MD na HRCT pyramid, bez prokazatelné poruchy $§titné zlazy
(Baldwin et al., 1995).

Pozdéji byla u obou téchto chorob popsana i digenicka dédi¢nost — mutace v genu
SLC26A4 v kombinaci s mutaci v genu FOXI1 (OMIM *601093) (Yang et al., 2007) nebo
genu KCNJ10 (OMIM *602208) (Yang et al., 2009), v recentnich studiich vSak byl tento
efekt opakovan¢ zpochybnén (Chen et al., 2012; Landa et al., 2013; Wu et al., 2010).
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1.2.1 Historicka fakta

V roce 1896 popsal Vaughan Pendred v Lancetu (Pendred V., 1896) hluchotu provazenou
nalezem strumy u dvou neslySicich sester pochazejicich z osmi sourozenct irského pivodu.
Jako dal$i Brain vroce 1924 popsal hluchotu a poruchu §titné zldzy u nékolika rodin a
upozornil na autosomalné recesivni vzorec dédi¢nosti.

V 60. letech 20. stoleti se problematikou ztraty sluchu spojené s poruchou stitné zlazy
s abnormalnim vstiebavanim jodu zevrubné zabyval G.R. Fraser, ktery navrhl pojmenovani
tohoto syndromu pravé po V. Pendredovi, ackoliv jisté zminky o asociaci hluchonémosti a
strumy byly v literatufe zaznamenany uz dtive. Fraserovi se podafilo shromazdit 207 rodin
s klinickou diagnosou Pendredova syndromu z riznych ¢asti Velké Britanie a na zakladé
rozsahlych vypocti stanovil prevalenci PS u dospélych na 7,5 na 100 000 a empiricky
stanovil frekvenci heterozygot v populaci na 0,008. PS urcil jako pfi¢inu hluchoty u 7,8 %
dospélych a 4,8 % déti ze dvou anglickych hrabstvi (Fraser, 1965b). Nizsi prevalence u déti je
nejspiSe ddna vékem manifestace poruchy Stitné Zlazy, protoze praveé porucha stitné zlazy byla
hlavnim vstupnim diagnostickym kritériem do této studie.

Témet presné 100 let po Pendredové publikaci identifikovali Everettovd a jeji
spolupracovnici gen SLC26A4 (PDS) lokalizovany do oblasti 7q31 (Everett et al., 1997) jako
molekularné genetickou podstatu PS. Poukazali také na koincidenci s DFNB4, kterd byla
lokalizovana jiz v roce 1995 Baldwinem do lokusu 7g31 (Baldwin et al., 1995) a vyslovuji
podezieni, Ze mutace v nove identifikovaném genu jsou zodpovédné i za DFNB4. O dva roky
pozdéji tuto hypotézu potvrzuje Li, kdyz identifikuje v rozsdhlé indické konsangvinni rodiné
s DFNB4 jako pfi¢inu homozygotni mutaci v genu SLC26A4 (PDS) (Li et al., 1998). U vsech
Clenil této rodiny byla prokdzana EVA, ale u zddného z nich MD ani porucha §titné zlazy
(nejstar§imu neslySicimu probandovi bylo 38 let).

V navaznosti na toto zjiSténi popisuje Reardon rozsifeni vestibuldrniho akveduktu
(ptivodné Large Vestibular Aqueduct syndrom (LVAS) popsany Valvassorim (Valvassori and
Clemis, 1978)) jako typicky znak Pendredova syndromu. Zaroven poukazuje, ze porucha
Stitné Zlazy je nekonstantnim znakem, oznacuje tedy jako Pendrediiv syndrom jakykoliv
vyskyt EVA sdruzeny s mutacemi v genu SLC26A4 (PDS) — bez ohledu na piitomnost
poruchy stitné zlazy (Reardon et al., 2000). Toto slouceni pojml vSak nebylo odbornou
vetejnosti piijato a proto i nadale rozumime Pendredovym syndromem plvodné popsanou
jednotku se souCasnym vyskytem poruchy sluchu a Stitné zlazy, v optimalnim piipadé

potvrzeny nalezem obou mutaci v genu SLC26A4/PDS dale viz definice PS a NSEVA.
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Prvni rodina s Pendredovym syndromem byla v CR popsana jesté pied objevenim
molekularné genetické podstaty onemocnéni (Astl et al., 1996) a bylo o ném dale referovano
(Astl et al.,, 2004; Lastivka, Petr, 2001). Rodina skladajici se ztii postizenych sester
s poruchou §titné zlazy a vrozenou ztratou sluchu popsand Astlem v piivodni publikaci, byla

zafazena do této studie pro molekularné genetické potvrzeni diagnosy Pendredova syndromu.

1.2.2. Klinicky obraz Pendredova syndromu a NSEVA

Porucha sluchu: je ve vétsiné piipadu tézka vrozena oboustranna, percepcni. Pokud neni
naprosta hluchota pfitomna jiz pfi narozeni, ztrata sluchu nastupuje typicky progresivng,
obcas vykazuje i fluktua¢ni prabéh (Colvin et al., 2006; Mori et al., 2008). Tize postizeni je
velmi individualné variabilni (inter- i intrafamiliarn€¢) a muze kolisat (Napiontek et al., 2004).
| bilateralni postizeni sluchu muze byt asymetrické. U nékolika jedinct byla zjiSténa
progresivni nedoslychavost, ktera se vyvinula po urazu hlavy, nebo po zavazné stiedousni
infekci. U nékterych pacienti jsou postizeny hlavné vyssi frekvence, k bazokochlearnimu
postizeni se piidava postupné i apikochledrni nebo pankochlearni. Problematickd miize byt
diagnostika u déti s vrozenou hypotyredzou, kde je nedoslychavost jednim z projevli tohoto
stavu (Gaudino et al., 2005). Priikaz mutace v genu SLC26A4/PDS je pak optimalni moznosti
k odliseni riznych jednotek (Banghova et al., 2008a), protoze pficin kongenitalni hypotyredzy
muze byt mnoho, véetné mutaci v dalSich genech, napt. TTF 1, 2 a PAX 8 (Al Taji et al.,
2007; Lacroix et al., 2006).

Vestibularni piiznaky: vestibularni dysfunkce je nekonstantnim znakem PS/NSEVA,
byla zjisténa u 12-66 % nemocnych s PS, jejichz projevy byly charakterizovany
jednostrannym postiZenim polokruhovych kanéalkd. Klinicky se projevuje epizodami vertiga,
které mohou byt spojeny s ndhlym zhorSenim sluchu ¢i fluktuujicim pribéhem ztraty sluchu
(Stinckens et al., 2001). Zjednodusené je mozné pfirovnat poruchu rovnovahy u PS k obrazu
Menicrovy nemoci, se kterou je u nékterych pacientii zaméiovana. V nékterych piipadech,
kdy se objevi epizoda ndhlého zhorSeni sluchu a rotacniho vertiga, mize po urcité dobé dojit
k pretrvavani poruch rovnovahy. Obvykle je pfitomna oboustranna vestibularni hyporeflexie.

Abnormality temporalni Kkosti: patologicky radiologicky obraz temporalni kosti
(HRCT/MRI) byl zjistén u vSech pacientii s prokazanym Pendredovym syndromem ¢i
NSEVA, kde bylo toto zobrazeni provedeno (Ito et al., 2011; Phelps et al., 1998). Nejcastéjsi
je rozsifeni vestibularniho akveduktu - EVA (obr. 2), méné ¢asto v kombinaci s Mondiniho
dysplazii (obr. 2), kde hlemyzd’ mé jen jeden a piil zavitu na misto dvou a pil a vznika zde

patologickd komunikace mezi scala vestibuli a scala tympani se sou¢asnym rozsifenim saccus
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a ductus endolymfaticus (Fugazzola et al., 2007). Ve vétsiné ptipadt je zjiStovana
oboustrannd dilatace vestibularniho akveduktu. Vestibularni akvedukt je povazovan za
roz$iteny, pokud jeho primér pfesdhl 1,5 mm uprostied jeho délky, resp. uprostied Sife
pyramidy kosti spankové (Pryor et al., 2005). Dominujici zobrazovaci metodou je HRCT
pyramid se zamé¢fenim na struktury vnitiniho ucha a $ifi akveduktu (Goldfeld et al., 2005),
v individualnich pfipadech je indikovana MRI (Sharghi et al., 2007), a to zejména pokud
nelze celou délku vestibularniho akveduktu zachytit pomoci HRCT. Dle Fugazzoly
(Fugazzola et al., 2007) jsou malformace membrandzniho labyrintu zobrazitelné pfi MRI

povazovany za znak s vubec nejvyssi diagnostickou hodnotou.

1.5 turns of cochlea
with cystic apex

dilated vestibule

enlarged vestibular aquaduct

Obrazek 2 — EVA a MD na HRCT pyramid
Prevzato z http://uwmsk.org/temporalbone/congenital.html. Sipky oznacuji rozsirent
vestibularniho akveduktu — EVA, Mondiniho dyspldzii a rozsirené vestibulum

Rozsiteni vestibularniho akveduktu (EVA) je nejcastéjsi radiologickou abnormitou
nachazenou u 7-22 %6 pacientd se sensorineuralni ztratou sluchu (Albert et al., 2006; Azaiez et
al., 2007; Cross et al., 1999) medianem 15 % (Antonelli et al., 1999; Arcand et al., 1991;
Phelps et al., 1998). Mondiniho dysplazie (MD) je naopak vzacnou malformaci nachazenou u
2—4 % neslysicich pacientt (Albert et al., 2006; Cross et al., 1999), je vSak povazovan za vice
specificky pro PS nez EVA (Campbell et al., 2001).

Porucha S§titné zlazy: piiblizn¢ 75 % nemocnych ma v dobé diagnézy Pendredova
syndromu zjisténu klinicky pfitomnou strumu vétSinou ve formé eufunkcni. U ostatnich
pacientl svédéi o diagndze pouze abnormalni hodnoty hormonti §titné zlazy (SZ), UZ nalez

bez makroskopického ekvivalentu nebo pozitivni perchloratovy test. Porucha funkce S$titné
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zlazy je vzacné pozorovéna jiz v détstvi, avSak pacienti jsou vétSinou v pasmu eutyredzy
(Caksen et al., 2001). Asi u 40 % postizenych se struma vyviji v pozdnim détstvi ¢i v pocatku
dospélosti, nejcastéji v obdobi puberty, pfi existenci vyznamné intrafamilidrni variability
téchto obtizi (Goldfeld et al., 2005; Pendred V., 1896). VétSina nemocnych je 1é¢ena
substituéni terapii, pouze 10 % postizenych mé& abnormalni funkci §titné Zlazy spojenou
s vzestupem sérovych hladin TSH (Reardon et al., 1999). Zpocatku se jedna o difuzni
postizeni SZ, pozdgji se objevuje nodularni piestavba, pii které miiZe i nartistat riziko maligni
transformace (Skubis-Zegadto et al., 2005). Porucha $titné zlazy se vSak u piiblizné 20 %
pacientti nemusi vitbec klinicky projevit (Skubis-Zegadto et al., 2005). V téchto pfipadech byl
povazovan za vhodny diagnosticky nastroj perchloratovy test prokazujici zhorSenou
organifikaci jodu, jelikoz dusledkem poruchy jodidového transportniho mechanismu je
parcialni defekt organifikace. U pacientli s Pendredovym syndromem je vSak patologicky ¢i
hrani¢ni vysledek perchloratového testu pouze u 25 az 50 % ptipada (Gross et al., 1981;
Scinicariello et al., 2005). Perchloratovy test je proto v soucasnosti jiZ povazovan za malo
senzitivni a s ohledem na vyssi radiac¢ni zat¢z je logickou snahou jej nahradit molekuldrné
genetickym vySetfenim mutaci v genu SLC26A4 (Reardon et al., 1999). Perchloratovy test
nelze doporucit predevSim u zen ve fertilnim veéku a u déti.

Nezbytné je odlisit endemicky kretenismus, ktery je také spojen s poruchou sluchu,
ktera vSak navazuje az na ziskanou hypotyredzu. Banghova publikovala nalez dvou piipadi
S potvrzenymi mutacemi v genu SLC26A4 ve skupin€ pacientl s kongenitalni hypotyre6zou z
dvacetiletého intervalu sledovani. Jde tedy v této skupiné o zcela vzacny ndlez resp. pficinu
(Banghova et al., 2008a). Poruchy sluchu spole¢né s onemocnénim §titné zlazy jsou popsany
a jsou spojeny se 3 zdkladnimi typy tyreopatii: endemickym kreténismem, Pendredovym
syndromem a hypotyreézou vznikajici v dospélém véku (Li et al., 1998). Byla popsana také
hypertyre6za spojend s nedoslychavosti (Stolbova et al., 1983). Vyskyt fenokopii byl také
popsan v Ceské studii, kde u dvou pacienti s kongenitalni hypotyre6zou doSlo perinatalné
k rozvoji ztraty sluchu, avSsak mutace v genu SLC26A4 nebyly detekovany (Banghova et al.,
2008a).

V souvislosti s Pendredovym syndromem byly popsany karcinomy stitné zlazy (Abs,
1991) a heterotopie Stitné zlazy na koteni jazyka (Wetke, 1989).

1.2.3. Incidence a prevalence Pendredova syndromu a NSEVA
Incidence Pendredova syndromu uvadéna Fraserem (Fraser, 1965b) je 7,5 na 100 000

obyvatel, ostatni autofi uvadéji incidenci v rozmezi 1 az 8 na 100 000 obyvatel (Pryor et al.,
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2005, p. 20; Reardon et al., 2000). Pendreduv syndrom je povazovan za nejcastéjsi ptiinu
syndromové hluchoty. Uvadénd prevalence molekularné geneticky potvrzeného PS ¢i
NSEVA je 7,5-10 % vSech postizenych vrozenou hluchotou (Grimaldi et al., 2007; Kopp et
al., 2008; Maciaszczyk and Lewinski, 2008; Pearce, 2007; Reardon et al., 2000). Pro takto
vysokou Cetnost v§ak nesvéd¢i udaje dalSich autort (Azaiez et al., 2007; Hutchin et al., 2005),
jejichz vysledky odpovidaji az 3x niz§imu vyskytu.

Reardon predpoklada poddiagnostikovani obou jednotek, zejména u pacientd, kteti
trpi NSEVA, a jsou tedy zafazeni do rozsahlé skupiny NSHL, odkud je nelze diferencovat,
pokud neni provedeno vySetfeni HRCT nebo MRI, které by odhalilo EVA/MD, coz se vSak
vétsinou déje pouze u kandidati kochlearni implantace, nebo v ptipad¢ nahlého zhorSeni
sluchu ¢i rovnovahy nebo trazu (Reardon et al., 1999). Pravé uréenim podilu NSEVA

Vv celkovém poctu pacientli s NSHL se také zabyva ma studie.

1.2.4. Molekularni genetika

Pricinou PS a NSEVA jsou bialelické mutace v genu SLC26A4. Zachyt mutaci mezi pacienty
s PS je popisovan vysoky — 60-90 % (Blons et al., 2004; Campbell et al., 2001; Coyle et al.,
1998; Pera et al., 2008b), zatimco u NSEVA, kde udaje v pivodnich publikacich sice také
uvadély vysokou zachytnost — 60-80 % (Cremers, 1998; Reardon, 1999, Wu, 2005), jsou
2007; Yang et al., 2009).

Spektrum mutaci se lis§i podle etnického slozeni populace, zatimco v evropské a
americké bélosské populaci neni zadna mutace dominantni, ale rekurentné se objevuji mutace
p.Leu236Pro, p.Thr416Pro, ¢.1001+1G>A a p.Val138Phe (Blons et al., 2004; Campbell et al.,
2001; Pryor et al., 2005), v asijské populaci dominuji mutace c.919A>G, zejména v Ciné a
Jihovychodni Asii (Park et al., 2003; Reyes et al., 2009) a p.His723Arg v Japonsko (Kitamura
et al., 2000; Tsukamoto et al., 2003; Usami et al., 1999). U vétsiny rekurentnich mutaci
Vv evropské populaci byl prokdzan jejich spole¢ny ptvod resp. efekt zakladatele (founder
efekt) (Borck et al., 2003; Pera et al., 2008Db).

Dosud bylo nalezeno vice nez 400 variant v genu SLC26A4, které byly zpocatku
shrnovany na Pendred and BOR homepage provozované University of lowa (“Pendred and
BOR homepage,” n.d.). Jsou zde uvedeny vSechny mutace popsané v literature do roku 2007
tj. 174 variant, z nichz nékteré byly v pozd¢jsich publikacich prokazany jako nepatogenni

polymorfismy.
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V Single Nucleotide Polymorphisms database (dbSNPs) of the National Center for
Biotechnology Information (“Variation Viewer: SLC26A4,” n.d.) je vSak uvedeno pouze 83
odchylek v genu SLC26A4, z toho u 32 mutaci byla prokazana jasna patogenita, 12 odchylek
je povazovano za pravdépodobné patogenni, 5 za pravdépodobné nepatogenni a 9 odchylek za
nepatogenni varianty. Zbylych 16 odchylek je dosud nezndmého vyznamu.

Exome Variant Server (“Exome Variant Server,” n.d.) zvefejiiuje 182 variant v genu
SLC26A4 z toho 37 pravdépodobné patogennich, 12 s moznou patogenitou, 31 benignich a
102 s neznamym efektem — to vSe dle skore z programu PolyPhen2.

The Human Gene Mutation Database at the Institute of Medical Genetics in Cardiff -
HGMD" Professional 2013.4 (“HGMD® home page,” n.d.) uvadi 406 mutaci z toho 266
missense/nonsense, 56 splicing, 47 malych deleci, 25 malych inserci, 3 jejich kombinace, 4
velké delece, 3 mutace v regula¢nich oblastech genu a dvé komplexni ptestavby. Z hlediska
patogenity uvadi HGMD® 378 patogennich mutaci, 24 mutaci (16 =z kategorie
missense/nonsense, 7 splicing a 1 mald inserce) se spornou patogenitou a 4 funkéni
polymorfismy (vSechny missense/nonsense). Jako funkéni polymorfismy jsou oznacovany
odchylky, jejichz efekt na strukturu nebo funkci genu byl prokazan in vitro, ale jejich
patogenita nebyla dosud podpofena klinickymi udaji. V téchto poctech jsou zahrnuty i mutace
detekované a publikované v rdmci uvadeéne studie.

Vysledky starSich studii s vy$$im zachytem SLC26A4 mutaci tedy muze vysvétlit
mimo jiné také vylouceni pacientil nesoucich nepatogenni variantu.

Recentné byl prokézan také vliv mutaci promotorové oblasti genu lokalizované
v nekddujicim exonu 1 genu SLC26A4 a mozny podil digenni dédi¢nosti, kde fenotyp PS
nebo NSEVA mize zplsobit dvojitd heterozygozita jedné mutace v genu SLC26A4 a jedné
mutace v genu FOXI1 (Yang et al., 2007), a nebo v genu KCNJ1 (Yang et al., 2009). Tato
pfi¢ina je vSak zfejmée velmi vzacna, do 1% vsech pacientti s PS/INSEVA (Chen et al., 2011;
Jonard et al., 2010; Landa et al., 2013).

Dosud bylo provedeno pouze velmi malo studii frekvence SLC26A4 mutaci na
velkych souborech (>100 pacientll) neslySicich pacientl, pacienti v téchto studiich byli
k molekularné genetickému vysetieni vzdy vybrani bud’ na zakladé¢ HRCT nalezu (Azaiez et
al., 2007; Madden et al., 2007), nebo pomoci haplotypové analyzy sourozeneckych dvojic
(Hutchin et al., 2005; Kahrizi et al., 2009), nebo screeningem nejcastéji mutovanych exond
(Park et al., 2003) a pacienti s negativnim nalezem dale sekvenovani nebyli. Kompletni
kodujici oblast SLC26A4 genu byla u vice nez 100 pacienti s NSHL (bez piedchozi selekce

pomoci HRCT nebo rodinné anamnézy) analyzovana pouze v jediné ¢inské studii (Dai et al.,
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2008), ktera udava vyskyt bialelickych mutaci v daném souboru u 14,4 % a monoalelickych
mutaci u 5,4 % ze 111 neslySicich pacienti s jiz vylou¢enymi mutacemi v GJB2 genu, coz je
¢islo mnohem vyssi oproti vyse uvedenym studiim s provedenou selekcei, jejichz vysledna
frekvence se pohybuje mezi 4,4-8,7% GJB2 negativnich pacienti. Z tohoto duvodu
povazujeme za dulezité provést sekvenovani genu SLC26A4 v souboru neslySicich pacientd

s vylou¢enymi patogennimi mutacemi v GJB2 genu, bez ohledu na jejich HRCT skalni kosti.
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2. Vychodiska a cile prace
2.1. Vychodiska prace

V ramci diivéjsich studii GIB2 genu, které prokazaly, Ze mutace na obou alelach tohoto genu
jsou pritomné u 43 % ceskych pacientt s prelingvalni nesyndromovou ztratou sluchu (Seeman
et al.,, 2004, 2005; Seeman and Sakmaryova, 2006), byl v DNA laboratofi Kliniky détské
neurologie 2. LF UK a FNM shromazdén rozsahly soubor pacientl a rodin s vrozenou nebo
prelingvalni nesyndromovou ztratou sluchu vcetné vétSiny détskych uzivatelit kochlearnich
implantati. V tomto souboru zulstalo témér 60 % pacientd, u nichz ani po kompletnim
vySetteni GJB2 genu nebyla objasnéna geneticka pricina jejich ztraty sluchu. Tito pacienti a
jejich rodiny byli vychozim souborem pro mou studii a disertaci. Tento soubor byl dale
roz§ifen o pacienty z jinych pracovist, S nimiz byla navazana spoluprace v rameci studie.

Na zaklad¢ publikovanych skute¢nosti shrnutych v pfedchozich ¢astech uvodu jsem
zvolila jako nejpravdépodobnéjsi druhou nejéastéjsi pii¢inu nesyndromové ztraty sluchu u
neslysicich pacientii v CR (a tedy nejéast&j$i ve zvoleném souboru neslysicich bez GJB2
bialelickych mutaci) mutace v genu SLC26A4 zpisobujici nesyndromovou ztratu sluchu typu
4 — DFNB4 a Pendredav syndrom.

V prvni asti studie bylo vySetfeno 303 pacientii s ¢asnou nesyndromovou hluchotou
s cilem zjistit frekvenci mutaci v rozsahlém souboru neslySicich pacientli bez ptfedchozi
selekce, po uzavieni této Casti stude bylo dale vySetfeno 10 pacientll vybranych v ramci
diagnostickych kritérii stanovenych na zakladé vysledki prvni ¢asti studie s cilem doplnit
spektrum zjiSténych mutaci a potvrdit efektivnost zvolenych diagnostickych kritérii a dalSich
16 pacienti bylo vySetfeno vramci zavedeni haplotypové analyzy lokusu DFNB4 u
sourozeneckych dvojic s NSHL.

V pribéhu této mé studie probehl na jiném pracovisti vyzkum podilu SLC26A4 mutaci
¢lanku (Banghova et al., 2008a). Na tomto projektu jsem spolupracovala, jeho orientace je
vSak zcela rozdilnd od cil mého vlastniho vyzkumu a muj podil nemajoritni, takze jsem se
rozhodla jej do vysledkli své disertatni prace nezahrnout. Zavéry tohoto vyzkumu cituji

Vv tivodu a v diskusi moji préce.

2.2. Cile prace
1) Zjistit frekvence a spektrum mutaci v SLC26A4 genu v ceské populaci vySetfenim

rozsahlého souboru (300-400) pacientii s prelingualni nesyndromovou poruchou sluchu
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

autosomalné recesivni nebo s Pendredovym syndromem, sjiz diive vylouCenymi
poruchami GJB2 genu a urcit frekvence heterozygoti pro nalezené mutace ve slysici
¢eské populaci.

Na zaklad¢ zjisténych udajii o prevalentnich mutacich v SLC26A4 a jejich frekvencich
navrhnout optimalni postup pro budouci efektivni DNA diagnostiku pacientii s
prelingvalni ztratou sluchu bez mutaci v GJB2 genu.

Ur¢it podil hluchoty podminéné mutacemi v SLC26A4 genu mezi uzivateli kochlearnich
implantata s kongenitalni nebo prelingvalni ztratou sluchu.

Vytvofit algoritmus a metodické doporuceni pro péci o pacienty trpici PS/DFNB4 a
zejména zajistit odpovidajici endokrinologickou péci a dispenzarizaci u pacientl s
SLC26A4 mutacemi a tim predchazet nasledklim v€as nerozpoznané poruchy stitné zlazy.
Po uzavieni prvni ¢asti studie dosazenim cilového poctu (viz bod 1) nadale vysetiovat jiz
jen pacienty splitujici kritéria pro analyzu genu SLC26A4 stanovend v prvni ¢asti studie k
ovéteni téchto kritérii a dalSimu rozsifovani spektra nalezenych mutaci.

U pacientl s pouze jednou zachycenou mutaci vysetfit sekvenovanim gen FOXI1, nebot’
mutace v tomto genu byly prokazany u pacientt s jednou mutaci v genu SLC26A4 jako
pti¢ina PS ¢i NSEVA v rdmci digenniho plsobeni.

Pacienty z rodin s vice postizenymi sourozenci, ktefi nebudou spliiovat ostatni indika¢ni
kritéria pro SLC26A4 analyzu, vySetiit pomoci STR markerd, ke zjisténi zda se u nich
nachéazi spole¢ny haplotyp obou alel, coz by nasvédcovalo tomu, ze lokus DFNB4 je
zodpoveédny za ztratu sluchu u téchto pacientd, toto dale ovéfit sekvenovanim genu

SLC26A4.
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3. Pacienti a metody

3.1. Pacienti

VSsichni pacienti (nebo zdkonni zastupci déti mladsich 18 let) podepsali informovany souhlas
s DNA vysetfenim. VSem byla poskytnuta geneticka konzultace se sdélenim vysledki tohoto
vySetteni. U pacientli s pozitivnim vysledkem byla zavedena vhodnéd dispenzarizace dle

schématu vypracovaného v ramci studie.

3.1.1. Soubor 303 ¢eskych neslySicich pacientu — studie frekvence
mutaci

Studie byla zahajena vySetfenim genu SLC26A4 u 303 pacientl, u kterych byly dfive
vylou€eny patogenni mutace v GJB2 genu. Tento soubor pacientli byl podroben retrospektivni
analyze klinickych dat se zaméfenim na pribéh onemocnéni (progresivni versus stacionarni
ztrata sluchu) a eventudlni soubéznou pfitomnost poruch vestibuldrniho aparatu, zjisténi
moznych zevnich pfi¢in ztraty sluchu a ovéfeni vyskytu dalSich pacientl se ztratou sluchu
v roding. Dale bylo ovéfovano, zda se u pacientti s pivodné nesyndromovou ztratou sluchu
neobjevily znamky Pendredova syndromu — porucha funkce S§titné zlazy, projevujici se
nejCastéji hypotyredzni strumou, a to obvykle od puberty nebo Casné dospélosti. U vSech

pacientd s dostupnou HRCT dokumentaci bylo provedeno jeji ptehodnoceni — viz dale.

Do prvni ¢asti studie byli zatazeni pacienti splitujici nasledujici kritéria:

e vyloucené patogenni mutace v GJB2 nebo pacienti spouze jednou (monoalelickou)
mutaci v GJB2, u kterych byla vyloucena i sestfihova mutace IVS1+1G>A;

e vrozena percepcni nedoslychavost bez organického postizeni se ztratou vétsi nez 40dB;

e rodinnd anamnéza sv&dc¢ici pro nebo alespon ptipoustéjici autosomalné recesivni typ
dédicnosti (jeden nebo vice sourozencli s nesyndromovou ztratou sluchu u slySicich

rodi¢li nebo obou neslysicich rodi¢t s vylou¢enymi mutacemi v GJB2).

Vylucujicimi kritérii byly:

e jednoznacné ziskanad etiologie ztraty sluchu, tj. meningitida, perinatdlni asfyxie,
kraniocerebralni malformace, velmi nizkd porodni hmotnost (<1500g), prokazané
krvaceni do CNS;

e pravdépodobné AD dédi¢na ztrata sluchu plynouci z genealogické analyzy;
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e  ztrata sluchu, kterd je soucasti klinického syndromu (kromé Pendredova syndromu) jako

naptiklad Waardenburgtiv, Alportiv ¢i Ushertiv syndrom apod.

3.1.2. Pacienti vybrani dle diagnostickych kritérii k doplnéni spektra
mutaci a evaluaci Kritérii

Po dokonceni analyzy 303 ceskych neslySicich pacienti bylo vybrano 10 pacientl, ktefi
spliovali vstupni kritéria pro pacienty z prvni ¢asti studie a zaroven predbézna diagnosticka
kritéria pro vysetfeni SLC26A4 genu stanovena na zaklad¢ vysledkt prvni ¢asti studie — viz

oddil 4.10.

3.1.3. Pacienti vySetieni pomoci haplotypové analyzy

V ramci studie bylo dale vysetfeno 8 sourozeneckych dvojic (16 pacientl), které odpovidaly
kritériim pro pacienty z prvni ¢asti studie, avSak nespliiovaly Zddnou z podminek stanovenych
pro ostatni pacienty druhé ¢asti studie. U téchto pacientti bylo provedeno vysetieni pomoci

STR markert ke zjisténi jejich haplotypu v oblasti lokusu DFNB4 na chromosomu 7g31.

3.2. Analyza HRCT a MRI snimku

StarSi 1 nové pofizené snimky HRCT a MRI byly ptehodnoceny MUDr. Marcelou
Dvotakovou, zkusenou radiolozkou se specializaci v oboru radiodiagnostika s vice nez
15letou praxi vV oboru a dlouholetou zkuSenosti s hodnocenim HRCT nalezli na spankové
kosti u déti. Pfitomnost EVA byla definovana jako rozsifeni vestibularniho akveduktu na vice
nez 1,5 mm v poloviné vzdalenosti mezi zadni jamou lebni a vestibulem vnitiniho ucha (Pryor
et al.,, 2005). Mondiniho dysplazie byla diagnostikovana v piipadé¢, ze byla nalezena
aplasticka kochlea s chybéjicim poslednim zavitem (Cremers et al., 1998). Za Mondini-like

anomalie (ML) byly oznaceny té¢zké malformace kochley vyssiho stupné nez MD.

3.3. Metody molekularné genetické analyzy
3.3.1. Izolace DNA

DNA byla izolovéna z periferni krve nebo ze slin béznymi metodami.

3.3.2. Sekvenacni analyza

Byla provedena amplifikace vSech 21 exoni SLC26A4 genu metodou PCR, za pouziti diive
publikovanych primert (viz tabulka 7) a Plain PP mastermixu (Top-Bio) nebo Taqg DNA
polymerase (Invitrogen) v cycleru ABI2700 (program viz tabulka 8). Produkty PCR reakce
byly piecistény metodou magnetickych kuli¢ek Agencourt AMPure (Beckman Coulter).
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Sekvenacni reakce byly provedeny s pouzitim kitu BDT v.3.1 (Applied Biosystems).
Produkty sekvenacni reakce byly precistény pomoci magnetickych kulicek CleanSeq
(Beckman Coulter) a déle analyzovany na kapilarnich automatickych analyzatorech ABI 310
a ABI 3130.

Tabulka 7 — Primery pouzité pri PCR a primém sekvenovani dle Sangera

Exon | Primer | Sekvence primeru Délka fragmentu
1 1F CCTGACCTCGCAACCCTTGA 403
1R CCACCTGATCCGTGACCACTT
2 2F TCTTCCCCTCCGATCGTCCT 292
2R CCTCCCCAAGGCGTGGAC
3 3F TGCAAATTGGTTGTGACTGAG 242
3R AACTCCTGCTGGAGACCAGA
4 4F GGAACCATTGTAAGTTGAGGAC 243
4R GCCAAAACACTTTAAACATGAGC
5 5F CCTATGCAGACACATTGAACATTTG 373
5R AATTTTGGGTTCCAGGAAAT
6 6F AGCTTGATGTAATATTTCCAGAGAG 288
6R GGAATGAACAGTGACCCATC
7,8 TF GCGTGTAGCAGCAGGAAGTA 483
8R GGAGTATCAGTGAAATGAAGCTTG
9 9F GGAAAAAGGATGGTGGTCAA 254
9R TTTTCCTGTTTCCAGCCCTA
10 10F GCAGAGTAGGCATGGGAGTT 288
10R CCTTCCTCTCGTTGCCATTCC
11,12 11F GACACAAGGGAGAAGGACGA 485
12R TCCTCTGGAGTTCCCAAAGCAC
13 13F CACATGATGGTACCTGATACA 264
13R AACGAAAGAAAGTGGCTTCA
14 14F CGATTCCACACAAACACCAG 387
14R TTCATGACACTCCCTGTGGA
15 15F CCTTGCTAAGTAGCCCAGAAATG 254
15R TTGGACCCCAGTAAATACTTGT
16 16F CCTTGAGAAAATAGCCTTTCCAG 241
16R GCTCTCATCAGGGAAAGGAA
17 17F CCAAGGAACAGTGTGTAGGTC 374
17R ATTGCCAAAGCTCCAAATGT
18 18F TCCTGAGCAAGTAACTGAATGC 190
18R GAAAGGGCTTACGGGAAAGT
19 19F GGCAATAGAATGAGACTCTGT 312
19R CTAGACTTGTGTAATGTTTGCC
20 20F CAGTGGAGCATCAGGTGGG 246
20R GTTCCCTGACAGTTCTTAATCAG
21 21F CTGGGCAACAGTGAGTGAGA 296
21R GCATTGAGGAAGTTTTGTCTTG

(Prevzato Prasad et al., 2004)
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Tabulka 8 — Program pro PCR amplifikaci v cycleru ABI 2700

Program: 94 °C 3 min
94 °C 30 sec
61 °C 45 sec 2X
68 °C 45 sec
94 °C 30 sec
59 °C 45 sec 2X
68 °C 45 sec
94 °C 30 sec
57 °C 45 sec 2X
68 °C 45 sec
94 °C 30 sec
55 °C 45 sec 20x
68 °C 45 sec
68 °C 20 min
15 °C hold

3.3.3. VySetieni pomoci restrikénich enzymi

Pro zjisténi populaéni frekvence mutaci p.Vall38Phe a p.Leu597Ser bylo vyuZito restrikéniho
Stépeni enzymy Ddel, respektive Tsp5091 (New England Biolabs). Vhodné enzymy byly
vyhledany pomoci nastroje NEBcutter (“NEBcutter V2.0,” n.d.).

3.3.4. Multiplex Ligase-dependent Probe Analysis (MLPA)
Rozsahlejsi delece ¢i duplikace genu SLC26A4 byly vysetfovany pomoci SALSA MLPA KIT
R280-Al Pendred-SLC26A4 (MRC-Holland b.v.).

3.3.5. Haplotypova analyza

U sourozeneckych parit v druhé ¢asti studie bylo provedeno PCR za pouziti polymerasy Taq-
Gold (ABI, USA) a uvedenych primerti s fluorescencnim znaenim: D7S24206-FAM,
D7S3313-HEX, D7S3074-TET, D7S24596-FAM a D7S496-HEX. Vysetiované STR markery
lokusu DFNB4 maji nasledujici pofadi: Cen-D7S2420-D7S496-D7S2459-D7S3312-
D7S3074-Tel. Ptitomnost produktu byla ovéfena elektroforézou na agarézovém gelu. Po
piidani délkového standardu TAMRA 500 ve formamidu byla provedena analyza na piistroji

ABI 3130 a vyhodnoceni pomoci programu GeneMapper.
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3.4. Analyza patogenity nalezenych mutaci
Ke zjisténi dosud publikovanych udajii o nalezenych mutacich byly pouzity nésledujici
databaze:
1. Single Nucleotide Polymorphisms database (dbSNPs) of the National Center for
Biotechnology Information, (“Variation Viewer: SLC26A4,” n.d.), dale NCBI dbSNP,
2. Exome Variant Server, (“Exome Variant Server,” n.d.), dale EVS,
3. The Human Gene Mutation Database at the Institute of Medical Genetics in Cardiff —
HGMD® Professional 2013.4 (HGMD®), (‘HGMD® home page,” n.d.), dile HGMD
4. Pendred and BOR homepage provozované University of lowa (“Pendred and BOR
homepage,” n.d.), dale Pendred and BOR homepage.

K ovéfeni patogenity zejména novych mutaci byly pouzity nasledujici predik¢éni programy:
1. PolyPhen2 (Adzhubei et al., 2010; “PolyPhen-2: prediction of functional effects of
human nsSNPs,” n.d.), dale PolyPhen2,
2. Panther (Brunham et al., 2005; “PANTHER - Gene List Analysis,” n.d.), dale Panther,
3. SIFT (Kumar et al., 2009; “SIFT - Tool to predict nonsynonmous / missense variants,”
n.d.), dale SIFT.
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4. Vysledky

4.1. Klinické a radiologické nalezy v souboru 303 ¢eskych
neslySicich pacienti

Analyzou klinickych dat u 303 ceskych pacienti s nesyndromovou ztratou sluchu bylo
nalezeno 19 (6,3 %) pacientti s progredujici ztratou sluchu, ale zadného pacienta s fluktuujici
ztratou sluchu. U dvou pacientt (0,7 %) se objevily poruchy vestibularniho aparatu. U 11
pacientii ze 121 (9 %) postpubertalnich pacientt (starSich 12 let v dob¢ posledniho klinického
vySetfeni) se v ¢asné puberté objevila struma.

Retrospektivnim vyhodnocenim vsSech 115 dostupnych HRCT/MRI snimkd, ze kterych 83
snimki bylo hodnotitelnych (Urovenn vestibularniho akveduktu byla zobrazena), bylo
nalezeno: 3x Mondiniho dysplazie (MD, 2,6 % vSech snimku), 3x Mondini-like afekce (ML,
2,6 % vsech snimkt) a 16x EVA (19,2 % hodnotitelnych snimkt), z toho 13x bilateralni
(15,6 % hodnotitelnych snimki). Zbylych 61 snimki nevykazovalo znamky ani MD, ani EVA
(87,3 % hodnotitelnych snimk). Tricet dva z dostupnych HRCT snimkd skalni kosti bylo
z pohledu EVA nehodnotitelnych (Groven vestibularniho akveduktu nebyla zachycena), u
vsech téchto snimkt vSak bylo mozné vylouc¢it Mondiniho dysplazii, tyto snimky oznacujeme

jako nonMD. Tato data jsou shrnuta v grafu na obrazku 3:

M bilateralni EVA
@ unilateralni EVA
O Mondini dysplazie
O negativni
Onon MD

O nedostupné
Mondini dysplazi ondini-like  |OMondini-like

\ Hodnotitelné
83

negativni

nedostupné 61

188

unilateralni EVA Dbilateralni EVA

non MD
32

Obrazek 3 — Radiologické nalezy

4.2. Frekvence SLC26A4 mutaci v souboru 303 ¢eskych neslySicich
pacientt

Podle klinickych a radiologickych nélezii jsem rozdélila pacienty do 3 skupin podle
piedpokladané pravdépodobnosti nalezu mutaci v SLC26A4 genu.
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Skupina A (nejvyssi o¢ekavani nalezu mutaci v SLC26A4 genu) — pacienti s EVA
a/nebo MD, ¢i ML na HRCT/MRI skalni kosti.

Kritéria této skupiny splnilo 22 pacientt (7,3 %).

Skupina B - pacienti bez hodnotitelné CT/MRI dokumentace (snimky nebyly
dostupné, nebo uroven vestibularniho akveduktu nebyla zachycena).

Do této skupiny bylo zatazeno 220 pacientt (72,6 %).
vylu€ujicim EVA/MD.

V této skupiné bylo 61 pacientti (20,1 %).

Vysledky molekularné genetické analyzy pacientd v jednotlivych skupinéach jsou
shrnuty v nasledujici tabulce 9.

Tabulka 9 — Frekvence vyskytu patogennich mutaci u pacientii v jednotlivych skupindach

pocet pacientll

Skupina | Pocet S pouze jednou

pacienti | (monoalelickou)
mutaci (% )

pocet pacientl se
dvéma (bialelickymi)
mutacemi ( %)

celkovy pocet pacientll
s alespoil 1 mutaci ( %)

A 22 3 pac. (13,6 %) 6 pac. (27,3 %) 9 pac. (41 %)

B 220 12 pac. (5,5 %) 2 pac. (0,9 %) 14 pac (6,4 %)

C 61 3 pac. (4,9 %) 0 3 pac. (4,9 %)
celkem 303 18 pac. (5,9 %) 8 pac. (2,6 %) 26 pac (8,6 %)

Do studie bylo zatazeno 27 pacientll s familidrnim a 276 pacientd se sporadickym vyskytem.
Procentuélni vyskyt mutaci byl 3% vyssi ve skupiné pacient s familiarnim vyskytem, a to
vyznamnéji u bialelickych mutaci (3,4% vyS$$i) neZ u monoalelickych mutaci (2,9% vyssi).

V absolutnich ¢islech tyto frekvence ukazuje tabulka 10.
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Tabulka 10 — Frekvence vyskytu patogennich mutaci v genu SLC26A4 u pacientii se
sporadickym vs. familiarnim vyskytem nesyndromové ztraty sluchu a Pendredova syndromu

ocet Eogztzga(;ﬁr?;ﬁ pocet pacientl se celkovy pocet
pocet, P 1€ dvéma (bialelickymi) | pacientd s alesponl
pacienti | (monoalelickou) mutacemi ( % ) 1 mutaci ( %)
mutaci (% )
Familiarni
27 4 pac. (14,8 %) 2 pac. (7,4 %) 6 pac. (22,2 %)
ptipady
Sporadické
276 14 pac. (5,1 %) 6 pac. (2,2 %) 20 pac (7,3 %)
piipady
celkem 303 18 pac. (5,9 %) 8 pac. (2,6 %) 26 pac (8,6 %)

4.3. Spektrum mutaci v souboru 303 ¢eskych neslySicich pacientu

Vysetifenim 303 pacientll jsem nalezla celkem 21 riznych mutaci u celkem 26 pacientti (8,6 %
vSech testovanych pacientll) a 9 polymorfismi vcetné dvou v kodujici oblasti (p.Gly6Val a
p-Leu597Ser), které jsem pivodné povaZovala za mutace, avSak frekvence jejich vyskytu
V naSem souboru a v kontrolni populaci mne vedla k jejich vyfazeni z po¢tu mutaci (viz oddil
4.6.). Mutace na obou alelaich byly nalezeny u 8 pacienti (2,6 % vSech vySetfovanych
pacientll) — ve vSech pfipadech se jednalo o sloZené heterozygoty, zadna z mutaci nebyla
nalezena v homozygotnim stavu (viz tabulky 11 a 12). U 18 pacienta (5,9 % ze vSech
vySetfovanych pacientll a 69 % vsech pacientl s alespoii jednou detekovanou mutaci) byla
nalezena pouze jedna patogenni mutace a druhd porucha v genu SLC26A4 zistala
neobjasnéna (tabulky 13 a 14). Nejcastéjs$i mutaci byla p.Vall138Phe nalezena 6x (18 % vSech
mutovanych alel), po ni nasledovala p.Leu445Trp s 3 vyskyty (8,9 % z mutovanych alel), dale
byly nalezeny 2x mutace p.Glu29GIn, p.Arg409His, p.Thr416Pro, p.Asn457Lys, ¢.1001+1
G>A ac.1614+1 G>A (kazda 5,9 % z mutovanych alel), ostatni mutace byly nalezeny pouze
jednou. Ptehled nalezenych mutaci je v tabulce 17 a podrobnéjsi rozbor spektra mutaci a

jejich patogenity je v oddilech 4.12. az 4.14. spolu s mutacemi nalezenymi v dalsi ¢asti studie.

4.4. Fenotypy a genotypy pacienti v jednotlivych skupinach

4.4.1. Fenotypy a genotypy pacientii ve skupiné A
Pacienti ve skupin€ A tvoii homogenni skupinu pacientl, u kterych byl vyskyt SLC26A4
mutaci predpokladian s velkou pravdépodobnosti. Prekvapivé a zcela v rozporu

s publikovanymi piipady nebyla prokazana zadnd mutace u pacientl s Mondiniho dysplazii
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ani s Mondini-like afekcemi. Tento fakt vSak lze nejlépe vysvétlit chybou malych ¢isel,
protoze ve vysetfeném nachazeli pouze 3 pacienti s MD a 3 pacienti s ML. Vzhledem k tomu
neni mozné vyvozovat ztohoto pozorovani spolehlivé zavéry a pacienty s MD a ML
vyfazovat z dalSiho vySetfovani. VSichni 3 pacienti s unilateralni EVA méli zéaroven
progresivni ztratu sluchu a ani u jednoho nebyly prokdzadny mutace SLC26A4, plati vSak
stejny zavér jako u MD a ML. Progresivni ztrata sluchu byla dokumentovana u 8§ pacientt a
z toho u 4 byly nalezeny bialelické mutace SLC26A4. Stejné tak se vertigo vyskytovalo u
jedné pacientky s prokazanymi mutacemi v SLC26A4 a u jedné pacientky zcela bez mutaci.
Oba tyto znaky tedy maji pouze 50 % vypovédni hodnotu. Vysoky zachyt mutaci v SLC26A4
naopak byl ve skuping pacienti s bilateralni EVA —u 9 pacientt ze 13 (69 %) byla zachycena
alesponl jedna mutace a u 6/13 (46 %) byly zachyceny obé mutace. Fenotypy a genotypy

pacientt ze skupiny A jsou shrnuty v tabulce 11.
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Tabulka 11 — Fenotypy a genotypy pacientii ze sku

piny A

#DNA |RA* | VEk ** | Ztrata sluchu | HRCT/MRI | Stitna Zlaza Alela 1 Alela 2
1790 | O 10 progresivni | bil. EVA @) p.Thr193lle | p.Asn457Lys
1928 | O 9 kongenitalni | bil. EVA NTH p.Leu236Pro | p.Thr721Met
2333 | O 19 progresivni | bil. EVA struma p.Glu29GIn | p.Leud45Trp
4748 | O 23 progresivni | bil. EVA struma | p.Vall38Phe | p.Leud45Trp
3832 | 0O 6 progresivni | bil. EVA @) p.Vall38Phe |c.1001+1G>A
4047 | 1 5 kongenitalni | bil. EVA @) p.Arg409His | p.Leud445Trp
3831 | O 20 kongenitalni | bil. EVA struma | p.Argl85Thr” wt
2795 | 0 7 kongenitalni | bil. EVA O p.Vall38Phe wt
4950 | O 3 kongenitalni | bil. EVA @) p.Arg409His wt
1254 | 0 9 kongenitalni | bil. EVA 0] p.GlueVal* wt
1557 | O 8 kongenitalni | bil. EVA 0] wt wt
3336 | O 4 kongenitalni | bil. EVA @) wt wt
3802 | O 6 progresivni | bil. EVA O wt wt
4949 | O 3 kongenitalni | MD+EVA 0] wt wit
2797 | O 5 kongenitalni MD 0] wt wit
4566 | O 8 kongenitalni MD 0] wit wi
4956 | O 1 kongenitalni ML 0] wt wt
1939 | 1 7 kongenitalni ML 0] wt wit
2415 | O 6 kongenitalni ML 0] wit wi
3834 | 0O 10 progresivni | UNIEVA @) wt wt
1655 | O 11 progresivni | UNIEVA 0] wt wt
1773 | O 9 progresivni | UNIEVA 0] wt wt

* = pocet stejné postizenych sourozenc ** = vék v dobé vysetieni uvedeny v letech

+ =nova mutace ++=novy polymorfismus wt = bez mutace

NTH = transientni novorozenecka hypotyreéza O = §titna Zlaza bez patologického nalezu

Skupina B je naopak velmi heterogenni. Sklada se z pacientd s velmi suspektnim PS (rozvoj

strumy, pozitivni neonatdlni screening), ¢i DFNB4 (progresivni ztrata sluchu, vestibuldrni

poruchy), ale také z pacientt, o kterych mame pouze velmi mélo udajii. V nésledujici tabulce

12 jsou shrnuty fenotypy a genotypy pacientd, u kterych byla nalezena alespon jedna mutace.

V horni ¢asti tabulky jsou umisténi pacienti s familidrnim vyskytem, v dolni Casti se

sporadickym.
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Tabulka 12 — Fenotyp a genotyp pacientii ze skupiny B s alespon 1 mutaci v SLC26A44 genu

#DNA | RA* | VEk ** | Ztritasluchu | HRCT/MRI | Stitna 714za Alela 1 Alela 2
3830 | 2 55 progresivni n/a Struma | p.Asnd57Lys [c.1001+1G>A
4776 | 1 29 progresivni nonMD Struma | p.Vall38Phe wit
4840 | 1 32 kongenitalni n/a Struma | p.Vall38Phe wt
1513 | 1 29 kongenitalni | nonMD n/a p.Vall44Ala* wit
4837 | 1 32 kongenitalni n/a n/a p.Arg776Cys wt
1255 | O 2 kongenitalni | nonMD n/a p.Thr416Pro wt
4745 | 0 38 progresivni n/a Struma | p.Val28llle® [c.1614+1G>A
1737 | O 7 kongenitalni nonMD n/a p.Leu236Pro wit
2275 | 0 23 | kongenitalni | nonMD n/a p.Trp518Stop” wit
3163 | O 9 kongenitalni | nonMD n/a p.Glu740Val wit
4771 | 0 44 | kongenitalni n/a n/a p.Glu29GIn wit
4784 | 0 16 | kongenitalni | nonMD n/a c.1614+1G>A wt
4822 | 0 8 kongenitalni n/a normalni | p.Thr99Met wit
4825 | 0 33 | kongenitalni n/a normalni | p.Thr416Pro wt

* = pocet stejné postizenych sourozencl ** = vék v dob¢ vysetieni uvedeny v letech wt=bez mutace

+=nové mutace n/a = HRCT/MRI &i endokrinologicka dokumentace pacienta neni dostupna

nonMD = HRCT pacienta nezachycuje uroven vestibularniho akveduktu — EVA nelze vyloucit ani potvrdit, 1ze
vsak vylouc¢it MD

U vSech pacienti uvedenych v tabulce 12, kde to bylo vzhledem ke stanovisku rodiny a
poloze kochlearniho implantatu mozné, bylo v ramci zavérecné genetické konzultace se
sdélenim vysledku projektu pacientim a jejich rodinam, provedeno dodate¢né HRCT

vySetieni, jehoz vysledky jsou shrnuty v nasledujicim oddile 4.4.3. a v tabulce 13.

4.4.3. Fenotypy a genotypy pacientii ve skupiné B po doplnéni
klinickych dat u pacientii s monalelickymi mutacemi

U pacientl 4776, 1255 a 2275 byla zjiSté€na bilaterdlni EVA na HRCT pyramid, u pacientky
4840 byla zjiStena Mondiniho malformace II. typu — aplasie posledni otacky kochley
s cystickou malformaci a bilaterdlni EVA. Nélezy v jeji rodiné€ jsou diskutovany déle v oddile
4.15.5., stejné jako u pacientky 4776. Pacientka 1255 byla vySetfena ve véku 8 let a jeji

hladiny tyreoidalnich hormont i morfologie §titné Zlazy byly v normé. Pacientka 2275 se od
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15 let 1é¢i pro poruchu stitné zlazy, jeji porucha sluchu je vrozena a v predSkolnim véku trpéla
vestibularnimi ptiznaky, zejména poruchami rovnovahy.

U pacientd 1513, 1737, 3163 a 4822 bylo provedeno HRCT pyramid s ndlezem
vylu€ujicim EVA ¢i MD. Nalez pacienta 1513 odpovida nejspiSe ndhodnému nosicstvi dosud
nepopsané varianty p.Vall44Ala také proto, ze ackoliv jeho bratr trpi stejnym sluchovym
postizenim, neni nosic¢em této mutace. U pacienta 1737, ktery kromé ztraty sluchu trpi dale
mirné opozdénym psychomotorickym vyvojem a hypotonii, bylo kromé¢ HRCT zajisténo
rovnéz vysetieni MRI, které poukéazalo na bilateralni kortikdlni zmény charakteru gliovych
jizev, které mohou vysvétlovat pficinu ztraty sluchu jako perinatilni s podilem infekce.
U tohoto pacienta bylo postnatalné¢ vysloveno podezieni na kongenitalni CMV infekci.
U pacientky 3163 bylo podezieni na ztratu sluchu vysloveno az pfi nastupu do prvni tfidy.
Teprve pii kontrolni genetické konzultaci ve véku 14 let v ramci sdéleni vysledku této studie
vyplynulo, Ze stejné postizend je i jeji matka a o néco mirnéji star$i bratr. U Zddného z ¢lenti
rodiny nebyla zjiSténa porucha §titné zlazy. Pacientka 4822 byla v dobé genetické konzultace
ve veéku 12 let, jeji perinatalni i rodinnd anamnéza byly negativni, bez jednoznacné piiciny
ztraty sluchu, t.¢. nevykazovala zadné zndmky poruchy §titné zlazy.

U pacientl 4745, 4837, 4771 a 4825 se ani pies vytrvalou snahu nepodatilo chybéjici

klinicka a zobrazovaci data doplnit.
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Tabulka 13 — Fenotypy a genotypy pacientii ze skupiny B s pouze jednou prokdzanou mutact
(monoalelickou) v SLC26A44 po doplneni klinickych dat

#DNA | RA* | VEk ** | Ztrita sluchu HRCT/MRI Stitna Zlaza Alela 1 Alela 2
4776 | 1 29 progresivni bil. EVA struma | p.Vall38Phe wit
4840 | 1 32 kongenitalni MD+EVA struma | p.Vall38Phe wit
2275 | 0 | 23 | kongenitalni bil. EVA struma |p.Trp518Stop’| wt
1255 | O 2 kongenitalni bil. EVA normalni | p.Thr416Pro wit
4784 | 0O 16 kongenitalni nonMD n/a c.1614+1G>A| wt
4771 | 0 44 | kongenitalni n/a n/a p.Glu29GIn wit
4825 | 0 33 kongenitalni n/a normalni | p.Thr416Pro wit
4837 | 1 32 kongenitalni n/a n/a (p.Arg776Cys)| wt
1737 | O 7 kongenitalni EVA MD normdalni | p.Leu236Pro wt
negativni
1513 | 1 | 29 | kongenitalni EVA, MD normalni |(p.Vall44Ala®)| Wt
negativni
3163 | 0 | 9 | kongenitalni EVA, MD normdlni | (p.Glu740val) | Wt
negativni
4822 | 0 8 | kongenitalni EVA, MD normalni | (p.Thr99Met) | Wt
negativni

Tuéné jsou zvyraznéni pacienti z rodin s vice postizenymi sourozenci, kurzivou a podtrzenim
oznacena nove ziskana data. V zavorce jsou uvedeny mutace, jejichz patogenita byla
zpochybnéna (viz dale oddil 4.13.)
* = pocet stejné postizenych sourozencti ** = vék v dobé 1. vySetieni uvedeny v letech
"nova mutace ' mutace popséna, ale bez korelace s fenotypem, wt=bez mutace
n/a = HRCT/MRI dokumentace pacienta stale neni dostupna
nonMD = HRCT pacienta nezachycuje uroven vestibularniho akveduktu — EVA nelze
vyloucit ani potvrdit, Ize v§ak vyloucit MD

Celkovy dopad téchto nové ziskanych udajii na vysledky studie je rozebran v diskusi.

4.4.4. Fenotypy a genotypy pacientii ve skupiné C

U pacientl s vylou¢enou malformaci stfedniho ucha nebyly, zcela v souladu s ocekavanim,
nalezeny bialelické mutace v genu SLC26A4, u 3 pacientti (3/61 tj. 4,9 %) vSak byla nalezena
jedna mutace, coz pfevazuje nad ofekavanou frekvenci nosi¢ii mutaci v populaci, kterd byla
stanovena na 0,8 % (Fraser, 1965b; Pera et al., 2008b). Fenotyp a genotyp téchto 3 pacientt je

shrnut v tabulce 14.
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Tabulka 14 — Fenotyp a genotyp pacientii ze skupiny C s alespon jednou mutaci v SLC26A44

genu
# DNA | RA* | Vék ** Ztrata sluchu HRCT/MRI | Stitna ?laza Alela 1 Alela 2
EVA, MD
3836 | O 5 kongenitalni normalni | p.Vall38Phe wit
negativni
) EVA, MD
4818 | O 7 kongenitalni normalni | (p.Phe335Leu) wit
negativni
] EVA, MD
4954 0 3 kongenitalni normalni | p.Tyr530Ser wt
negativni

* = pocet stejné postizenych sourozenci ** = v€k v dobé vysetieni uvedeny v letech

wt = bez mutace. V zavorce jsou uvedeny mutace, jejichZ patogenita byla zpochybnéna (viz déle
oddil 4.13.).

4.5. Stanoveni heterozygotnich frekvenci nejcastéjSich mutaci v
populaci

Bylo provedeno testovani 500 anonymizovanych vzorkiit DNA od slySicich osob pro zjisténi

populacni frekvence tfi mutaci nejcastéji nalezenych v souboru 303 ceskych neslysicich

pacientii: p.Vall38Phe (6 pacientll), p.Leu597Ser (5 pacientli), p.Glu6Val (6 pacientl).

Zatimco mutace p.Vall38Phe nebyla detekovana u zddného z 500 testovanych vzorkd,

varianty p.Leu597Ser a p.Glu6Val vykazovaly stejnou frekvenci mezi neslySicimi pacienty a

mezi slySicimi kontrolami (viz tabulka 14.), jedna se proto s velkou pravdépodobnosti o

nepatogenni polymorfismy v kodujici sekvenci genu SLC26A4. Viz déle oddil 4.6. a 4.13.2.

4.6. Vedlejsi nalezy - polymorfismy

Pti sekvenovani genu SLC26A4 byla nalezena fada variant, které povazujeme za nepatogenni

polymorfismy, jsou shrnuty véetné jejich frekvenci v tabulce 15.
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Tabulka 15 — Polymorfismy a jejich frekvence

Varianta pacienti kontroly

€.607-17C>T 1% -
C.606+331 T>G 41 % (33 %*) -
€.1437+243T>C 3,5% -
€.1545-14 del ATT 0,7 % -
€.1708-18 T>A 2,6 % -
c.1-698 G>C 0,3% -
c.1-697 T>G 5,6 % (0,3 %) -

c. 17 G>T (p.Gly6Val) 1,7 % 1,6 %

c. 1790 T>C (p.Leu597Ser) 2,1% 2,4 %

* frekvence homozygotl

4.6.1. Polymorfismy nekodujicich oblasti

Polymorfismus ¢.1-697 T>G (c.IVS1+90 T>G), ktery byl nalezen v heterozygotnim stavu u
5,6 % vysetfenych pacientli a u 1 pacienta (0,3 % vySetfenych pacientll) v homozygotnim
stavu, méni 90. purinovou bazi guanin v intronu 1 na pyrimidinovou bazi thymin. Tato baze je
prvni bazi vSeobecné pouzivané¢ho primeru 1R (viz tabulka 7). Tato zdména muze tedy pii
pouziti zminéného primeru az u 6 % vySetienych pacientll zapficinit vypadek amplifikace
jedné alely pfi PCR a tim faleSné negativni vysledek vySetfeni exonu 1 dané alely. Podobné
polymorfismus ¢.1-698 G>C (c.IVS1+89 G>C), kde se jedna o zaménu ve 2. bazi zminéného
primeru. Byl vSak nalezen pouze u 1 pacienta (0,3 % vySetfenych pacientil). Tuto skutecnost

se mi podafilo v¢as zjistit diky pouziti odlisné kombinace primert (1F a 2R — viz tabulka 7).

4.6.2. Polymorfismy kodujicich oblasti

Varianta p.Leu587Ser (rs55638457) byla opakované oznaCovana za nepatogenni, zejména
proto, ze je Casto nachazena pouze v monoalelické formé u riznych pacienti (Pera et al.,
2008a), funk¢ni studie vSak zjistila, ze se jednd o hypofunkéni variantu, ktera v kombinaci
s druhou patogenni mutaci mize zpisobit mirn¢jsi fenotyp PS/NSEVA (Choi et al., 2009). |
v mé studii vSak byla p.Leu597Ser u vSech 7 pacientl (6 pacientll ze souboru 303 ceskych
neslySicich pacientli a 1 pacientka z 10 pacientii vybranych na zéklad¢é diagnostickych kritérii,
viz oddil 4.11. a tabulka 16) nalezena pouze na jedné alele (2,1 %), pfi€emZ na druh¢ alele

nebyla nalezena zadna mutace. V kontrolni populaci byla nalezena u 2,4 % slysicich osob.
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V projektu 1000 Genomes byla frekvence vyskytu varianty p.Leu597Ser v populaci
uvedena jako 0,004, ve vySetieném vzorku Ceské populace se vSak prenaSectvi této varianty
vyskytuje az 6x castéji — 0,021 mezi pacienty a 0,024 mezi kontrolami. Je tedy
pravdépodobné, ze se tato varianta v Ceské populaci vyskytuje Castéji nez v ostatni svétové
populaci.

Varianta p.Gly6Val (rs111033423) je nové uvedena v datab4dzi dbSNP NCBI jako
,With probable-non-pathogenic allele“ a v databazi EVS je na zaklad¢ nizkého skore
programu PolyPhen2 (0,005) a nizkého stupné konzervace (GERP 0,15) oznaCena jako
benigni. V databazi HGMD neni tato varianta uvedena a jeji MAF neni zndma.

Také varianta p.Gly6Val byla nalezena pouze v kombinaci s normalni sekvenci druhé
alely SLC26A4 genu a to u 5 neslySicich pacientt (1,7 %), u kontrol byla nalezena se

srovnatelnou frekvenci 1,6 %. BliZe je patogenita téchto variant rozebrana v kapitole 4.13.2.

4.6.3. Kumulace odchylek v genech zpiisobujich poruchu sluchu
Dal$im vedlejSim nalezem je zajimavé zjisténi, ze 3 z 5 pacientll nesoucich na jedné alele
SLC26A4 genu variantu p.Gly6Val, jsou zaroveil nosi¢i mutace p.Argl27His v genu GJB2
(tato varianta je nepatogenni a je Castd v Indii a u Romu), zddny z dalSich 9 pacienti
nesoucich mutaci p.Argl27His, nenese zadnou odchylku v genu SLC26A4. Avsak pacientka
1413 nesouci intronickou variantu ¢.1708-18 T>A (c.IVS15-18 T>A) v genu SLC26A4 je
zaroven nosic¢em polymorfismu p.Vall53Ile v genu GJB2, pacientka 2412 je nosickou mutace
35delG v genu GJB2 a zaroven polymorfismu c.1708-18 T>A (c.IVS15-18 T>A) v genu
SLC26A4. Pacient 3839 je nosi¢em varianty p.Met34Thr v genu GJB2 a intronické varianty
€.1-698 G>C (c.IVS1+89 G>C) v genu SLC26A4. Pacientka 4779 je také nosi¢kou intronické
varianty ¢.1-698 G>C (c.IVS1+89 G>C) v genu SLC26A4 a zaroven je nosi¢kou synonymické
varianty p.Ala40Ala (c.210 A>C) v genu GJB2 U zadného z uvedenych pacientli nebyla
prokdzana EVA nebo MD.

Pacientka 4748, kterd je slozenym heterozygotem pro mutace p.Vall38Phe a
p.Leud45Trp v genu SLC26A4 je zarovei nosickou mutace 35delG v genu GJB2.

Z vySetienych pacientl tedy 2,6 % (8/303) nesou odchylku v obou genech, u 0,6 %
(2/303) je alesponl jedna z mutaci patogenni a u 0,3 % (1/303) jsou patogenni mutace v obou
genech. Podrobnéjsi rozbor kumulace odchylek v genech zpilisobujicich poruchu sluchu je

proveden v ramci diskuse.
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4.7. MLPA

Vysoké procento heterozygotii bez druhé nalezené mutace a nékolik popsanych ptipadi deleci
nékolika exonui v genu SLC26A4 (Park et al., 2003; Pera et al., 2008b) vedly k nastoleni
hypotézy, ze pri¢inou fenotypu mohou byt rozséhlé delece ¢i duplikace na druhé alele genu.
Vsechny pacienty s pouze jenou patogenni mutaci jsem vySetfila pomoci MLPA. VySetfeni
vSech 18 pacientli s pouze 1 mutaci vSak neprokazalo zadnou patologii vétsich usekli genu ve

smyslu delece ¢i duplikace. Od vySetteni dalSich pacientii bylo tedy upusténo.

4.8. Vysetieni genu FOXI1

Vysetieni genu FOXI1 probéhlo pfimym sekvenovanim ve spolupréci s pracovistém Studio di
mallatie rare pii Clinica Pediatrica v Padové. VySetfeno bylo 20 pacientii ze skupin A a B
s jednou nebo Zadnou mutaci v genu SLC26A4. Byla nalezena pouze jedna mutace v genu
FOXI1 a to u pacienta 2797 s Mondiniho dysplazii a EVA, ale bez mutaci v genu SLC26A4.
Nalezena mutace c.483 485delCAA (p.161delAsn) byla jiz diive popsana u pacientl s
hluchotou a EVA (Yang et al., 2007). Tato zjisténi jsou v souladu s pozd¢ji publikovanymi
udaji, které roli FOXI1 mutaci v patogenezi EVA a PS zpochybnuji (Landa et al., 2013).

4.9. Haplotypova analyza sourozeneckych dvojic
Vzhledem k vysokému podilu pacientii s pouze jednou nalezenou mutaci jsem vyslovila
domnénku, Ze u téchto pacientd by se na druhé alele mohla nachazet mutace nedetekovatelna
pouzitymi metodami DNA diagnostiky (mutace hluboko v intronu, inverze a pod.), ktera je
Vv ¢eské populaci vysoce prevalentni diky tzv. efektu zakladatele (founder efektu). Takové
alely by se tedy vyznacovaly spolecnym haplotypem v lokusu DFNB4 (7q31). Tato hypotéza
se nepotvrdila, avSak diky zavedeni haplotypové analyzy pro gen SLC26A4 a vzhledem
k faktu, ze ve familarni skupiné byly mutace nalezenu u 14,8 % pacientt, jsem se rozhodla
zacit vySetfovat také pacienty z rodin slySicich rodict, kde je ztratou sluchu postizeno 2 a vice
sourozencu. Sourozence 1 jejich rodice jsem vySettila pomoci porovnani jejich haplotypl v
lokusu DFNB4. Sourozenci, ktefi od svych rodict zdédili stejnou kombinaci alel ve
sledovaném lokusu byli oznaceni jako konkordantni a nésledovala u nich sekvena¢ni analyza
vSech 21 exoni genu SLC26A4.

V prubéhu roku 2011 bylo indikovano k vySetfeni genu SLC26A4 z rtiznych pracovist’
celé CR celkem 8 sourozeneckych dvojic, které kromé stejného postizeni ztratou sluchu u
dvou sourozencti, nespliiovaly zadné z diagnostickych kritérii uvedenych v bod¢ 4.10. U

téchto pacientdl jsem provedla haplotypovou analyzu pomoci STR markert a u dvou z téchto
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dvojic byla nalezena shoda haplotypti — konkordanci. Doplnila jsem sekvenovani vSech 21
exonu genu SLC26A4 vzdy u jednoho sourozence z dvojice a u jedné z pacientek (6004)
nalezla dvé mutace v genu SLC26A4 (p.Glu29GlIn a p.Leud45Trp), které se nasledné potvrdily
1 u jeji sestry (6005). Vysetteni rodicii potvrdilo, ze kazdy z nich je nosi¢em jedné mutace,
mutace u postizenych sester se tedy nachazeji v pozici trans. U druhé konkordantni
sourozenecké dvojice nebyly nalezeny mutace v genu SLC26A4. U pacient z ostatnich 6
dvojic jsem v ramci kontroly této hypotézy také provedla sekvenaci vSech 21 exonti SLC26A4
a mutace podle ocekavani neprokazala.

Zavedeni a ovéfeni této metody vyznamné snizi naklady diagnostiky SLC26A4 genu

Vv této rizikové skuping.

4.10. Pfedbézna kritéria pro vySetreni SLC26A4 genu
Na zékladé¢ zjisténych tdaju byla stanovena nasledujici kritéria pro zatazeni pacientii do druhé
faze studie:

— bilateradlni EVA nebo MD na HRCT pyramid

— progresivni ztrata sluchu nebo ztrata sluchu spojena s vestibularni dysfunkci

— struma nebo hypotyredza, ktera se objevila v pribehu puberty nebo casné dospélosti

— neonatalni transientni hypotyre6za v anamnéze

— neslysici déti slySicich rodi¢t s konkordantnim haplotypem v lokusu DFNB4

Neslysici déti neslySicich rodi¢t se slySicimi prarodiéi, coz je po vylouceni mutaci v genu
GJB2 velmi vzacny nalez, budeme vySetfovat pomoci sekvenace genu SLC26A4 a to
preferencné u obou rodici, protoZze nelze vyloucit, Ze u jednoho nebo obou rodict se jedné o
AD ztratu sluchu vzniklou de novo mutaci a tato je pfiCinou ztraty sluchu i u potomkd.
V naSem vySetfeném vzorku neslySici populace byla zachycena jedna rodina neslySicich
rodicl s neslySicimi détmi na podkladé mutaci v genu SLC26A4. Tyto rodiny tedy nelze

Z vySetfovani vyloucit i pfes nemoznost stoprocentniho ur¢eni zptisobu dédi¢nosti.

4.11. Fenotypy a genotypy 10 ¢eskych neslySicich pacientii vybranych
k vySetieni SLC26A4 genu na zakladé diagnostickych kritérii

Na zéklad¢é vySe uvedenych diagnostickych kritérii jsem vybrala 10 pacientii a provedla u
nich sekvenaci genu SLC26A4 k evaluaci danych kritérii a rozSifeni zjisténého spektra mutaci

v Ceské populaci neslysicich. Do této ¢asti studie byli zafazeni 4 pacienti se suspektnim PS —
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porucha sluchu a struma, 1 pacientka s poruchou sluchu a hypotyredzou a 5 pacienti

s nesyndromovou ztratou sluchu a prokdzanou bilaterdlni EVA na HRCT. Fenotypy a

genotypy téchto pacientl jsou shrnuty v tabulce 16.

U 50 % ztéchto pacientil byla zjiSténa alespont 1 mutace v genu SLC26A4. Obé¢

mutace byly zjiStény u 25 % pacienti se suspektnim PS (1/4 pacientll). U pacientl

s bilateralni EVA byly nalezeny obé mutace u 60 % (3/5) pacientli a alespon jedna mutace u

80 % (4/5).

Tato cCisla jasné mluvi ve prospéch bilateralni EVA jako diagnostického kritéria a jsou

v souladu se zdchytem mutaci u pacientd s bilateralni EVA v prvni ¢asti studie, kde byla

alesponi jedna mutace nalezena u 69% (9/13).

Tabulka 16 — Fenotypy a genotypy 10 pacientit vybranych dle diagnostickych kritérii

#DNA | RA* | VEk ** | Ztrata sluchu | HRCT/MRI | Stitna Zliza Alela 1 Alela 2
5153 | O 1 kongenitalni | bil. EVA @) p.Glu29GIn p.Phel22fs
5217 | O 31 kongenitalni n/a struma p.Val570lle | p.Ser594fs*
5706 | 1 5 progresivni | bil. EVA @) p.Val570lle p.lle379fs”
5488 | 1 6 kongenitalni | bil. EVA @) p.Vall38Phe | p.Arg409His
5181 | O 3 kongenitalni | bil. EVA 0] c.1001+1G>A wt
5224 | 0O 35 kongenitalni n/a struma wt wt
5265 | 0 20 kongenitalni n/a struma wt wt
5270 | O 47 kongenitalni n/a struma wt wt
5637 | O 3 progresivni | bil. EVA 0] p.Leus97Ser” " wt
5705 | 0 22 progresivni n/a hypotyre6za wt wt

* = pocet stejné postizenych sourozencti ** = vék v dobé vySetieni uvedeny v letech
++= polymorfismus wt = bez mutace
n/a = HRCT/MRI dokumentace neni k dispozici O = bez patologického nalezu

+ = nové mutace

4.12. Spektrum vSech mutaci nalezenych u 315 ceskych neslySicich

pacientii

K pivodnimu souboru 303 pacienti s NSHL jsem v dalsi fazi studie pfipojila 10 pacientt

vybranych dle diagnostickych kritérii (viz oddil 4.10.) v ramci jejich evaluace (viz oddil

4.11.) a dale 2 zastupce sourozeneckych parly, u kterych byla zjisténa konkordance v lokusu

DFNB4 (viz oddil 4.9).
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U téchto 12 pacientll bylo nalezeno dalSich 9 mutaci na 13 alelach, z toho 5 mutaci,
které jiz byly detekovany v prvni ¢asti studie, dvé jiné mutace jiz popsané v literatufe a 2
zcela nové mutace — viz tabulka 17 (Sed€ podbarveno).

Celkové tedy bylo pomoci sekvenace genu SLC26A4 vysetieno 315 ceskych
neslySicich pacientii, u kterych bylo nalezeno 45 patogenni mutaci (25 riznych) u 32
pacienttl, z toho u 13 z nich na obou alelach a u 19 pacientd mutace monoalelické. Devatenact
detekovanych mutaci bylo popséno jiz diive a 6 mutaci jsem prokazala jako prvni, respektive
tyto mutace nebyly pied uvefejnénim mé studie publikovany, ani uvedeny v databéazich
dbSNP NCBI, HGMD, EVS ¢i na Pendred and BOR homepage (viz tabulka 17).

U vsech pacientl s bialelickymi mutacemi byli vysetieni rodice (nebo potomci — v
pripad¢ 3830, 4745 a 5217) na ptitomnost nalezené mutace, a byla tak prokazana nezavisla
segregace mutaci v trans form¢ — na riznych alelach (vSichni nepostiZzeni pfimi piibuzni

pacientil nesli jednu zdravou a jednu patogenni alelu).
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Tabulka 17 — Spektrum vsech dosud nalezenych SLC26A4 mutaci u Ceskych pacientii

nazev mutace | nazev mutace na b oé’et .
na AMK trovnil trovni nukleotidit nezavislych alel | reference pro mutaci| exon
(% pat. alel)
1. | p.Vall38Phe c.412 G>T 7(15,6 %) | (van Hauwe, 1998) 4
2. | p.Leudd5Trp €.1334 T>G 4 (8,9 %) (Van Hauwe, 1998) 11
3. | p.Glu29GIn c.85 G>C 4 (8,9 %) (Campbell, 2001) 2
4. €.1001+1 G>A 3 (6,7 %) (Coyle etal., 1998) | Intron 8
5. | p.-Arg409His €.1226 G>A 3 (6,7 %) (Coyle et al., 1998) 10
6. | p.Thrdl6Pro c.1246 A>C 2 (4,5 %) (Van Hauwe, 1998) 10
7. | p.Asn457Lys c.1371 C>A 2 (4,5 %) (Park et al., 2003) 12
8. €.1614+1 G>A 2 (4,5 %) (Blons et al., 2004) | Intron 14
9. | p.val570lle c.1708 G>A 2 (45%) | (Prasad et al., 2004) 16
10.| p.Thr99Met €.296 C>T 1(2,2 %) (Propst et al., 2006) 3
11.| p.Phel22fs €.365_366insT 1(2,2 %) (Park et al., 2003) 4
12.| p.Vall44Ala c431T>C 1(2,2 %) Nova 5
13.| p.Argl85Thr €.554 G>C 1(2,2 %) Nova 5
14.| p.Thr193lle c.580 C>T 1(2,2 %) (Adato et al., 2000) 5
15.| p.Gly209Val €.626 G>T 1(2,2 %) (Van Hauwe, 1998) 6
16.| p.Leu236Pro c.707 T>C 1 (2,2 %) (Van Hauwe, 1998) 6
17.] p.Val281lle c.841 G>A 1 (2,2 %) Nova 7
18.| p.Phe335Leu c.1003 T>C 1(2,2 %) (Campbell, 2001) 9
19.| p.1e379fs |c.1136_1148dell3| 1 (2,2 %) Nova 9
20.| p.Trp518Stop|  ¢.1554 G>A 1(2,2 %) Nové 14
21.| p.Tyr530Ser c.1589 A>C 1 (2,2 %) (Pryor et al., 2005) 14
22.| p.Ser594fs | c.1781_1782insA 1(2,2 %) Nova 16
23.| p.Thr721Met | c.2162 C>T 1(2,2%) | (Usamietal,1999) | 19
24.| p.Gly740val €.2219 G>T 1 (2,2 %) (Prasad et al., 2004) 19
25.| p.Arg776Cys €.2326 C>T 1(2,2 %) (Pryor et al., 2005) 21
Total # 45 alel (100 %)

V tabulce nejsou zahrnuty varianty kodujici oblasti p.Leu597Ser a p.Gly6Val, u kterych byla hned na pocatku
prace vyslovena pochybnost o jejich patogenité vzhledem k jejich vysoké frekvenci v souboru a jsou popsany

v oddilech 4.6.2. a4.13.2.)
Sedou barvou jsou oznaceny mutace nalezené v druhé ¢asti studie, u opakované detekovanych mutaci je
zvyraznén pouze sloupec s navySenym poctem alel.
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4.13. Patogenita vSech nalezenych mutaci a kédujicich variant

Patogenita vSech nalezenych mutaci, tj. 25 vySe uvedenych variant s pfepokladanym
patogennim uc¢inkem 1 obou pravdépodobné nepatogennich variant v kddujici oblasti genu
SLC26A4 (p.Gly6Val a p.Leu597Ser — viz oddil 4.6.2.) byla provéifena pomoci predikénich
programti a databazi SNP (viz oddil 3.4.). Vysledky jsou shrnuty v tabulce 18. Pomoci
programi PolyPhen2 a Panther 1ze analyzovat pouze missense mutace, v programu SIFT dale
inserce a delece. Mutace typu splice-site v zadném z téchto programi analyzovat nelze, avSak
ob¢ splice site mutace vyskytujici se ve vySetfeném souboru (c.1001+1 G>A a c.1614+1
G>A) byly jiz opakované popsany jako patogenni a jsou uvedeny ve vSech tfech pouzitych

databazich i na Pendred and BOR homepage.
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Tabulka 18 — Vyskyt mutaci nalezenych v ceské populaci v genetickych databazich a predikce
jejich patogenity pomoci predikcnich programi

Databaze Predikéni programy

mutace NCBI HGMD EVS PolyPhen2 Panther SIFT
dbSNP GERP Score PoeLETERIOUS score—S

(MAF) (EAA) (MAF)
0,15 . Tolerated

p.Gly6Val Pr. non-pat. X (1/7880) Benign 0,005 X 50,32
Probably Possibly D Tolerated

p.Glu29GIn Pathogenic DM X 0,662 0.29944 S0,27
Unknown Probably D Damaging

p.ThradMet | 5o09) X X 0,997 0.52871 1 50 04 (0,001)

p.Phel22fs X DM X X X Damaging

. 512 Probably D .
p.Vall38Phe Pathogenic DM (0/8600) 0.996 0,797 Damaging SO

Possibly D Damaging
p.Vall44Ala X X X 0,939 0.52035 novel 50,01
Probably D Damaging
*
p.Argl85Thr X DM(*) X 0,999 0.6706 novel S0,01
p.Thr193lle Pathogenic DM X Po;sgbzlg D 0.72059 Damaging SO

. 5,61 Probably D 0.97909 Damaging SO
p.Gly209Val Pathogenic DM (6/8600) 10 (0,0)

. 541 Probably D 0.88076 Damaging SO
p.Leu236Pro | Pathogenic DM (9/8600) 0,998 (0,001)

. Tolerated
*
p.Val281lle X DM(*) X Benign 0,012 0.20661 novel 50,55
. 5,62
c.1001+1 G>A | Pathogenic DM (5/8600) X X X

. 5,62 Probably D. Tolerated

p.Phe335Leu | Pathogenic DM (16/8600) 0,997 0.58894 $0.47 (0,002)
p.11e379fs X X X X X Damaging
p.Arg409His Pathogenic DM X Probla th)Iy D 0.95981 Damaging SO

. 51 Probably D Damaging SO
p.Thr4l6Pro | Pathogenic DM (1/8600) 10 0.90341 (0,0)

. 5,93 Probably D .
p.Leudd5Trp Pathogenic DM (2/8600) 10 0.99503 Damaging SO
p.Asn457Lys X DM X Pmbfg'y D 0.94879 | Damaging SO

Damaging
*
p.Trp518Stop X DM(*) X X X due to stop
p.Tyr530Ser X DM X Proé’gg'g D 0.96494 | Damaging SO
. 5,07
c.1614+1 G>A | Pathogenic DM (1/8600) X X X
Probably Probably D Tolerated
p.Val570lle Pathogenic X X 0,972 0.39221 novel S 0,11
p.Ser594fs X X X X X Damaging
non-pat. 5 5,72 Probably D Tolerated
p-LeuS97Ser |4 504 DM? | (78/8600) 0,999 081399 | 50 11(0,007)
p.Thr721Met | Pathogenic | DM X Pmbfg'y D 0.79236 | Damaging SO
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Unknown DM 5,51 Benign .
p.Gly740Val (0,0005) (0,001) (2/8600) 0,167 0.09219 Damaging SO
Pr. non-pat. " 5,76 Probably D Damaging**

P-Arg776Cys | 90005y | PM? | (10/8600) 0,999 0.05276 S0

Sedé podbarvené jsou noveé popsané mutace. Kurzivou jsou znaceny predpokladané nepatogenni varianty.

MAF = Minor Allele Frequency = procentuelni ¢etnost minoritni tj. patogenni alely v populaci

GERP = The Genomic Evolutionary Rate Profiling = skore nabyvajici hodnot od -12.3 do 6.17, kde
6.17 znamena nejvyssi stupen konzervovanosti dané aminokyseliny (Cooper et al., 2005)

EAA = EA Allele Count = pocet alel s danou variantou nalezenych v uvedeném vzorku z euro-
americké populace

PpeLeTerious = pravdépodobnost, Ze mutace je patogenni (Brunham et al., 2005)

DM = Damaging Mutation = patogenni mutace DM? = varianta se spornou patogenitou
DM(*) = patogenni mutace v HGMD ma jako referenci uveden ¢lanek Pourova et al, 2010
Probably D = pravdépodobné patogenni mutace Possibly D = nejspise patogenni mutace

Pr. non-pat. = Probably non-pathogenic = pravdépodobné nepatogenni varianta

Non-pat = nepatogenni varianta

Damaging** = Damaging with low confidence warning = nizka divéryhodnost informace o patogenité
x = mutace neni v dané databdzi uvedena, nebo ji nelze uvedenym programem analyzovat

4.13.1. Patogenita jiz popsanych mutaci

Na zaklad¢ rozboru uvedenych mutaci a variant jsem dospéla k nckolika piekvapivym
zavérum: nékteré mutace opakovan¢ popisované jako patogenni ziskaly ve skérovacim
systétmu predikénich programil necekané nizké skore a naopak nékteré varianty, jejichz
patogenita byla opakované zpochybnéna, ziskaly skore vysoké.

Z opakované popisovanych a prokazatelné patogennich mutaci je ve vSech pouzitych
databazich uvedeno jako patogenni a z predik¢nich programii ziskalo odpovidajici skore
nasledujicich 10 missense mutaci: p.Vall38Phe, p.Thr1931le, p.Gly209Val, p.Leu236Pro,
p.Arg409His, p.Thrd416Pro, p.Leud45Trp, p.Asn457Lys, p.Tyr530Ser a p.Thr721Met.

Naopak 6 dalSich missense mutaci povaZovanych v literatufe na pocatku mého
vyzkumu za patogenni (p.Glu29Gln, p.Thr99Met, p.Phe335Leu, p.Val570Ile, p.Gly740Val a
p.Arg776Cys) poskytuje po této analyze rozporuplné vysledky. Patogenita nékterych z nich se
v8ak jiz v prubeéhu mého vyzkumu stala predmétem spekulaci v jinych publikacich (zejména
p.Arg776Cys) (Hutchin et al., 2005; Pera et al., 2008a; Pfarr et al., 2006).

Mutace p.Glu29GIn je v databazi HGMD uvadéna jako patogenni, v NCBI dbSNP
jako pravdépodobné patogenni, v EVS uvedena neni, PolyPhen2 ji hodnoti jako nejspiSe
patogenni se skore 0,662, ale program Panther ji pfiznava pouze velmi nizké skére kolem 0,3
a SIFT ji vyhodnotil jako ,tolerated” ¢ili nepatogenni se skore 0,27. Funkéni studie této
mutace (Pera et al., 2008a) ukazuje na signifikantni snizeni funkce proteinu nesouciho tuto

mutaci a oznacuje ji za hypofunk¢ni variantu, ktera spolu s pln€ patogenni mutaci na druhé
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alele zptisobuje u pacienti fenotyp NSEVA/PS. Mutaci tedy 1 nadale povazuji za patogenni, i
kdyz se snizenym potencialem.

Mutace p.Thr99Met neni uvedena v databazi HGMD, EVS ani na Pendred and BOR
homepage. NCBI dbSNP ji uvadi jako variantu nezndmého vyznamu a jeji frekvenci v
populaci jako 0,0009. Program PolyPhen2 ji povazuje za pravdépodobné patogenni, stejné
jako SIFT, avSak Panther skore je pouze 0,53. Frekvence v 1000 genomes je 0,001. Tato
mutace byla v literatufe popsdna pouze v publikaci zabyvajici se zobrazenim skalni kosti u
pacientl se ztratou sluchu zpusobenou mutacemi v genu GJB2 (Probst et al., 1999). Pacient
nesouci mutaci p.Thr99Met v heterozygotni formé byl zaroven slozenym heterozygotem pro
mutace ¢.35delG a ¢.167delT v genu GJB2, ackoliv v této skupin¢ byla popsana EVA u 14%
pacienttl, o fenotypu tohoto konkrétniho pacienta nejsou tidaje uvedeny. Funk¢ni studie této
mutace nebyla dosud provedena. Na zaklad¢ téchto faktdi mutaci nadale povazuji za
nepatogenni.

Mutace p. Phe335Leu je v NCBI dbSNP uvedena jako patogenni, stejné tak v HGMD
a EVS. Jeji stupen konzervace (GERP) je vysoky (5,62, coz je tieti nejvyssi ze vSech mutaci v
souboru s dostupnym GERP) a program PolyPhen2 ji predikuje jako pravdépodobné
patogenni se skore 0,997. Program Panther ji pfisuzuje intermedidlni skore 0,59
(zaokrouhleno) a SIFT ji se skore 0,47 povazuje za nepatogenni. V 1000 genomes je MAF
0,002 a EVS uvadi frekvenci mutované alely jako 16/8600, coZ po zaokrouhleni odpovida
0,002. Funkéni studie této mutace (Choi et al., 2009) ukazala jen mirné snizenou funkci
pendrinu s vysokou zachovanou rezidudlni funkci a uvadi ji pouze jako hypofunkéni variantu,
nepovazuji ji tedy pro potieby této studie nadéle za patogenni.

Mutaci p.Val570lle databaze NCBI a program PolyPhen2 hodnoti jako pravdépodobné
patogenni, nicméné¢ v HGMD ani EVS neni uvedena a programy SIFT a Panther ji pfidéluji
spiSe nepatogenni hodnoty skére (0,39 resp. 0,11). Mutace vSak byla nalezena vzdy v trans
pozici s nové nalezenymi frame-shiftovymi mutacemi a zaroven segreguje Vv rodiné pacienta
5706, kde oba postiZzeni sourozenci nesou na jedné alele frameshift mutaci (p.lle379fs) a na
druhé mutaci p.Val570lIle a jejich rodice jsou ptrenaSeci kazdy jedné mutace. Tento fakt lze
vysvétlit bud’ dle funkéni studie tim, ze se jednd o hypofunkéni variantu, kterd se
Vv pfitomnosti silné patogenni mutace na druhé alele podili na fenotypu (Choi et al., 2009)
nebo faktem, ze alela nesouci mutaci p.Val570Ile zaroven nese dale v genu mutaci
nedetekovatelnou pouzitymi metodami DNA diagnostiky, tj. patogenni mutaci, kterd je
s hypofunk¢ni variantou p.Val5701le v konfiguraci cis. Vzhledem k prokazanému efektu

zakladatele u vétsiny ostatnich SLC26A4 mutaci Ize i u této mutace piedpokladat tento efekt a

76



stejnou hypotézu o patogenni mutaci v konfiguraci cis, implikovat i na pacientku 5217, jejiz
sestra je slySici a je pouze pfenaSeCkou mutace p.Ser594fs. Mutaci p.Val5701Ile povazuji tedy
nadale za patogenni.

Patogenita mutace p.Gly740Val je v databazi NCBI dbSNP oznacena jako neznama,
program PolyPhen ji vyhonocuje jako benigni (skére 0,167) a podobné¢ Panther ji urcuje velmi
nizké skore (0,09), v databazi HGMD je vSak mutace uvedena jako patogenni a program SIFT
ji vyhodnocuje jako patogenni se skoére 0. Jeji frekvence v populaci je dle NCBI dbSNP
0,0005, dle HGMD 0,001 a dle EVS 2 z 8600 alel. Funk¢ni studie této varianty bohuzel dosud
provedena nebyla. Ve vySetfovaném souboru se tato mutace vyskytuje jako monoalelickd u
pacientky s dodate¢né zjisténym negativnim EVA/MD fenotypem a ziejmé AD
mechanismem pienosu sluchové vady, jeji podil na ztraté sluchu u pacientky je tedy spise
nepravdépodobny. Nadale tedy povazuji p.Gly740Val za nepatogenni variantu.

Mutace p.Arg776Cys (c.2326 C>T) je v databazi NCBI dbSNP uvedena jako
pravdépodobné nepatogenni, v HGMD jako mutace s pochybnou patogenitou a program
Panther ji predikuje velmi nizké skore (0,05). V databazi EVS je vSak uvedeno velmi vysoké
skore konzervovanosti (5,76) a PolyPhen2 ji uvadi jako pravdépodobné patogenni se skore
0,999. V programu SIFT je uvedena jako patogenni se skore 0, avSak s poznamkou, Ze se
jedna o nizky stupen duvéryhodnosti. Frekvence v NCBI dbSNP je 0,0005, avsak v EVS je to
19/8600 coz se rovna vice nez Ctyfnasobku (0,0022), podle 1000 genomes programu je
frekvence 0,004 a podle SIFT databaze dokonce 0,007. Mutace je pravidelné popisovana
pouze u pacientl s monoalelickymi mutacemi (Albert et al., 2006; Campbell et al., 2001; Pera
et al., 2008a; Prasad et al., 2004; Pryor et al., 2005) a funk¢ni studie u ni prokazaly pouze
velmi mirné snizenou az normalni funkci pendrinu (Pera et al., 2008a; Pfarr et al., 2006)
(Pfarr, 2006, Pera, 2008). Mutaci nadale povazuji za pravdépodobné nepatogenni variantu
(Choi et al., 2009; Pera et al., 2008a; Pfarr et al., 2006).

Frame-shift mutace p.Phel22fs je uvedena v databazi HGMD a na Pendred and BOR
homepage jako patogenni, pomoci programli PolyPhen2 a Panther ji nelze analyzovat, ale
SIFT ji vyhodnotil jako patogenni. Poprvé byla popsana v asijské populaci (Park et al., 2003).

Mutaci tedy povazuji za patogenni.

4.13.2. Patogenita prepokladanych polymorfismi
Analyza obou piedpokladanych polymorfismil nachazejicich se v kodujici oblasti (p.Gly6Val
a p.Leu597Ser) také ptinesla prekvapivé vysledky. Prvni z nich sice hypotézu o nepatogenit¢

varianty potvrdil — v databazi NCBI dbSNP je uveden jako pravdépodobné nepatogenni,
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v HGMD nefiguruje, v EVS je uvedena velmi nizka troven konzervovanosti (GERP 0,15),
program PolyPhen2 jej povazuje za benigni se skore 0,005, v programu Panther jej nelze
vzhledem Kk poloze blizko pocatku genu predikovat a program SIFT jej vyhodnotil jako
nepatogenni se skore 0,32. O ¢etnosti v 1000 genome projektu nejsou dostupné tdaje, v EVS
je vsak uvedena jako 1/7880 alel euro-amerického ptavodu.

Varianta p.Leu597Ser je naopak z hlediska analyzy velmi rozporuplna. V databazi
NCBI dbSNP je uvedena jako nepatogenni, v HGMD jako varianta se spornou patogenitou a
SIFT vyhodnotil variantu jako nepatogenni se skoére 0,11, EVS vsak uvadi vysokou
konzervovanost aminokyselinového zbytku (GERP 5,72), program PolyPhen2 jej vyhodnotil
jako pravdépodobné patogenni a Panther mu predikuje vysoké skoére patogenity 0,81.
Frekvence této alely je dle NCBI dbSNP 0,004, v 1000 genomes 0,007, avSak podle EVS je
frekvence v euro-americké populaci 78/8600 alel (tj. 1,8 % osob). Tyto poCty jsou spise
vysoké a odpovidaji hypotéze o polymorfismu. Mé pozorovani heterozygotni frekvence této
alely v ¢eské populaci bylo jesté nepatrné vyssi (2,4 % u kontrol). Je tedy mozné, Ze tento
polymorfismus je v ¢eské populaci €astéjsi, nebo se muze jednat o chybu malych ¢isel — bylo
vySetieno pouze 500 kontrol. Patogenitu varianty p.Leu597Ser zpochybnilo nékolik publikaci
a jeji funkeni studie (Choi et al., 2009) prokazala pouze mirné snizenou funkci pendrinu. Tato
varianta byla tedy oznaCena za hypofunkéni variantu, kterd mutze hrat modulujici roli
Vv ptipadé€ nalezu siln€ patogenni mutace na druhé alele. Ve vétSin€ publikovanych praci vSak
stejné jako v mé studii byla varianta p.Leu597Ser nachazena pouze ve spojeni s druhou alelou
bez jakékoliv patologie (Blons et al., 2004; Campbell et al., 2001; Fugazzola et al., 2002; Pera
et al., 2008a; Pryor et al., 2005).

4.13.3. Patogenita novych mutaci

V ramci mé studie bylo nalezeno 6 novych mutaci, z toho 3 typu missense (p.Vall44Ala,
p.Argl85Thr a p.Val28llle), 2 typu frame-shift (p.lle379fs a p.Ser594fs) a jedna typu
nonsense (p.Trp518Stop).

Mutace p.Argl85Thr, p.Val281lle a p.Trp518Stop byly uvefejnény v publikaci
Pourova et al. 2010 a na jejim zékladé jsou nyni uvedeny v HGMD, v zadné dalsi z pouzitych
databazi se ke dni 22.4.2014 74dna z téchto mutaci nenachazi.

Mutace p.Vall44Ala byla programem PolyPhen2 vyhodnocena jako nejspise
patogenni se skore 0,939 a programem SIFT jako patogenni se skore 0,01, skoére 0,52035
Z programu Panther je intermedidlni. Mutace byla nalezena jako monoalelicka u

nedoslychavého pacienta se stejné postizenym bratrem, ktery vSak tuto mutaci nenese. Jedna
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se tedy nejspise o koincidentalni nosi¢stvi mutace. Vzhledem k témto faktim povazuji tuto
mutaci pro potfeby mé studie za nepatogenni.

Mutace p.Argl85Thr byla velmi podobné vyhodnocena programy PolyPhen2 a SIFT
jako patogenni a v programu Panther ziskala skore 0,67. Mutace byla nalezena jako
monoalelickd u pacientky s velmi presvéd¢ivym fenotypem (bilateralni EVA, struma), u které
predpokladam ptitomnost dalsi kryptické mutace (viz diskuse). Mutaci na zdklad¢ téchto
udajii povazuji za patogenni.

Mutace p.Val281llle je sice uvedena v HGMD na zakladé publikace (Pourova et al.,
2010) jako patogenni, nebyla vSak dosud popsana v zadné dalsi praci. Program PolyPhen2 ji
povazuje za patogenni (skore 0,012), podobné Panther (0,2) a SIFT (0,55). Tato mutace byla
nalezena ve slozené¢ heterozygotnim stavu spolu s mutaci c.1614+1 G>A u pacienta
s Pendredovym syndromem. Mutaci tedy povazuji za patogenni — podrobnéji viz diskuse 5.1.

Delece 13 bazi v exonu 9 zpusobuje frame-shift mutaci p.l1le379fs, kterou program
SIFT vyhodnotil jako patogenni, ackoliv nezptsobuje vznik pied¢asného stopkodonu. Byla
nalezena u dvou bratrt s bilateralni EVA v ptedskolnim véku a u jejich slySiciho otce. U obou
bratrii se nachazi ve sloZzen¢ heterozygotnim stavu s mutaci p.Val570Ile, kterou zdédili od své
slySici matky. Mutaci povaZzuji za patogenni.

Inserce baze A vexonu 16 zpusobuje mutaci p.Ser594fs, ktera zplsobuje vznik
pied¢asného stop kodonu a kterou SIFT v souladu s tim povazuje za patogenni. Mutace byla
vV naSem souboru nalezena u pacientky s PS ve sloZené heterozygotnim stavu s mutaci
p.Val570lIle (viz vySe) a u jeji slySici sestry spolu s nepatogenni alelou. Mutaci p.Ser594fs
povaZzuji nadéle za patogenni.

Zédména baze G za A vexonu 14 je zodpovédna za vznik nonsense mutace
p.Trp518Stop, kterou vzhledem ke vzniku pfed¢asného stop kodonu povazuje program SIFT
za patogenni. Mutaci jsem naSla jako monoalelickou u pacientky se strumou a pozdé&ji

doplnéné HRCT prokazalo bilateralni EVA. Mutaci povaZuji za patogenni.

4.14. Frekvence a spektrum mutaci v ¢eské populaci po
zohlednéni miry jejich patogenity

4.14.1. Spektrum patogennich mutaci v souboru 315 ¢eskych
neslySicich pacienti

Na zéklad¢é rozboru patogenity pomoci analyzy databazi, predikénich programt, funkcnich
hypotéz a publikovanych vysledki funkcénich studii jsem ze seznamu identifikovanych

patogennich mutaci vyfadila celkem 5 mutaci (p.Thr99Met, p.Vall44Ala, p.Phe335Leu,
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p.Gly740Val a p.Arg776Cys — ¢tyfi diive popsané a jednu novou) na péti alelach. Celkovy
pocet patogennich mutaci ve vySetfovaném souboru je tedy 20 rtiznych mutaci na 40 alelach u
27 pacientd, z toho u 13 pacientll na obou alelach a u 14 z nich na pouze jedné alele (viz
tabulka 19). Zohlednéni patogenity neovlivnilo pocet pacienti s dvéma prokazanymi
mutacemi, avSak u 5 pacienti s monoalelickou mutaci byla eliminovana jedina pfitomna
mutace. Pocet pacientti ve skupin€ sjednou mutaci se tedy snizil o pét. Ve vSech péti
ptipadech se jedna o pacienty s negativnim nebo nezndmym EVA/MD fenotypem. VSech 5
mutaci uréenych jako nepatogenni bylo nalezeno u pacientti ze skupin B a C v souboru 303
Ceskych neslysicich pacientu (viz oddil 4.2.- 4.4.).

Nejcastéjsi mutaci ve vySetfovaném souboru je p.Vall38Phe (17,5% vSech
patogennich alel), druhymi nejcastéjSimi jsou p.Leudd5Trp a p.Glu29GIn (10 % vSech
patogennich alel). VSechny mutace povazované v mé studii za patogenni jsou shrnuty

v tabulce 19.
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Tabulka 19 — Spektrum a relativni podil viech dosud nalezenych SLC26A4 patogennich
mutaci u Ceskych neslysicich pacientu

nazev mutace | nazev mutace na . pOé,et .
na AMK trovail trovni nukleotidi nezavislych alel| reference pro mutaci| exon
(% pat. alel)
1. | p.Vall38Phe c.412 G>T 7 (17,5 %) (Van Hauwe, 1998) 4
2. | p.Leudd5Trp c.1334 T>G 4 (10 %) (Van Hauwe, 1998) 11
3. | p.Glu29GIn c.85 G>C 4 (10 %) [(Campbell et al., 2001) 2
4. c.1001+1 G>A 3 (7,5 %) (Coyle etal., 1998) | Intron 8
5. | p.Arg409His €.1226 G>A 3 (7,5 %) (Coyle et al., 1998) 10
6. | p.Thrdl6Pro €.1246 A>C 2 (5 %) (Van Hauwe, 1998) 10
7. | p.Asn457Lys c.1371 C>A 2 (5 %) (Park et al., 2003) 12
8. €.1614+1 G>A 2 (5 %) (Blons et al., 2004) | Intron 14
9. | p.Val570lle c.1708 G>A 2 (5 %) (Prasad et al., 2004) 16
10.| p.Phel22fs | c¢.365_366insT 1(2,5 %) (Park et al., 2003) 4
11.| p.Arg185Thr c.554 G>C 1(2,5 %) Nova 5
12.| p.Thri93lle c.580 C>T 1(2,5%) (Adato et al., 2000) 5
13.| p.Gly209Vval €.626 G>T 1(2,5%) (Van Hauwe, 1998) 6
14.| p.Leu236Pro c.707 T>C 1(2,5 %) (Van Hauwe, 1998) 6
15.| p.Val28llle c.841 G>A 1(2,5 %) Nova 7
16.| p.1le379fs [c.1136_1148dell3| 1 (2,5 %) Nova 9
17.|p.Trp518Stop | c.1554 G>A 1(2,5%) Nova 14
18.| p.Tyr530Ser €.1589 A>C 1(2,5 %) (Pryor et al., 2005) 14
19.| p.Ser594fs |c.1781_1782insA| 1(2,5 %) Nova 16
20.| p.Thr721Met €.2162 C>T 1(2,5%) (Usami et al., 1999) 19
Total # 40 (100 %)

Sedou barvou jsou ozna¢eny mutace nalezené v druhé ¢asti studie, u opakované detekovanych mutaci je
zvyraznén pouze sloupec s navysenym poctem alel.

4.14.2. Frekvence SLC26A4 mutaci v souboru 303 ¢eskych neslySicich

pacientl po zohlednéni jejich patogenity

V ptivodnim souboru 303 Ceskych neslySicich pacientii byla stanovena frekvence bialelickych
mutaci na 2,6% (8/303) a tato frekvence zlstavd nezméné€na i po zohlednéni patogenity
mutaci. Doslo k redukci po¢tu monoalelickych mutaci z 18 na 13, frekvence monoalelickych

mutaci v daném souboru je tedy 4,3% (13/303) a podil pacientl s alespoii jednou patogenni

mutaci je nové 6,9% (21/303).

Ve skupiné¢ familiarnich ptipada (27/303) dosSlo k redukci poc¢tu monoalelickych
pacientll ze Ctyf na dva. V jednom piipadé se jednalo o pacienta, ktery byl v nosicstvi dané

mutace se svym bratrem diskordantni a jehoz HRCT bylo EVA/MD negativni, ve druhém
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piipadé o sourozenecky par, jehoz doplnujici data se nepodafilo ziskat. Zbyvajici dva
sourozenecké pary s monoalelickymi patogennimi mutacemi maji potvrzené EVA/MD na
HRCT. Ve skupiné¢ familiarnich pfipadt je tedy vyskyt bialelickych mutaci 7,4 % (2/27)
stejné jako pii ptvodnim pozorovani a monoalelickych mutaci nové také 7,4 % (2/27).
Alesponi jedna mutace byla nalezena u 4 z 27 familiarnich piipadui tj. 14,8 %.

Podrobny rozbor dopadu zohlednéni patogenity mutaci na jejich spektrum a frekvenci v

souboru je proveden v ramci diskuse.

4.15. Korelace genotypu s fenotypem

4.15.1. Korelace mezi typem mutace a fenotypem

Bylo zachyceno celkem 13 pacientii s obéma identifikovanymi (bialelickymi) patogennimi
mutacemi, dale 8 pacienti s EVA/MD a jednou identifikovanou (monoalelickou) patogenni
mutaci, 3 pacienti s nezndmym EVA/MD fenotypem a jednou mutaci (nezapocten pacient
S hypofunkéni variantou p.Arg776Cys) a 3 pacienti s EVA/MD negativnim HRCT
(nezapocteni pacienti s nepatogennimi variantami p.Thr99Met, p.Vall44Ala, p.Phe335Leu a
p.Glu740Val).

Celkem bylo identifikovano 25 variant - mutaci v SLC26A4. Z toho 5 jsem oznacila za
pravdépodobné nepatogenni. Celkem jsem bylo detekovano 20 patogennich mutaci, ze
kterych 6 zpisobuje tvorbu zkracené¢ho proteinu (p.Trp518Stop, p.Phel22fs, p.lle379fs,
p-Ser594fs a dvé splice site mutace - ¢.1001+1G>A a ¢.1614+1G>A) a 14 missense mutaci
zplisobuje pouze zaménu jedné aminokyseliny za jinou. Zadna z mutaci nebyla nalezena v
homozygotnim stavu. U 6 pacientil byly nalezeny mutace s pfedCasnym stopkodonem ve
slozené heterozygotnim stavu spolu s patogenni missense mutaci a 7 pacientl je sloZzenymi
heterozygoty pro dvé missense mutace. U Zadného pacienta nebyly nalezeny dvé nonsense
mutace. Fenotypy a genotypy pacientl se dvéma patogennimi mutacemi, nebo s jednou
patogenni mutaci a EVA/MD jsou shrnuty v tabulkach 20, 21 a 22.
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Tabulka 20 — Fenotypy a genotypy pacientii s obéma prokdzanymi mutacemi v

genu SLC26A44

#DNA | RA* | VEk ** | Ztrita sluchu | HRCT/MRI | Stitna 71aza Alela 1 Alela 2
2333 | 0 19 | progresivni | bil. EVA struma p.Glu29GIn | p.Leud45Trp
4748 | 0 23 | progresivni | bil. EVA struma p.Vall38Phe | p.Leud445Trp
1928 | O 9 | kongenitalni | bil. EVA NTH p.Leu236Pro | p.Thr721Met
1790 | O 10 | progresivni | bil. EVA ) p.Thrl93lle | p.Asn457Lys
4947 | 1 5 | kongenitalni | bil. EVA @) p.Arg409His | p.Leud45Trp
5488 | O 6 | kongenitalni | bil. EVA @) p.Vall38Phe | p.Arg409His
6004 | 1 7 | kongenitalni n/a ) p.Glu29GIn | p.Leud45Trp
5153 | O 1 | kongenitalni | bil. EVA ) p.Glu29GIn p.Phel22fs
5706 | 1 5 progresivni | bil. EVA ) p.Val570lle p.1le379fs”
3832 | 0 6 progresivni | bil. EVA 0] p.Vall38Phe |c.1001+1G>A
3830 | 2 55 | progresivni n/a struma p.Asn457Lys | c.1001+1G>A
4745 | 0 38 | progresivni n/a struma p.Val28llle® |c.1614+1G>A
5217 | 0 | 31 | kongenitalni n/a struma p.Val570lle | p.Ser594fs”

Tuéné jsou zvyraznéni pacienti z rodin s mutacemi potvrzenymi u sourozencd.

Na §edém pozadi jsou pacienti z druhé ¢asti studie.

* = pocet stejné postizenych sourozenct ** = vék v dobé vyseteni uvedeny v letech + = nové mutace

NTH = transientni novorozenecka hypotyre6za O = normalni nalez
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Tabulka 21 — Fenotypy a genotypy pacientii s pouze jednou prokdazanou patogenni mutact
(monoalelickou) v SLC26A4

#DNA | RA* | VEk ** | Ztrata sluchu HRCT/MRI Stitna Zlaza Alela 1 Alela 2
4776 | 1 29 progresivni bil. EVA struma | p.Vall38Phe wit
4840 | 1 32 kongenitalni MD+EVA struma | p.Vall38Phe wit
2275 | O 23 kongenitalni bil. EVA struma |p.Trp518Stop™| wt
1255 | O 2 kongenitalni bil. EVA normalni | p.Thr416Pro wit
3831 | O 20 kongenitalni bil. EVA struma | p.Arg185Thr" wt
2795 | 0 7 kongenitalni bil. EVA normalni | p.Vall38Phe wt
4950 | O 3 kongenitalni bil. EVA normalni | p.Arg409His wt
5181 | O 3 kongenitalni bil. EVA normalni | c.1001+1G>A wt

Tuéné jsou zvyraznéni pacienti zrodin Svice postizenymi sourozenci, na Sedém pozadi pacient
Z druhé ¢asti studie, kurzivou a podtrZzenim oznacena novée ziskana data.
* = pocet stejné postizenych sourozenci ** = v€k v dobé& 1. vySetieni uvedeny v letech
‘nova mutace " mutace popsana, ale bez korelace s fenotypem, wt=bez mutace
n/a = HRCT/MRI dokumentace pacienta stale neni dostupna
nonMD = HRCT pacienta nezachycuje uroveil vestibularniho akveduktu — EVA nelze vyloucit ani
potvrdit, 1ze vSak vyloucit MD
Celkovy dopad téchto nové ziskanych udajii na vysledky studie je rozebran v diskusi.
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Tabulka 22 — Vysledky vysetreni SSEP (odhadovany audiogram) nebo audiogramu u pacientii
s bialelickymi mutacemi nebo monoalelickou mutaci a EVA/IMD v korelaci s typem mutace

mutace levé ucho pravé ucho

# DNA

alelal |alela2| 0,5kH 1kH 2kH 4kH 0,5 kH 1 kH 2kH 4kH
2333 M M 90 110 100 * 100 * * 110
4748 M M * * * * 105 110 105 105
1790 M M 110 100 100 120 110 100 100 120
5488 M M 95 95 125 * 90 85 100 120
6004 M M 110 120 120 * 100 110 100 115
1928 M M 100 95 100 110 90 95 105 120
4947 M M * 110 110 125 * 115 110 120
5706 M T 105 100 100 105 75 65 110 110
3830 M T 90 90 100 120 100 110 100 120
5217 M T 85 90 90 110 90 95 90 95
4745 M T 80 85 100 95 90 95 110 100
3832 M T * 120 * * * 100 * 120
5153 M T * * * * * * * *
2795 M wt 120 120 120 120 120 110 120 120
4950 M wt * 110 110 115 * 120 125 *
4954 M wt 110 115 115 * 100 110 125 *
3831 M wt 60 65 75 80 50 60 75 70
4840 M wt 85 90 95 100 95 95 100 110
1255 M wt 100 110 110 * * 120 120 *
4776 M wt 75 80 85 90 70 85 80 95
5181 T wt 95 95 * 110 110 110 * *
2275 T wt 65 75 80 90 60 80 85 90

Modre podbarveni jsou uzivatelé kochlearnich implantatu.
M = missense mutace, T = mutace zplsobujici zkraceni vysledného proteinu, * bez odpovédi

Vsech 7 pacientii se dvéma missense mutacemi jsou uZzivateli kochledrnich implantatd, jejich
tize sluchového postizeni je tedy na trovni praktické hluchoty. Ze Sesti pacientl s kombinaci
missense mutace a mutace zkracujici délku pendrinu jsou tfi (50 %) uzivateli kochlearniho

implantatu, ostatni 3 pacienti byli do studie indikovani jako pacienti s PS v dospélém véku a
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podstoupili operaci $titné zlazy pro strumu. TiZe jejich poruchy sluchu je vSak stejné¢ zavazna
jako u uzivateld kochlearnich implantatl, ke kterym nepatii zejména proto, Ze v dob¢ jejich
détstvi nebyla tato technologie k dispozici. Jedina korelace se tedy tyka tyroidalniho fenotypu,
protoze vSichni tii pacienti, ktefi byli indikovani do studie pro klinicky diagnostikovany PS
(manifestovali rozvinutou strumu), a byly u nich nalezeny SLC26A4 mutace, nesou kombinaci
missense mutace a mutace zkracujici vysledny protein. U dalSich tfi pacientd s touto
kombinaci nelze vzhledem k jejich nizkému véku dosud stanovit tyroidalni fenotyp, jsou vsak
peclivé sledovani a je u nich kazdoro¢né provadéno vysetieni hladiny tyroidalnich hormont v

krvi a sonografie $titné zlazy.

4.15.2. Fenotypy a genotypy pacientii s bilateralni EVA

Bilateralni EVA se potvrdila jako spolehlivy indikator, u kterého je zachyt pro aspon jednu
patogenni mutaci 72,2 % (13/18) a pro ob¢& patogenni mutace 50 % (9/18) — viz tabulka 23 —
horni ¢ast. Do tohoto vypoctu nezahrnuji pacienty, u kterych bylo HRCT provedeno az na
zékladé€ zjisténé piitomnosti mutace v genu SLC26A4, protoze jejich pripoctenim k pacientim
s EVA zjiSténou pted analyzou genu by byla zachytnost zkreslena (tito pacienti jsou uvedeni
v dolni ¢asti tabulky 23). VSichni pacienti s bialelickymi mutacemi a dostupnou HRCT/MRI

dokumentaci maji prokazanou bilateralni EVA (eventuelné v kombinaci s MD).
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Tabulka 23 — Fenotypy a genotypy pacientii s bilaterdlni EVA vysetrenych v ramci studie

#DNA [ RA* [ VEk ** [ Ztrita sluchu | HRCT/MRI | Stitna Zlaza Alela 1 Alela 2
2333 | 0 19 | progresivni | bil. EVA struma p.Glu29GIn | p.Leud45Trp
4748 | O 23 | progresivni | bil. EVA struma p.Vall38Phe | p.Leud45Trp
1928 | O 9 [ kongenitalni | bil. EVA NTH p.Leu236Pro | p.Thr721Met
1790 | O 10 | progresivni | bil. EVA | normalni p.Thrl93lle | p.Asn457Lys
4047 | 1 5 | kongenitalni | bil. EVA | normalni | p.Arg409His | p.Leud445Trp
5488 | 0 6 | kongenitalni | bil. EVA | normalni | p.Vall38Phe | p.Arg409His
5153 | O 1 | kongenitalni | bil. EVA | normalni p.Glu29GIn p.Phel22fs
5706 | 1 5 progresivni | bil. EVA | normalni p.Val570lle p.1le379fs”
3832 | 0O 6 progresivni | bil. EVA | normalni | p.Vall38Phe |c.1001+1G>A
5181 | O 3 | kongenitalni | bil. EVA | normalni | c.1001+1G>A wit
3831 | O 20 | kongenitalni | bil. EVA struma | p.Argl85Thr+ wit
2795 | 0 7 | kongenitalni | bil. EVA | normalni | p.Vall38Phe wit
4950 | O 3 | kongenitalni | bil. EVA | normalni | p.Arg409His wit
1254 | 0 9 kongenitalni | bil. EVA | normalni wt wt
1557 | O 8 | kongenitalni | bil. EVA | normalni wt wt
3336 | 0 4 kongenitalni | bil. EVA | normalni wt wt
3802 | O 6 progresivni [ bil. EVA | normalni wt wt
5637 | O 3 progresivni | bil. EVA | normalni wt wt
1255 | 0 2 | kongenitalni | bil. EVA | normdini | p.Thr416Pro wit
4776 | 1 29 | progresivni | bil. EVA struma p.Vall38Phe wit
4840 | 1 32 | kongenitalni | MD+EVA struma p.Vall38Phe wit
2275 0 23 | kongenitalni | bil. EVA struma | p.Trp518Stop+ wit

V horni ¢asti je uvedeno 18 pacienti, kteti byli pro bilateralni EVA do studie indikovani,
nebo byla zjiSténa v ramci vstupniho vySetieni. V dolni ¢asti jsou pacienti, u kterych byla
zjisténa jedna mutace v genu SLC26A4 pii neznamém EVA/MD fenotypu a pti dodatecném
vySetieni byla bilateralni EVA zjisténa.
Tucéné jsou zvyraznéni pacienti z rodin s vice postizenymi sourozenci, na Sedém pozadi

pacient z druhé ¢asti studie, kurzivou a podtrzenim oznacena nové ziskana data.

* = pocet stejné postizenych sourozencti ** = vek v dobé 1. vySetieni uvedeny v letech
wt=bez mutace NTH = transientni novorozenecka hypotyredza

+ I
nova mutace
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4.15.3. Fenotypy a genotypy uzivatelii kochlearnich implantati
s alesponi jednou prokazanou mutaci v SLC26A4 genu

Ze 131 vySettenych uzivateli kochlearnich implantatd (CI) s jiz vylou¢enymi mutacemi
v GJB2 genu (124 ze souboru 303 pacientli, 5 ze souboru 10 pacienti a 2 ze souboru
sourozeneckych dvojic vySetfenych haplotypovou analyzou) byly nalezeny mutace v genu
SLC26A4 na obou alelach u 10 pacientii a na jedné alele u dalSich 7 pacientd. Celkové tedy
alespon jedna mutace byla nalezena u 13,0 % (17/131), dvé mutace u 7,6 % (10/131) a jedna
mutace u 5,3 % (7/131) pacientd s CI s jiz vylou¢enymi mutacemi v GJB2. Tato frekvence je
vys$$i nez v bézné populaci neslysicich a koreluje spiSe s frekvenci familiarnich pripadt, kde
byly zjistény bialelické mutace v 7,4 % ptipadi (2/27) a alesponn jednu mutaci u 14,8 %
(4/27). Ptehled fenotypi a genotypu uzivatelii kochledrnich implantatl s alesponi jednou
jsou peclivé vybirani. Tuto skupinu lze proto povazovat za velmi dobfe vybranou a
vySetfenou a tyto vysledky za vysoce relevantni. Ve skupiné uzivateli CI nebyla nalezena
7z4dnd z mutaci, jejichz patogenita byla zpochybnéna po pouziti databazi a predik¢énich

programtl.
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Tabulka 24 — Fenotypy a genotypy uzivatelii CI s prokazanymi mutacemi v genu SLC26A4

#DNA | RA* | VEk ** | Ztratasluchu | HRCT/MRI | St. Zlaza Alela 1 Alela 2
2333 | 0 19 progresivni | bil. EVA | struma p.Glu29GIn | p.Leud45Trp
4748 | O 23 progresivni | bil. EVA | struma | p.Vall38Phe | p.Leud45Trp
1928 | O 9 kongenitalni | bil. EVA NTH p.Leu236Pro | p.Thr721Met
3832 | 0 6 progresivni | bil. EVA 0] p.Vall38Phe |c.1001+1G>A
1790 | O 10 progresivni | bil. EVA 0] p.Thr193lle | p.Asn457Lys
4947 5 kongenitalni | bil. EVA @) p.Arg409His | p.Leud45Trp
5488 ' 6 kongenitalni | bil. EVA o) p.Vall38Phe | p.Arg409His
6004 | 1 7 kongenitalni n/a @) p.Glu29GIn | p.Leud45Trp
5153 | O 1 kongenitalni | bil. EVA @) p.Glu29GIn p.Phel22fs
5706 | 1 5 progresivni | bil. EVA @) p.Val570lle p.lle379fs"
2795 | 0O 7 kongenitalni | bil. EVA o) p.Val138Phe wt
4950 | O 3 kongenitalni | bil. EVA @) p.Arg409His wt
5181 | O 3 kongenitalni | bil. EVA (@) c.1001+1G>A wt
1255 | 0 2 kongenitalni | bil. EVA n/a p.Thr416Pro wt
1737 0 | 7 | kongenitalni | =MD 1Ry ) 6ia36pr0 Wt
4954 | 0 3 kongenitalni i\e/gpe\licil\\//ln[i) normalni | p.Tyr530Ser wit
3836 | O 5 kongenitalni i\e/gpe\licil\\//ln[i) normalni | p.Vall38Phe wit

Tuéné jsou zvyraznéni pacienti z rodin s vice postizenymi sourozenci, na Sedém pozadi pacienti
z druhé casti studie, kurzivou a podtrzenim oznacena nové ziskana data. Pacienti 4947 a 5488 jsou
sourozenci, viz dale oddil 4.15.5.

V zavorce jsou uvedeny mutace, jejichZ patogenita byla zpochybnéna, viz vyse.

* = pocet stejné postizenych sourozenci ** = vék v dobé 1. vySetieni uvedeny v letech

“nova mutace ' mutace popsana, ale bez korelace s fenotypem, wt=bez mutace

n/a = HRCT/MRI dokumentace pacienta stale neni dostupna

4.15.4. Fenotypy pacient s Pendredovym syndromem

Z 15 pacientt s klinicky diagnostikovanym Pendredovym syndromem byla prokézéana alespon
jedna patogenni mutace v SLC26A4 genu u osmi (53,4 %) z nich, a to u péti pacientt (33,3 %)
bialelické mutace a u tii dalSich (20 %) mutace monoalelické. P&t z pacientll se suspektnim
PS ma podobné postizeného sourozence. Z nich byly obé patogenni mutace (bialelické)
prokazany u 1 rodiny a pouze 1 patogenni mutace (monoalelickd) u 2 rodin. U pacientil z
dalSich dvou rodin ziistala pfi¢ina ztraty sluchu a poruchy §titné zlazy neobjasnéna. Fenotypy

a genotypy téchto pacienti jsou shrnuty v tabulce 27.
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Tabulka 25 — Fenotypy a genotypy pacientii s klinicky diagnostikovanym Pendredovym

syndromem ]

#DNA | RA* | Vék ** | Ztrata sluchu | HRCT/MRI | Stitna 7laza Alela 1 Alela 2
3830 | 2 55 progresivni n/a struma | p.Asn457Lys | c.1001+1G>A
4776 | 1 29 progresivni | nonMD struma p.Vall38Phe wt
4840 | 1 32 | kongenitalni n/a struma p.Vall38Phe wt
4779 | 1 30 | kongenitalni n/a struma wt wt
3179 | 1 17 | kongenitalni n/a struma wt wt
2333 | 0 19 progresivni | bil. EVA struma p.Glu29GIn | p.Leud45Trp
4748 | 0 23 progresivni | bil. EVA struma p.Vall38Phe | p.Leud45Trp
4745 | 0 38 progresivni n/a struma p.Val281lle" |c.1614+1G>A
5217 | O 31 kongenitalni n/a struma p.Val570lle p.Ser594fs”
3831 0 20 | kongenitalni | bil. EVA struma | p.Arg185Thr" wt
3829 | O 60 kongenitalni n/a struma wt
3835 | 0 14 | kongenitalni n/a struma wt wt
5224 | 0 35 kongenitalni n/a struma wt wt
5265 | O 20 kongenitalni n/a struma wt wt
5270 | O 47 | kongenitalni n/a struma wt wt

Tuéné jsou zvyraznéni pacienti z rodin s vice postizenymi sourozenci, na S$edém pozadi pacienti
Z druhé ¢asti studie.
* = pocet stejné postizenych sourozencti ** = vék v dob¢ vySetieni uvedeny v letech

+ = nové mutace

wt=bez mutace n/a = HRCT/MRI dokumentace pacienta neni dostupna

nonMD = HRCT pacienta nezachycuje tirovei vestibularniho akveduktu — EVA nelze vyloucit ani
potvrdit, 1ze vsak vyloucit MD

4.15.5. Fenotypy a genotypy familiarnich pripada vyskytu mutaci
v genu SLC26A4 - intrafamiliarni variabilita

V pribéhu druhé faze studie se podatfilo dovySetfit i dal§i postizené ¢leny rodin pacientd

S prokdzanymi bialelickymi mutacemi. Intrafamiliarni variabilita je vysoka. Fenotypy a

genotypy pacientt z rodin s vice postizenymi sourozenci, u kterych byla zachycena alespon

jedna mutace v genu SLC26A4, jsou shrnuty v tabulce 28.
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Tabulka 26 — Pacienti s familiarnim vyskytem hluchoty a zachycenymi patogennimi mutacemi

v genu SLC26A4 _

#DNA | RA* | VEk ** | Ztratasluchu | HRCT/MRI | Stitna 71aza Alela 1 Alela 2
3830 | 2 55 progresivni n/a struma | p.Asn457Lys |c.1001+1G>A
4776 | 1 29 progresivni | nonMD struma p.Vall38Phe wt
4840 | 1 32 | kongenitalni n/a struma p.Vall38Phe wt
4947 | 17 5 kongenitalni | bil. EVA @] p.Arg409His | p.Leud45Trp
5706 | 1 5 progresivni | bil. EVA O p.Val570lle p.11e379fs”
6004 | 1 7 kongenitalni n/a 0] p.Glu29GIn | p.Leu445Trp

Tuéné jsou zvyraznéni pacienti z rodin s mutacemi potvrzenymi u sourozenct (v tabulce vzdy pouze
pavodni proband tj. 1 pacient z rodiny).

Na Sedém pozadi jsou pacienti z druhé Casti studie.

+ = u bratra pacientky byla nalezena jina kombinace mutaci — viz dale v textu

* = pocet stejné postizenych sourozencti ** = vék v dobé& vySetieni uvedeny v letech ~ wt = bez
mutace

n/a = HRCT/MRI ¢i endokrinologicka dokumentace pacienta neni dostupnd nonMD = HRCT
pacienta nezachycuje tiroven vestibuldrniho akveduktu — EVA nelze vyloucit ani potvrdit, Ize v§ak
vyloucit MD

Pacientka 3830 je probandkou z rodiny publikované jesté pted identifikaci genu SLC26A4
(Astl et al., 1996). Jedna se o tii sestry postizené ztratou sluchu a strumou. U probandky je
vada sluchu kongenitalni s progresi k uplné ztraté¢ sluchu béhem casného détstvi, porucha
Stitné zlazy byla zjiSténa ve 41 letech v rdmci vySetieni celé rodiny po operaci nejstarsi sestry,
od 47 let se objevila diskrétni struma. Jeji star$i sestra méla progredujici ztratu sluchu,
endokrinologické vySetfeni ve v€ku 42 let prokazalo pouze hrani¢ni hypotyredzu. Zemiela
vSak v 51 letech bez jakéhokoliv klinického projevu poruchy $titné Zlazy. U nejstarSi sestry
byla ztrata sluchu zjisténa az v 10 letech spolu s poruchou §titné zlazy. 1 ptes terapii se u ni
rozvinula rozsdhlad struma, kterd si ve v€ku 46 let vyzadala tyroidektomii. Histologické
vySetieni prokéazalo benigni proces. Kontrolni HRCT prokazalo EVA. Rodice 1 déti vSech tfi
sester jsou slySici.

Pacientka 4776 trpi tézkou progredujici ztratou sluchu od 5 let a od 8 let hypofunkéni
strumou. U jeji mladsi sestry byla tézkd porucha sluchu verifikovana kratce po narozeni.
V détském veéku se u ni objevily vestibularni ptiznaky, zejména vertigo, a v pozdni puberté
také hypofunk¢ni struma.

Pacientka 4840 je od narozeni neslysici, stejné jako jeji bratr, od 17 let se u ni zacala
rozvijet struma, pro kterou ji byla ve 30 letech odstranéna §titnd zladza. Prib&h onemocnéni u
jejiho bratra byl velmi podobny. U bratra byla operace strumy provedena ve véku 32 let. Na

dodatecném HRCT u pacientky byla zjisténa Mondiniho dysplazie II. typu v kombinaci
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s bilateralni EVA, u jejiho bratra vSak pouze prostda EVA. Oba sourozenci maji s neslySicimi
partnery slySici déti, jejich rodice a dalsi pfibuzni jsou slysici.

Pacientka 4947 pochazi z manzelstvi neslySicich rodi¢ti a ma neslysiciho bratra, ktery
nese stejn¢ jako pacientka mutaci p.Argd09His, ale druhou mutaci je u n¢j p.Vall38Phe, na
rozdil od pacientky, u niz byla detekovéna patogenni varianta p.Leud445Trp. Rodice DNA
vySetfeni odmitli. Intrafamilidrni variabilita v tomto piipad¢ tedy neposuzuje jedince se
stejnym genotypem. Sourozenci i rodi¢e otce obou sourozencti jsou slySici, matka ma slysici
rodi¢e a jednu slySici sestru, druhd jeji sestra je neslySici, ob¢ sestry maji slySici déti. U
probandky i jejiho mladsiho bratra byla prakticka hluchota verifikovana v 1,5 roce, kochlearni
implantace probéhla ve véku dvou a pul, respektive tii let. O poruchach $titné zlazy u rodict
vzhledem K jejich noncompliance nemame udaje. U obou sourozenct byla na HRCT zjisténa
EVA.

Pacient 5706 s negativni perinatalni anamnézou se vyvijel dobie az do véku dvou let,
kdy si rodi¢e vSimli opozdéni vyvoje feCi a absence reakce na zvuk, vada byla verifikovana
jako oboustranné sttedné tézka. Ve 4 letech po tiraze se sluchova ztrata vyrazné zhorsila a
zacala byt zvazovana kochlearni implantace. VySetfeni HRCT odhalilo bilateralni EVA. Od
véku 3 let trpél poruchami vestibularniho systému. U jeho bratra byl sluch diky anamnéze
vySetfen uz v novorozeneckém veéku a byla zjisténa bilaterdlni t€zka ztrata sluchu, prakticka
hluchota. Kochlearni implantace u né&j byla provedena ve véku 2 let. Stitna Z1aza u obou bratrii
zatim nevykazuje znamky hypofunkce. Vyznamnym ndlezem u mladSiho bratra, ktery nese
stejnou kombinaci mutaci jako pacient 5706, je jeho HRCT pyramid, které nevykazovalo
znamky EVA, ale pouze rozsifeni lateralniho semicirkularniho kanalku. Doplnéné vySetfeni
MRI vsak bilateralni EVA prokdzalo. Toto pozorovani podporuje publikovanou hypotézu
italskych védci, Ze MRI je nejvhodnéjSim zobrazovacim vySetfenim ke zjisténi EVA
(Fugazzola et al., 2002).

Pacientky 6004 a 6005 jsou sestry 5 a 7 let staré s vrozenou ztratou sluchu a negativni
perinatalni anamnézou, u kterych zatim nebylo vySetteni HRCT provedeno. K sekvenaci genu
SLC26A4 jsem prikrocila na zakladé spolecného haplotypu v lokusu DFNB4. U obou sester
byl prokazan stejny genotyp dvou missense mutaci v pozici trans.

Je tedy ziejmé, Ze korelace mezi genotypem a fenotypem neni pfili§ té€snd, roli zde

mohou hrat 1 dal$i, napf. environmentalni ¢i epigenetické faktory, ale 1 modifikujici geny.
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4.16. Stanoveni finalnich Kkritérii pro vySetireni SLC26A4 genu

Kritéria nastavend na konci 1. Casti studie byla v jeji druhé ¢asti ovéfena a potvrzena, a to

véetné pristupu k pacientim z rodin s AR ztratou sluchu, viz odstavec 4.10.

4.17. Algoritmus a metodické doporuceni pro péci o pacienty
s PS/DFNB4

Na zéklad¢ naSich pozorovani a literarniho ptehledu (viz oddil 1.2.) navrhuji nasledujici

algoritmus pée pro pacienty s prokazanymi patogennimi mutacemi v genu SLC26A4 (a to

bialelickymi, nebo monoalelickou mutaci a prokazanym EVA/MD):

1.

Dispenzarizace v genetické ambulanci 1% ro¢né — kontrola fenotypu a probihajici
dispenzarizace v dalsich oborech.

Dispenzarizace PLDD — kontrola hladiny tyroidalnich hormont v krvi — ve véku do 8
let u dévcat a 10 let u chlapct 1x ro¢n€, po dosazeni tohoto véku 2x ro¢né.

Sonografie §titné zlazy dle schématu z bodu 2.

Dispenzarizace Vv endokrinologické ambulanci okamzité po zjisténi patologické
hladiny hormont, nebo patologického nalezu na §titné zlaze.

Dispenzarizace ve foniatrické ambulanci dle stavu a typu 1é¢by u pacienta — pacienti

s CI dle schématu, pacienti se sluchadly 4% ro¢n¢.
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5. Diskuze

5.1. Spektrum a patogenni charakter mutaci v SLC26A4 v Ceské
populaci neslySicich s vylou¢enymi mutacemi v GJB2 genu

Nejcastéji nalezenou mutaci je p.Vall38Phe (c.412 G>T) v exonu 4, ktera tvoti 17,5 % vSech
patogennich alel. Tato mutace je znama uz od roku 1998 a vyskytuje v fadé evropskych
populaci (Albert et al., 2006; Blons et al., 2004; Campbell et al., 2001; Fugazzola et al., 2002;
Madden et al., 2007; Pera et al., 2008a; Pryor et al., 2005; Taylor et al., 2002). Na 4
némeckych rodindch nesoucich tuto mutaci bylo prokézéano, ze se zde jednd o tzv. efekt
zakladatele (founder effect) (Borck et al., 2003). Tato mutace byla nalezena u 3 naSich
bialelickych pacientil a u 4 monoalelickych pacientll, z toho u 3 ve skupiné A au 1 ve skupiné
C. Provedla jsem vySetieni této mutace u 500 zdravych kontrol, ale u zadné z nich nebyla
mutace nalezena. Tento vysledek neni piekvapivy vzhledem k tomu, ze ptedpokladana
frekvence heterozygotii pro vSechny patogenni alely SLC26A4 genu je 0,8 %, tj. 1:125 a
pokud mutace p.Vall38Phe ¢ini 17,5 % vSech mutaci v tomto genu, jeji ocekdvany vyskyt
v populaci je cca 0,14%, tj. 1:714. Vétsi vzorek slySici populace jsem neméla k dispozici,
avSak ani vétsi vzorek by nemusel zaruCovat pozitivni vysledek, protoze dle EVS nebyla tato
mutace nalezena u Zadného z 4300 vysetienych pacientt.

Druhymi nejcastéj$imi mutacemi jsou p.Leud45Trp (c.1334 T>G) vexonu 11 a
p.Glu29GIn (c.85 G>C) vexonu 2 s frekvenci 10 % z patogennich alel. Obé mutace jsou
opakované prokazovany v evropské populaci (Albert et al., 2006; Blons et al., 2004;
Campbell et al., 2001; Fugazzola et al., 2002; Madden et al., 2007; Pera et al., 2008a; Prasad
et al., 2004; Pryor et al., 2005; Reardon et al., 1999; Shears et al., 2004; Van Hauwe et al.,
1998). Podobn¢ jako v literatufe byla mutace p.Leud445Trp prokazana pouze ve slozené
heterozygotnim stavu s dal$imi mutacemi a to dvakrat s p.Glu29GlIn a jednou s p.Val138Phe.
Mutace je v databazich NCBI dbSNP, HGMD i EVS popsana jako patogenni, coz potvrzuji i
vSechny tii pouzité predikéni programy. Byla nalezena na dvou z 8600 testovanych alel
zZ euro-americké populace dle serveru EVS.

Mutaci p.Glu29GIn jsem na zakladé analyzy pomoci predik¢nich programi a databazi
a na zaklad€¢ funkc¢nich studii definovala jako patogenni se snizenym potencidlem. Mutace
byla opakované popsana u slozenych heterozygoti spolu s dal$imi mutacemi (Blons et al.,
2004; Campbell et al., 2001; Pera et al., 2008a; Shears et al., 2004), nejcastéji spolu
s p.Leud45Trp (Blons et al., 2004; Shears et al., 2004) i v kombinaci s mutaci v genu FOXI1

(Yang et al., 2007). Populacni frekvence nejsou v zadné z databazi uvedeny, ve vySetfovaném
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souboru je vSak mutace jako druha nejcastéj$i nalezena u 4 pacientli z toho ve 3 ptipadech
jako slozeny heterozygot — dvakrat spolu s mutaci p.Leud445Trp a jednou spolu s mutaci
p.Phel22fs.

Jako tfeti nejcastéjsi byly nalezeny mutace ¢.1001+1 G>A v intronu 8 a p.Arg409His
(c.1226 G>A) v exonu 10 ato v 7,5 % z patogennich alel tj. na tfech alelach. Ob&é mutace jsou
databazemi a (v druhém piipad¢ i predikénimi programy) hodnoceny jako jednoznac¢né
patogenni. Tento nalez je opét zcela v souladu s publikovanymi vysledky ostatnich studii,
protoze se jedna o mutace opakované identifikované v evropské populaci (Albert et al., 2006;
Blons et al., 2004; Bogazzi et al., 2004; Campbell et al., 2001; Coyle et al., 1998; Fugazzola
et al., 2002; Gillam et al., 2005; Pera et al., 2008a; Prasad et al., 2004; Pryor et al., 2005; Van
Hauwe et al., 1998). Ob¢é mutace byly nalezeny dvakrat u pacientd s bialelickymi mutacemi a
jednou u pacienta s monoalelickou mutaci, ale s fenotypem bilateralni EVA.

U vice nez jednoho pacienta byly dale prokédzdny mutace p.Thr416Pro (c.1246 A>C),
c.1614+1 G>A, p.Asn457Lys (c.1371 C>A) a p.Val570Ile (c.1708 G>A). Posledni dvé
zminéné mutace byly nalezeny v obou piipadech u pacientd s bialelickymi mutacemi,
€.1614+1 G>A byla nalezena v jednom ptipadé u pacienta monoalelickou mutaci a jednou u
pacienta bialelickymi mutacemi a mutace p.Thr416Pro byla nalezena vZdy pouze na jedné
alele - pouze u pacientti s monoalelickymi mutacemi. Tato mutace byla také popsana u ¢eské
pacientky s vrozenou stfedné zavaznou poruchou sluchu a poruchou §titné Zzlazy
manifestovanou od 7 let, ve sloZené heterozygotnim stavu s mutaci p.Tyr530Ser (Banghova et
al., 2008Db).

Zatimco prvni tfi jmenované mutace jsou databazemi i programy vyhodnocovany jako
patogenni, mutace p.Val570Ile opét piinasi rozpor, kdy NCBI a Polyphen2 ji hodnoti jako
patogenni, zatimco SIFT a Panther spiSe naopak. Vzhledem k nalezu této mutace v pozici
trans s framshiftovou mutaci a jeji segregaci v rodin¢ pacienta 5706 ji vSak hodnotim jako
patogenni.

P&t z 16 mutaci nalezenych ve vySetfovaném souboru pouze jednou (p.Thr193lle,
p.Gly209Val, p.Leu236Pro, p.Tyr530Ser a p.Thr721Met) je vyhodnoceno databazemi i
programy jako s velkou pravdépodobnosti patogenni. Pouze u dvou znich jsou uvedeny
frekvence alel v euro-americké populaci a to 6/8600 z EVS pro p.Gly209Val a 9/8600 pro
p.Leu236Pro, coz jsou dvé nejvyssi hodnoty z mutaci nalezenych ve vySetfovaném souboru
vyhodnocenych jako patogenni (viz tabulka 18). Mutace p.Tyr530Ser byla nalezena u dvou
nepiibuznych Geskych pacientii z celkem ti pacienti, u kterych byly v CR prokazany mutace

v genu SLC26A4 mimo studii uvedenou v této disertacni praci. Prvni pacient byl identifikovan
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Vv ramci novorozeneckého screeningu kongenitdlni hypotyredzy a trpél vrozenou tézkou
senzorineuralni poruchou sluchu. Mutace p.Tyr530Ser u néj byla nalezena ve slozené
heterozygotnim stavu s mutaci p.Val422Asp, ktera byla v dané studii popsdna jako nova
(Banghova et al., 2008a). U druhé pacientky se tato mutace nachazela v pozici trans s mutaci
p.Thr416Pro (viz vyse).

Mutace p.Phel22fs je uvedena v databazi HGMD jako patogenni a programem SIFT
vyhodnocena taktéz. Byla nalezena v pozici trans s mutaci p.Glu29GlIn u pacienta s tézkou
kongenitalni ztratou sluchu a EVA.

Vsech 6 mutaci identifikovanych jako nové v mé studii bylo nalezeno u pacientl
pouze jednou. Tfi znich vedou ke vzniku pfedéasného stopkodonu - p.lle379fs
(c.1136_1148del13), p.Trp518Stop (c.1554 G>A), p.Ser594fs (c.1781 1782insA). Povazuji je
tedy za patogenni, protoze vyznamné zkracuji délku vysledného proteinu a jejich patogenitu
potvrzuje 1 predikéni program SIFT, ktery jako jediny poskytuje informace i o mutacich
tohoto typu. Mutace p.lle379fs a p.Ser594fs se u dvou riznych neptibuznych rodin nachazeji
v trans konfiguraci s mutaci p.Val570lle.

Zbylé 3 nové mutace jsou typu missense - p.Vall44Ala (c.431 T>C), p.Argl85Thr
(c.554 G>C) a p.Val28l1lle (c.841 G>A). Predik¢ni programy urcily mutaci p.Vall44Ala jako
spiSe nepatogenni, p.Argl85Thr jako patogenni a p.Val281lle jako benigni.

V genu SLC26A4 bylo popsano mnoho variant a patogenita nékterych mutaci je
opakované diskutovana a pifehodnocovana (Choi et al., 2009; Pera et al., 2008a; Pfarr et al.,
2006). Patogenitou missense mutaci se zabyvala zejména studie Pera (Choi et al., 2009; Pera
et al., 2008a; Pfarr et al., 2006), ktera konstatovala, Ze za patogenni varianty lze povazovat
predev§im mutace, kde v zaméné figuruje nabita AMK (Arg, Asp, Glu, His, Lys) nebo Pro.
Toto pravidlo potvrzuje platnost predikci zejména v pfipadé mutace p.Argl85Thr, kde
dochazi k zaméné kladné nabitého argininu za neutralni threonin.

Choi (Choi et al., 2009) pak dopliuje, ze i mutace, které toto kritérium nespliuji, se
mohou chovat jako patogenni, pokud se nachazeji v trans konfiguraci s patogenni mutaci,
hlavné u pacientll s pln€ rozvinutym PS, coz je konsistentni i s pozorovanim francouzské
studie (Pryor et al., 2005). Tyto mutace jsou nadale v literatufe oznacovany jako hypofunkéni
varianty.

Za hypofunkéni variantu je tak dle Choi tfeba povazovat 1 p.Val28llle, kde sice
ziejme nedochazi k vyznamné redukci funkce (zdména dvou neutrdlnich aminokyseli), ale
vzhledem k jejimu nalezu na pozici trans spolu s popsanou patogenni mutaci ¢.1614+1G>A u

pacienta 4745 s plné vyjadienym tyreoidalnim fenotypem PS a progresivni ztratou sluchu,
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ziejmé potencuje jeji patogenni efekt. I u této varianty lze zvazovat efekt kryptické mutace a
proto ji stejné jako variantu p.Val570Ile budeme povazovat za oznacujici patogenni alelu, ¢ili
(pro zjednoduseni vyjadieni v dal§im textu) patogenni.

Patogenita mutace p.Vall44Ala, kde dochdzi k nahrazeni neutralniho valinu
neutralnim alaninem, je ziejm¢ velmi nizkd. Nepatogenni charakter mutace déale podporuje
nalez u stejné postizeného bratra probanda, kde nebyla mutace p.Vall44Ala potvrzena. Praveé
této sourozenecké dvojice se s velkou pravdépodobnosti jedna o ptipad soubéhu pirenasecstvi
vice patogennich alel v genech zptsobujicich AR-NSHL u jednoho z rodi¢t. Pfi¢inou ztraty
sluchu u obou bratrd jsou pak ziejmé mutace v jiném DFNB genu. Tato dvojice je tedy velmi
vhodné k dal§im studiim za pomoci STR markert, SNP array nebo WES.

Stejné¢ jako mutaci p.Vall44Ala jsem zbylé 4 mutace nalezené ve vySetfovaném
souboru pouze jednou (p.Thr99Met, p. Phe335Leu, p.Gly740Val a p.Arg776Cys) na zékladé
predikci a publikovanych funkénich studii urcila jako nepatogenni a vyloucila z poctu
patogennich mutaci urcujicich frekvenci a spektrum SLC26A4 mutaci v ¢eské populaci
neslysicich.

Pokud na prvni tii uvedené mutace aplikujeme vyse uvedenou hypotézu Pera et. al,
zjistime, ze jde vZdy o zdménu dvou nenabitych aminokyselin, coZ podporuje rozhodnuti
zaradit tyto mutace jako nepatogenni. Mutace p.Arg776Cys sice hypotéze neodpovida — jedna
se 0 zaménu nabitého argininu za nenabity cystein, avSak sama Pera et al. ve svém ¢lanku
upozoriiuje, Ze v piipad€ této mutace hraje velkou roli jeji pozice pouhych 5 aminokyselin
pfed stop kodonem a ve funkéni studii prokazuje jeji zcela minimalni efekt na funkci
pendrinu. Nepatogenni charakter téchto mutaci podporuje i1 fakt, ze byly (stejné jako
p.Vall44Ala) nalezeny ve vSech pfipadech jako monoalelické a to u pacienti s EVA/MD
negativnim nebo nezndmym HRCT fenotypem.

Zcela v souladu s publikovanymi daty pro evropskou populaci je spektrum mutaci
nalezenych ve vySetfovaném souboru Siroké, s mutacemi postihujicimi cely gen (14 z 21
exond a 2 introny), bez nalezu jedné prevalentni mutace jako je tomu napiiklad u genu GJB2
(mutace 35delG, eventuelné p.Trp24stop v romské populaci). K diagnostice je tedy nutné
provést sekvenovani vSech 21 exont a pfilehlych intronovych oblasti.

Nalezené spektrum mutaci odpovidd publikovanym udajim pro evropskou populaci.
Jedind patogenni mutace typické pro evropskou populaci, ktera se v souboru 315 vysetienych
Ceskych neslysicich pacienti nenachazi, je p.Glu384Gly (c.1151A>G) (Blons et al., 2004;
Borck et al., 2003; Campbell et al., 2001; Coyle et al., 1998; Cremers et al., 1998; Prasad et
al., 2004; Pryor et al., 2005).
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5.2. Frekvence mutaci v souboru 303 ¢eskych neslysicich pacientu
Frekvence bialelickych patogennich mutaci v genu SLC26A4 byla v souboru 303 ¢&eskych
neslysicich pacientil zji$téna u 2,6 % (8/303) ze vSech vysetfenych pacientli. Pocet pacientt, u
kterych byla nalezena alesponi jedna patogenni mutace v SLC26A4 byl vsak vyssi — 6,9 %
(21/303) vSech vysetfenych pacienti. V dosud nejrozsahlejsi studii pacienti s NSHL
provedené na vice nez 1500 pacientech v USA (Azaiez et al.,, 2007) se uvadi, ze
sekvenovanim exont a pfilehlych intronovych usekl Ize zfejmé zachytit pouze 60 % vSech
mutaci v SLC26A4 genu. Na podkladé statistickych analyz a diive publikovanych vysledkt
(Kimberling, 2005) rovnéz vyvozuji, ze az u 98 % monoalelickych pacientii s pfitomnou
EVA/MD lze ptedpokladat ptitomnost druhé, sou¢asnymi metodami nedetekovatelné, mutace
a zaroven predpokladaji vyskyt dvou neidentifikovanych mutaci az u 8 % pacientl
s EVA/MD, u nichz dosud nebyla mutace nalezena. Jako mechanismus Ize uvazovat mutace
hluboko v intronech, v regula¢nich oblastech, inverze, nebo inaktivaci pomoci methylace
apod.

Pacienti s bialelickymi mutacemi spolecné s pacienty sjednou mutaci a nalezem
EVA/MD na HRCT jsou na zaklad¢ této hypotézy nékterymi autory spoleéné oznacovani jako
SLC26A4 pozitivni pacienti (Azaiez et al., 2007).

Vzhledem Kk tomu, ze se v puvodnim souboru 303 neslySicich pacientd nachazel
pomérné vysoky pocet monoalelickych pacientli ze skupiny B, jejichZ radiologické nalezy
nebyly k dispozici, probéhlo dodate¢né u vSech dostupnych pacientti vySetieni vnitiniho ucha
pomoci HRCT. Vysledky jsou shrnuty v oddilu 4.4.3. a vtabulce 13. K puvodné 3
potvrzenym pacientim s monoalelickou mutaci a bilateralni EVA (2795, 3831, 4950), byla
nove zjisténa bilateralni EVA u dalSich 3 pacientt (1255, 2275, 4776) a bilateralni MD
dysplazie II. stupné u jedné pacientky (4840). Celkem je tedy ve vySetfovaném souboru 7
pacienti s monoalelickou mutaci v genu SLC26A4 a bilateralni malformaci vnitiniho ucha
EVA/MD, ktefi nyni vSichni spadaji do ptivodni skupiny A (pacienti v horni ¢asti tabulky 13).
Zadny ztéchto pacientll nenese Zadnou zmutaci, které byly dodateéné oznadeny za
nepatogenni.

HRCT vysetfeni bylo provedeno také u dalSich 4 pacientll z plvodni skupiny B
s monoalelickou mutaci (1513, 1737, 3163, 4822), u kterych ukézalo nélez vylucujici EVA ¢i
MD. Tito pacienti tedy po pieSetieni patii do pavodni skupiny C, ¢imz se pocet

asymptomatickych nosi¢ii jedné mutace zvySuje na 7 (pacienti v dolni casti tabulky 13).
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Pokud vsak 1 zde aplikujeme vylouceni potencionalné nepatogennich mutaci, navrati se pocet
pacientil ve skupin¢ C opét na tii (1737, 3836 a 4954).

U 4 pacient nebylo mozné z medicinskych divodi, nebo pro pfani pacienta ¢i jeho
rodi¢tt HRCT pyramid provést. Tito pacienti tedy mohou mit EVA/MD a patiit do ptivodni
skupiny A, ale také mohou mit nadlez EVA/MD negativni a patiit do ptvodni skupiny C.
Vzhledem k tomu budeme nadale s témito pacienty pocitat a uvadét jejich zapocéteni v dané
skupiné jako horni ¢ast rozmezi. Jediny familiarni ptipad v této skupiné nese pouze
nepatogenni variantu p.Arg776Cys, nadale tedy budeme pocitat pouze se tiemi sporadickymi
pacienty v této skupiné.

Pokud tedy aplikujeme vSeobecné pfijimanou Azaiezovu a Kimberlingovu hypotézu,
ze pacient s jednou patogenni mutaci v genu SLC26A4 a pozitivnim nalezem na HRCT skalni
kosti je s 98% pravdépodobnosti nosi¢em i druhé, sou¢asnymi metodami neidentifikovanelné,
mutace (Dai et al., 2008; Huang et al., 2011), pocet pacienti s bialelickymi mutacemi se zvysi
0 7 - 10 (tj. vSech 7 pacientl s jednou prokazanou mutaci a EVA/MD plus event. 3 pacienti
bez znamého vysledku HRCT), tj. na 15 — 18 /303 (4,95 — 5,94 % ze vSech vySetienych
NSHL pacientl), coZz odpovida rozmezi frekvenci mutaci u NSHL pacientli s vyloucenymi
mutacemi v GJB2, uvadénych v dalsich zahrani¢nich studiich na rozsahlych souborech (5,3 %
(Hutchin et al., 2005), 4,7 — 6,6 % (Park et al., 2003), 8,7% (Kahrizi et al., 2009)).

Pokud takto doplnéné tdaje budeme dale aplikovat na rozdé€leni sporadickych a
familiarnich ptipadd, zjistime tak, Ze ve skupiné familiarnich ptipada jsou SLC26A4 pozitivni
celkem 4 (14,8 %) pacienti a ve skupiné sporadickych pfipadd celkem 12 az 15 (5,45-6,8 %)
pacientql.

Zachyt SLC26A4 pozitivnich pacientli ve familiarni skupin€ pak spliluje ocekavani
postulované na zékladé¢ studie neselektovanych NSHL pacientl zachycujici bialelické mutace
u 14,4 % z nich (Dai et al., 2008). Zadny z pacientl s obéma mutacemi v genu SLC26A4 viak
nebyl EVA/MD negativni, neselektovany piistup ke skupiné NSHL pacientl tedy neni nutny,
1ze postupovat podle urcenych kritérii (viz odstavec 4.16.), bez rizika poddiagnostikovani.

Diskrepanci mezi procentualnim zastoupenim SLC26A4 pozitivnich pacientd ve
familiarni a sporadické skupiné mize vysvétlit fakt, ze v rdmci skupiny sporadickych pacienti
jsou zastoupeni i pacienti, u nichz je pfic¢inou ztraty sluchu environmentalni slozka, ktera
nebyla pti vybéru skupiny pacientii do prvni faze studie ziejma. Napiiklad inaparentni infekce
matky v gravidit€ nebo perinatalni poranéni, které nebylo zaznamenano, uziti

aminoglykosidovych antibiotik ¢i jiné riziko, které mohlo byt opomenuto v ptipadé neuplnych
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udaju poskytnutych rodinou v rdmci vyplnéni dotazniku pro pacienty se ztratou sluchu event.
neuplnou zdravotni dokumentaci pacienta, zejména pii chybéjicim HRCT nalezu.

Velmi dobfe definovanou skupinou pacientl s kompletni dokumentaci, pfevazné
vcetn¢ HRCT, jsou vSak uzivatelé kochlearnich implantati. Do studie bylo zatazeno 131
uzivateld CI a alespon jedna patogenni mutace v SLC26A4 byla zachycena u 17 (13,0 %)
z nich. Ob¢ patogenni mutace (bialelické) byly nalezeny u 7,6 % (10/131) a jedna patogenni
(monoalelicka) mutace u 5,3 % (7/131) téchto pacientii. Po doplnéni dat pacienti ze skupiny
B, kdy jsem u dvou pacientti s CI a monoalelickou mutaci zjistila bilaterdlni EVA/MD, a po
zohlednéni Kimberlingovy hypotézy, ktera pacienty s jednou mutaci a bilateralni EVA/MD
oznacuje také za SLC26A4 positivni (viz oddil 5.1.), zjistujeme ve skupiné uzivatelt CI s jiz
vylou¢enymi mutacemi v GJB2 plnych 11,5 % (15/131) SLC26A4 pozitivnich pacienti (z
toho 10 pacientl s bialelickymi mutacemi a 5 pacientli s monoalelickou patogenni mutaci a
EVA/MD na HRCT). Pouze dva pacienti (1,5 %) jsou nosi¢i jedné (monoalelické) patogenni
mutace v genu SLC26A4 bez piitomnosti EVA/MD. Zadny z pacientll s nezjisténym
EVA/MD fenotypem neni nositelem CI a ziddnd z mutaci s dodate¢né¢ zpochybnénou
patogenitou se nevyskytla u nositele CI.

V CR byly dosud publikovany mutace ve 4 AR NSHL genech — GJB2, GJB6, ESRRB
a MARVELD? . Zatimco mutace v genu GJB2 jsou zodpovédné za az 43 % AR NSHL v CR
(Seeman 2004, 2006), mutace v genu GJB6 jsou ve dvojité heterozygotnim stavu s GJB2
mutacemi velmi vzacnou pii¢inou ztraty sluchu v CR (Seeman, 2005) a patogenni mutace
v genu ESRRB byla nalezena dosud pouze u jedné konsangvinni ¢eské rodiny (a to mutace
p.Arg291Leu v homozygotnim stavu) (Safka Brozkova, 2012), z4dné patogenni mutace vsak
nebyly prokazany u dalSich 39 neptibuznych neslySicich pacientti s jiz vylou¢enymi mutacemi
v GJB2. Mutace c¢.1331+2 T>C (IVS4 + 2 T>C) vgenu MARVELD2 byla nalezena
V homozygotnim stavu u 3 z 20 romskych rodin, dal$si mutace v tomto genu vsak nebyly
nalezeny u zadného ze Gtyficeti neslySicich pacientii z neromské Geské populace (Safka
Brozkova, 2013). Mutace v genu SLC26A4 jsou tedy stale druhou nejcastéjsi dosud
prokdzanou pfi¢inou nesyndromové AR ztraty sluchu u vétdinové populace CR (Zadny
Z pacientl s alespon jednou prok4dzanou mutaci v genu SLC26A4 neni romského ptivodu).

Po vySetfeni pacientli s monoalelickymi mutacemi ze skupiny B doSlo nejen ke
zvySeni poctu SLC26A4 pozitivnich pacientl, kterymi jsem se zabyvala v pfedchozim textu,
ale také k navySeni poétu pacienti s monoalelickymi mutacemi a vylouc¢enymi EVA/MD
malformacemi na HRCT, tedy plvodni skupina C. V pivodnim souboru 61 pacienti

s EVA/MD negativnim ndlezem na HRCT byli nalezeni 3 pacienti s monoalelickou mutaci
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(3836, 4818 a 4954), k nimz se po piesetfeni pridavaji dalsi 4 pacienti (1513, 1737, 3163,
4822) se stejnym nalezem. U poslednich 4 monoalelickych pacientti ze skupiny B nebyl nélez
upfesnén, proto s nimi lze pocitat v obou skupinach — A i C. V souboru 303 pacientli mame
tedy 7-11 (2,3-3,6 %) pacientt s EVA/MD negativnim nalezem a jednou mutaci v genu
SLC26A4 z toho pouze 3-6 (1-2%) pacienti s EVA/MD negativnim nalezem nese mutaci
patogenni. Vzhledem ktomu, Ze dosud nebyl ve svétové literatufe popsan ani ve
vySettovaném souboru zjistén nalez EVA/MD negativniho HRCT s obéma kauzalnimi
mutacemi v genu SLC26A4 ¢i s presvéd¢ivym fenotypem PS, usuzujeme, Ze tito pacienti jsou
pouze ndhodnymi pienaSeci jedné patogenni alely v genu SLC26A4. Frekvence pienaSect
jedné mutace v naSem souboru neslySicich pacientt je tedy 2,3-3,6 % a nosict prokazatelné

patogenni mutace 1-2 % pacienti.

5.3. Frekvence heterozygotu pro SLC26A4 mutace v ¢eské slySici
populaci

Heterozygotni frekvence nosi¢u patogennich alel SLC26A4 genu byla stanovena nejprve
empiricky Fraserem (1965) jako 0,008 tj. 0,8 % ve zdravé evropské populaci, pozdé&ji byla
tato frekvence potvrzena populacnimi studiemi (Pera et al., 2008b). Frekvence heterozygoti —
nosi¢ll ve vySetfovaném souboru neslySicich pacientll je tedy 2—3x vys8i. Tento fakt lze
vysvétlit specifickym socidlnim dopadem ztraty sluchu na chovani postiZzenych jedinct, kteti
preferencné uzaviraji sfatky s dal$imi stejné postizenymi osobami, a typickym vzorem
dédi¢nosti u NSHL — autosomalné recesivnim. Potomci dvou neslySicich osob, u kterych je
ztrata sluchu zplsobena mutacemi ve dvou riznych AR genech, coz je nejcastéjsi piipad,
budou vzdy obligatnimi nosi¢i jedné patogenni alely v obou genech. Pokud se jedna o dva
nezavislé lokusy na rlznych chromosomech, coz je pii extrémni genetické heterogenité
ARNSHL velmi pravdépodobné, maji 25% riziko, Ze ob¢ tyto alely piedaji dale svym
potomkim a tito maji 25% riziko pro své potomky. Vzhledem k obvyklému zivotu
vV komunitach jsou cCasté i siatky mezi slySicimi détmi neslySicich rodict a tyto snatky dale
efekt spole€ného dédéni riznych AR genii potencuji. Tuto hypotézu potvrzuji také nalezy
monoalelickych SLC26A4 mutaci u pacientii s bialelickymi mutacemi v GJB2 genu — 3,7 %
(2/53) pacienti s patogenni SLC26A4 mutaci (p.Leu597Stop a p.Thr99Met) a 7,5 % (4/53)
pacientl s odchylkou od sekvence genu SLC26A4 (Propst et al., 2006), resp. 1,5 % (4/264)
v jiné studii (Usami et al., 2012), nalezy pacientu s bialelickymi mutacemi v obou genech
(Chen et al., 2012)(Chen, 2012) i vlastni pozorovani, kdy 2,6 % pacienti nese odchylky
v obou genech SLC26A4 i GJB2 (z toho 0,6% alespon jednu patogenni) a 3 nepiibuzni,
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neendogamni neslySici pacienti jsou nosi¢i dvou stejnych variant v obou genech (p.Gly6Val v
genu SLC26A4 a mutace p.Arg127His v genu GJB2).
Alespon o ¢asti monoalelickych pacienti bez EVA/MD je tedy divodné se domnivat,

ze pric¢inou jejich ztraty sluchu jsou mutace v jiném AR-NSHL genu a déle u nich patrat po

Mrw e

5.4. Korelace genotyp fenotyp

U vSech pacientii s bialelickymi mutacemi, kde bylo provedeno HRCT, byly nalezeny
malformace vnitiniho ucha — EVA nebo MD. Nebyl prokdzan zadny pacient s bialelickymi
mutacemi a EVA/MD negativnim HRCT, stejné jako ve svétové literature (Maciaszczyk and
Lewinski, 2008; Naganawa et al., 2004). Hypotéza, Ze by mohlo dochazet
k poddiagnostikovani SLC26A4 pozitivnich pacienti z divodu nepfitomnosti EVA, se tedy
nepotvrdila.

Nebyla jasné prokazana ani korelace mezi typem mutace a EVA/MD fenotypem.
Zejména je tento fakt ziejmy z intrafamiliarni variability (kapitola 4.15.5.), kdy naptiklad u
pacientky 4840 byla prokazéana bilateralni EVA a MD II. typu (s apikalni cystickou dysplazii),
ale u jejiho bratra byl potvrzena pouze bilateralni EVA.

Typ mutace vSak v naSem souboru naznacoval korelaci s tyroidalnim fenotypem. U
vSech tii postpubertalnich pacientll s kombinaci mutace zkracujici délku pendrinu a missense
mutace dominoval tyroidalni fenotyp, ktery byl divodem zatazeni do studie. Avsak u dalSich
tii pacientl s touto kombinaci mutaci nebylo vzhledem k jejich véku definovat tyroidalni
fenotyp. Zatimco v nasi studii nebyl prokazan zadny pacient s kombinaci dvou mutaci
zkracujicich délku pendrinu, druha ceska studie (Banghova et al., 2008a), zamétujici se na
detekci SLC26A4 mutaci u pacientl s kongenitalni hypotyreo6zou, u jedné pacientky tuto
kombinaci mutaci prokdzala. Tato studie zjistila, mutace v genu SLC26A4 jsou vzacnou
pricinou congenitalni hypotyredzy a nasla bialelick€é mutace u dvou pacientti ze 197 (1%). U
prvni pacientky a jeji stejné postiZzené sestry, u kterych se ztrata sluchu manifestovala
Vv pfedSkolnim veku, se jedna o kombinaci splice site mutace ¢.2089+1 G>A a mutace c.3
G>C interferujici se starkodonem, avSak u druhého pacienta s t€Zkou kongenitalni ztratou
sluchu se jednalo o kombinaci dvou missense mutaci. Ani z této studie tedy neplyne
jednoznaén4 korelace tyroidalniho fenotypu s typem mutace. Zadny z nagich pacientii netrpél
zavaznou kongenitalni hypotyredzou, pouze jedna pacientka (1928), nesouci kombinaci dvou

missense mutaci, méla positivni novorozenecky screening kongenitalni hypotyredzy, avSak
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pii kontrolnim vySetfeni byla jeji Stitnd zlaza v poradku, stav byl endokrinologem uzavien
jako transientni neonatalni hypotyreoza (viz tabulka 11).

V literatufe bylo opakovan¢ poukazovdno na korelaci mezi poctem mutaci a
tyreoidalnim fenotypem — Castéji byly nachdzeny dvé mutace u pacientti s PS a jedna mutace
u pacientd s NSEVA/DFNB4 (Azaiez et al., 2007; Pryor et al., 2005). Vzhledem k véku
pacienti s detekovanymi mutacemi (1-55 let, primér 16,5 roku, median 9 let) nelze na
vySetfeném souboru tuto domnénku spolehlivé vyvratit. Avsak data pacientii starSich 12 let —
3 pacienti s obéma mutacemi a 9 pacientt s jednou identifikovanou mutaci a nevylou¢enou
EVA/MD - pro tuto korelaci nesvédc¢i, nebot’ u vSech jedinct s obéma mutacemi a u vSech
pacienttl s jednou potvrzenou mutaci a EVA/MD byla prokazana struma ¢i jina porucha Stitné
neuplné vyjadirenym fenotypem PS, ktery se po dosaZeni urcitého véku objevi u vSech

pacientt (Reardon et al., 2000).

5.5. Klinické dopady studie

Zjisténa frekvence mutaci v genu SLC26A4 v Ceské neslySici populaci s jiz vylou¢enymi
mutacemi v GJB2, zejména v populaci nosi¢li CI a pacientd s familiarnim vyskytem AR-
NSHL je divodem k zatazeni vySetieni téchto mutaci do schématu genetického vySetieni
pacientll s vrozenou hluchotou. BéZna praxe dosud obnésela pouze rutinni testovani genu
GJB2 u vSech pacientli s vrozenou hluchotou, dalS$i molekularné genetickd vySetfeni vSak
nebyla k dispozici. Na zakladé této studie bylo zavedeno do praxe vySetieni druhého
nejcastéjSiho genu a stanovena jasna klinicka kritéria pro efektivni vybér pacientl k vysetfeni
mutaci ¢.35delG (viz odstavec 4.16.).

Kromé testovani pacientli spliiyjicich stanovena kritéria, u kterych je indikovéano
sekvenovani celého genu SLC26A4, byla zavedena i haplotypova analyza pro pacienty
S familiarnim vyskytem AR-NSHL bez zndmého HRCT fenotypu. VysSetfeni haplotypt je
s vyhodou zejména u pacientd piedskolniho véku, kde jednak radiacni zatéz a jednak nutnost
celkové anestezie je pro pacienty, u kterych se nezvazuje z riznych divodi zavedeni CI,
neadekvatni zatézi. Touto nenarocnou metodou lze zjistit, zda jsou dva sluchové postizeni
sourozenci kandidaty na sekvenovani genu SLC26A4 ¢i ne pomoci vylouceni diskordantnich
dvojic.

Dulezitym klinickym pfinosem je zejména zjisténi SLC26A4 mutaci u pacientii pied

rozvinutim tyreoiddlnich pfiznaki, tedy v prepubertdlni véku. U pacientli se sporadickym
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vyskytem poruchy sluchu je vhodné provedeni HRCT v ¢asném Skolnim véku, kdy uz
k tomuto vySetfeni neni nutna celkova anestezie, aby analyza SLC26A4 genu mohla
probéhnout do véku 8 let, kdy zacina hrozit manifestace poruchy $titné Zlazy u pozitivnich
pacientl. U pozitivnich pak mize byt zavedena preventivni dispenzarni péce, pravidelné
kontroly hladiny tyreoidalnich hormonti a USG S§titné zldzy prostfednictvim praktického
I€kate. V piipad¢ prvnich znamek postizeni §titné zlazy je pacient pfedan do péce détského
endokrinologa, ktery vcasnou substituéni lé€bou zamezi vzniku strumy a nutnosti
tyroidektomie v dospélosti. Pravidelna USG vySetieni $titné zlazy mohou zaroven vcas
zachytit moznou malignizaci ve §titné zldze a umoznit v€asnou terapii pied rozvojem

zavazného disseminovaného onemocnéni.
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6. Zavér

Tato studie zjistila frekvenci a spektrum mutaci v genu SLC26A4 v ceské populaci a objasnila
pri¢inu ztraty sluchu u dalsi ¢asti ¢eskych neslySicich pacientii. Na zakladé jejich vysledki
byla zahajena preventivni dispenzariza¢ni péCe o pacienty s rizikem rozvoje poruchy Stitné
zlazy v rdmci Pendredova syndromu. VétSina relevantnich vysledka tohoto projektu je shrnuta
v publikaci v Annals of Human Genetics (Pourova et al., 2010). Dalsi ¢ast projektu byla
zamétena zejména na zavedeni diagnostiky genu SLC26A4 do praxe. Na zaklad¢ vysledki
projektu bylo vysetieni genu SLC26A4 zahrnuto do navrhu metodického pokynu MZCR
k provadéni screeningu sluchu u novorozencl. VySetfeni je nyni k dispozici v laboratofi
UBLG 2. LF UK a FN Motol k diagnostickym téelim a diky opakované prezentaci na
domacim i mezinarodnim poli je s timto faktem seznamena Siroka profesionalni a ¢aste¢né i
laicka vetejnost. Byla zahajena spolupraci s Centry rané péce a neziskovymi organizacemi
zabyvajicimi se péci o sluchové postizené, které o této moznosti informuji pifimo rodice
postizenych déti a rodiny jsou pak odesilany ke genetické konzultaci na nase pracoviste, kde
jsou pacienti splitujici diagnosticka kritéria (vCetné vylouceni vrozené ztraty sluchu
zpusobené mutacemi v genu GJB2 a event. dalSich zjevnych pfi€in) indikovani k vySetfeni
genu SLC26A4. Neslysici sourozenci nespliiujici uvedend diagnosticka kritéria jsou vySetieni
pomoci haplotypové analyzy a dle vysledkll zarazeni k dalSimu vySetfovani SLC26A4.
Pacienti s prokazanymi mutacemi v genu SLC26A4 (bialelickymi nebo monoalelickou mutaci
za ptitomnosti EVA/MD) jsou dispenzarizovani v genetické ambulanci a pravidelné

vySetfovani dle stanoveného algoritmu, aby se u nich ptedeslo rozvoji strumy.
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7. Souhrn

Pomoci sekvenace genu SLC26A4 bylo vysetfeno 315 neslySicich pacientll s vylouenymi
bialelickymi mutacemi v GJB2 genu, z toho 30 familidrnich a 285 sporadickych piipadu.
Alespon jedna patogenni mutace genu SLC26A4 byla zjisténa u 6,9 % pacientd a bialelické
patogenni mutace u 2,6 %, u familidrnich ptfipada to vSak bylo jiz 14,8 % pacientl s alespoii
jednou mutaci, resp. 7,4 % pacientil s obéma identifikovanymi mutacemi. Ve skuping nositeli
Cl s vylou¢enymi mutacemi v GJB2 byla alespon jedna patogenni mutace nalezena u 13,0 %,
a bialelické mutace u 7,6%. Mutace v genu SLC26A4 jsou tedy ziejmé druhou nejéastéjsi
znamou pii¢inou AR-NSHL v ¢eské populaci.

Bylo nalezeno 25 rtiznych variant na 45 alelach, z nichz prokazatelné patogenni je
20 mutaci na 40 alelach. Prevalentni mutace genu SLC26A4 se v ¢eské populaci nevyskytuje,
nejcastejs$i mutaci je p.Vall38Phe (17,5 %), a dale p.Leud45Trp a p.Glu29GlIn (10 % kazda),
spektrum mutaci je Siroké a mutace postihuji cely gen SLC26A4 (14 z 21 exonti a 2 introny),
zZ ¢ehoz plyne nutnost sekvenace celého genu.

Byla stanovena klinicka kritéria pro vybér pacienti k vySetieni genu SLC26A4. Jako
nejspolehlivéjsi diagnostické kritérium se ukazaly bilaterdlni EVA (zachyt 72,2 % pro aspoii 1
mutaci a 50 % pro obé mutace) a plné rozvinuty tyroidalni fenotyp (53,4 % resp. 33,3 %).

Vzhledem k vysokému podilu SLC26A4 mutaci u familiarnich pacientd byla zavedena
haplotypova analyza k vysetfeni sourozencti, na kterou bude v ptipadé¢ shody STR markert
Vv lokusu DFNB4 u obou sourozencii navazovat sekvenacni analyza genu SLC26A4.

Na zaklad€é moji studie byla zavedena rutinni diagnostika druhé nejcastéjsi pficiny
vrozené nesyndromové ztratu sluchu a nastaven algoritmus pro dispenzarizaci pacientll s

SLC26A4 mutacemi.
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8. Summary

Sequencing of SLC26A4 gene was used to examine 315 patients with NSHL where bialelic
mutations in GJB2 gene were dismissed, out of that 30 familiar and 285 sporadic cases. At
least one pathogenic mutation in SLC26A4 gene was found in 6.9% patients and bialelic
pathogenic mutations in 2.6% patients, however for familial cases it was 14.8% patients with
at least one mutation, or 7.4% patients with both identified mutations. In the group of cochlear
implant users with no GJB2 mutations at least one pathogenic mutation was found in 13.0%
and bialelic mutation in 7.6%. The SLC26A4 mutations appear to represent the second most

common cause of HHL in the population of the Czech Republic.

There were identified 20 pathogenic mutations in 40 alleles. There is no prevalent
mutation of gene SLC26A4 in the Czech population, the most frequent mutation is
p.Val138Phe (17.5%), the others are p.Leu445Trp and p.Glu29GIn (10% each), the spectrum
of mutations is broad a dispersed throughout the whole SLC26A4 gene (14 out of 21 exons

and 2 introns), which means that sequencing needs to cover the whole gene.

The most reliable diagnostic criterion appears to be bilateral EVA (72.2 % for at least 1
mutation and 50% for both) and fully developed thyroidal phenotype (53.4 % or 33.3 %).

Due to the elevated ratio of SLC26A4 mutations in familial patients haplotypical
analysis was introduced to examine siblings. Sequencing analysis of gene SLC26A4 will

follow, if there is a concord of STR markers in the DFNB4 locus of both siblings.

As a result of my study there was introduced routine diagnostics of the second most
common cause of congenital non-syndromic hearing loss and there was set an algorithm for

dispensarization of patients with SLC26A4 mutations.
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