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Diagnostyka preimplantacyjna w kierunku niedostuchu wrodzonego
z mutacjg 35delG w genie GJB2 — doniesienie wstepne

Preimplantaion genetic diagnosis of hearing loss with 35delG mutation in GJB2 gene — preliminary report

Joanna Liss', Agata Mirecka', Kamila Kitowska', Krzysztof tukaszuk?

SUMMARY

Introduction: 35delG mutation in GJB2 gene is the most frequent mutation
in genetic hearing loss. The carrier screening for 35delG mutation to identify
affected newborns is at the moment relatively inexpensive method for deafness
diagnosis. The casual treatment of DFNB1 is impossible. Preimplantation
genetic diagnosis (PGD) is a method allowing transfer mutation free embryos
and successful pregnancies. It's an established procedure allowing genetic
research of the oocyte before fertilization or embryo before implantation to
the uterus.

Aim: The aim of the present work was to perform PGD for GJB2 35delG
mutation in a couple who had already a child affected with genetic hearing loss.
Materials and Methods: The patient underwent a standard IVF procedure
associated with intracytoplasmic sperm injection. 6-8 cell embryos were
biopsied on day 3. Single cell nested PCR-RFLP protocol and sequence analysis
for PGD was used for the detection of GJB2 35delG mutation.

Results: In the course of IVF-PGD procedures, from 6 analyzed embryos 3 were
predicted to be free of GJB2 35delG mutation in both alleles. Two embryos
were heterozygous and one was affected for this mutation as homozygous
mutation in both alleles. Of these, one healthy embryo was transferred,
resulting in an unaffected singleton pregnancy.

Conclusions: Preimplantation genetic diagnosis (PGD) of monogenic disorders
is a very efficient method, especially for patients whose previous child is
homozygous for genetic disorders. It offers new possibilities for the treatment
for genetic disease carriers.
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Wstep

Niedostuch jest jedna z najczestszych choréb narzadéw
ludzkich zmystow. Problem ten dotyczy ok. 10% spole-
czenistwa. W krajach rozwinietych okoto 1-3:1000 dzieci
dotknietych jest ciezkim niedostuchem juz w chwili
przyjscia na swiat lub we wczesnym dziecinstwie,
jeszcze przed rozwojem mowy. Kolejne 1:1000 dzieci
traci stuch przed osiagnieciem dorostosci [1].
Niedostuch moze by¢ spowodowany przez czynniki
zewnetrzne: infekcje, substancje toksyczne, narazenie
na halas. Jednak przyczyna znacznej ilosci przypadkow
niedostuchu sa aspekty genetyczne. Dotyczy to w okolo
60% przypadkow niedostuchu tzw. prelingwalnego, gdzie
utrata stuchu ma miejsce do 2. roku zycia dziecka [2].
Niedostuch o podlozu genetycznym moze by¢ spo-
wodowany pojedyncza mutacja w jednym genie lub wy-
nikaé¢ z kombinacji mutacji r6znych genéw i czynnikéw
Srodowiskowych. W genetyce niedostuchu wyréznia sie
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dwie postaci: zwiazany z zespotami dysmorficznymi
- ok. 30% przypadkéw gluchoty dziedzicznej, gdzie
niedostuch jest jednym z elementow sktadajacych sie na
obraz zespotu wad oraz niedostuch samoistny (izolowa-
ny) — 70% przypadkow gtuchoty dziedzicznej, w ktérym
utracie stuchu nie towarzysza inne wady [3, 4].

W chwili obecnej znanych jest okoto 100 loci w ge-
nomie czlowieka odpowiedzialnych za genetyczny efekt
niedostuchu [5].

W postaci izolowanej niedostuchu dziedziczenie
wady moze mie¢ rézne podloze. W okoto 85% przy-
padkéw jest to dziedziczenie autosomalne recesywne,
w okoto 15% autosomalne dominujace, 1-3% przypad-
kéw sprzezonych jest z chromosomem X. Opisywane sa
tez przypadki niedostuchu izolowanego dziedziczonego
mitochondrialnie. Jednak odsetek takich przypadkéw
wynosi <1% [6].

Otolaryngol Pol 2011;
65 (6): 443-446



444

PRACE ORYGINALNE / ORIGINALS

Najwazniejszym z dotychczas poznanych genow
odpowiedzialnych za powstawanie niedostuchu izolo-
wanego jest gen GJBZ, kodujacy bialko koneksyne 26,
znajdujacy si¢ na chromosomie 13ql2 [7]. Gen GJB2
zlozony jest z dwoch eksonéw, z ktérych pierwszy peini
funkcje w regulacji ekspresji genu, drugi niesie pelna
sekwencje biatka [8].

Bialko koneksyna 26 nalezy do duzej rodziny bialek
odpowiedzialnych za tworzenie polaczen synaptycznych
typu gap junction, majacych charakter kanatow miedzy-
komoérkowych. Dzieki nim mozliwy jest przeptyw jonéw
i metabolitow miedzy komérkami. Tego typu polaczenia
towarzysza réwniez w przewodzeniu impulséw w tkan-
kach pobudliwych. Patofizjologia utraty stuchu w DFNB1
(autosomal recessive deafness) nie jest do korica znana.
Brak ekspresji biatka koneksyny 26 na skutek mutacji
genu GJB2 zaburza obieg potasu w uchu wewnetrznym
(prowadzi do zatrucia narzadu Cortiego), co w konncowym
efekcie prowadzi do utraty stuchu [8-10].

Aktualnie w obrebie genu GJBZ2 zidentyfikowano
47 mutacji. Do najczestszych nalezy delecja G w po-
zycji 35 (35delG). W Europie mutacja ta jest obecna
w 70-85% zmutowanych alleli genu GJBZ2 i stanowi
okoto 40% wszystkich mutacji wykrywanych u chorych
z genetycznie uwarunkowana postacia niedostuchu [7].

Na podstawie badan przeprowadzonych przez zesp6l
prof. Mazurczaka w Zakladzie Genetyki Medycznej
Instytutu Matki i Dziecka w Warszawie, czestos¢ wy-
stepowania nosicielstwa mutacji 35delG stwierdzono
w 1:50 polskiej populacji gluchych [7].

Obecnie nie jest mozliwe leczenie przyczynowe gtu-
choty DFNBI1. Prowadzone sa jedynie badania przesie-
wowe w kierunku mutacji 35delG u wszystkich nowo-
rodkéw wykazujacych odchylenia w prowadzonych na
oddziatach noworodkowych badaniach przesiewowych
pomiaru otoemisji akustycznej [7]. Wezesne rozpozna-
nie gluchoty skutkuje wczesnym aparatowaniem, re-
habilitacja mowy, a takze w ostatnich latach leczeniem
za pomoca implantéw slimakowych.

Jedyna aktualnie metoda pozwalajaca wyelimi-
nowac ryzyko ujawnienia si¢ danej jednostki choro-
bowej genetycznie uwarunkowanej jest diagnostyka
preimplantacyjna, mozliwa do przeprowadzenia tylko
w przebiegu procedur wspomaganego rozrodu IVF-ET
(in vitro fertilization — embryo transfer). Umozliwia ona
badanie genetyczne komorki jajowej przed jej zaptodnie-
niem lub zarodka przed wprowadzeniem go do macicy.

Cel pracy

Celem niniejszej pracy bylo opracowanie metody
diagnostycznej pozwalajacej na wykrycie obecnosci
mutacji 35delG w genie GJB2 w zarodkach pacjentow
z pozytywnym wywiadem genetycznym w kierunku
niedostuchu wrodzonego, uwarunkowanego obecnos-
cia tej mutacji w uktadzie homozygotycznym.

Materiat i metody

W 2009 roku do Kliniki Leczenia Nieptodnosci INVICTA
w Warszawie zglosita si¢ para z pozytywnym wywiadem
genetycznym w kierunku niedosluchu genetycznie
uwarunkowanego. U dziecka plci meskiej w wieku 9
miesiecy stwierdzono obecnos¢ mutacji 35delG w genie
GJB2 w ukladzie homozygotycznym. Rodzice dziecka
po przeprowadzeniu badan genetycznych w kierunku
tej mutacji okazali sie by¢ jej nosicielami w ukladzie
heterozygotycznym. Para nie wymagata dodatkowego
leczenia w kierunku leczenia nieptodnosci i zostala
zakwalifikowana do zabiegu zaptodnienia pozaustro-
jowego z diagnostyka preimplantacyjna ze wzgledu na
ryzyko urodzenia kolejnego dziecka z wada genetyczna.

Stymulacje hormonalna do zabiegu zaptodnienia
pozaustrojowego przeprowadzano z wykorzystaniem
diugiego protokotu. Oceng ultrasonograficzna wzrostu
pecherzykow i poziomu estradiolu w surowicy krwi
przeprowadzano w 8. i 11. dniu stymulacji. Zabieg po-
brania komorek jajowych wykonywano po 36 godzinach
od podania 5000 IU hCG. Komorki jajowe zapladnia-
no, stosujac metode docytoplazmatycznego podania
plemnika do komorki jajowej — ICSI (intracytoplazmic
sperm injection). Po 18 godzinach od ICSI oceniano
zaplodnienia komorek jajowych. Biopsje blastomerow
przeprowadzono w 3. dobie hodowli, do biopsji kwali-
fikowano zarodki 6-8-komérkowe. Transfer zarodkéw
nie obcigzonych genetycznie przeprowadzono w 5. dobie
hodowli.

Analiza mutacji 35delG genu GJB2

Do identyfikacji mutacji 35delG w obrebie genu GJB2
zastosowano reakcje PCR-nested (polymerase chain
reaction) z analiza RFLP (restriction fragment lenght
polymorphism) oraz analize sekwencji amplifikowanego
fragmentu. W celu namnozenia iloSci badanego DNA
do amplifikacji zastosowano metode namnozenia ge-
nomowego DNA, pochodzacego z pojedynczej komoérki
zarodka (whole genome amplification; WGA) [11].
Reakcje PCR przeprowadzano w termocyklerze Ma-
stercycler ep gradient S (Ependorff, Niemcy), stosujac na-
stepujacy profil temperaturowy: wstepna denaturacja —
95°C, 5 min, nastepnie 30 cykli: 95°C - 40 s, 60°C-30s,
72°C - 30 s oraz 72°C - 7 min - konncowe wydluzanie.
Kolejny PCR prowadzono przez 45 cykli, stosujac na-
stepujacy profil: wstepna denaturacja - 95°C, 5 min,
95°C-60s, 63°-35s, 72°C - 35 s oraz 72°C — 5 min
- koricowe wydtuzanie. W pracy wykorzystano na-
stepujace sekwencje starterow: Cx124F/Cx929R
-5 CTCCCTGTTCTGTCCTAGCT 3’; 5 CTCATCCCTCT-
CATGCTGTC 3’ - 806 bp (basic pair) oraz Cx26EcoRII/
Cx26Ddel/Cx26-P1-5GCTGGTGGAGTGTTTGTTCAC
ACCCGC3’; 5 GCTGTGGGAGTGTTTGTTCACACCCTC
3; 5 TCTTTTCCAGAGCAAACCGC 3’ -89 bp [3, 12].
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