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Ucdestalost varijanti u genima GJB2 i GJB6 i fenotipska varijabilnost kod obolelih od
nesindromskog autozomno-recesivnog oste¢enja sluha u Srbiji

Ostecenje sluha predstavlja najcesc¢e senzorineuralno oboljenje kod ljudi i identifikovan je
veliki broj gena koji uzrokuju ovo oboljenje. Mutacije u DFNBI1 lokusu, koji sadzi gene GJB2 1 GJBG,
su detektovane kod 50% slucajeva.

U ovoj doktorskoj disertaciji je ispitivano 119 pacijenata i 160 ¢lanova porodice obolelih od
nesindromskog autozomno-recesivnog oSte¢enja sluha (NSAROS) iz Srbije, koris¢enjem sledeéih
metoda: PCR-ARMS, PCR-RFLP i sekvenciranje gena GJB2; multipleks PCR gena GJB6; PCR-
RFLP za ispitivanje varijante na mitohondrijskoj DNK.

Sve identifikovane varijante su detektovane jedino u genu GJB2, kod ukupno 57 pacijenata.
Genotip sa bi-alelskim mutacijama je detektovan kod 31,09% (37/119) pacijenata. Heterozigotni
genotip je identifikovan kod 20 pacijenata, dok kod 62 preostala pacijenta nije pronadena uzrocna
varijanta u testiranim genima. Ukupno je identifikovano 11 razliCitih varijanti, a varijanta c.35delG
je najceSc¢a sa ukupnom ucestalos¢u od 26,47%. Svim pacijentima su pre genetiCkog testiranja
uradene audioloske analize koje su pokazale stepen ostecenja sluha od umerenog do dubokog.

Na osnovu rezultata analize povezanosti genotipa i fenotipa, tj. stepena oste¢enja sluha, moze
se zakljuciti da postoje odredene veze izmedu genotipa i fenotipa. Pacijenti sa homozigotnim i
sloZzenim heterozigotnim genotipom su imali vec¢i stepen oStec¢enja sluha u odnosu na pacijente sa
jednom identifikovanom varijantom. Takode, genotipovi sa mutacijama usled kojih izostaje
produkcija proteina ili je protein skracen, su asocirani sa tezom klinickom slikom u odnosu na
genotipove kod kojih je proteinski produkt izmenjen.

Molekularna osnova NSAROS kod pacijenata iz Srbije je prvi put sveobuhvatno obradena u
ovoj doktorskoj disertaciji. Dobijeni rezultati ¢e imati veliku primenu u dijagnostici, genetickom
savetovaliStu i pravovremenom lecenju ove bolesti u nasoj zemlji. Dobijeni rezultati o tipovima i
zastupljenosti mutacija u Srbiji znac¢ajno doprinose znanju o ucestalostima i geografskoj distribuciji
mutacija DFNBI1 lokusa kod obolelih.

Kljucne reci: DFNBI1 lokus, gen GJB2, gen GJB6, stepen oste¢enja sluha, koneksin 26, koneksin 30
Naucna oblast: Biologija
Uza naucna oblast: Genetika



Frequency of variants in the GJB2 and GJB6 genes
and phenotypic variability in patients from Serbia with autosomal-recessive nonsyndromic
hearing loss

Hearing impairment is the most common sensorineural disorder in humans with many
identified causable genes. Despite genetic heterogeneity, a single locus, DFNBI, that contains genes
GJB2 and GJB6, accounts for up to 50% of all cases.

This study was carried out in 119 probands and 160 relatives from Serbia with autosomal
recessive nonsyndromic hearing loss (ARNSHL). For analysis were used following methods: PCR-
ARMS, PCR-RFLP and direct sequencing of the GJB2 gene; multiplex PCR for GJB6 gene; PCR-
RFLP for detection of variant in mitochondrial DNA.

In 57 patients 11 variants have been identified only in the GJB2 gene. Fully characterized
genotype with bi-allelic mutations was observed in 31.09% of the probands (37/119). Heterozygote
form was identified in 20 probands (20/119). The remaining 62 probands were with no causing
variants for the tested genes (62/119). The most frequent mutation was c.35delG (26.47%).
Audiological analysis performed in all probands showed moderate to profound range of hearing loss.

Association between genotype and the degree of hearing impairment in patients analyzed in
this study demonstrated that patients with bi-allelic mutations associate with the more severe hearing
loss when compared with those identified with only one affected allele. Also, patients with bi-allelic
truncating mutations, associate with the more severe hearing loss when compared with those
identified with one truncating and non-truncating mutations.

The molecular basis of ARNSHL in patients from Serbia was analyzed for the first time in
this study. The results have significant influence for the genetic diagnosis of deafness, genetic
counseling, and early treatment in our country. Also, our findings contribute to the knowledge of
geographic distribution of DNB1 mutations.

Key words: DFNBI locus, gene GJB2, gene GJB6, degree of hearing impairment, connexin 26,
connexin 30

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Genetics
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1. UvOD

1.1.  Fiziologija sluha

Sluh predstavlja jedno od pet cula, omogucava detekciju promene zvucnih vibracija, §to ga
svrstava u mehanoreceptore. Culo sluha je filogenetski najmlade, nastalo je od ¢ula za ravnotezu u
vreme pojave kopnenih kicmenjaka. Kod Zivotinja, culo sluha omogucava detekciju i najmanjih
zvucnih vibracija u okolini. Kod ljudi, sluh ima primarnu funkciju u prilagodavanju spoljasnjoj
sredini, komunikaciji i formiranju li¢nosti. Veoma je vaZan za razvoj govora, misljenja i
komunikativnih sposobnosti coveka (Jecmenica, 2016; Jovanovi¢ Simi¢ i sar, 2018). Culo sluha kod
ljudi ima veliki raspon osetljivosti, otpornost prema velikim nadrazajima kao i izrazitu selektivnost
zvukova, sa sposobnos$cu analize koja je mnogo bolja od drugih analizatora (Davies, 2003).

1.1.1. Anatomija uva

Grada uva u anatomskom i funkcionalnom smislu je podeljena na tri celine (Slika 1):
Spoljasnje uvo (lat. auris externa)
Srednje uvo (lat. auris media)
3. Unutrasnje uvo (lat. auris interna)
Spoljasnje i srednje uvo predstavljaju konduktivni aparat (sprovode zvuk u mehanickom
obliku, vibracija), dok je unutrasnje uvo senzorni aparat (mehanicke vibracije se prenose u elektricne,
akcioni potencijal) (Jovanovi¢ Simic¢ i sar, 2018).
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Slika 1. Anatomija ljudskog uva

(preuzeto sa: https://conciergeaudiologyfl.com/uncategorized/how-do-we-hear/, modifikovano)




Spoljasnje uvo Cine usna skoljka (lat. auricula) i spoljasnji slusni kanal (lat. meatus acusticus
externus).

Srednje uvo je sistem Supljina ispunjenih vazduhom i sastoji se iz bubne opne (lat. membrana

tympani) koja predstavlja zavrSetak spoljasnjeg slusnog kanala, i tri sluSne koscice: ceki¢ (lat.
malleus), nakovanj (lat. incus) 1 uzengija (lat. stapes). Slusne koscice su medusobno zglobljene i
imaju funkciju u sprovodenju zvuénih talasa sa bubne opne do unutrainjeg uva. Supljina srednjeg uva
je povezana sa zdrelom preko Eustahijeve tube i njome se omogucava vazdusna veza spoljne sredine
i ovog dela uva koja moze dovesti do izjednaCavanja pritiska sa obe strane bubne opne.
Unutra$nje uvo je smeSteno u kostanim kanalima i ispunjeno je te¢nos¢u. Sastoji se od vestibularnog
aparata koji predstavlja ¢ulo ravnoteze i kohlee u kojoj se nalaze slusni receptori (Moller, 2006).
Kohlea ima izgled puza, uvijena je u vise od 2,5 navoja i podeljena je u tri cevi ili skale (Slika 2).
Spoljasnje cevi (lat. scala timpani 1 scala vestibuli) ¢ine koStani labirint i ispunjene su perilimfom
koja je bogata jonima Na', a siroma$na jonima K. Izmedu ove dve cevi smesteno je kohlearno
prosirenje membranoznog labirinta tj. srednja cev (lat. scala media) koja je ispunjena endolimfom
(bogata jonima K, a siromasna jonima Na") (Wangemann, 2006; Jovanovi¢ Simi¢ i sar, 2018). U
bazi kohlee nalaze se dve membrane. Gornja (ovalni prozor), na koju se naslanja uzengija i donja
(okrugli prozor). Svako pomeranje ovalnog prozora prilikom prenosenja zvuka sa uzengije, prati
pomeranje okruglog prozora u suprotnom smeru, na taj nacin omogucavajuéi prenosenje zvuka ka
unutra$njosti kohlee. Scala media je ograni¢ena sa donje strane bazilarnom membranom. Citavom
duzinom bazilarne membrane se nalaze receptorske ¢elije (senzorne i potporne Celije koje ulaze u
sastav Kortijevog organa) koje reaguju na svaki njen pokret Sto rezultuje nervnom aktivnoscéu kojom
se nadrazaj prenosi do odgovarajuéih centara u mozgu (Sumarac Pavlovié i Miji¢, 2017).

scala vestibuli

Rajsnerova membrana

stria vascularis

scala media
tektorijalna membrana

senzorne
celije

spoljasnje bazilarna
senzorne celije  membrana

scala tympani

Slika 2. Grada kohlearnog aparata unutrasnjeg uva

(prezeto sa: https://en.wikipedia.org/wiki/Cochlea, modifikovano)




1.1.2. Transdukcija zvuka u nervni impuls

Zvuk je mehanicki talas koji se periodicnim oscilovanjem izvora prostire u svim pravcima i
dovodi do promene pritiska u nekoj materijalnoj sredini. Kroz gasove i tenosti, zvuk se prostire kao
longitudinalni talas. Percepcija zvuka je funkcija dve dimenzije: frekvencije 1 nivoa zvu¢ne pobude.
Frekvencija predstavlja broj oscilacija u sekundi (izraZava se u hercima, Hz) i povezana je sa visinom
zvuka, dok je nivo zvucne pobude, tj. glasno¢a zvuka, povezan sa amplitudom. Ljudsko uvo reaguje
na zvuéne nadrazaje u intervalu frekvencija od 20 Hz do 20 kHz (ujne frekvencije) (Sumarac
Pavlovi¢ 1 Miji¢, 2017; Jovanovi¢ Simi¢ i sar, 2018).

Zvuk iz spoljasnje sredine do centra Cula sluha prolazi kroz razli¢ite medijume. 1z spoljasnje
sredine zvucni talas putuje kroz spoljasnje uvo do bubne opne. Usna $koljka i spoljasnji slusni kanal
predstavljaju rezonator, jer dovode do poveéanja zvucnog pritiska na bubnoj opni od 10 dB do 20 dB
izmedu 2 kHz i 6 kHz, Sto predstavlja vazan frekventni opseg za komunikaciju. U srednjem uvu zvuk
se prenosi preko bubne opne, zglobljenih slusnih kos¢ica koje funkcioniSu sistemom poluge do
ovalnog prozora unutras$njeg uva. Posto zvuk prolazi kroz vazduh u srednjem uvu, a zatim se prenosi
u unutrasnje uvo ispunjeno tecnoscu, a akusti¢na impendansa te¢nosti unutrasnjeg uva je mnogo veca
od impendanse vazduha, srednje uvo ima ulogu transformatora impendanse. Da nema srednjeg uva i
ove njegove uloge, efikasnost transmisije zvucnih talasa iz vazduha u tecnost bi bila veoma slaba i
dolazilo bi do velikih gubitaka. Funkcija transformatora je omogucena kako odnosom povrsine bubne
opne (koja je 14 puta veca) i ploCice uzengije koja se naslanja na ovalni prozor, tako i odnosom
krakova koscica (Davies i sar, 2003; Gacek i sar, 2003).

Kada se zvucni talas prenese preko ovalnog prozora u unutrasnje uvo, scala media sa svojim
sadrzajima ima tendenciju da se pomeri, tzv. ,,kohlearna pregrada“. Bazilarna membrana, donja
granica scala media-e, pri mehanickom zvu¢nom stimulusu pocinje da oscilira. Debljina bazilarne
membrane se razlikuje njenom duzinom; najtanja je u zoni baze, a §iri se ka vrhu. Ovakav izgled
omogucava membrani da ima svoje rezonance. Najvisa frekvenca rezonance bazilarne membrane je
u bazi u blizini ovalnog prozora i iznosi 20 kHz, dok je 20 Hz najniza frekvenca koja se nalazi na
samom kraju membrane, suprotno od ovalnog prozora. Oscilacije uzrokovane zvukom izazivaju
pomeranje bazilarne membrane do mesta poklapanja pobudne frekvencije i frekvencije mehanicke
rezonance membrane, $to rezultuje maksimalnom amplitudom variranja. Nakon tog mesta bazilarna
membrana ostaje u stanju mirovanja. Deo energije vibriranja membrane se prenosi na Kortijev organ.
Mehanicke vibracije se pretvaraju u elektri¢ne stimuluse, tj. akcioni potencijal u Kortijevom organu.
On je ogranic¢en retikularnom laminom i tektorijalnom membranom i sadrzi kako senzorne, tako i
potporne ¢elije (tzv. Deitersove, Hensenove, Claudiusove) koje se prostiru u redovima cCitavom
duzinom kohlee. Postoje dve vrste senzornih celija: spoljasnje slusne celije, koje imaju ulogu u
povecanju osetljivosti na zvucne stimuluse niskog intenziteta i selektivnosti frekvencija, i unutrasnje
slusne celije, poredane u jednom redu, okruzene potpornim ¢elijama, sa funkcijom prevodenja
mehanickih vibracija u nervni impuls (Moller, 2006). SluSne ¢elije na apikalnoj povrSini imaju treplje,
tzv. stereocilije. Pomeranje bazilarne membrane dovodi do pokretanja stereocilija (od najmanje ka
najvecoj) na apikalnoj povrsini i spoljasnjih i unutrasnjih slu$nih celija, rezultuju¢i u otvaranju
neselektivnih katjonskih kanala (za jone Ca®" i jone K¥) i depolarizaciji éelijske membrane
(LeMasurier i Gillespie, 2005; Ricci i sar, 2005; Beurg i sar, 2006; Stauffer i Holt, 2007). Influks jona
K" dovodi do otvaranja kanala za jone Ca®". Efekat jona Ca®" u jonskim transmembranskim kanalima
unutrasnjih slusnih ¢elija dovodi do egzocitoze i oslobadanja neurotransmitera (Moser i Beutner,
2000; Brandt i sar, 2003). Neurotransmiter difunduje kroz sinapti¢ki prostor i generi$e nervne impulse
u aferentnim nervnim vlaknima kohlearnog nerva, koji se zatim transportuje do visih centara u mozgu
(Slika 3) (Salvi i sar, 1991; Evans, 2003).



Aferentno nervno
vlakneo kohlearnog nerva

Slika 3. Transdukcija zvuka; depolarizacija membrane (prezeto sa: https://quizlet.com/244350590/auditory-
transduction-diagram/, modifikovano)

1.1.3. Endokohlearni potencijal i recikliranje jona K*

Scala media je ispunjena te€noscu, endolimfom, koja je bogata jonima K* (Mistrik i Ashmore,
2009). Elektri¢ni potencijal endolimfe u prostoru izmedu tektorijalne membrane i senzornih celija
iznosi +80 mV. Medutim unutar senzornih ¢elija elektri¢ni potencijal je negativan (oko -45 mV kod
unutrasnjih i -70 mV kod spoljasnjih slusnih celija). Ovakva razlika elektricnog potencijala je
esencijalna za hemijske procese u senzornim ¢elijama (Slika 4A). Ulazak jona K™ u ¢eliju menja njen
intracelularni potencijal i dovodi do depolarizacije membrane, ekscitacije i oslobadanja
neurotransmitera, kao produkta prevodenja mehanickog nadrazaja u elektri¢ni impuls (Babi¢, 2007).
Suprotan proces (pomeranje stereocilija od najvec¢e ka najmanjoj) dovodi do hiperpolarizacije i
zatvaranja jonskih kanala, $to rezultuje u nagomilavanju jona K* u senzornim ¢elijama. Recikliranje
jona K* je omogucéeno aktivnim transportom preko potpornih ¢elija do striae vascularis (lateralnog
dela kohlee) kojom se vracaju u endolimfu (Slika 4B) (Jovanovi¢ Simi¢ i sar, 2018).

Smatra se da stria vascularis generise endokohlearni potencijal. On je konstantan i iznosi +80
mV, esencijalan je za senzornu transdukciju i njegovo postojanje zavisi od procesa aktivnih
metabolickih jonskih pumpi u strii vascularis (Slika 4A 1 4B) (Wangemann, 2002).
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Slika 4. A. Razlika potencijala izmedu perilimfe i endolimfe koja dovodi do transdukcije mehanickog
u nervni impuls u senzornim ¢elijama Kortijevog organa; B. Recikliranje jona K' iz perilimfe u

endolimfu pomocu aktivnog transporta (preuzeto sa: https://www.semanticscholar.org/paper/How-is-the-highly-
positive-endocochlear-potential-Hibino-Nin/a2¢5509bcaaf1bc76ad784ada7 1ba0e99d8cacel/figure/0, modifikovano)

1.1.4. Pukotinaste veze u kohlearnom sistemu

U kohlearnom sistemu postoje dve mreze pukotinastih veza (engl. gap junction): epitelijalna
¢elijska mreza izmedu potpornih (nesenzornih) ¢elija i vezivno-tkivne mreze izmedu ¢elija vezivnog
tkiva; smatra se da je njihova uloga u odrzavanju kohlearne jonske homeostaze, posebno u
recikliranju jona K" iz perilimfe u endolimfu (Kikuchi i sar, 1995; Santos-Sacchi, 2000; Zhao i sar,
2006). Prema ranijim studijama (Spicer i Schulte, 1998; Jagger i Forge, 2006) kojim se pokazuje
razli¢ita permeabilnost membrana, smatra se da meducelijska komunikacija pukotinastim vezama
ima dodatnu ulogu. Kasnije je pokazano da je za normalno funkcionisanje kohlearnog aparata jako
bitan i transport metabolita inozitol-tri-fosfata (IP3) (Srinivas i sar, 2018).



1.2.  Osteéenje sluha

Ostecenje sluha i gluvocéa predstavljaju najCeS¢e senzorineuralno oboljenje kod Iljudi
(detektovano kod ~70 miliona ljudi Sirom sveta). Ucestalost ovog oboljenja je 1 prema 700/1 000
novorodencadi (Zheng i sar, 2015). MozZe se klasifikovati prema tipu i prema vremenu pojavljivanja
(Shearer i sar, 2017).

Prema tipu, ostecenje sluha se deli na:
Konduktivno - nastaje kao posledica oStecenja spoljasnjeg uva i/ili slusnih koscica
Senzorineuralno - nastaje kao posledica oste¢enja unutra$njeg uha (kohlee)
Mesovito - predstavlja kombinaciju prva dva tipa oStecenja
Centralna disfunkcija sluha - nastaje kao posledica ostec¢enja ili disfunkcije osmog kranijalnog
nerva, sluSnog mozdanog stuba (engl. auditory brain stem) ili cerebralnog korteksa
Prema vremenu pojavljivanja, oste¢enje sluha moze biti:
Prelingvalno - pre razvoja govora
. Postlingvalno - nakon razvoja govora

Sluh se meri decibelima (dB). Prag ili 0 dB za svaku frekvenciju se odnosi na nivo na kojem
mlade osobe sa neostecenim sluhom percipiraju ton. Sluh se smatra normalnim, ukoliko su pragovi
pojedinca unutar 15 dB od normalnog praga. Tezina oStecenja sluha se klasifikuje na osnovu slusnog
praga izraZzenim u dB (Tabela 1) (Hoefsloot i sar, 2013). Frekvencija oSte¢enja sluha moze biti: niska
(<500 Hz), srednja (500 Hz — 2 000 Hz) ili visoka (>2 000 Hz) (Hoefsloot i sar, 2013).

bl S

N —

Tabela 1. Klasifikacija oStecenja sluha prema stepenu ostecenja

TeZina oStecenja sluha Prag sluha izraZzen u dB

Umereno 20-40
Srednje 41-55
Srednje teSko 56-70
Tesko 71-95
Duboko >95

U 50% slucajeva oStec¢enje sluha ima geneti¢ku osnovu, dok je uticaj sredinskih faktora uzrok
nastanka bolesti kod preostalih sluc¢ajeva. U sredinske faktore se ubrajaju: rubeola ili druge
nebakterijske infekcije u trudnoé¢i (citomegalovirus, toksoplazmoza, Herpes simplex), postnatalne
infekcije koje izazivaju bakterijski meningitis, faktori povezani sa ototoksi¢nim medikamentima itd.
(Hoefsloot i sar, 2013; Shearer i sar, 2017).

Ostecenje sluha ne podleze obavezi prijavljivanja u naSoj zemlji i to dovodi do nedostatka
podataka o prevalenci, odnosno pravom broju obolelih osoba. Na to znacajno uti¢e i nesprovodenje
sistematskog, organizovanog neonatalnog skrininga oste¢enja sluha. Za sada, svi podaci o broju dece
sa kongenitalnim oste¢enjem sluha rezultat su proizvoljne procene ili proracuna na osnovu ucestalosti
u drugim zemljama i ukupnog broja zivorodene dece. Prema zvani¢nim podacima, u Srbiji se godiSnje
rada 65 000 beba, dakle, okvirno bi incidenca bila od 65 do 195 beba godiSnje sa senzorineuralnim
ostecenjem sluha (Miki¢, 1995; Jecmenica, 2016).

1.3.  Geneticka osnova oSte¢enja sluha

Nasledni oblici ostec¢enja sluha se u 30% slucajeva javljaju u formi sindroma (povezani sa
malformacijama spoljasnjeg uha i drugih organa ili sa problemima drugih organskih sistema), dok su



izolovano oboljenje kod 70% obolelih (Hilgert i sar, 2009; Essammak i sar, 2014). Na osnovu toga,
nasledno ostecenje sluha se klasifikuje kao sindromsko i nesindromsko (Shearer i sar, 2017).

Nasledna ostecenja sluha sindromskog tipa se dele na osnovu nac¢ina nasledivanja, i mogu biti

(Shearer i sar, 2017):

Autozomno dominantni: Vardenburgov sindrom (engl. Waardenburg syndrome),
Branhiootorenalni  sindrom (BOR), Stiklerov sindrom (engl. Stickler syndrome),
Neurofibromatoza 2 (NF2);

Autozomno recesivni: ASerov sindrom (engl. Usher syndrome), Pendredov sindrom, Jervellov
i Lange-Nielsenov sindrom, biotinidazna deficijencija, Refsumova bolest;

X-vezani: Alportov sindrom, Mohr-Tranebjaergov sindrom (sindrom gluvoce-distonije-
opticke atrofije);

Mitohondrijski.

Nesindromsko oste¢enje sluha (NSOS) se takode moze klasifikovati na osnovu nacina

nasledivanja (Hoefsloot i sar, 2013):

1.

2.
3.
4.

Autozomno recesivno - javlja se u 80% slucajeva i vezano je za lokuse obeleZzene kao DFNB
(DFN - engl. deafness);

Autozomno dominantno - u 17% slucajeva, lokusi obelezeni kao DFNA;

X-vezano - kod 2-3% obolelih, lokusi DFNX;

Mitohondrijsko - javlja se u <1% slucajeva.

Lokusi su dobili ime na osnovu nacina nasledivanja, a broj nakon imena lokusa oznacava

redosled mapiranja gena i/ili njihovo otkrice.

Geneticki uzrokovano NSOS je veoma heterogeno. Mapirano je preko 150 lokusa i

identifikovano ~ ~250 gena  uzrotnika  (Hereditary =~ Hearing loss  Homepage.
http://hereditaryhearingloss.org) (Slika 5).
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Slika 5. Geneticki uzrokovano nesindromsko ostec¢enje sluha (NSOS): imena identifikovanih lokusa

i njihova lokacija (preuzeto sa: https://www.nature.com/articles/nm1198_1238)

Iako je identifikovan veliki broj lokusa koji se povezuju sa oste¢enjem sluha, pokazano je da

su mutacije u lokusu DFNB1 (OMIM* 220290) detektovane kod viSe od 50% pacijenata sa
autozomno recesivnim nesindromskim ostecenjem sluha (NSAROS) (Hoefsloot i sar, 2013). DFNB1
lokus sadrzi gene GJB2 (engl. Gap junction protein, 2, OMIM*121011) i GJB6 (engl. Gap junction
protein, 6, OMIM*604418). Ovi geni kodiraju proteine, koneksine (gen GJB2 - koneksin 26, gen



GJB6 - koneksin 30) koji se eksprimiraju u unutra$njem uvu i imaju ulogu u meducelijskoj
komunikaciji posredstvom koneksonskih kanala i pukotinastih veza.

1.4. Uloga gena GJB2 i GJB6 kod autozomno recesivnog nesindromskog
oStecenja sluha

1.4.1. Koneksini i pukotinaste veze

Pukotinaste veze (engl. gap junction) su meducelijski kanali koji omogucavaju metabolicku i
elektri¢nu komunikaciju ¢elija (Vinken, 2015; Srinivas i sar, 2018). Prisutne su i kod beski¢menjaka
i kod kicmenjaka. Kod beskicmenjaka, pukotinaste veze se formiraju pomocu proteina ineksina, dok
su kod ki¢menjaka izgradeni od familije proteina koneksina (Wingard i Zhao, 2015).

Koneksini imaju Cetiri transmembranska domena (TM1-TM4) povezana dvema
ekstracelularnim petljama (E1 i E2). Terminusi N i C, kao i petlja koja povezuje TM2 i TM3 domene,
su lokalizovani u citoplazmi (Slika 6) (Srinivas i sar, 2018).

Citoplazmati¢na petlja *CO0

Slika 6. Grada koneksina lokalizovanog na plazma membrani ¢elije
(preuzeto iz: Willecke i sar, 2002, modifikovano)

Koneksini oligomerizuju unutar celije, u endoplazmaticnom retikulumu, formirajuci
konekson. Konekson ili hemikanal je izgraden od Sest koneksina (heksameri) koji se pozicionira na
plazma membrani celije. Ovako formiran i pozicioniran hemikanal se moze spojiti sa drugim
nezavisnim hemikanalom iste celije ili sa hemikanalom susedne ¢elije stvarajuci ,,poru® tj.
koneksonski kanal, koja omogu¢ava meducelijsku komunikaciju (Srinivas i sar, 2018). Kroz kanale
je omogucen transport jona (transport jona K, kao najzna¢ajniji u unutra$njem uvu), malih molekula
kao $to su sekundarni glasnici (cCAMP!, cGMP?, ATP®) i razli¢itih metabolita (glukoza, IP3).
Hemikanali mogu biti formirani od jedne izoforme koneksina (homomerni) ili od vise razli¢itih
(heteromerni) (Slika 7). Ipak, ne mogu sve izoforme koneksina da oligomerizuju (Bai i Wang, 2014;
Koval i Molina, 2014; Srinivas et al, 2018). Pukotinaste veze mogu biti formirane od dva istovetna

I ¢ AMP- cikliéni adenozin-monofosfat
2 ¢cGMP- cikli¢ni guanozin-monofosfat
3 ATP- adenozin trifosfat



hemikanala (homotipic¢ni) ili dva razlic¢ita (heterotipi¢ni kanali) (Slika 7). Smatra se da je
kompatibilnost za formiranje pukotinastih veza odredena sekvencama u E2 domenu koneksina
(White i sar, 1994; Koval i Molina, 2014; Karademir i sar, 2016; Srinivas i sar, 2018).

' Heteromeriéan
Homotipican
rJ

Heteromerican
Heterotipican

/»-»-
Homomerican
E Heterotipican
™ "‘
Homomerican
Homotipican

Koneksin  Konekson Kanali puketinastih veza

Slika 7. Koneksini; njihova oligomerizacija u koneksone i formiranje razlicitih tipova kanala
pukotinastih veza (preuzeto sa: https://doi.org/10.12968/jowc.2011.20.8.386, modifikovano)

Intracelijska komunikacija posredovana pukotinastim vezama ima veliku ulogu u
embrionskom i postembrionskom razvoju, suzbijanju kancera, kao i velikom broju fizioloskih i
patoloskih procesa (Wingard i Zhao, 2015).

Humani koneksini su kodirani genima koji su homologi i ima ih 20. Od ovih dvadeset,
koneksini 26, 30, 31, 32 i 43 su asocirani sa sindromskim 1i/ili nesindromskim o$te¢enjem sluha
(Martinez i sar, 2009). Postojanje velikog broja koneksina i razli¢ite moguénosti njihovog
kombinovanja, dovodi do formiranja velikog broja razli¢itih kanala sa razliitim nivoom
propustljivosti medu c¢elijama. Shodno tome, mutacija u jednom genu koneksina, moZe uticati na
formiranje razlic¢itih tipova koneksonskih kanala, a samim tim moZe rezultirati i u varijetetu
fenotipova (Martinez i sar, 2009; Srinivas i sar, 2018).

1.4.2. Geni GJB2i GJB6

Geni GJB2 i GJB6 pripadaju DFNBI lokusu i locirani su na dugom kraku hromozoma 13 u
regionu 13q12.11 (Slika 8).
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Slika 8. Lokalizacija gena GJB2 i GJB6, lokusa DFNB1, na dugom kraku hromozoma 13 (crveno
obelezeno) (preuzeto sa: https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=GIB6)



Gen GJB2 (OMIM*121011) ima genomsku lokaciju (GRCh38): 13:20,187,462-20,192,974
bp i njegova sekvenca je identifikovana iz 190 klonova cirkularnih DNK (cDNK). Ovaj gen sadrzi
dva egzona (egzon 11 2) i jedan intron (intron 1, veli¢ine 3 179 kb). Egzon 1 je nekodiraju¢i (veli¢ine
160 bp), dok se u egzonu 2 nalazi kompletna kodirajuca sekvenca. Egzon 2 je veli¢ine 2 134 bp i
sadrzi 22 bp 5’UTR netransliraju¢eg regiona (UTR, engl. untranslated region), 678 bp kodirajuée
sekvence 1 3’UTR region (Kiang i sar, 1997). Gen GJB2 ima tri transkripta, dva splajsovana i jedan
nesplajsovan, dva alternativna promotora i ¢etiri mesta poliadenilacije (Thierry-Mieg i Thierry-Mieg,
2010). Od kodiraju¢eg dela gena, egzona 2, nastaje protein veli¢ine 226 aminokiselina (ak)
molekulske mase 26 kilodaltona (kD) i naziva se koneksin 26 (Cx26). Gen GJB2 je evoluciono
oc¢uvan gen na $ta ukazuje podatak o postojanju 79 ortologa. Takode, ovaj gen je sli¢an ostalim
genima koji kodiraju koneksine; ima 8 paraloga od kojih mu je najsli¢niji gen GJB3.

Gen GJB2 ima visok nivo ekspresije (Slika 9). Njegov proteinski produkt ima ulogu u sr¢anim
misiénim kontrakcijama, regulaciji ekscitabilnosti neurona, diferencijaciji keratinocita, transportu
elektrolita u epitelijanim ¢elijama. U kohlei, Cx26 ima ulogu u odrzavanju homeostaze jona K i
transportu [P3.
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Slika 9. Ekspresija proteinskog produkta gena GJB2, koneksina 26 u razli¢itim humanim tkivima.
Ekspresija je prou¢avana pomocu tri razli¢ite metode: Microarray, RNASeq 1 SAGE. X skala se

odnosi na to koliko je puta eksprimiran protein u ispitivanim tkivima (preuzeto sa:
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=GIB2, modifikovano)

Gen GJB6 (OMIM*604418) je lociran na istoj poziciji na hromozomu kao i gen GJB2 i
velic¢ine je 10 434 bp, sa genomskom lokacijom (GRCh38): 13:20,221,961-20,232,318 bp. Sekvenca
je identifikovana iz 131 klona ¢cDNK. Sadrzi 6 egzona od kojih je samo poslednji translirajuci
(Essenfelder i sar, 2005). Pokazana je homologija ovog gena kod ¢oveka i miSa u 93%, a identi¢nost
u 77% sa humanim genom GJB2 (http://omim.org/entry/604418). Njegov proteinski produkt je
koneksin 30 (Cx30), koji sadrzi 261 aminokiselinu i molekulsku masu od 30 kD.

Nivo ekspresije gena G.JB6 prikazan je na Slici 10. Njegov proteinski produkt, Cx30, ima
ulogu u procesima apoptoze, celijske komunikacije, morfogenezi uva, razvoju unutraSnjeg uva,
negativne  regulacije  celijske  proliferacije 1 u  senzornoj  percepciji  zvuka

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/IEB/Research/Acembly/av.cgi?db=human&term=GJB6).
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Slika 10. Ekspresija proteinskog produkta gena GJB6, koneksina 30 u razli¢itim humanim tkivima.
Ekspresija je proucavana pomocu tri razli¢ite metode: Microarray, RNASeq i SAGE. X skala se

odnosi na to koliko je puta eksprimiran protein u ispitivanim tkivima (preuzeto sa:
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=GJIB6, modifikovano)

1.4.3. Koneksini 26 i 30 u kohlei

Kao §to je ve¢ napomenuto, u kohlearnom sistemu postoje dve mreZe pukotinastih veza -
epitelijalna celijska mreza izmedu potpornih (nesenzornih) ¢elija u potpornom epitelu Kortijevog
organa i vezivno-tkivne mreze izmedu ¢elija vezivnog tkiva u kohlearnom lateralnom zidu (Kikuchi
i sar, 1995). Nekoliko gena koji kodiraju koneksine 26, 29, 30, 31 i 43 se eksprimiraju u kohlei
(Wingard i Zhao, 2015). Koneksini 26 i 30 su dominantne izoforme, eksprimiraju se i u epitelijalnom
i vezivnom tkivu i mogu formirati homotipicne i heterotipi¢ne/heteromeri¢ne kanale medu potpornim
¢elijama, omogucavajuéi jednosmerni prolaz (Slika 11) (Zhao, 2000; Zhao i Santos-Sacchi, 2000;
Forge i sar, 2003; Zhao i Yu, 2006; Liu i Zhao, 2008). Uloga koneksonskih kanala u kohlei je
viSestruka: recikliranje jona K', snabdevanje energijom i nutrijentima, stvaranje endokohlearnog
potencijala, odrzavanje elektrohemijskih sredina perilimfe i endolimfe, reparacija epitela kohlee
(Kikuchi i sar, 1995; Zhao i sar, 2005; Forge i sar, 2013; Chen i sar, 2014; Jagger i sar, 2014; Wingard
i Zhao, 2015).
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Slika 11. Ekspresija koneksina u kohlei unutra$njeg uha i recikliranje jona K*. Koneksini 26 i 30 su
lokalizovani u pomoénim slu$nim ¢elijama (PC) Kortijevog organa, spiralnog limusa i stiae
vascularis. Koneksin 29 je lokalizovan u Svanovim c¢elijama slu$nog nerva. Koneksin 31 je
lokalizovan u fibroblastima, a koneksin 43 u kosti koja naleze na kohleu. Grada Kortijevog organa
(gore levo): kortijev tunel (KT), tektorijalna membrana (TM), slusne senzorne ¢elije (SC) i
lokalizacija unutra$njih (USC) i spoljasnjih senzornih éelija (SSC), potporne senzorne éelije (PC) i
lokalizacija unutranjih (UPC) i spoljasnjih potpornih éelija (SPC). (preuzeto iz: Wingard i Zhao, 2015,
modifikovano)

Brojnim funkcionalnim studijama je pokazano da pukotinaste veze u unutraSnjem uvu
pokazuju veliku selektivnost. Koneksin 26 je permeabilan i za katjonske i za anjonske molekule, ali
posto je koneksin 30 nepropustljiv za anjonske molekule, osnovna funkcija koneksina 26 je
propustljivost anjona (Elfgang i sar, 1995; Manthey i sar, 2001; Beltramello i sar, 2003). Vecina
celijskih signalnih molekula (IP3, ATP, cAMP, cGMP) su anjoni, tako da koneksin 26 ima najvecu
ulogu u meducelijskoj komunikaciji. To moze biti objaSnjenje zasto mutacije u koneksinu 26
izazivaju oStecenje sluha sa tako velikom ucestalo$¢u u odnosu na druge gene.

Studijama na tzv. , knock-out” miSevima je pokazano da deficijencija koneksina 26 izaziva
patoloske promene na kohlei koje ukljucuju: poremecaje razvoja kohlee, degeneraciju senzornih i
neuronskih ¢elija, redukciju endokohlearnog potencijala i ostecenje aktivne kohlearne amplifikacije
(Cohen-Salmon i sar, 2002; Sun i sar, 2009; Wang i sar, 2009; Liang i sar, 2012; Chen i sar, 2014).

Studije na ,.knock-out* misevima kojima je ispitivana deficijencija koneksina 30 pokazale su
da ako je o¢uvano eksprimiranje koneksina 26 nec¢e do¢i do gubitka sluha, ve¢ samo u kombinaciji
neeksprimiranja oba koneksina (Boulay i sar, 2013; Wingard i Zhao, 2015). Jo§ uvek nije razjasnjeno
da 1i deficijencija samo koneksina 30 moze izazvati gubitak ili oSteCenje sluha (Wingard i Zhao,
2015).
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1.4.4. Varijante u genu GJB2

Gen GJB2 je prvi gen koji je povezan sa nesindromskim senzorineuralnim oste¢enjem sluha
imutacije u ovom genu su najces¢i uzrok ovog oboljenja u mnogim populacijama Sirom sveta (Kelsell
isar, 1997; Hall i sar, 2012; Tsukada i sar, 2015; Zheng i sar, 2015). Do sada je detektovano preko
200 razli¢itih varijanti u ovom genu (http://davinci.crg.es/deafness;
https://research.cchmc.org/LOVD2/home.php?select db=GJB2). Najveéi broj identifikovanih
varijanti predstavljaju uzroc¢nike nesindromskog autozomno recesivnog oste¢enja sluha (NSAROS),
dok je mali broj odgovoran za nastanak autozomno dominantnog NSOS ili oSte¢enja sluha sa
dermatoloskim poremecajima (sindromsko oste¢enje sluha). Zbog velikog broja identifikovanih
varijanti u genu G.JJB2, njihova ucestalost i distribucija variraju izmedu populacija, ¢ak i u okviru iste
zemlje (Snoeckx i sar, 2005; Tekin i sar, 2010; Essammak i sar, 2014).

U Tabeli 2. su prikazane najCes¢e identifikovane varijante u razlicitim populacijama. Sve
Cetiri navedene varijante prema svom efektu spadaju u patogene mutacije i njihova ucestalost se
povecala kao posledica efekta osnivaca (Morell i sar, 1998; Van Laer i sar, 2001; RamShankar i sar,
2003; Yan i sar, 2003).

Tabela 2. Najcesce identifikovane varijante gena G.JB2 u razli¢itim populacijama

. Ucestalost
Ucestalost .
Efekat na nosioca u
Varijanta DTG I nivou Populacija LS el opstoj
J nivou DNK P J obolelima P J...
DNK (%) populaciji
. (%)
menja
.. okvir .
c.35delG delecija ey Kavkazijanci 70% 1%-3%
Citanja
(frameshift)
menja
! . . o
c.167dIT  delecija Okvir ASkenazi 40% 4%
¢itanja Jevreji (Izrael)
(frameshift)
menja 0
) okvir  Istona Azija, 0 m00%jor g0
c.235delC delecija e (Istocna
Citanja Japan f) (Japan)
(frameshift) )
.. 2.4% (Indija);
bez smisla Indija, ’ ﬁ’/f-g‘ilyja)’
c.71G>A supstitucija evropski 40%-67,2% ..
(nonsense) . (populacija
Romi
Roma)

Navedene mutacije, kao i veliki broj drugih identifikovanih patogenih varijanti se nalaze u
kodiraju¢em regionu (egzon 2) gena G.JB2. Kod velikog broja pacijenata detektovana je samo jedna
patogena varijanta u kodiraju¢em regionu gena G.JB2. Ovakvi rezultati su inicirali veliki broj studija,
koje su se bavile detekcijom mutacija u nekodiraju¢im regionima gena (egzon 1, intron 1 i bazalni
promotor) (Denoyelle i sar, 1999; Janecke i sar, 2002; Seeman i Sakmaryova, 2006; Sirmaci i sar,
2006; Yuan i sar, 2009; del Castillo FJ i del Castillo I, 2011). Kao rezultat mnogobrojnih studija,
danas je poznato postojanje sedam patogenih varijanti van kodiraju¢e sekvence gena GJB2. Tri
mutacije su tackaste mutacije: c-23+1G>A (originalno nazvana IVS1+1G>A), splajs mutacija
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nekodirajuc¢eg egzona 1, g.-77C>T (originalno nazvana -3438C>T), koja onemogucava aktivnost
bazalnog promotora gena i c.-22-2A>C, splajs mutacija introna 1 (Denoyelle i sar, 1999; Matos i sar,
2007; Gandia i sar, 2013).

Preostale Cetiri mutacije su velike delecije. Jedna delecija (veli¢ine 920 kb) obuhvata ¢itav
gen GJB2 (Feldmann i sar, 2009), dok su ostale delecije detektovane u genu GJB6 (dve parcijalne
delecije i1 del(131-kb)) koje eliminiSu cis-regulatorni element lociran dosta uzvodno od gena GJB2
(del Castillo I i sar, 2002; del Castillo FJ i sar, 2005; Wilch i sar, 2010). Svih sedam mutacija je
identifikovano kao druga patogena mutacija kod pacijenata obolelih od NSAROS sa ve¢ jednom
utvrdenom mutacijom u kodirajué¢em regionu gena GJB2. Od svih detektovanih patogenih varijanti
van egzona 2 gena GJB2, c.-23+1G>A i dve parcijalne delecije gena GJB6 se javljaju sa ve¢om
ucestalosti u nekim populacijama, dok se preostale smatraju izolovanim slucajevima.

Splajs mutacija nekodiraju¢eg egzona 1, c.-23+1G>A je identifikovana u populaciji
Kavkazijanaca, kao i ljudi iz Alzira, Mongolije i Kine (Snoeckx i sar, 2005; Tekin i sar, 2010; Gandia
i sar, 2013; Hoefsloot i sar, 2013).

Prema podacima iz literature, pored pomenutih, identifikovane su i dve mitohondrijske
varijante (A1555G i A7445G) kod obolelih od NSOS u kombinaciji sa mutacijama u genu GJB2
(Hutchin i Cortopassi, 2000; Kenneson i sar, 2002).

1.4.5. Parcijalne delecije gena GJB6

Patogene varijante u genu G.JJB6 kod obolelih od NSOS se javljaju u mnogo manjem procentu
nego u genu GJB2. Identifikovano je svega nekoliko tackastih mutacija u ovom genu i to u
pojedinacnim slucajevima, od kojih su neke povezane sa NSAROS, a neke sa autozomno
dominantnim NSOS (Grifa i sar, 1999; Azaiez i sar, 2004; Putcha i sar, 2007). Medutim, za razliku
od retkih tackastih mutacija, kod obolelih od NSAROS dve delecije ovog gena se javljaju sa vecom
ucestalos¢u. To su dve veée parcijalne delecije, del(GJB6-D13S1830) i del(GJB6-D13S1854),
veli¢ine 309 kb i 232 kb redom, lokalizovane uzvodno od gena GJB2, ukljucujuci region izmedu gena
GJB6 1 CRYLI (Slika 12). Identifikovane su kao druga patogena mutacija kod pacijenata sa ve¢
poznatom patogenom varijantom u egzonu 2 gena GJB2 u sledeéim populacijama: Spanija,
Francuska, Italija, Izrael, Velika Britanija i Brazil (del Castillo I i sar, 2002; Dalamon i sar, 2005; del
Castillo FJ i sar, 2005; Battellino i sar, 2011).

== \\_ ............................................ |
centromera i i telomera
— i ; —
v v
GJB2 GJB6 100kb CRYL1
A A ' A
: del(chr13:19.837.43:19.968,698) 131 kb !
] I 1
Lo NN - e oo del(GJB6-D13S1830) ~309Kb ______________ Jeoe a
PR s sokbdelects ]

Slika 12. Region hromozoma 13q11-12 u kom se detektuju delecije; Sematski prikaz gena GJB2,
GJB6 1 CRYL1, veli¢ina delecija koje se mogu javiti u ovom regionu; strelicama su prikazane tacke

prekida, a isprekidane linije pokazuju veli¢inu svake delecije. (preuzeto i modifikovano sa:
https://journals.plos.org/plosone/article/figure?id=10.1371/journal.pone.0021665.g001)
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Kod osoba sa ostecenjem sluha, sa mnogo manjom ucestalos¢u, detektovana je del(GJB6-
D13S1830) u homozigotnom obliku, kao i u nekim slucajevima sloZeni heterozigoti za del(GJB6-
D13S1830) i del(GJB6-D13S1854) (del Castillo I i sar, 2003; Pandya i sar, 2003; Roux i sar, 2004;
del Castillo FJ i sar, 2005; Angeli, 2008). Evidentno je da mutacije u genu G.JB6 mogu uzrokovati
NSAROS ili same, ili zajedno sa mutacijama u genu GJB2 prema digenskom nacinu nasledivanja
(Pallares-Ruiz i sar, 2002; del Castillo 1 1 sar, 2003; del Castillo FJ i sar, 2005).

1.4.6. Genotip-fenotip asocijacije

Mutacije u lokusu DFNBI su identifikovane kod vise od 50% pacijenata sa NSAROS, kod
kojih je ostecenje sluha generalno neprogresivno, a tezina oste¢enje varira od umerenog do dubokog
(Snoeckx i sar, 2005; Hoefsloot i sar, 2013). Pokazano je da pacijenti sa bi-alelskim mutacijama u
genu GJB2, bilo u homozigotnom stanju ili kao slozeni heterozigoti, imaju veci stepen oste¢enja sluha
(Liu 1 sar, 2005). Bi-alelske mutacije koje za posledicu imaju izostanak translacije ili dovode do
translacije skra¢enog proteina (engl. truncating mutations) su asocirane sa znatno tezim stepenom
ostecenja sluha u odnosu na bi-alelske mutacije koje dovode do translacije proteina (engl. non-
truncating mutations) (Snoeckx i sar, 2005). U tzv. truncating mutacije spadaju mutacije bez smisla
(engl. nonsense), kao i delecije i insercije koje dovode do pomeranja okvira ¢itanja i nemogucnosti
ekspresije koneksina 26. Mutacije koje dovode do aminokiselinske supstitucije, odnosno mutacije
promenjenog smisla (engl. ,, missense ) i delecije koje ne dovode do pomeranja okvira Citanja spadaju
u tzv. non-truncating mutacije. Ove varijante za posledicu imaju sintezu koneksina koji ne moze
stvoriti funkcionalne koneksonske kanale, ili formira delimi¢no funkcionalne kanale sa izmenjenom
propustljivoséu (Apps i sar, 2007). Shodno tome, najveci broj mutacija u genu GJJB2 su mutacije koje
dovode do gubitka funkcije koneksina 26 i to na razli¢itim nivoima stvaranja koneksona,
koneksonskih kanala i pukotinastih veza (Martinez i sar, 2009; Srinivas i sar, 2018).

Mutacija u jednom genu koneksina, moze uticati na formiranje razli¢itih tipova koneksonskih
kanala (jer postoji veliki broj koneksina i razli¢ite moguénosti njihovog kombinovanja u koneksonski
kanal), pa samim tim postojanje jedne mutacije moze biti asocirano i sa varijetetom fenotipova
(Martinez i sar, 2009; Srinivas i sar, 2018).

1.4.7. Prednost heterozigotnih nosioca varijanti u DFNB1 lokusu

Pretpostavlja se da je visoka ucestalost oStecenja sluha vezanih za DFNBI1 lokus u nekim
populacijama posledica delovanja prirodne selekcije i asortativnog ukrStanja. Na primer, za patogenu
varijantu c¢.35delG se smatra da je njena ucestalost visoka kao posledica efekta osnivaca i da
heterozigotni nosioci imaju odredene prednosti, pa je tako ova promena evoluciono ocuvana
(Gasparini i sar, 2000; Vuckovic i sar, 2015). Prednosti nosioca ¢.35delG su poveéano zadebljanje
epidermisa koje ima ulogu u zastiti od infekcija i gastrointestinalnih bakterijskih patogena (poput
enteropatogena Escherichia coli i Shigella flexneri) (Man i sar, 2007; D’ Adamo i sar, 2009; Simpson
i sar, 2013; Vuckovic i sar, 2015). Sli¢ne prednosti u zastiti od infekcija pokazane su i kod
heterozigotnih nosioca ¢.427C>T (p.Argl43Trp) varijante gena GJB2 (Man i sar, 2007).
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1.5.  Strategija genetickog testiranja kod pacijenata sa klinic¢ki postavljenom
dijagnozom NSAROS

S obzirom na ve¢ opisanu veliku geneticku heterogenost i etnicki diverzitet, a u cilju boljeg
razumevanja molekularne osnove NSAROS, za svaku populaciju je esencijalno da se odredi
ucestalost patogenih varijanti kod obolelih. Odredivanje patogenih varijanti u ranom uzrastu je od
veoma velikog znaCaja i zbog pravovremene i odgovaraju¢e medicinske intervencije u cilju
poboljsanja vestina komunikacije i lakSeg ukljucivanja pacijenta u normalne Zivotne tokove.

Prema vodi¢u dobre prakse evropskog udruzenja za kontrolu kvaliteta molekularno-
genetickih analiza (EMQN, engl. Furopean Molecular Genetics Quality Network) geneti¢ko
testiranje za NSAROS je indikovano u slede¢im sluc¢ajevima (Hoefsloot i sar, 2013):

* Kod osoba sa bilateralnim nesindromskim senzorineuralnim poremec¢ajem sluha nepoznate
etiologije - dijagnosticko testiranje. Za svakog pacijenta kod koga je indikovano geneticko
testiranje potrebne su i informacije o porodi¢noj anamnezi, porodi¢nom stablu, srodstvu,
nacionalnosti, audiogrami ili ABR (engl. Auditory Brain Response) kod male dece, kao i
rezultati skenera (CT) ili magnetne rezonance (MRI) (Hoefsloot i sar, 2013);

* Kod roditelja i rodaka ukoliko je identifikovana jedna ili dve mutacije u DFNB1 lokusu kod
indeks pacijenta - skrining na nosioce;

* Kod partnera ukoliko je drugi indeks pacijent ili samo nosilac mutacije - skrining na nosioce.
Pored toga, procenjuje se i rekurentni rizik, tj. verovatno¢a da osoba bude nosilac i dobije
obolelo potomstvo;

* U svakoj slede¢oj trudno¢i u visokorizi¢nim porodicama gde su oba partnera dokazani nosioci
patogenih varijanti - prenatalna dijagnostika.

Pristupi i protokoli u molekularno-genetickom testiranju lokusa DFNBI1 lokusa su takode
preporuceni od strane EMQN vodic¢a dobre prakse (Hoefsloot i sar, 2013). Geneticke analize se
sprovode po slede¢em redosledu:

1. Skrining na naj¢e$¢u mutaciju ili najées¢u kombinaciju tackastih mutacija.

Ukoliko se ne identifikuje bialelska mutacija, preporucen je dalji skrining gena u lokusu

DFNBI:

2. Sekvenciranje kodirajuceg regiona gena GJB2,

3. Analiza ,splajs* mesta (5’ i 3 krajeva introna 1) gena GJB2 (najucestalija mutacija c.-
23+1G>A);

Zbog niske klinicke senzitivnosti, ne preporucuje se primena MLPA tehnike (engl. multiplex
ligation-dependent probe amplification) (komercijalni kit za oStecenje sluha P163-D1GJB-WFSI,
MRC Holland, Amsterdam, Netherlands), kao ni sekvenciranje GJB6 gena (Hoefsloot i sar, 2013).
Naime, kit P163-D1GJB-WFS1 sadrzi probe za nekoliko tackastih mutacija u genu GJB2 (c.35delG,
c.-23+1>A, c.167delT, c.235delC i c.313_326del) i probe za detekciju vecih delecija gena GJB6, ali
ne moze pouzdano detektovati del(GJB6-D13S1830) i del(GJB6-D13S1854) ve¢ se moraju potvrditi
drugom metodom. Takode, ovaj kit sadrzi i probe za druge gene koji nisu vezani za lokus DFNBI,
ukljucujucéi progresivne sindromske forme poremecaja sluha. Interpretacija rezultata dobijena ovom
metodom je u vecini sluCajeva nejasna i postoji rizik od tzv. pretestiranja (engl. overtesting).
Sekvenciranje gena GJB6 takode nije preporuceno, jer su tackaste mutacije ovog gena ¢esce asocirane
sa sindromskim progresivnim oste¢enjem sluha i koznim oboljenjima nego sa NSOS.

Znacaj genetickog testiranja kod osoba obolelih od NSAROS je veliki. Rezultati genetickog
testiranja, na prvom mestu, mogu objasniti razlog i uzrok oSte¢enja sluha. Poznavanje etiologije
oste¢enja sluha omoguéava pravovremeno planiranje medicinskog tretmana obolelih, a geneticko
testiranje moze pruZziti specificne informacije o prognozi i klinickom toku ovog oboljenja (Arnos,
2003). Geneticka informacija moZe odrediti i medicinski tretman obolelih, da li su pacijentu potrebna
odredena slusna pomagala (poput slu$nih aparata), ili su kandidati za ugradnju kohlearnih implanta.

16



Sa poznavanjem etiologije oStecenja sluha, utvrdivanjem genetickih uzroka, u ranom zivotnom dobu
se moze planirati i edukacija obolelih. Pacijenti i ¢lanovi njihove porodice mogu da se pravovremeno
upoznaju sa dostupnim obrazovnim ustanovama i programima podrske. PoSto se socijalne
moguénosti i mogucnosti zaposljavanja osoba sa oSte¢enjem sluha razlikuju, kako medu zemljama
tako i u okviru jedne zemlje, neke porodice sa ovakvom anamnezom se ¢ak sele u podrucja koja im
pruzaju odgovarajuée socijalne i obrazovne moguénosti (Arnos i sar, 1992). Veliki znac¢aj genetickog
testiranja je 1 u odredivanju statusa nosioca kod ¢lanova porodice obolelih, ¢ija informacija
omogucava davanje adekvatnog genetickog saveta pri planiranju narednih trudnoca.
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2. CILJEVI RADA

Ciljevi ove doktorske disertacije su bili:

1.

W

Validacija i verifikacija odgovaraju¢ih molekularno genetickih metoda za detekciju varijanti
u genima GJB2 i GJB6.

Odredivanje ucestalosti varijanti u genima GJB2 i GJB6 kod obolelih od NSAROS u Srbiji.
Odredivanje distribucije detektovanih varijanti i genotipova u genima GJB2 i GJB6 kod
obolelih od NSAROS u Srbiji.

Ispitivanje fenotipske varijabilnosti detektovanih varijanti — asocijacija detektovanih
genotipova sa stepenom ostecenja sluha.

Izbor pravilne strategije genetickog testiranja (odredivanje statusa nosioca i prenatalna
dijagnostika) radi genetickog savetovanja visoko rizi¢nih porodica.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Pacijenti

Studija je obuhvatala dve grupe ispitanika.

U periodu od aprila 2016. godine do januara 2019. godine na molekularno-geneticka
ispitivanja je upuceno 119 pacijenata sa dijagnozom nesindromskog autozomno-recesivnog oste¢enja
sluha, i1 ovi pacijenti su ukljuceni u prvu grupu ispitanika. Ispitanici su bili pacijenti Odseka za
audiologiju i neurootologiju, Sluzbe za otorinolaringologiju, Instituta za zdravstvenu zastitu majke i
deteta Srbije ,,Dr Vukan Cupié“ (IMD). Na osnovu porodi¢ne anamneze, klinickih analiza,
otorinolaringoloskih analiza i analiza audiograma, postavljena im je dijagnoza obostranog
senzorineuralnog osSte¢enja sluha, koja odgovara NSAROS. Od 119 pacijenata, 56 je bilo Zenskog
pola, a 63 muskog pola sa prosecnom staros¢u od 10,45 godina (Tabela 3). Audiometrijski testovi su
prvi put sprovedeni kod 103 obolela (pedijatrijski pacijenti) u trenutku postavljanja dijagnoze. Kod
starijih pacijenata (ukupno 16) je vec ranije postavljena dijagnoza NSAROS, ali je audioloskim
ispitivanjima ponovo odreden stepen ostec¢enja sluha u trenutku kada su poslati na geneticke analize.
Najmladi pacijent je imao tri meseca u trenutku postavljanja dijagnoze, dok je najstariji imao 68
godina kada je upucen na geneticke analize.

Druga grupa ispitanika je sacinjena od 160 zdravih osoba, koji su ¢lanovi porodice obolelih.
Status nosioca uraden je kod ukupno 76 majki, 76 o¢eva, jednog rodenog brata i jedne rodene sestre,
kao i kod tri bliska rodaka i njihovih partnera. Od ukupnog broja osoba ¢lanova porodice 79 je bilo
zenskog pola, a 81 muskog pola, sa proseénom staros¢u od 35,83 godine (Tabela 3). Parovima koji
su planirali potomstvo data je precizna procena rizika za status nosioca i dobijanje obolelog deteta, u
cilju donosenja adekvatne odluke za prenatalnu dijagnozu.

Tabela 3. Pol, broj i uzrast ispitivanih pacijenata obolelih od NSAROS i njihovih ¢lanova
porodice

Uzrast

Broj (prosecna

pacijenata vrednost)

(N°) izrazen u

godinama
Zenski 56 12,96
Pacijenti Muski 63 8,22
Ukupno 119 10,45
Clanovi Zenski 79 34,62
porodice Muski 81 37,06
(Status —yono 160 35,83

nosioca)

UKkupno 279 24,89

Molekularno geneticke analize su uradene na uzorcima DNK izolovane iz periferne krvi
obolelih i njihovih ¢lanova porodice u Laboratoriji za medicinsku genetiku, Instituta za zdravstvenu
zadtitu majke i deteta Srbije ,,Dr Vukan Cupié* i na Odeljenju molekularne genetike, funkcije i
terapije, Instituta za neurologiju i genetiku Kipra, Nikozija, Kipar.

Prenatalna dijagnostika je uradena kod jedne visoko-rizi¢ne porodice, u kojoj je obolelo dete
imalo identifikovan genotip, a oba roditelja su bili potvrdeni nosioci patogenih varijanti. Pre i nakon
izvodenja genetickih analiza, porodici je dat adekvatan geneticki savet u sluzbi Genetickog
savetovalista IMD-a.
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Studija je odobrena od strane Medicinskog etickog komiteta (broj 8/20, 29.06.2018. godine).
Geneticko testiranje je sprovedeno kod svih ispitanika nakon dobijanja pisane saglasnosti za DNK
analizu, potpisane od strane pacijenta/roditelja/staratelja.

3.2. Metode

3.2.1. Izolacija DNK iz periferne krvi

Izolacija DNK iz uzoraka periferne krvi svih ispitanika je uradena u Laboratoriji za
medicinsku genetiku IMD. GeneJET™ Genomic DNA Purification kit (ThermoFisher Scientific Inc,
SAD) dizajniran je za izolaciju DNK iz razli¢itih uzoraka. Princip rada zasniva se na tehnologiji
silikatnih membrana u formi okretajuc¢ih kolona. Standardna procedura pracena je izolacijom visoko
precis¢ene DNK. U zavisnosti od pocetnog materijala, vrsi se digestija uzoraka sa proteinazom K u
litickom rastvoru, uz dodavanje RNA-ze A za uklanjanje RNK. Potom, lizat se meSa sa etanolom i
nanosi na kolonu za precis¢avanje, gde dolazi do vezivanja DNK za silikatnu membranu. Necistoce
se uklanjaju ispiranjem kolone sa pripremljenim puferima za ispiranje. Izdvajanje genomske DNK
vrsi se pomocu tzv. eluacionog pufera.

Postupak izolacije iz periferne krvi je podrazumevao slede¢e korake (po uputstvu
proizvodaca):

Pomesati 200ul uzorka krvi sa 400pl litickog rastvora i 20ul proteinaze K, snazno
vorteksovati do postizanja uniformne suspenzije;

Inkubirati uzorak na temperaturi od 56°C 10 minuta, uz povremeno vorteksovanje uzorka;
Dodati 200ul 96% etanola i promesati pipetom ili vorteksovati;

Prebaciti suspenziju u GeneJET Genomic DNA Purification kolonu, smeStenu u
kolekcionu epruvetu;

Centrifugirati 1 minut na 6 000rpm,;

Baciti kolekcionu tubu u kojoj se nalazi rastvor koji je prosao kroz membranu;

GeneJET Genomic DNA Purification kolonu prebaciti u novu epruvetu od 2ml;

Dodati 500ul Wash buffer I (pravi se svez: 125ul koncentrovanog Wash buffer I + 375 pl
96% etanola);

Centrifugirati 1 minut na 8 000 rpm;

Izbaciti tecnost koja je prosla kroz membranu i vratiti kolonu nazad na kolekcionu tubu;
Dodati 500ul Wash buffer I (125 ul koncentrovanog Wash buffer Il + 375 ul 96%
etanola);

Centrifugirati 3 minuta na 13 000 rpm;

Baciti kolekcionu tubu sa rastvorom koji je prosao kroz membranu;

Prebaciti GeneJET Genomic DNA Purificaton kolonu na novu sterilnu epruvetu od 1,5ml;
Dodati 200 ul elucionog pufera na centar membrane, kako bi se izvrSilo izdvajanje
genomske DNK;

Inkubirati 2 do 5 minuta na sobnoj temperaturi;

Centrifugirati 1 minut na 8 000 rpm;

Odbaciti kolonu, pravilno obeleziti uzorak;

Izolovanu DNK Kkoristiti odmah ili ¢uvati na +4°C ili -20°C.
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3.2.2. Izolacija DNK iz uzorka horionskih resica

Izolacija fetalne DNK uradena je iz dobijenog uzorka biopsije horionskih resica, takode
upotrebom standardizovanog komercijalnog kita GeneJET™ Genomic DNA Purification kit
(ThermoFisher Scientific Inc, SAD).

Postupak je bio sledeci (po uputstvu proizvodaca):

e Iseckati tkivo u podlozi HAM (F-10 Nutrient Mixture (HAM), Ixliquid W L Glutamine)
(Gibco, ThermoFisher Scientific Inc, SAD) 1 prebaciti u epruvetu od 1,5ml. Centrifugirati 5
min na 6 000 rpm i pipetom izvuéi supernatant;

e Dodati 180pl rastvora za digestiju i 20ul proteinaze K, snazno vorteksovati do postizanja
uniformne suspenzije;

e Inkubirati uzorak na temperaturi od 56°C dok se ne lizira (1-2h), uz povremeno vorteksovanje

uzorka;

Dodati 20ul RNA-ze A, pa zatim vorteksovati;

Ostaviti na sobnoj temperaturi 10 min;

Dodati 200pl litickog rastvora i vorteksovati 15 sec;

Dodati 400 pl 50% etanola i ponovo vorteksovati;

Prebaciti suspenziju u GeneJET Genomic DNA Purification kolonu, smestenu u kolekcionu
epruvetu.

Svi naredni koraci u izolaciji su isti kao i kod prethodno opisane metode izolacije DNK iz uzorka
periferne krvi.

3.2.3. PCR-ARMS metoda

Direktna detekcija varijanti c.35delG i c.71G>A u genu GJB2 uradena je primenom
molekularno genetickih metoda za simultano umnoZzavanje nasumic¢nih mutacija (engl. Polymerase
Chain Reaction Amplification Refractory Mutation System - PCR-ARMS). Tehnika ARMS
predstavlja modifikaciju klasicne PCR metode, koja koristi prajmere (oligonukleotide) dizajnirane
tako da se razlikuju na poziciji 3’ terminalnog nukleotida - jedan prajmer je specifican za neizmenjeni
normalan, a drugi za mutirani alel, sa razlikom u jednom nukleotidu. U zavisnosti od toga da li uzorak
DNK ima odredenu mutaciju ili ne, do¢i ¢e do amplifikacije, odnosno do njenog izostanka. Na taj
nacin omogucena je detekcija tackastih mutacija i manjih delecija u DNK molekulu (Bottema i sar,
1993).

Koncentracije sastojaka smese i uslovi PCR reakcija su delimi¢no modifikovani prema
protokolu rada Laboratorije za medicinsku genetiku IMD. Modifikacija je omogucila dobijanje
adekvatnih koncentracija specifi¢nih PCR produkata, radi postizanja jasno razdvojenih traka na gelu,
bez nespecificnih produkata.

Tehnika PCR-ARMS se zasniva na kori§¢enju jednog zajednickog nizvodnog prajmera (engl.
Reverse Common- R-Com) za obe reakcije, uzvodnog prajmera za detekciju normalnog alela (engl.
Forward Normal- F-Nor) i uzvodnog prajmera za detekciju mutiranog alela (engl. Forward Mutant-
F-Mut). Kao interna kontrola za obe reakcije, koris¢en je kontrolni fragment amelogenin (duzina
produkta 360 bp) (Grillo i sar, 2015) (Tabela 4).
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Tabela 4. Nazivi i sekvence koriS¢enih oligonukleotida kontrolnih fragmenata amelogenina

Oznaka o2 DuZina

. Sekvenca (5°-3°) »rodukta (bp)
CTLA CCCACCTTCCCCTCTCTCCAGGCAAATGGG 360
CTLB GGGCCTCAGTCCCAACATGGCTAAGAGGTG

3.2.3.1.PCR-ARMS reakcija za direktnu detekciju varijante ¢.35delG u genu GJB2

Za direktnu detekciju mutacije ¢.35delG gena GJB2 koris¢ena je delimi¢no modifikovana
PCR-ARMS metoda opisana ranije (Lucotte i sar, 2001; Scott i sar, 1998).

U dve odvojene PCR reakcije se vr§i umnozavanje normalnog i mutiranog alela. Reakcione
smese ove dve reakcije, kao i PCR uslovi su identi¢ni. Jedina razlika je u primeni odgovarajuéeg seta
prajmera: Gdel35Nor za detekciju normalnog alela i Gdel35Mut za detekciju mutiranog alela.
Zajednicki nizvodni prajmer je Gdel35Com. Uzorak genomske DNK koncentracije 100ng je
inicijalno denaturisan 5 min na 95°C i amplifikovan u 30 ciklusa (95°C 40 sec, 60°C 30 sec, 72°C 30
sec). Reakciona smesa (25pl) je sadrzala sledece komponente: 0,2 pmol/pl pojedinacnih prajmera
(Tabela 5), 0,2mM dNTPs (EurX, Poljska), 1,5mM MgCl, (Solis BioDyne, Estonija), SU Taq
polimeraze (Solis BioDyne, Estonija), 10x koncentrovanog reakcionog pufera (Tris, NHs-sulfat,
BSA) (Solis BioDyne, Estonija) i ddH»O do ukupne zapremine smeSe. Reakcija je izvodena u aparatu
2720 Thermal cycler (Applied Biosystems, SAD).

Tabela 5. Nazivi i sekvence kori$¢enih oligonukleotida za detekciju varijante ¢.35delG gena GJB2

Oznaka S DuzZina
prajmera >SN, produkta (bp)
Gdel35 Nor* TTGGGGCACGCTGCAGACGAT CCTGGGGAG
Gdel35 Mut** TTGGGGCACGCTGCAGACGAT CCTGGGGAT
202

Gdel3S Com*** GAAGTAGTGATCGTAGCACACGTT CTTGCA

*@Gdel35 Nor- uzvodni prajmer za neizmenjeni normalan alel
**Gdel35 Mut- uzvodni prajmer mutirani alel
*#*Gdel35 Com- zajednicki nizvodni prajmer

3.2.3.2. PCR-ARMS reakcija za direktnu detekciju varijante ¢.71G>A u genu GJB?2

Detekcija patogene varijante c.71G>A omogucena je primenom PCR-ARMS metode prema
delimi¢no modifikovanoj metodi Scotta i saradnika (1998).

Dve odvojene PCR reakcije za detekciju normalnog i mutiranog alela se razlikuju po setu
koriS¢enih prajmera i broju PCR ciklusa amplifikacije (za normalan alel 32, a za mutiran alel 35
ciklusa). Uslovi za PCR reakcije amplifikacije 100ng genomske DNK su bili sledeci: inicijalna
denaturacija 5 min na 95°C i amplifikacija u 32/35 ciklusa (95°C 40 sec, 60°C 30 sec, 72°C 30 sec).
Reakciona smesa (25p1) se sastojala od: 0,2pmol/ul pojedinacnih prajmera (Tabela 6), 0,2mM dNTPs
(EurX, Poljska), 1,5mM MgCl2 (Solis BioDyne, Estonija), SU Taq polimeraze (Solis BioDyne,
Estonija), 10x koncentrovanog reakcionog pufera (Tris, NHs-sulfat, BSA) (Solis BioDyne, Estonija)
i ddH>O do ukupne zapremine smeSe. Reakcija PCR je izvodena u aparatu 2720 Thermal cycler
(Applied Biosystems, SAD).
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Tabela 6. Nazivi i sekvence koriS¢enih oligonukleotida za detekciju varijante ¢.71G>A gena G.JB2

Duzina
. 9 10
Oznaka prajmera Sekvenca (5°-3%) s i L
W24X Nor* CAAACACTCCACCAGCATTGGAAAGATCGG
W24X Mut** CAAACACTCCACCAGCATTGGAAAGATCGA 169

W24X Com***  GAAGTAGTGATCGTAGCACACGTT CTTGCA
*W24X Nor- uzvodni prajmer za neizmenjeni normalan alel
**W24X Mut- uzvodni prajmer mutirani alel
**#*¥W24X Com- zajednicki nizvodni prajmer

U PCR reakcionu smesu, nakon razlivanja u odgovarajuc¢e PCR tubice, dodaju se uzorci DNK
pacijenata, kontrolni uzorci i ddH2O (negativna kontrola - tzv. blank). Kontrolni uzorci su poznati
DNK uzorci sa detektovanom varijantom c.35delG ili ¢.71G>A u homozigotnom i heterozigotnom
stanju, kao i uzorak DNK bez detektovanih mutacija. Kontrole sluze za proveru uspesnosti PCR
reakcije, kao i za iskljuCenje prisustva eventualne kontaminacije uzorka/smese.

3.2.3.3. Priprema agaroznog gela i horizontalna elektroforeza

Produkti PCR-ARMS reakcije se razdvajaju na 2% agaroznom gelu, na horizontalnom
sistemu za elektroforezu. Postupak je bio sledeci:
* 2% rastvor agaroze (w/v) u 1xXTBE puferu (45 mM Tris-borat, | mM EDTA, pH 8,0) zagrejan je do
kljucanja;
* U gel je dodat EtBr u finalnoj koncentraciji 0,5pug/ml. Zagrejani gel je potom ohladen do temperature
od oko 60°C;
* Ohladeni gel je naliven u kadicu za gel i ostavljen je da polimerise;
* Dobijeni PCR produkti su pomesani sa bojom (2% Orange G (Sigma-Aldrich, SAD) (w/v), 87%
glicerol (v/v), S0XTAE (engl. Tris-acetate-EDTA), ddH20): 10ul produkta sa Sul boje Orange G;
* U prvo i poslednje leziste na gelu je sipano 10ml DNK standarda za veli¢inu (DNK markeri:
GeneRuler 1kb DNA ladder 1 ®X174 (ThermoFisher Scientific Inc, USA), DNA-Hae III Digest DNA
ladder (Fermentas, Nemacka)) radi odredivanja duZine produkata;
* Elektroforeza je vrSena 45 min u 1XxTBE puferu pri konstantnom naponu od 85V u sistemu za
elektroforezu Wide Mini-sub Cell GT (BioRad, SAD);
* Gel je izlagan UV svetlu (A=254 nm) na transiluminatoru ETX-F20.M transilumminator (Vilder
Lourmat, Francuska) i odredivan je kvalitet i veli¢ina PCR produkata.

3.2.3.4. Analiza PCR produkata

Rezultati su interpretirani poredenjem sa DNK kontrolama poreklom od zdravih osoba, kao i
od osoba sa heterozigotnom i homozigotnom varijantom c.35delG i ¢.71G>A , na slede¢i nacin (Slika
13):

e Gornje trake predstavljaju umnoZene kontrolne fragmente amelogenina (360 bp);

e Trake koje se nalaze na nizim pozicijama u odnosu na kontrolne fragmente amelogenina su
umnozeni fragmenti poreklom od ispitivanih varijanti; c.35delG (202 bp) i ¢.71G>A (169
bp);

e oznake +1— se odnose na prisustvo, odnosno odsustvo ispitivane varijante;
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e Posto postoje dve reakcione smese, za detekciju normalnog i mutiranog alela, moguce je
odrediti prisustvo/odsustvo varijante na svakom alelu.

360 bp
A 202/169 bp
-/- +/- +/+
360 bp
B 202/169 bp

Slika 13. Sematski prikaz oéekivanih PCR-ARMS produkata direktne detekcije varijante c.35delG
(duzine 202 bp), odnosno ¢.71G>A (duzine 169 bp) sa internom kontrolom (amelogenin, 360 bp); A.
PCR reakcija za detekciju normalnog alela, B. PCR reakcija za detekciju mutiranog alela; -/-
predstavlja uzorak bez identifikovane ispitivane varijante; +/- predstavlja uzorak heterozigot za
c.35delG ili c.71G>A; +/+ je uzorak homozigota za varijantu c.35delG ili c.71G>A.

3.2.4. PCR-RFLP metoda

Princip metoda reakcije lanCanog umnozavanja za ispitivanje polimorfizama duzine
restrikcionih fragmenata (engl. Polymerase Chain Reaction- Restriction Lenght Fragment
Polymorphism - PCR-RFLP) se zasniva na amplifikaciji zeljenog regiona DNK molekula, koji se
potom tretira odgovaraju¢im restrikcionim enzimima (endonukleazama). U zavisnosti od toga da li
je mutacija prisutna ili ne, restrikciono mesto za endonukleazu ¢e postojati ili ¢e biti odsutno. Kao
rezultat seCenja enzimom, dobijaju se fragmenti DNK razli¢ite duzine (diferencijacija alela) koji se
razdvajaju elektroforezom.
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3.2.4.1. PCR-RFLP metoda za direktnu detekciju varijante c.101T>C u genu GJB2

Za direktnu detekciju varijante ¢.101T>C gena G.JB2 kod NSAROS pacijenata koriS¢ena je
delimi¢no modifikovana PCR-RFLP metoda opisana ranije (Perea i sar, 2007; Al Achkar i sar, 2011).
Modifikacija se zasnivala na promeni koncentracija pojedinih sastojaka PCR smese, koja je
omogucila dobijanje adekvatnih koncentracija specificnih PCR produkata, kao i njihovu potpunu
digestiju radi postizanja jasno razdvojenih traka na gelu, bez nespecificnih produkata.

Uzorak genomske DNK koncentracije 60ng je inicijalno denaturisan 5 min na 94°C i
amplifikovan u 40 ciklusa (94°C 1 min, 60°C 1 min, 72°C 1 min), sa finalnom ekstenzijom od 5 min
na 72°C. Reakciona smesa (25ul) je sadrzala sledec¢e komponente: 0,2pmol/ul pojedinacnih prajmera
(Tabela 7), 0,5mM dNTPs (EurX, Poljska), 1,5mM MgCl, (Solis BioDyne, Estonija), SU Taq
polimeraze (Solis BioDyne, Estonija), 10x koncentrovanog reakcionog pufera (Tris, NHs-sulfat,
BSA) (Solis BioDyne, Estonija) i ddH>O do ukupne zapremine smese. Reakcija PCR je izvodena u
aparatu 2720 Thermal cycler (Applied Biosystems, SAD).

Tabela 7. Nazivi i sekvence koris¢enih oligonukleotida za umnoZavanje regiona sa varijantom
c.101T>C gena GJB2

Duzina produkta

Oznaka prajmera Sekvenca (5°-3°) (bp)
M34T1 CCTTTGCAGCCACAACGAT 144
M34T2 CAAACCGCCCAGAGTAGAAG

Kvalitet PCR produkata pre digestije se proverava elektroforezom na 2% agaroznom gelu sa
EtBr finalne koncentracije 0,5n1g/ml koji se koristi za vizuelizaciju produkata. Produkti su analizirani
posmatranjem gela na transiluminatoru ETX-F20.M transilumminator (Vilder Lourmat, Francuska).
Duzina dobijenih PCR produkata je odredivana poredenjem sa DNK standardom za veli¢inu (@X174
DNA-Hae III Digest DNA ladder) (Fermentas, Nemacka). UspeSnost PCR reakcije i odsustvo
kontaminacije potvrdeno je odsustvom produkata na gelu u kontrolnoj PCR tubici bez DNK uzorka
(negativna kontrola-blank).

Dobijeni PCR produkti su digestovani restrikcionim enzimom Bcll (izolovan iz Bacillus
caldolyticus). Reakciona smeSa za enzimsku digestiju je sadrzala: 3ul pufera za digestiju (10mM
Tris-HCI (pH 7.4 na 25°C), 100mM KCI, ImM EDTA, 1mM DTT, 0,2mg/mL BSA i 50% glicerol),
2ul 10U/ul enzima Bcell (Thermo Fisher Scientific, USA), 15ul PCR produkta i ddH20 do ukupne
zapremine smese. Smesa se inkubira na 55°C 16 h.

Analiza produkata enzimske digestije:

e Detekcija produkata enzimske digestije je vrSena na 2% agaroznom gelu sa EtBr u ¢ija leziSta
je nanoseno 15ul produkta sa Sul boje Orange G (Sigma-Aldrich, SAD);

e U poslednje leziste na gelu je sipano 10ul DNK standarda za veli¢inu (@X174 DNA-Hae 111
Digest DNA ladder) (Fermentas, Nemacka) radi odredivanja duzine produkata;

e Razdvajanje produkata digestije je vrSeno na horizontalnoj elektroforezi, 1,5h pri
konstantnom naponu od 85V. Vizuelizacija produkata je uradena na UV transiluminatoru
ETX-F20.M transilumminator (Vilder Lourmat, Francuska).

Rezultati su interpretirani poredenjem sa DNK kontrolama poreklom od zdravih osoba, kao i
od osoba sa detektovanom varijantom c.101T>C. U ovom slucaju, ukoliko je varijanta ¢.101T>C
prisutna ne postoji mesto secenja koris¢enog restrikcionog enzima, $to se tumaci na slede¢i nacin
(Slika 14):
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Slucaj 1: nakon digestije sa restrikcionim enzimom Bcll, produkt ¢e ostati nedigestovan (144 bp) Sto
odgovara homozigotnom obliku detektovane c.101T>C varijante;

Slucaj 2: nakon digestije sa restrikcionim enzimom Bcll, jedan produkt ¢e ostati nedigestovan (144
bp) a drugi ¢e biti isecen na dva fragmenta od 121 bp i 23 bp. Fragment od 23 bp migrira sa gela
ostavljajuci veci digestovani fragment (121 bp), §to odgovara heterozigotnom obliku c.101T>C
varijante;

Slucaj 3: nakon digestije PCR produkti ¢e biti iseCeni na dva fragmenta od 121 bp i 23 bp. Fragmet
od 23 bp migrira sa gela ostavljaju¢i ve¢i digestovani fragment (121 bp), $to odgovara odsustvu
¢.101T>C varijante na oba alela (engl. wild type).

1 2 3

[r—_ — 144 bp

121 bp

Slika 14. Sematski prikaz o¢ekivanih PCR produkata nakon digestije Bcll enzimom; 1 - uzorak
homozigot za c.101T>C; 2 - uzorak heterozigot za c.101T>C; 3 - uzorak bez detektovane varijante

3.2.4.2. PCR-RFLP metoda za direktnu detekciju splajs mutacije c.-23+1G>A egzona 1
gena GJB2

Za direktnu detekciju splajs mutacije c.-23+1G>A egzona 1 gena GJB2 koris¢ena je PCR-
RFLP metoda opisana ranije (Neocleous i sar, 2014). PCR reakcijom se vr$i umnozavanje egzona |
gena GJB2. Uzorak genomske DNK koncentracije 100ng je inicijalno denaturisan 5 min na 95°C i
amplifikovan u 35 ciklusa (95°C 45 sec, 60°C 45 sec, 72°C 45 sec), sa finalnom ekstenzijom od 10
min na 72°C. Reakciona smesa (20pl) je sadrzala slede¢e komponente: 10x PCR puffer (QIAGEN),
Q solution (QIAGEN), 0,2mM dNTPs (SIGMA), Spmol/ul koncentracije pojedinacnih prajmera
(Tabela 8), 5U Taq polimeraze (QIAGEN) i ddH20 do ukupne zapremine smese.

Tabela 8. Nazivi i sekvence koris¢enih oligonukleotida za umnoZavanje egzona 1 gena GJB2

Oz.naka Sekvenca (5’-3") Duzina produkta
prajmera bp

Cx26 Ex1F GGGGCTCAAAGGAACTAGGA 499

Cx26 Ex1R AAGGACGTGTGTTGGTCCAG

Kvalitet PCR produkata pre digestije je proveravan elektroforezom na 2% agaroznom gelu sa
EtBr finalne koncentracije 0,5ug/ml koji se koristi za vizuelizaciju produkata. Produkti su analizirani
posmatranjem gela na transiluminatoru. Duzina dobijenih PCR produkata je odredivana poredenjem
sa DNK standardom za veli¢inu (@X174 DNA-Hae Il Digest DNA ladder) (Fermentas, Nemacka).
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Uspesnost PCR reakcije i odsustvo kontaminacije potvrdeno je odsustvom produkata na gelu u
kontrolnoj PCR tubici bez DNK uzorka (negativna kontrola-blank).

UmnoZeni egzon 1 se tretira digestijom restrikcionim enzimom Hphl (izolovan iz E.coli koja
nosi klonirani gen AphiR iz Haemophilus parahaemolyticus). Reakciona smesa je sadrzala: 2l pufera
za digestiju (10 mM Tris-HCI (pH7.4 na 25°C), 100mM KCI, ImM EDTA, ImM DTT, 0,2mg/mL
BSA i 50% glicerol), 0,5ul 10U/ul enzima Hphl (Thermo Fisher Scientific, SAD), 3ul PCR produkta
1 ddH20 do ukupne zapremine smese. Inkubacija enzima se vr$i na 37°C u trajanju od 3 h.

Analiza produkata enzimske digestije:
e Detekcija produkata enzimske digestije je vrSena na 2% agaroznom gelu sa EtBr u ¢ija leziSta
je nanoseno 15ul produkta sa Sul boje Orange G (Sigma-Aldrich, SAD);
e U poslednje leziste na gelu je sipano 10ul DNK standarda za veli¢inu (@X174 DNA-Hae 111

Digest DNA ladder) (Fermentas, Nemacka) radi odredivanja duzine produkata;

e Produkti digestije su se razdvajali na horizontalnoj elektroforezi, 20 min pri konstantnom
naponu od 85V. Vizuelizacija produkata je uradena na UV transiluminatoru.

Rezultati su interpretirani poredenjem sa DNK kontrolama poreklom od zdravih osoba, kao i
od osoba heterozigotnih nosioca mutacije c.-23+1G>A. Ukoliko uzorak koji nije nosilac navedene
varijante (N/N) njegov PCR produkt trebalo bi da ima dve trake duzine 386 bp i 113 bp (postoji mesto
secenja enzimom). PCR produkt heterozigotnog uzorka bi trebalo da ima tri trake duzine 499 bp, 386
bp i 113 bp. Ukoliko je prisutna varijanta c.-23+1G>A u homozigotnom obliku, ne postoji mesto
secenja koris¢enim restrikcionim enzimom pa se detektuje jedan nedigestovani produkt duzine 499
bp (Slika 15).

NN . Heterozigot Homozigot
Bez mutacije

Slika 15. Sematski prikaz produkata PCR-RFLP reakcije nakon digestije Hphl restrikcionim
enzimom za direktnu detekciju mutacije c.-23+1G>A egzona 1 gena GJB2

3.2.4.3. PCR-RFLP metoda za direktnu detekciju mitohondrijske varijante
m.1555A>G gena MTRNRI

Za direktnu detekciju mitohondrijske varijante gena MTRNRI m.1555A>G (stari naziv
A>G1555) koriséena je PCR-RFLP metoda opisana ranije (Neocleous i sar, 2014). PCR reakcijom
se vr§i umnozavanje gena MTRNRI. Uzorak izolovane DNK koncentracije 100ng je inicijalno
denaturisan 5 min na 95°C i amplifikovan u 35 ciklusa (95°C 45 sec, 60°C 45 sec, 72°C 45 sec), sa
finalnom ekstenzijom od 10 min na 72°C. Reakciona smesa (20ul) je sadrzala sledece komponente:
10xPCR puffer (QIAGEN), Q solution (QIAGEN), 0,2mM dNTPs (SIGMA), Spmol/ul koncentracije
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pojedinacnih prajmera (Tabela 9), SU Taq polimeraze (QIAGEN) i ddH>O do ukupne zapremine
smese.

Tabela 9. Nazivi i sekvence kori$¢enih oligonukleotida za umnoZzavanje gena MTRNR I

DuzZina produkta

Oznaka prajmera Sekvenca (5°-3’) bo
MTRNRIA>G1555F AGACGTTAGGTCAAGGTG 460+360
MTRNRIA>G1555R GTTTAGCTCAGAGCGGTC

Kvalitet PCR produkata pre digestije je proveravan elektroforezom na 2% agaroznom gelu sa
EtBr finalne koncentracije 0,5n1g/ml koji se koristi za vizuelizaciju produkata. Produkti su analizirani
posmatranjem gela na transiluminatoru. Duzina dobijenih PCR produkata je odredivana poredenjem
sa DNK standardom za veli¢inu (@X174 DNA-Hae 11l Digest DNA ladder) (Fermentas, Nemacka).
Uspesnost PCR reakcije i odsustvo kontaminacije potvrdeno je odsustvom produkata na gelu u
kontrolnoj PCR tubici bez DNK uzorka (negativna kontrola-blank).

Umnozeni gen MTRNRI se tretira digestijom restrikcionim enzimom BsmAl (izolovan iz
Acinetobacter lwoffi RFL26). Reakciona smesa je sadrzala: 2l pufera za digestiju (10mM Tris-HCI
(pH 7.4 na 25°C), 100mM KCI, ImM EDTA, ImM DTT, 0,2mg/mL BSA i 50% glicerol), 0,75ul
10U/ul enzima BsmAl (Thermo Fisher Scientific, SAD), 3ul PCR produkta i ddH,O do ukupne
zapremine smese. Inkubacija enzima se vr$i na 55°C 3 h.

Analiza produkata enzimske digestije.
e Detekcija produkata enzimske digestije je vrSena na 2% agaroznom gelu sa EtBr u ¢ija leziSta
je nanoseno 15ul produkta sa Sul boje Orange G (Sigma-Aldrich, SAD);
e U poslednje leziste na gelu je sipano 10ul DNK standarda za veli¢inu (@X174 DNA-Hae 111

Digest DNA ladder) (Fermentas, Nemacka) radi odredivanja duzine produkata;

e Produkti digestije su se razdvajali na horizontalnoj elektroforezi, 20 min pri konstantnom
naponu od 85 V. Vizuelizacija produkata je uradena na UV transiluminatoru.

Rezultati su interpretirani poredenjem sa DNK kontrolama poreklom od zdravih osoba, kao i
od osoba sa heteroplazmijom (“heterozigotnih nosilaca”) mitohondrijske varijante m.1555A>G na
slede¢i nac¢in: PCR produkt uzorka koji nije nosilac navedene varijante (N/N) trebalo bi da ima dve
trake duzine 234 bp i 110 bp (postoji mesto secenja enzimom); PCR produkt heterozigotnog uzorka
bi trebalo da ima tri trake duzine 344 bp, 234 bp i 110 bp; PCR produkt uzorka koji nosi varijantu na
oba alela trebalo bi da ima samo jedan, nedigestovani produkt duZine 344 bp (Slika 16).

NIN Heterozigot Homozigot
344bp
234bp —— —
110bp —— —

Slika 16. Sematski prikaz produkata PCR-RFLP reakcije nakon digestije BsmAl restrikcionim
enzimom za direktnu detekciju mitohondrijske varijante gena MTRNRI m.1555A>G
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3.2.5. Multipleks PCR metoda

Metoda multipleks PCR-a se zasniva na istovremenoj amplifikaciji viSe razli¢itih sekvenci
DNK u jednoj reakciji. Ova simultana amplifikacija razli¢itih regiona DNK molekula je omogucena
koris¢enjem visestrukih setova prajmera u jednoj PCR reakciji, koji su specifi¢ni za razlic¢ite DNK
sekvence.

3.2.5.1. Multipleks PCR reakcija za detekciju delecije del(GJB6-D13S1830) u genu
GJB6

Detekcija vece parcijalne delecije veli¢ine 309 kb gena GJB6 je omoguéena primenom
multipleks PCR reakcije opisane ranije (Wu i sar, 2003). Genomska DNK koncentracije 100ng
umnozavana je u 20ul reakcione smese koja je sadrzala: 10x PCR puffer (QIAGEN), Q solution
(QIAGEN), 0,2mM dNTPs (SIGMA), 10pmol/pul koncentracije pojedinacnih prajmera (Tabela 10),
5U Taq polimeraze (QIAGEN) i ddH20 do ukupne zapremine smeSe. Uslovi PCR reakcije su bili
sledec¢i: inicijalna denaturacija uzorka (95°C 5 min); 35 ciklusa (95°C 45 sec; 60°C 45 sec; 72°C 45
sec); finalna ekstenzija (72°C 10 min). Kori$¢eni prajmeri prikazani u Tabeli 10. su kreirani tako da
prvi par prajmera (GJB6-1R i BKR-1) umnozavaju internu kontrolu gena G.JB6, dok drugi par
prajmera (STS-CX636 F i STS-CX636 R) umnozava fragment ukoliko je prisutna delecija. Na ovaj
nacin je moguce odrediti i homozigote i heterozigotne nosioce, zato sto kod homozigotne delecije
dolazi i do delecije kontrolnih fragmenata.

Tabela 10. Nazivi i sekvence koriS¢enih oligonukleotida za detekciju delecije del(GJB6-D13S1830)

gena GJB6
Oznaka prajmera Sekvenca (5°-3°) Duzmz;;);;) dukta
GJB6-1R (R) TTTAGGGCATGATTGGGGTGATTT 360
BKR-1 (F) CACCATGCGTAGCCTTAACCATTTT
STS-CX636 F TGCCCACCCCCCAAGTAGAG 460

STS-CX636 R TTTCGGTTTCATTCATTTTCCCTATT

Detekcija PCR produkata je vrSena na 2% agaroznom gelu sa EtBr (horizontalna
elektroforeza, 85 V, 1 h) na koji je nanoSeno 5pul boje (Orange G, Sigma-Aldrich, SAD) i 10ul
produkta. Vizuelizacija je uradena na UV transiluminatoru. Ukoliko je delecija bila prisutna, dobijen
je PCR produkt duzine 460 bp. Uspesnost reakcije potvrdena je prisustvom produkta duzine 360 bp,
koji je bio interna kontrola ovog gena (Slika 17). U prisustvu homozigotne delecije dolazi do delecije
i fragmenta interne kontrole. Rezultati su uporedivani sa kontrolama koje su predstavljale kako osobe
bez delecije tako i osobe sa ve¢ dijagnostikovanom heterozigotnom parcijalnom delecijom
ispitivanog gena GJB6. Takode, uspesnost PCR reakcije i odsustvo kontaminacije potvrdeno je
odsustvom produkata na gelu u kontrolnoj PCR tubici bez DNK uzorka (negativna kontrola-blank).
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N/N Del3S1860 Del3S1860
Bez mutacije Heterozigot Homozigot
460 bp — —
360 bp — —

Slika 17. Sematski prikaz produkata multipleks PCR reakcije za detekciju del(GIB6-D13S1860)

3.2.5.2. Multipleks PCR reakcija za detekciju delecije del(GJB6-D13S1854) u genu
GJB6

Identifikacija druge parcijalne delecije u genu GJB6 veli¢ine 232 kb se zasniva na principu
multipleks PCR reakcije, prema delimi¢no modifikovanim uslovima originalne metode (del Castillo
FJ i sar, 2005). Naziv, sekvence i duzina produkata koris¢enih PCR prajmera su prikazani u Tabeli
11. Reakciona smeSa (20ul) se sastojala od izolovane DNK koncentracije 100ng i sledecih
komponenti: 10xPCR puffer (QIAGEN), Q solution (QIAGEN), 0,2mM dNTPs (SIGMA), 10pmol/ul
koncentracije pojedinacnih prajmera (Tabela 11), SU Taq polimeraze (QIAGEN) i ddH20 do ukupne
zapremine smese. Uslovi PCR reakcije: inicijalna denaturacija uzorka (95°C 5 min); 5 ciklusa (94°C
40 sec; 65-72°C 45 sec); 25 ciklusa (94°C 40 sec; 60°C 40 sec; 72°C 40 sec); finalna ekstenzija (72°C
7 min).

Tabela 11. Nazivi i sekvence koris¢enih oligonukleotida za detekciju delecije del(GJB6-D13S1854)

gena GJB6
Oznaka prajmera Sekvenca (5°-3%) Duzmazg)l:')o duka
GJB6-1R TTTAGGGCATGATTGGGGTGATTT 360
BKR-1 CACCATGCGTAGCCTTAACCATTTT
D13S1854 F CTCCATCCTGGGTGACAGAGTGAG 564

D13S1854 R AGGAAGAGCTGGGGTTGCTAAGAA

Svaka reakcija, pored uzoraka DNK koji su ispitivani, sadrzala je i uzorke pozitivne kontrole
(heterozigotni nosilac delecije), negativne kontrole (uzorak bez delecije) i blank (uzorak bez dodate
DNK). Od svakog uzorka ukupno 10ul PCR produkata je mesano sa Sul Orange G boje. Razdvajanje
i vizuelizacija PCR produkata je vrSena na horizontalnoj elektroforezi na 2% agaroznom gelu, a
potom na UV transiluminatoru. Na Slici 18 je predstavljen Sematski prikaz produkata nakon PCR
reakcije 1 horizontalne elektroforeze.
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N/N Del3S1854 Del3S1854

Het ioot H ot

Bez delecije eterozigo omozigo
564 bp
360 bp

Slika 18. Sematski prikaz produkata multipleks PCR reakcije za detekciju del(GIB6-D13S1854)

3.2.6. Detekcija varijanti primenom metode sekvenciranja egzona 2 gena GJB2

Poslednji korak u analizi je bila tehnika sekvenciranja egzona 2 u genu GJB2.
Za dobijanje i amplifikaciju DNK fragmenata koji u sebi sadrze ¢itavu kodirajucu sekvencu gena
GJB2, a zatim i metoda sekvenciranja dobijenih PCR produkata koris¢ene su metode opisane ranije
(Neocleous i sar, 2006).

3.2.6.1. PCR umnozZavanje egzona 2 gena GJB2

Najpre je reakcijom PCR umnozen kodirajuci egzon 2 gena GJB2. Kori$¢eni prajmeri (GJB2
F i GJB2 R), njihove sekvence, kao i veli¢ina produkta PCR prikazani su u Tabeli 12. Isti prajmeri
su kori§c¢eni 1 u postupku sekvenciranja, zajedno sa jos dva dodatna uzvodna i nizvodna unutrasnja
prajmera, Cije su sekvence takode prikazane u Tabeli 12. PCR smesa u ukupnoj zapremini od 25ul je
sadrzala: 10xPCR pufer (QIAGEN), Q solution (QIAGEN),0,2 mM dNTPs (SIGMA), Spmol uzvodni
i Spmol nizvodni prajmer, 0,5U Taq DNK polimeraze (QIAGEN), 100-200 ng DNK matrice i ddH-0O
do ukupne zapremine smese. PCR je izvoden prema slede¢em protokolu: inicijalna denaturacija 5
min na 95°C; 35 ciklusa (45 sec na 95°C, 45 sec na 61°C, 45 sec na 72°C); finalna ekstenzija 10 min
na 72°C (Neocleous i sar, 2006).

Tabela 12. Nazivi i sekvence koris¢enih oligonukleotida za umnozavanje i sekvenciranje egzona 2

gena GJB2
Oznaka prajmera Sekvenca (5°-3°) Duzmz;;);)o dukta
GJB2 F GGTGAGGTTGTGTAAGAGTTGG 314
GJB2 R AGCAGAGCTCCATTGTTGCATC
GJB2 R1 CTCCCCCTTGATGAACTTCC /
GJB2 FI CTGCAGCTGATCTTCGTGTCC

Kvalitet PCR produkata pre sekvenciranja se proverava elektroforezom na 2% agaroznom
gelu sa EtBr, koji se koristi za vizuelizaciju produkata. Produkti, Sul, su mesani sa Sul Orange G
boje, a zatim analizirani posmatranjem gela na transiluminatoru. Duzina dobijenih PCR produkata
(814 bp) je odredivana poredenjem sa DNK standardom za veli¢inu (@X174 RF DNA/Hae III).
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Produkti umnozavanja su ¢uvani na +4°C. U daljem postupku, PCR produkti precis¢avani su
upotrebom enzima ExoSAP-IT® (Affymetrix UK Ltd. USB®) na slede¢i nacin: smeSa 2pul PCR
produkta i 1,2ul enzima su inkubirani na 37°C 15 min, kako bi se degradovali preostali prajmeri i
dinukleotidi koji se nisu vezali; zatim sledi inkubacija na 80°C u trajanju od 15 min kojom se postize
inaktivacija ExoSAP-IT enzima. Ovako dobijeni pre¢iséeni produkti se ¢uvaju u mraku na -20°C i
spremni su za sekvenciranje.

3.2.6.2. Sekvenciranje egzona 2 gena GJB2

Sekvenciranje egzona 2 gena GJB2 izvrSeno je upotrebom modifikovane PCR metode
terminacije sinteze (engl. termal cycling sequencing method) (Neocleous i sar, 2006). Smese su
pripremane u ukupnoj zapremini od 20ul i sadrzale su: 3ul precis¢enog PCR produkta, 1uM
odgovarajuc¢ih prajmera, 3pl BigDye Terminator v1.1/v3.1 sequencing buffer (Applied Biosystems,
SAD)i2ul BigDye Terminator vi.1/v3.1 Cycle Sequencing Kit-a (Applied Biosystems, SAD) i ddH.O
do ukupne zapremine smese. Reakcija sekvenciranja izvodena je prema slede¢em protokolu: 1 min
na 96°C; 25 ciklusa (10 sec na 96°C, 5 sec na 50°C, 4 min na 60°C). Produkti amplifikacije su ¢uvani
na -20°C do precis¢avanja i dalje analize.

3.2.6.3. PreciSéavanje reakcije sekvenciranja i analiza na automatskom DNK
sekvenatoru

Precis¢avanje reakcije sekvenciranja je sprovodeno na dva nacina:
1 Preciscavanje kolonicama (kertridz-om):
e Centrifugirati gel filtrirajuéi kertridz (Performa Gel filtration Cartridge, EdgeBio Systems,

Spanija) 2 min na 850 x g;

e Prebaciti kertridZ na mikrotitarsku plocu sa 96 lezista i dodati PCR produkte u svako leziste;

e Centrifugirati 2 min na 850 x g.

Ovako pripremljenu mikrotitarsku plocu sa 96 lezista staviti u masinu za sekvenciranje

(3130xI Genetic Analyzer, Applied Biosystems, SAD)

1I Preciséavanje precipitacijom:

» U svaku reakciju sekvenciranja dodavano je 20ul ddH»O, 4,2ul Na-Acetata 1 100ul 99%
ohladenog etanola;

* Smesa je inkubirana 15 min u mraku na sobnoj temperaturi i nakon toga centrifugirana 15 min
na 13 000 rpm na sobnoj temperaturi. Odliti supernatant;

* U talog dodati 140pl 70% ohladenog etanola;

* Centrifugirati 15 min na 13 000 rpm na sobnoj temperaturi. Odliti supernatant;

* Susiti talog 2 min na 90°C;

* U talog dodati 15ul HiDi Formamida (4Applied Biosystems, SAD);

* Denaturisati uzorke 2 min na 95°C, ohladiti 2 min na +4°C, prebaciti na mikrotitarsku plocu sa

96 lezista i staviti u masinu za sekvenciranje (3130x! ili 3500 Genetic Analyzer, Applied

Biosystems, SAD).

Sekvence su ocitavane automatski, uz koris¢enje Segscape Software-a v2.7 (Applied
Biosystems, SAD), Chromas v. 1.0 programa i Multalin programa (Corpet 1988). Varijacije u sekvenci
su potvrdene sekvenciranjem u oba smera (2 reakcije), i koriS¢enjem dodatnih unutrasnjih prajmera
u oba smera (nove 2 reakcije).
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3.2.7. Fluorescentna multipleks STR-PCR analiza za odredivanje eventualnog
prisustva maternalne kontaminacije prilikom prenatalne dijagnostike

Za identifikaciju eventualnog prisustva maternalne kontaminacije u fetalnom uzorku tokom
prenatalne dijagnostike koriSéena je fluorescentna multipleks PCR analiza kratkih tandemskih
ponovaka (engl. Short Tandem Repeats, STR). Za istovremeno umnozavanje 15 STR i amelogenin
lokusa koris¢en je komercijalni kit AmpFLSTR Identifiler Plus PCR Amplification Kit (Applied
Biosystems, SAD). Ovaj komercijalni kit, kao i sama metoda, inicijalno se koristi u forenzickim
ispitivanjima DNK profila i u analizi genetickih markera prilikom pracenja himerizama nakon
transplantacije, kod obolelih od hematoloskih bolesti prema uputstvu proizvodaca (Tabela 13, Slika
19).

Tabela 13. Nazivi lokusa i fluorescentne boje kojima su obelezeni analizirani STR lokusi
(AmpFLSTR Identifiler Plus PCR Amplification Kit )

STR lokus Fluorescentna boja |
D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO 6-FAM (plava)
D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, D2S1338 VIC (zelena)
D19S433, vWA, TPOX, D18S51 NED (Zuta)
Amelogenin, D5S818, FGA PET (crvena)
GeneScan-500 Standard LIZ (narandZzasta)

Talasna dufina (nm)

u G FAM = VIC NED m PET BLI7

Slika 19. Talasne duzine fluorescentnih boja kojim su obelezeni analizirani STR lokusi
(AmpFLSTR Identifiler Plus PCR Amplification Kit)

Komercijalni AmpFLSTR Identifiler Plus PCR Amplification Kit sadrzi sledece reagense:
AmpFLSTR Identifiler Plus reakcioni miks, AmpFLSTR Identifiler Plus prajmer miks, kontrolni DNK
uzorak (9947A DNK koncentracije 10ng/pl) i standard (GeneScan-500 Standard). PCR reakcijom se
vr§i umnozavanje STR lokusa. Uzorak genomske DNK koncentracije Ing/ul je inicijalno denaturisan
11 min na 94°C i amplifikovan u 28 ciklusa (94°C 60 sec, 59°C 60 sec, 72°C 60 sec), sa finalnom
ekstenzijom od 1 h na 60°C. Reakciona smesa (25ul) je sadrzala sledec¢e komponente: smesSa prajmera
(AmpFLSTR Identifiler Plus Primer Set) (Applied Biosystems, SAD), reakcionu smeSu (AmpFLSTR
Identifiler Plus Master Mix) (Applied Biosystems, SAD) i ddH>,O do ukupne zapremine smese.
Reakcija PCR je izvodena u aparatu 2720 Thermal cycler (Applied Biosystems, SAD).

U svakoj reakciji se za pozitivnu kontrolu koristi komercijalno dobijeni kontrolni uzorak DNK
(9947A DNK), dok se za negativnu kontrolu dodaje voda bez nukleaza u PCR smeSu umesto uzorka
DNK. Dobijeni PCR produkti se cuvaju u mraku na -20°C.
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3.2.7.1. Detekcija dobijenih PCR produkata na kapilarnoj elektroforezi

Svaka od fluorescentnih boja emituje svoj maksimum fluorescencije na razli¢itim talasnim
duzinama, §to omogucava njihovu detekciju pomocu kapilarne elektroforeze (3500 Genetic Analyzer,
Applied Biosystems, SAD) i analizu dobijenih podataka, koja podrazumeva odredivanje veli¢ine
fragmenata, visine i povrsine ispod pika, pomoéu GeneMapper programa (Applied Biosystems, SAD).

Priprema uzoraka za detekciju se vrsi na slede¢i nacin:

e Rastvor A se pravi tako sto se pomesa 0,5ul GeneScan-500 standarda i 9,5u1 Hi-Di formamida

(Applied Biosystems, SAD); smesa se vorteksuje 15 sec;

e Zatim se pomesa 10ul rastvora A i 1pl smese standarda za veli¢inu alela (engl. allelic ladder

mix) (Applied Biosystems, SAD);

e Smese se potom denaturiSu 3 min na 95°C i odmah prebace na led;
e Smesa se razliva na mikrotitarsku plocu sa 96 lezista koja se stavlja u aparat kapilarne
elektroforeze (3500 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, SAD).

3.2.7.2. Procena eventualnog prisustva maternalne kontaminacije u fetalnom uzorku

Odnos koli¢ine DNK fetusa i majke u jednom uzorku moguce je kvantitativno proceniti STR-
PCR analizom. Koli¢ina DNK u uzorku odgovara visini ili povrsini ispod pika informativnih alela.
Za eventualno prisustvo maternalne kontaminacije, koli¢ina DNK je procenjivana na osnovu povrsine
ispod pika.

Specificne formule za racunanje su formirane u zavisnosti od toga da li je fetalni uzorak ili
uzorak majke homozigot ili heterozigot za informativni alel. S obzirom da je DNK majke u fetalnom
uzorku manje prisutna, racuna se procenat DNK fetusa, dok se procenat DNK majke racuna
oduzimanjem od 100% (Clayton i Buckelton, 2005).

3.2.8. Audiometrijske analize

Dijagnostika, odnosno procena osStecenja sluha se vrSi audioloSkim analizama koje imaju
ulogu odredivanja tipa i stepena ostecenja sluha.

Postoji nekoliko klasifikacija kojima se odreduje stepen oStecenja sluha. Osnovne frekvencije
zarazumevanje govora su u regionu od 500 do 4 000 Hz. Danas se za odredivanje slusne senzitivnosti
unutar regiona ,,govornih frekvencija“ najcesce koristi prosecan pad sluha u decibelima (dB) na
kljuénim govornim frekvencijama na boljem uvu - 500 Hz, 1 000 Hz i 2 000 Hz (Davies, 2003). Za
odrasle, klinicki normalan dijapazon na audiogramu je od 0 do 20 dB praga sluga. Normalan region
za decu je limitiraniji zato $to i veoma blago ostecenje sluha moze imati efekat na razvoj sluha i
govora. Pedijatrijski prag sluha koji premasuje 15 dB se klasifikuje kao abnormalan. Tezina oSte¢enja
sluha se klasifikuje na osnovu slusnog praga izrazenim u dB (Tabela 1) (Hoefsloot i sar, 2013).
Pragovi u regionu od 20 dB do 40 dB praga sluha se klasifikuju kao umereno ostecenje sluha, 41 dB
do 55 dB praga sluha definiSu srednje oStecenje sluha; nivoi praga od 56 dB do 70 dB smatraju se
srednje teskim oste¢enjem sluha; pragovi u nivou od 71 dB do 95 dB kao tesko oStecenje sluha, a svi
pragovi preko 95 dB su asocirani sa dubokim oSte¢enjem sluha (Tabela 1). Kao referentan koristi se
podatak da je nivo intenziteta govora Sapatom uz uvo manji od 25 dB, konverzacijski govor u regionu
od 40 dB do 50 dB i glasan govor - vika na stopu od uva na nivou oko 80 dB (Gacek i sar, 2003;
Hinchcliffe, 2003; Robert, 2003).
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Kriva praga audiograma se klasifikuje u vise razlicitih audioprofila (profil audiometrije Cistog
tona): ravna kriva, silazna kriva (nizvodna kriva), uzlazna kriva (uzvodna kriva), kriva u obliku Suma
(engl. noise-notch), ,,U* oblik krive i kriva sa visokom frekvencijom (Slika 20).

—II \||

Ravna kriva Silazna kriva Uzlazna kriva

VN

Kriva u obliku  ,U" oblik krive Kriva sa visokom

fuma frekvencijom

Slika 20. Krive praga audiograma; razliCiti tipovi audioprofila  (preuzeto  sa:
https://www.theartofhearing.co.uk/post/degree-type-and-configuration-of-hearing-difficulty, modifikovano)

Moguca je i dalja klasifikacija oStecenja sluha audiometrijskim analizama na obostrano-
simetri¢no, obostrano-asimetri¢no ili jednostrano i na stabilno ili progresivno ostec¢enja sluha.

Primena razli¢itih audioloskih metoda zavisi od uzrasta osobe i sposobnosti za saradnju kojoj
se procenjuje sluh. Kod novorodencadi i dece do Cetiri godine za procenu oSteé¢enja sluha rade se
slede¢e audiometrijske analize: snimanje tranzitornih otoakusti¢nih emisija (engl. transitory evoked
otoacoustic emission - TEOAE), auditivni evocirani potencijali mozdanog stabla (engl. brainstem
evoked response audiometry - BERA) i metoda auditornog stabilnog odgovora (engl. auditory steady-
state response - ASSR). Kod pacijenata starijih od Cetiri godine, pored pomenutih metoda radi se i
tonalna liminarna audiometrija u zvu¢no izolovanoj kabini, cameri silentii. Obavezna je i
timpanometrija, kojom se odreduje pritisak u srednjem uvu i pokretljivost timpanoosikularnog lanca
i znacajna je u odredivanju mesta lezije.

Svim pacijentima u ovoj studiji uradena je timpanometrija od strane lekara ORL specijalista
na Danplex tymp 87 aparatu (Grason-Stadler, SAD). Snimani su akusticki refleksi na 500 Hz, 1 000
Hz, 2 000 Hz 1 4 000 Hz pri intenzitetu od 70 dB, 80 dB, 90 dB i 100 dB. Snimanje tranzitornih
otoakusti¢kih emisija je obavljano na aparatu MAICO ERO SCAN (Maico, Nemacka), dok su testovi
auditivnih  evociranih potencijala mozdanog stabla snimani na aparatu HORTMAN
NEUROOTOMETRY (Neckartenzlingen, Nemacka).

35



3.2.9. Statisticke metode

Raspodela ucestalosti alela i genotipova, kao 1 njihova povezanost sa razli¢itim klinickim
stepenima oStecenja sluha ispitivanih pacijenata od NSAROS su analizirani kori§¢enjem testova
opisne statistike, upotrebom Pivot tabela i statistickim testovima Hi-kvadrat (y?), Fisherovog testa
tacne verovatnoc¢e i Kruskal-Wallis testa (sa dodatkom Bonferroni korekcije). Primenjenim
statistiCkim testovima ispitivana je nulta hipoteza da ne postoji razlika u ucestalostima ispitivanih
parametara izmedu razlicitih klinickih stepena oste¢enja sluha u analiziranom uzorku pacijenata
obolelih od NSAROS. Smatra se da izmedu odredenih grupa bolesnika postoji statisticki znacajna
razlika u ucestalostima (odbacuje se polazna hipoteza) ukoliko je vrednost verovatno¢e manja od 0,05
(p*(P*)<0,05).

Pored ovih statistickih metoda radena je i Bayesova analiza za procenu rizika. Bayesova
analiza je koriS¢ena za konaCnu procenu individualnog rizika u grupi zdravih osoba, nakon
odredivanja statusa heterozigotnih nosilaca, koriste¢i ucestalosti alela iz velike studije koja je
obuhvatila podatke iz razli¢itih populacija (Snoeckx i sar, 2005).

4 p- verovatnoéa Hi kvadrat i Kruskal-Wallis testa
5 P-Fisherova ta¢na verovatnoca
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4. REZULTATI

4.1. Identifikacija varijanti u genima GJB2 i GJB6 i odredivanje njihove
ucestalosti kod obolelih od NSAROS u Srbiji

Detekcija varijanti u genima GJB2 i GJB6 radena je na uzorcima DNK grupe od 119
pacijenata sa klini¢ki postavljenom dijagnozom obostranog senzorineuralnog oste¢enja sluha koja
odgovara nesindromskom autozomno-recesivnom ostecenju sluha. Za direktnu detekciju razlicitih
varijanti koriS¢ene su sledec¢e metode: PCR-ARMS (c.35delG i ¢.71G>A), PCR-RFLP (c.101T>C;
c.-23+1G>A 1 m.1555A>@G) i multipleks PCR (del(GJB6-D13S1830) i del(GJB6-D13S1854)). Za
detekciju prisustva drugih tackastih mutacija, manjih delecija i duplikacija u egzonu 2 gena GJB2
kori$¢ena je metoda sekvenciranja po Sangeru.

4.1.1. Direktna detekcija varijante c.35delG u genu GJB2 primenom PCR-ARMS
metode

Uzorci DNK svih 119 obolelih od NSAROS najpre su analizirani koriS¢enjem PCR-ARMS
metode sa specifi¢nim prajmerima koji omogucavaju direktnu detekciju varijante ¢.35delG u genu
GJB2. Metoda je izabrana kao prvi korak zbog veoma visoke ucestalosti navedene mutacije u
populaciji Kavkazijanaca kod osoba obolelih od ovakvog tipa poremecaja sluha (Hoefsloot i sar,
2013). Varijanta c.35delG, poznatija pod starim nazivom Gdel35, je oznacena kao patogena
»frameshift mutacija. Predstavlja deleciju jedne baze guanina (G) u nizu od Sest guanina (pozicija
nukleotida 35) koja dovodi do pomeranja okvira €itanja i prevremene terminacije translacije proteina
(koneksin 26) u 13. kodonu (p-Gly12Valfs) (NM_004004.5)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/17004/) (Zelante, 1997; Dragomir i sar, 2015). Zbog
ovakvog efekta, ova varijanta pripada grupi tzv. ,truncating* mutacija.

Kao §to je ve¢ receno, za direktnu detekciju pomenute varijante koris¢ena je PCR-ARMS
metoda opisana ranije (Scott i sar, 1998; Lucotte i sar, 2001) koja je delimi¢no modifikovana. Metoda
je validirana u Laboratoriji za medicinsku genetiku, IMD prema protokolu rada laboratorije. Takode,
analiza je verifikovana koriS¢enjem kontrolnih uzoraka pozitivnih za varijantu c.35delG gena G.JB2.

Od ukupno 238 analiziranih alela, varijanta ¢.35delG je identifikovana na 63 alela (26,47%)
(Slika 21).
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Slika 21. PCR-ARMS produkti direktne detekcije varijante ¢.35delG (duzine 202 bp) sa internom
kontrolom (amelogenin, 360 bp); 2% agarozni gel; 85V, 45min.

A. PCR reakcija za detekciju normalnog alela, B. PCR reakcija za detekciju mutiranog alela.

kolona 1: DNK marker (GeneRuler 1kb DNA ladder); kolone 2 i 3: uzorci dva pacijenta sa
heterozigotnom delecijom; kolona 4: pacijent sa homozigotnom delecijom; kolona 5: pacijent bez
delecije (eng. wild type); kolona 6: kontrolni uzorak sa homozigotnom delecijom; kolona 7: kontrolni
uzorak sa heterozigotnom delecijom; kolona 8: kontrolni uzorak bez mutacije (engl. wild type);
kolona 9 blank - bez uzorka; kolona 10: DNK marker (@X174 DNA-Hae III Digest DNA ladder)

Molekularna analiza sprovedena na prikazanom uzorku pacijenata, pokazala je prisustvo
patogene varijante c.35delG u homozigotnom stanju kod 22 obolela (genotip: c.[35delG];[35delG]),
19 pacijenata su bili heterozigoti (genotip: [35delG];[35=], dok kod 78 pacijenata nije detektovana
ova mutacija (genotip c.[=];[=]) (Slika 22).

Genotipovi

m Gdel35/Gdel35 ili
c.[35delG];[35delG]
(22 pacijenta)

= Gdel35/N ili
c.[35delG];[35=]
(19 pacijenata)

= N/N ili c.[=];[=]
(78 pacijenata)

Slika 22. Graficki prikaz procentualne zastupljenosti dobijenih genotipova nakon primene metode za
direktnu detekciju varijante ¢.35delG u grupi od 119 ispitivanih pacijenata sa NSAROS
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4.1.2. Direktna detekcija varijante c.71G>A u genu GJB2 primenom PCR-ARMS
metode

Kod 97 pacijenata kod kojih nije detektovana mutacija ¢.35delG na oba alela, raden je dalji
skrining gena GJB2 i GJB6 na prisustvo drugih varijanti.

Na osnovu dostupnih podataka o ucéestalosti u svetu, kao slede¢i korak izabrana je metoda
PCR-ARMS sa specificnim prajmerima za direktnu detekciju varijante ¢.71G>A u genu GJB2.
Varijanta ¢.71G>A (p.Trp24Ter, stari naziv W24Ter) je mutacija bez smisla (i pripada “truncating”
mutacijama). Kao posledica zamene G u A na poziciji nukleotida 71, dolazi do formiranja
prevremenog stop kodona prilikom sinteze koneksina 26 (sintetiSe se protein veli¢ine 24 umesto 226
aminokiselina) (NM_004004.6) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/ variation/17002/) (Kelsell i
sar, 1997; Dragomir i sar, 2015).

Direktna detekcija varijante ¢.71G>A omogucena je primenom delimicno modifikovane
originalne metode PCR-ARMS (Scott i sar, 1998). Modifikacije originalne metode su validirane u
Laboratoriji za medicinsku genetiku IMD, dok je metoda verifikovana koriS¢enjem pozitivnih
kontrolnih uzoraka za pomenutu varijantu.

U analiziranom uzorku ova patogena varijanta je identifikovana kod ukupno 5 pacijenata. Kod
tri je bila u homozigotnom obliku, a kod dva pacijenta u heterozigotnom, sa ukupnom ucestaloséu
alela od 3,36% (8/238 alela) (Slika 23).

Prisustvo mutacije c.71G>A je potvrdeno i metodom sekvenciranja egzona 2 gena GJB2
(Slika 24).

Slika 23. PCR-ARMS produkti direktne detekcije varijante ¢.71G>A (duzine 169 bp) sa internom
kontrolom (amelogenin, 360 bp); 2% agarozni gel; 85V, 45min.

A. PCR reakcija za detekciju normalnog alela, B. PCR reakcija za detekciju mutiranog alela. kolona
1: DNK marker (GeneRuler 1kb DNA ladder); kolona 2: pacijent sa homozigotnom mutacijom;
kolone 3 i 4: uzorci dva pacijenta sa heterozigotnom mutacijom; kolona 5: kontrolni uzorak sa
homozigotnom mutacijom; kolona 6: kontrolni uzorak sa heterozigotnom mutacijom; kolona 7:
kontrolni uzorak bez mutacije (engl. wild type); kolona 8 blank - bez uzorka; kolona 9: DNK marker
(@X174 DNA-Hae 11l Digest DNA ladder)
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Slika 24. Sekvenca egzona 2 gena G.JB2, analizirana SeqScape v2.7 programom; A. pacijent sa
heterozigotnom mutacijom c¢.71G>A; B. pacijent sa homozigotnom mutacijom ¢.71G>A

4.1.3. Direktna detekcija varijante c.101T>C u genu GJB2 primenom PCR-RFLP
metode

Na osnovu detektovane ucestalosti kod obolelih u drugim populacijama, sledeca varijanta
koja je ispitivana je bila c.101T>C (p.Met34Thr, stari naziv M34T). Ova varijanta predstavlja
varijantu promenjenog smisla zamene T u C na 101. nukleotidnoj poziciji, Sto dovodi do zamene
aminokiseline metionina sa treoninom na poziciji 34. aminokiseline u polipeptidnom lancu koneksina
26 (Coco i sar, 2013). Ispitivana varijanta po svom efektu spada u patogene (NM_004004.5)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/17000/), mada je vecina autora i dalje klasifikuje
kao kontroverznu (Hoefsloot i sar, 2013).

Za direktnu detekciju varijante ¢.101T>C korisc¢ena je delimi¢no modifikovana PCR-RFLP
metoda opisana ranije (Perea i sar, 2007; Al Achkar i sar, 2011). Prema protokolu rada Laboratorije
za medicinsku genetiku IMD je modifikovana i validirana metoda. Metoda je verifikovana upotrebom
kontrolnog uzorka pozitivnog na pomenutu varijantu.
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U analiziranom uzorku ova varijanta je identifikovana kod ukupno dva alela, sa ucestaloséu
od 0,84% (2/238). Direktna detekcija ove varijante je radena PCR-RFLP metodom na osnovu
prisustva/odsustva specificnog mesta secenja restrikcionog enzima Bcl I i detektovana je kod dva
pacijenta u heterozigotnom obliku. Dobijeni rezultati su naknadno potvrdeni i metodom
sekvenciranja kodirajuceg regiona gena GJB2 (Slike 25 i 26).

Slika 25. PCR-RFLP produkti direktne detekcije varijante ¢.101T>C. Nakon digestije enzimom Bcl
I dobijeni produkti za mutirani alel su duzine 144 bp (nedigestovani) i normalni alel duzine 121 bp
(digestovani); 2% agarozni gel; 85V, 1,5h.

kolona 1: DNK marker (@X174 DNA-Hae III Digest DNA ladder); kolona 2: pacijent sa
heterozigotnom mutacijom; kolone 3 i 4: uzorci dva pacijenta bez mutacije; kolona 5: blank - bez
uzorka; kolona 6: DNK marker (GeneRuler 1kb DNA ladder)

detektovana promena

g referentna

R I 1 I sekvenca
GCATTANEATCC
S'kraj —GCATTA[fGATCC

/\ c101T>C

| .

heterozigot

3'kraj —cGccarralvjlcaTCccC
/\ﬂ A i

Slika 26. Sekvenca egzona 2 gena GJB2, analizirana SeqScape v2.7 programom; pacijent sa
identifikovanom heterozigotnom varijantom c.101T>C
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4.1.4. Sekvenciranje egzona 2 gena GJB2 metodom po Sangeru

Za detekciju prisustva drugih tackastih mutacija, manjih delecija i duplikacija u egzonu 2 gena

GJB2 koris¢ena je metoda sekvenciranja po Sangeru. Sekvenciranje ovog kodirajuceg regiona radeno
je kod svih pacijenata osim grupe u kojoj je c.35delG mutacija bila identifikovana u homozigotnom
stanju. Kao rezultat primene ove metode, dodatno je pronadeno jos 8 varijanti:

varijanta c.313 326del (p.Lysl105Glyfs, stari naziv 313dell4): ova varijanta predstavlja
deleciju od 14 bp pocevsi od pozicije nukleotida 313, pripada frameshift mutacijama sa
patogenim efektom (NM_004004.5)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/44737/) 1 dovodi do prevremenog
zaustavljanja translacije koneksina 26 na poziciji kodona 110 (Kupka i sar, 2002). U
analiziranom uzorku identifikovana je kod 9 alela sa ukupnom ucestalo$¢u od 3,78% (9/238)
(Slika 27). Od tog broja, kod jednog pacijenta je pronadena u homozigotnom obliku i kod 8
pacijenata u heterozigotnom obliku (kao jedna od varijanti sloZenih heterozigota).

detektovana promena

o delecija od 313 do 326. bp
2gaagaagagyg referentna
E K K R K F sekvenca
AGAAGAAG 2 T
5kraj —AGAAGAARGAGGRR
I\ c.313 326del
N\ : [ A /\/\ heterozigot
delecija 14 bp
. GAAGAAGAGGF------==--Z--- GGAGATARZA
B B TR, o «BE G B EEE R s R
311 21 331
gaagaagaggpagttcatcaaggglggagataa— referentna sekvenca
E K K R K F I K & E i
GAAGAAGAGG GGAGATARA
Skraj— AGARGAAG . GGGGAGATARA //r" GAATTTARA
N T | \ c313_326del
AURATIPYATAVEA! homozigot
X_"/\ X ‘/\ f\ /\ Y " A A N A _ ___‘______/ g
Ykraj —2GAAGAAGAGEGGAGATAAAGAGT|S TTTASZ
TGN A VAT A

Slika 27. Sekvenca egzona 2 gena GJB2, analizirana SeqScape v2.7 programom; A. pacijent sa
heterozigotnom mutacijom c.313 326del; B. pacijent sa homozigotnom mutacijom c¢.313 326del

varijanta ¢.269T>C (p.Leu90Pro, stari naziv L90P): predstavlja supstituciju timina citozinom
na poziciji 269 (Loffler i sar, 2001), Sto rezultuje zamenom leucina prolinom u 90. kodonu
polipeptidnog lanca koneksina 26. Ova varijanta pripada “missense” varijantama sa
kontroverznim efetktom, mada je najveci broj studija klasifikuje u varijantu sa patogenim
efektom (NM_004004.5) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/17016/).
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Identifikovana je kod 3 alela, sa ukupnom alelskom ucestalos¢u od 1,26% (3/238); kod dva
pacijenta sloZenih heterozigota i kod jednog pacijenta kao jedina detektovana mutacija u
heterozigotnom obliku (Slika 28).

L 7L
gtc grr;g,- gtga - referentna
- sekvenca

Ay
i c.269T>C

heterozigot

Slika 28. Sekvenca egzona 2 gena GJB2, analizirana SeqScape v2.7 programom; pacijent sa
identifikovanom heterozigotnom varijantom ¢.269T>C

e varijanta c.380G>A (p.Argl27His, stari naziv R127H): ova varijanta u egzonu 2 gena
GJB2 predstavlja baznu zamenu guanina adeninom na poziciji nukleotida 380, Sto u
kodonu 127 koneksina 26 dovodi do zamene arginina histidinom (Rabionet i sar, 2000).
Efekat ove varijante promenjenog smisla je kontroverzan (NM_004004.5)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/44745/). U  analiziranom uzorku
obolelih od NSAROS detektovana je kod tri pacijenta u heterozigotnom obliku; ukupno
kod 3 alela, sa ucestalos¢u od 1,26% (3/238) (Slika 29).
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K v R I sekvenca
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L /\/\/\/\/\ AV

Slika 29. Sekvenca egzona 2 gena GJB2, analizirana SeqScape v2.7 programom; pacijent sa
identifikovanom heterozigotnom mutacijom c.380G>A
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varijanta ¢.457G>A (p.Vall53lle, stari naziv V153I): varijanta promenjenog smisla
nukleotidne supstitucije G u A na 457 poziciji. Ova supstitucija rezultuje zamenom
aminokiselina valina izoleucinom u kodonu 153 koneksina 26 i ima benigni efekat, tj.
prema ucestalosti se klasifikuje u polimorfizme (NM_004004.5)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ clinvar/variation/44754/). U analiziranom uzorku je
detektovana kod 2 alela, sa ukupnom ucestalos¢u od 0,84% (2/238) (Slika 30). Aleli sa
ovom varijantom su identifikovani kod dva pacijenta u heterozigotnom obliku.

detektovana promena

- aaa..
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oo

Slika 30. Sekvenca egzona 2 gena GJB2, analizirana SeqScape v2.7 programom; pacijent sa
identifikovanom heterozigotnom varijantom ¢.457G>A

varijanta ¢.269insT (p.Val91fs): ova varijanta dovodi do pomeranja okvira Citanja
insercijom timina na poziciji nukleotida 269 (Denoyelle i sar, 1999; Pandya i sar, 2003).
Prema svom efektu pripada patogenim varijantama jer dovodi do prevremenog
zaustavljanja translacije koneksina 26 (Pandya i sar, 2003). Po novijoj klasifikaciji
obelezava se kao ¢.269dupT, mada se u vecini publikacija i dalje koristi stari naziv
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/177737/). = U  analiziranoj  grupi
pacijenata je identifikovana kod samo jednog pacijenta koji je slozeni heterozigot, sa
ukupnom ucestalos¢u alela od 0,42% (1/238) (Slika 31).
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detektovana promena
insercija T na 269. poziciji

.agaal. .a.ga
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\/\/\/\/\/\ [\ AN

Slika 31. Sekvenca egzona 2 gena GJB2, analizirana SeqScape v2.7 programom; pacijent sa
identifikovanom heterozigotnom varijantom ¢.269insT

T

e varijanta c.247-249delTTC (p.Phe83del): ovo je prema efektu patogena varijanta u genu
GJB2 koja dovodi do delecije tri nukleotida (TTC) i pomeranja okvira Citanja, rezultujuci
u deleciji aminokiseline fenilalanin na poziciji 83 proteinskog produkta, koneksina 26
(NM_004004.6)
(https://varsome.com/variant’/hg38/GIJB2(NM_004004.6)%3Ac.247 249del?annotation-
mode=germline) (Petersen i sar, 2012). Ova delecija je detektovana kod jednog pacijenta
u heterozigotnom obliku, tj. u jednom alelu (ucestalost 0,42%, 1/238) (Slika 32).

detektovana promena

0 T Ji r v g referentna sekvenca
GECTGATC T ETCCA
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Slika 32. Sekvenca egzona 2 gena GJB2, analizirana SeqScape v2.7 programom; pacijent sa
identifikovanom heterozigotnom varijantom c¢.247-249delTTC

e varijanta ¢.670A>C (p.Lys224Gln, stari naziv K224Q): pripada varijantama promenjenog
smisla, dovodi do supstitucije baza (A u C) u poziciji 670. nukleotida (Antoniadi i sar, 2000).
Ova supstitucija rezultuje zamenom lizina glutaminom u koneksinu 26 na aminokiselinskoj
poziciji 224, sa  joS§ uvek nedefinisanim efektom (NM_004004.5)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ clinvar/variation/44765/). U analiziranoj grupi pacijenata,
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detektovana je kod jednog pacijenta u heterozigotnom obliku, tj. identifikovana na jednom
alelu (1/238), sa ukupnom ucestalos¢u od 0,42% (Slika 33).

detektovana promena

B ol o TF e v o JBE e v o
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Slika 33. Sekvenca egzona 2 gena G.JB2, analizirana SeqScape v2.7 programom; pacijent sa
identifikovanom heterozigotnom varijantom ¢.670A>C

e ¢.79G>A varijanta (p.Val27lle, stari naziv V27I): predstavlja supstituciju G u A na poziciji
79. nukleotida, Sto rezultuje zamenom valina izoleucinom u 27. kodonu koneksina 26. (Kelley
et al, 1998). Ova varijanta spada u grupu missense varijanti, a prema njenom efektu se
klasifikuje u polimorfizme (NM_004004.5)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/36279/). U analiziranoj grupi obolelih od
NSAROS identifikovana je u heterozigotnom obliku kod jednog pacijenta, sa ukupnom
alelskom ucestalos¢u od 0,42% (1/238 alela) (Slika 34).

detektova ha promena

aaa.tg gaaa.g
81
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Slika 34. Sekvenca egzona 2 gena GJB2, analizirana SeqScape v2.7 programom; pacijent sa
identifikovanom heterozigotnom varijantom c.79G>A

46



4.1.5. Direktna detekcija varijante c.-23+1G>A gena GJB2 primenom PCR-RFLP
metode

U grupi pacijenata kod kojih do sada pomenutim metodama nisu bile identifikovane bialelske
mutacije (ukupno 82 obolela), uraden je dalji skrining na prisustvo varijante c.-23+1G>A. Ova
varijanta, originalno nazvana IVS1+1G>A, predstavlja tackastu “splajs” varijantu nekodirajuceg
egzona 1 gena GJB2 sa patogenim efektom (NM_004004.5)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/17029/). Direktna detekcija je radena pomoc¢u PCR-
RFLP metode na osnovu prisustva/odsustva specifiénog mesta seCenja restrikcionog enzima Hph 1.

Rezultati analize su pokazali da nijedan pacijent nije bio nosilac pomenute mutacije (Slika 35).

Slika 35. PCR-RFLP produkti direktne detekcije varijante c.-23+1G>A egzona 1 gena GJB2. Nakon
digestije enzimom Hph I, mutirani alel je duzine 499 bp (nedigestovan) a normalni alel duzine 386
bp (digestovan); 2% agarozni gel; 85V, 30min.

kolona 1: DNK marker (®X174 DNA-Hae III Digest DNA ladder); kolona 2: blank- bez uzorka;
kolone 3, 4 i 5: uzorci tri pacijenta bez mutacije; kolona 6: kontrolni uzorak sa heterozigotnom
mutacijom; kolona 7: kontrolni uzorak bez mutacije (engl. wild type)

4.1.6. Direktna detekcija delecija u genu GJB6 primenom multipleks PCR metode

Svi pacijenti bez identifikovanih bialelskih mutacija (ukupno 82), dalje su analizirani na
prisustvo Cestih parcijalnih delecija u genu GJB6. Delecija del(GJB6-D13S1830) predstavlja
parcijalnu  deleciju gena  GJB6  velicine 309 kb sa  patogenim  efektom
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/5546/). Druga parcijalna delecija gena GJB6, takode
sa patogenim efektom, del(GJB6-D13S1854) je velicine 232 kb i zahvata deleciju od introna 2 gena
GJB6 do introna 4 gena CRYLI (NC_000013.11)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/RCV000005887/). Obe delecije se najceSée javljaju u
kombinaciji sa varijantama u genu GJB2.
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Metoda izbora su bile dve odvojene multipleks PCR reakcije za direktnu detekciju gore pomenutih
delecija. Analize su sprovedene na odeljenju molekularne genetike, funkcije i terapije Instituta za
neurologiju i genetiku Kipra (Nikozija, Kipar) prema delimi¢no modifikovanim uslovima originalnih
metoda (Wu i sar, 2003; del Castillo FJ i sar, 2005). Obe metode su validirane i verifikovane prema
protokolu rada laboratorije.

Rezultati ovih analiza su pokazali da nijedan pacijent nije bio nosilac analiziranih delecija
(Slike 36 1 37).

Slika 36. Produkti multipleks PCR reakcije za detekciju parcijalne delecije gena GJB6, del(GJB6-
D13S1830) (mutirani alel duzine 460 bp i normalni alel duzine 360 bp); 2% agarozni gel; 85V, 30min.
kolone 1, 2 i 3: DNK uzoreci tri pacijenta bez mutacije; kolona 4: kontrolni uzorak sa heterozigotnom
delecijom; kolona 5: kontrolni uzorak bez delecije (engl. wild type); kolona 6: blank- bez uzorka;
kolona 7: DNK marker (®X174 DNA-Hae Il Digest DNA ladder)

Slika 37. Produkti multipleks PCR reakcije za detekciju parcijalne delecije gena GJB6, del(GJB6-
D13S1854) (mutirani alel duzine 564 bp i normalni alel duzine 333 bp); 2% agarozni gel; 85V, 30min.
kolone 1, 2 1 3: DNK uzorci tri pacijenta bez mutacije; kolona 4: kontrolni uzorak bez delecije (engl.
wild type); kolona 5: blank - bez uzorka; kolona 6: DNK marker (®X174 DNA-Hae III Digest DNA
ladder)
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4.1.7. Direktna detekcija mitohondrijske varijante m.1555A>G primenom PCR-
RFLP metode

Kao poslednji korak, u grupi od 82 obolela od NSAROS uradena je analiza na prisustvo
mitohondrijske varijante m.1555A>G, stari naziv A1555G. Ova varijanta predstavlja nukleotidnu
zamenu (A u G) na 1555. poziciji mitohondrijske DNK sa patogenim efektom (NC 012920.1)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/9628/) (Hutchin i Cortopassi, 2000; Kenneson i sar,
2002). Skrining ove mitohondrijske mutacije je uraden pomocu PCR-RFLP metode i
prisustva/odsustva restrikcionog mesta za enzim BsmAl. Ova metoda je radena na odeljenju
molekularne genetike, funkcije i terapije Instituta za neurologiju i genetiku Kipra (Nikozija, Kipar),
validirana prema protokolu rada njihove laboratorije.

Nakon primene pomenute molekularno-geneticke metode, ova mitohondrijska varijanta nije
detektovana ni u jednom analiziranom uzorku (Slika 38).

Slika 38. PCR-RFLP produkti za detekciju mitohondrijske varijante A1555G. Nakon digestije
enzimom BsmAlI, mutirani alel je duzine 344 bp (nedigestovan) a normalni alel duzine 234+110 bp
(digestovan); 2% agarozni gel; 85V, 45min.

kolona 1: DNK marker (®X174 DNA-Hae III Digest DNA ladder); kolona 2: blank- bez uzorka;
kolone 3, 4 1 5: DNK uzoreci tri pacijenta bez mutacije; kolona 6: kontrolni uzorak sa homozigotnom
varijantom A1555G (nedigestovan produkt); 7: kontrolni uzorak bez mutacije (engl. wild type)

4.2. QOdredivanje distribucije detektovanih varijanti i genotipova u genima GJB2
i GJB6 kod obolelih od NSAROS u Srbiji

Primenom prethodno opisanih molekularno genetickih metoda za identifikaciju varijanti u
genima GJB2 i1 GJB6 DFNBI lokusa, analizirano je ukupno 119 pacijenata obolelih od NSAROS.
Na osnovu dobijenih rezultata, bilo je moguce po prvi put odrediti tip i ucestalost mutacija i dobijenih
genotipova u populaciji obolelih od NSAROS u Srbiji.

U analiziranoj grupi pacijenata detektovano je 11 razli¢itih varijanti. Sve varijante se nalaze
u kodirajuéem regionu egzona 2 gena GJB2. Sest varijanti su bile patogene, dve varijante imaju
kontroverzan efekat, dve varijante se svrstavaju u polimorfizme, dok je kod jedne varijante efekat
nepoznat. Najvecéu ucestalost je imala mutacija c.35delG (26,47%, 63/238 alela). Preostale varijante
su bile zastupljene od 0,42-3,78%. Primenom svih pomenutih metoda ukupno je identifikovano
39,50% alela (94/238) u analiziranoj grupi obolelih od NSAROS (Tabela 14).
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Tabela 14. Distribucija identifikovanih varijanti gena G.JJB2 u analiziranoj grupi od 119 obolelih od
NSAROS u Srbiji

Varijanta ' )
* B Ucestal
Stari  Lokacija 0] cestalos

WP 7T Naziv na naziv (domen alele)l t
o (V)
DNK nivou varijant =~ proteina) Efekat N (%)
proteina €
c.35delG p.Glyl2Valfs Gdel35 = N-terminus Patogena 63/238  26,47%
c.313_326del p'Lysg)S Gly |3 132"” IC2 Patogena 9/238  3,78%
c.71G>A p-Trp24Ter W24Ter ™1 Patogena 8/238 3,36%
c.269T>C p-Leu90Pro L90P ™2 Patogena 3/238 1,26%
c.380G>A p.Argl27His R127H IC Kontroverzna 3/238 1,26%
ClOIT>C  pMet3dThr  M34T Tl OBSMONIOVE 530 g ga,
c.457G>A p-Vall53lle V1531 TM3 Polimorfizam 2/238 0,84%
¢.269insT 269insT TM?2 Patogena 1/238 0,42%
c.247- o
249delTTC p-Phe83del Patogena 1/238 0,42%
c.670A>C p.Lys224GIn = K224Q IC3 Nepoznato 1/238 0,42%
c.79G>A p-Val27lle V271 ™1 Polimorfizam 1/238 0,42%
Ukupno 94/238  39,50%

“TM-transmembranski domen; IC (engl. Intercellular)-unutaréelijski domen

Od 119 analiziranih pacijenata obolelih od NSAROS, kod 37 su detektovane bialelske
varijante (homozigoti i slozeni heterozigoti) sa ukupnom ucestalo$¢u od 31,09%. Dvadeset pacijenata
su bili heterozigotni nosioci (16,81%), dok kod 52,10% obolelih (62 pacijenta) nisu identifikovane
varijante ni na jednom alelu (Slika 39).

Genotipovi

= Homozigoti
(26 pacijenata)
Slozeni heterozigoti
(11 pacijenata)

0
52% 9% Heterozigoti
(20 pacijenata)

17% Bez detektovanih varijanti
(62 pacijenta)

Slika 39. Graficki prikaz procentualne zastupljenosti detektovanih tipova genotipova u grupi od 119
ispitivanih pacijenata sa NSAROS

U Tabeli 15. je predstavljena raspodela dobijenih genotipova u odnosu na pol i uzrast
analiziranih pacijenata.
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Tabela 15. Raspodela dobijenih genotipova u odnosu na pol i uzrast izrazen u godinama u grupi od
119 analiziranih obolelih od NSAROS

Genotip Pol Br ) Uzrast Uzrast Uzraét
pacl eonata (najmladi)  (najstariji) APESEIE)
) (N°) vrednost)
Zenski 16 1 36 13,31
Homozigoti Muski 10 1,9 37 11,79
Ukupno 26 1 37 12,73
Zenski 4 2,4 68 20,60
SlozZeni heterozigoti Muski 7 0,9 34 11,57
Ukupno 11 0,9 68 14,85
Zenski 9 1,4 25 8,93
Heterozigoti Muski 11 2 50 12,91
Ukupno 20 14 50 11,23
: Zenski 27 1,1 41 12,83
Bez detclovanib yfygi 35 0.4 30 5,05
varyantt Ukupno 62 0,4 41 8,51
Ukupno 119 0,4 68 10,45

U analiziranoj grupi od 119 obolelih od NSAROS, ukupno je identifikovano 16 razlicitih
genotipova. Najvecu ucestalost su imali homozigoti za mutaciju ¢.35delG (genotip: c¢.[35delG];[
35delG]) (18,49%, 22/119), dok kod 62 pacijenta (52,10%) nisu nadene promene u ispitivanim
genima (genotip: c.[=];[=]) (Tabela 16).
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Tabela 16. Identifikovani genotipovi i njihova ucestalost u grupi od 119 analiziranih pacijenata sa

Tip genotipa

Homozigoti

Slozeni heterozigoti

Heterozigoti

Bez detektovanih
varijanti

NSAROS

Genotip

c.[313 326del];[313_326del]
¢.[35delG];[35delG]

c.[71G>AL;[71G>A]

Ukupno
c.[35delG];[269insT]
c.[35delG];[313 326del]

¢.[35delG];[269T>C]
c.[35delG];[71G>A]
c.[71G>A];[313_326del]

Ukupno
c.[247-249del TTC];[?]

¢.[35delG1;[?]

c.[670A>C];[?]
c.[269T>C];[?]
c.[101T>C];[?]
¢.[380G>AL;[?]
c.[457G>AL;[?]
c.[79G>AJ;[?]

Ukupno
c.=L[=]

Ukupno
Ukupno

52

Broj
pacijenata
(N°)

22

26

20
62

62
119

Ukupna

ucestalost

(%, N°)

0,84%
(1/119)
18,49%
(22/119)

2,52%
(3/119)

21,85%
0,84%
(1/119)
5,04%
(6/119)
1,68%
(2/119)
0,84%
(1/119)
0,84%
(1/119)
9,24%
0,84%
(1/119)
7,56%
(9/119)
0,84%
(1/119)
0,84%
(1/119)
1,68%
(2/119)
2,52%
(3/119)
1,68%
(2/119)
0,84%
(1/119)
16,81%
52,10%

(62/119)

52,10%

100,00%

Ucestalost
u grupi (%,
N°)

3,85%
(1/26)
84,62%
(22/26)
11,54%
(3/26)

100,00%
9,09%
(1/11)

54,55%
(6/11)
18,18%
Q/11)
9,09%
(1/11)
9,09%
(1/19)

100,00%
5,00%
(1/20)

45,00%
(1/20)
5,00%
(1/20)
5,00%
(1/20)
10,00%
(2/20)
15,00%
(3/20)
10,00%
(2/20)
5,00%
(1/20)

100,00%

100,00%
(62/62)

100,00%



4.3. Ispitivanje fenotipske varijabilnosti identifikovanih varijanti - asocijacija
genotipova sa stepenom ostecenja sluha

4.3.1. Rezultati audioloskih ispitivanja

Klini¢ko audiolosko ispitivanje je sprovedeno kod svih 119 pacijenata sa dijagnozom
obostranog senzorineuralnog ostecenja sluha koja odgovara NSAROS. Audiometrijski testovi su
sprovedeni kod 103 bolesnika u trenutku postavljanja dijagnoze (pedijatrijski pacijenti). Kod starijih
pacijenata (ukupno 16), dijagnoza NSAROS je ve¢ bila ranije postavljena, ali je audioloskim
ispitivanjima ponovo odreden stepen ostecenja sluha u trenutku kada su poslati na geneticke analize.
Rezultati su pokazali da su pacijenti imali umereno do duboko oSte¢enje sluha. Tabele 17 i1 18
prikazuju zastupljenost razli¢itog stepena oste¢enja sluha u odnosu na pol pacijenata, uzrast i prag
cujnosti (izraZzenog u decibelima, dB). Jedan pacijent je imao umereno ostecenje sluha, ali podatak o
pragu Cujnosti nije bio dostupan, vec¢ je naznacen samo stepen ostecenja sluha (Tabela 18). Primenom
statistickog Hi kvadrat testa pokazano je da nema asocijacije izmedu stepena osStecenja sluha i pola
ispitivanih pacijenata (p=0,600) (Tabela 17).

Tabela 17. Ucestalost dobijenih tipova oStec¢enja sluha u odnosu na pol i uzrast pacijenata (izrazen u
godinama) u analiziranoj grupi
Broj Uzrast Ukupna

Stepen ostecenja .. Uzrast Uzrast N v
p ! Pol  pacijenata (prosecna  ucestalost

sluha (N°) (najmladi) (najstariji) et (NC, %)
Umereno muski 1 1,6 1,6 1,60 ((},/81 41(y90 )
Sl zenski 12 1,4 41 13,70 20/119
muski 8 2 15 7,38 (16,81%)

Sisdis (e zenski 6 2,3 25 11,55 18/119
muski 12 0,4 50 10,62 (15,13%)

Tetko zenski 19 1 38 13,05 39/119
muski 20 0,9 18 5,36 (32,77%)

Duboko zenski 19 1 68 12,85 41/119
muski 22 0,7 37 10,11 (34,45%)

Ukupno 119 0,4 68 10,45 100,00%

Hi kvadrat test 1}=2,752  df*=4 p=0,600

Primenom Fisherovog testa tacne verovatnocée, pokazano je postojanje statistiCki znacajne
razlike (P<0,05) u zastupljenosti tipova stepena oSteéenja sluha u analiziranoj grupi pacijenata
obolelih od NSAROS (Tabela 17). Najucestaliji tipovi stepena oStecenja sluha su bili duboko, tesko
i srednje ostecenje (34,45%, 32,77% 1 16,81% redom).

df- stepen slobode
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Tabela 18. Stepen ostecenja sluha sa vrednostima praga sluha (Cujnosti) izrazenim u decibelima
(dB) u grupi od 119 bolesnika sa NSAROS

Stepen Broj pacijenata Prosecna vrednost
oste¢enja sluha (N°, %) praga sluha (dB)
Umereno 1(0,84%) /
Srednje 20 (16,81%) 51,19
Srednje tesko 18 (15,13%) 64,10
Tesko 39 (32,77%) 70,95
Duboko 41 (34,45%) 98,30
Ukupno 119 69,03
Fisherov test taéne verovatnoée P<0,05

Na Slici 40 su prikazani audiogrami tri pacijenta sa najceS¢im tipovima ostec¢enja sluha.
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Slika 40. Audiogrami - odnos praga cujnosti (dB) i frekvencije (Hz) kod tri analizirana pacijenta;
crvenom bojom je oznaceno desno uvo, a plavom levo uvo.

A. pacijent sa srednjim oStecenjem sluha; B. pacijent sa teskim oSte¢enjem sluha i C. pacijent sa
dubokim ostecenjem sluha

4.3.2. Ispitivanje asocijacije detektovanih genotipova varijante c.35delG sa stepenom
ostec¢enja sluha

Kao sto je ve¢ reCeno, najvecu ucestalost u ispitivanoj grupi od 119 pacijenata sa NSAROS
je imala varijanta c.35delG (26,47%, Tabela 14). Detektovana je kod 41 pacijenta: kod 22 u
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homozigotnom obliku, kod 10 slozenih heterozigota, dok je kod 9 pacijenata c.35delG bila u
heterozigotnom obliku (bez identifikovane druge uzro¢ne mutacije) (Tabela 19, Slika 41). Kod
pacijenata sa homozigotnom varijantom c.35delG najvise je bio zastupljen najteZi stepen oSte¢enja
sluha (duboko) - 59,09% (Tabela 19, Slika 41). Pacijenti sa genotipom c.[35delG];[+] su u najvecem
broju slucajeva imali tesko ili duboko oste¢enje sluha. Heterozigotni pacijenati za varijantu c.35delG
su imali skoro podjednako zastupljene sve tipove oste¢enja (Tabela 19, Slika 41). Statisticki znacajna
razlika izmedu stepena oste¢enja sluha i analiziranih genotipova pokazana je primenom Kruskal-
Wallis testa (p=0,042) (Tabela 19).

Tabela 19. Stepen ostecenja sluha kod 41 pacijenta sa detektovanom varijantom c.35delG prisutnom
u razli¢itim genotipovima

Genofi Stepen ag?'r:rjl ata Ucestalost u
p ostecenja sluha p (IJ\I") grupi (N°, %)
0
Srednje tesko 3 1(33’/622§)
0
Homozigot Tesko 6 2(76,/2272§)
c.[35delG];[35delG]
Duboko 13 39,09%
(13/22)
Ukupno 22 100,00%
0
c.[35delG];[269insT] Duboko 1 1(()1’/()1(())?)
0
Tesko 2 2(%/01%§)
c.[35delG];[313_326del]
Duboko 4 40,00%
Slozeni (4/10)
Heterozigoti Siroiife | 10,00%
c[354elGLIHT (1354161 [269T>C] (0
Tesko 1 10,00%
(1/10)
0
¢ [35delGL;[71G>A] Duboko 1 s
Ukupno 10 100,00%
0
Srednje 2 2%&392)4
0
Srednje tesko 3 3?&33)4
Heterozigoti 22209
c.[35delG];[?] Tesko 2 (i 9) ’
0
Duboko 2 2%55)%’
Ukupno 9 100,00%
Ukupno 41
Kruskal-Wallis test p=0,042

*_prisustvo druge identifikovane varijante
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Slika 41. Graficki prikaz zastupljenosti tipa oSteCenja sluha u razli¢itim grupama genotipova sa
varijantom c.35delG; X-osa genotipovi sa razli¢itim stepenom oStecenja sluha; Y-osa broj pacijenata

Kako bi se odredilo poreklo statisticke znacajnosti, uradene su dodatne analize poredenja
parova genotipova i njihovih stepena oSte¢enja sluha. Rezultati ovih analiza su pokazali prisustvo
statisticki znacajne razlike izmedu stepena oStecenja sluha poredenjem slede¢ih genotipova:
homozigoti/heterozigoti, slozeni heterozigoti/heterozigoti (bez Bonferroni korekcije) (Tabela 20).
Poredenjem homozigota sa slozenim heterozigotima znacajnost nije dobijena (p>0,05) (Tabela 20).

Tabela 20. Rezultati statistickog poredenja stepena oSteé¢enja sluha medu detektovanim
genotipovima primenom Kruskal-Wallis testa

vrednost p vrednost (nakon
P Bonferroni korekcije
Homozigoti/Heterozigoti 0,016 0,049
SloZeni
heterozigoti/Heterozigoti 0,038 0,113
H0m0z1g0t1./Slo.zen1 0,999 1,000
heterozigoti

4.3.3. Ispitivanje asocijacije svih detektovanih genotipova sa stepenom ostecenja sluha

Rezultati uporedne analize audioloskih profila 119 obolelih od NSAROS i svih detektovanih
genotipova pokazali su da su pacijenti sa bialelskim varijantama, bilo u homozigotnom stanju ili kao
sloZeni heterozigoti, naj¢eSce imali duboko oStec¢enje sluha (57,69% 1 63,64% respektivno, Tabela
21, Slika 42). Kod heterozigotnih pacijenata najc¢esSce je zastupljeno srednje oStecenje sluha (45%),
dok su ostala skoro podjednako zastupljena (Tabela 21, Slika 42). Grupa pacijenata bez detektovanih
varijanti (62/119), najcesce je imala tesko do duboko ostecenje sluha (38,71% 1 25,81% redom)
(Tabela 21, Slika 42). Primenom Kruskal-Wallis testa pokazano je postojanje statistiCki znacajne
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razlike (p<0,001), a samim tim i asocijacija izmedu stepena ostecenja sluha i dobijenih genotipova
kod 119 pacijenta (Tabela 21). Kako se primenjenim testom moze videti samo ukupno postojanje
asocijacije, uradene su dalje statistiCke analize kojima su poredeni stepeni oStecenja sluha medu
parovima dobijenih genotipova. Rezultati su pokazali prisustvo statisticki znacajne razlike
poredenjem heterozigota sa ostalim genotipovima, kao i poredenjem homozigotnih sa pacijentima
bez detektovanih varijanti (Tabela 22).

Tabela 21. Stepen ostecenja sluha u razli¢itim grupama genotipova identifikovanih kod 119
pacijenata obolelih od NSAROS

Tip genotipa

Homozigot

Slozeni heterozigot

Heterozigot

Stepen ostecenja

sluha

srednje tesko

Tesko

Duboko

Srednje

Tesko

Duboko

Srednje

srednje tesko

Tesko

Duboko

Ucestalost u

Cemoiiy pa(?ijrf:)tiata dete%(rtL(l)I\)/lanih
(N°) genotipova
(%)
c.[35delG];[35delG] 3
Ukupno 3 11,54%
c.[313_326del];[313_326del] 1
c.[35delG];[35delG] 6
c.[71G>A];[71G>A] 1
Ukupno 8 30,77%
c.[35delG];[35delG] 13
c.[71G>A];[71G>A] 2
Ukupno 15 57,69%
Ukupno 26 100,00%
c.[35delG]; [269T>C] 1
Ukupno 1 9,09%
c.[35delG];[313 326del] 2
c.[35delG]; [269T>C] 1
Ukupno 3 27,27%
¢.[35delG];[269insT] 1
c.[35delG];[313 326del] 4
c.[35delG];[71G>A] 1
c.[71G>A];[313_326del] 1
Ukupno 7 63,64%
Ukupno 11 100,00%
¢.[247-249delTTC];[?] 1
c.[35delG];[?] 2
c.[380G>AL;[?] 3
c.[457G>A;[?] 2
c.[79G>A];[?7] 1
Ukupno 9 45,00%
c.[35delG];[?] 3
¢.[269T>C];[ 7] 1
Ukupno 4 20,00%
c.[35delG];[?] 2
c.[101T>C];[?] 2
Ukupno 4 20,00%
c.[35delG];[?] 2
c.[670A>C];[?] 1
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Ukupno 3 15,00%

Ukupno 20 100,00%
Umereno c.[=L:[=] 1 1,61%
Srednje c.[=L:[=] 10 16,13%
. e L. srednje tesko c.[=L[=] 11 17,74%
Bez detektovanih varijanti Duboko 1] 16 25.81%
Tesko c.[=l[=] 24 38,71%
Ukupno 62 100,00%
Ukupno 119
Kruskal-Wallis test p<0,001

Tabela 22. Rezultati statistickog poredenja stepena ostecenja sluha medu genotipovima

p vrednost (nakon

p vrednost Bonferroni korekcije)
Heterozigoti/Bez
detektovane varijante WU URLE
Homozigoti/Heterozigoti <0,001 <0,001
SloZeni
heterozigoti/Heterozigoti L 0,007
Homozigoti/ Bez
detektovane varijante 0,027 0,159
SloZeni heter0z1g(?F1/ Bez 0,089 0,534
detektovane varijante
Homongotﬂ. Sl(fzenl 0.916 1,000
heterozigoti
B umereno M srednje m srednje tesko M tesko H duboko
25
20
15
10
0
Homozigoti Slozeni Heterozigoti Bez detektovane

heterozigoti varijante

Slika 42. Graficki prikaz zastupljenosti tipova oSte¢enja sluha u razli¢itim grupama genotipova
identifikovanih kod 119 obolelih od NSAROS
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4.3.4. Ispitivanje asocijacije stepena oStecenja sluha i identifikovanih varijanti u
odnosu na njihov efekat na koneksin 26

Kao $to je ve¢ receno, u analiziranoj grupi od 119 pacijenata sa NSAROS kod ukupno 57
obolelih je detektovano 11 razli¢itih varijanti. Na osnovu toga kakav efekat imaju na strukturu i/ili
funkciju koneksina 26, sve identifikovane varijante su podeljene u dve grupe. Pet detektovanih
nonsense 1 frameshift varijanti su pripadale grupi tzv. ,,truncating* mutacija (obelezenih sa T), dok su
preostalih 6 bile tzv. nontruncating (obelezenih kao NT) (Tabela 23).

Tabela 23. Podela identifikovanih varijanti prema njihovom efektu na koneksin 26

Varijanta Efekat na protein”
c.35delG T
c.313 326del T
c.71G>A T
c.269T>C NT
c.380G>A NT
c.101T>C NT
c.457G>A NT
.269insT T
€.247-249delTTC T
c.670A>C NT
c.79G>A NT

“T: “truncating” mutacije; NT: “nontruncating” mutacije

Poredenje genotipova ovako svrstanih identifikovanih varijanti sa stepenom oste¢enja sluha
prikazano je u Tabeli 24 i na Slici 42. Homozigotni genotipovi T/T su kod najveéeg broja pacijenata
imali duboko oStecenje sluha (62,86%). U grupi slozenih heterozigota je jednako zastupljeno srednje
i teSko oStecenje sluha. U ispitivanoj grupi heterozigotnih pacijenata sa genotipom T/- jednako su
zastupljeni stepeni oSte¢enja sluha. Kod obolelih heterozigota sa genotipom NT/- najcesce se javlja
srednje oStec¢enje sluha (30%). Nijedan pacijent ove analizirane grupe nema umereno oStecenje sluha.
Genotip NT/NT nije detektovan u analiziranom uzorku (Slika 43). Primenom statisticke metode
Kruskal-Wallis test pokazana je ukupna statisticka znacajnost, odnosno asocijacija izmedu opisanih
genotipova i stepena oStecenja sluha (Tabela 24). U Tabeli 25 su pokazani rezultati poredenja parova
svih detektovanih genotipova. Statisticki znacajna razlika je detektovana poredenjem stepena
ostecenja sluha izmedu genotipova T/T sa T/-, kao i izmedu T/T sa T/NT (bez Bonferroni korekcije)
(Tabela 25).
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Tabela 24. Genotipovi podeljeni prema efektu identifikovanih varijanti na koneksin 26 i stepen
ostecenja sluha u grupi od 57 pacijenata sa NSAROS

Stepen ostecenja sluha (broj pacijenata i njihova
ucestalost u grupi (N°, %))

Genotip ' Ukupno
Umereno = Srednje S:ggdlzg © Tegko Duboko
0 0 3 10 22 35

SO AR 0%)  (0%) (8,57%) (28,57%) (62,86%) (100%)

Slozeni T/NT 0 1 0 1 0 2
heterozigoti (0%) (50%) (0%) (50%) (0%) (100%)
T/ 0 3 3 2 2
L ) (0%) (15%)  (15%) (10%) (10%) 20
Heterozigoti T 0 6 1 ) 1 (100%)
(0%) (30%) (5%) (10%) (5%)
Ukupno pacijenata 57
Kruskal-Wallis test p<0,001
25
20
15
10
O e,
srednje srednje tesko tesko duboko

mT/T WT/NT mNT/NT mT/- mNT/-

Slika 43. Graficki prikaz povezanosti genotipova podeljenih prema efektu identifikovanih
varijanti na koneksin 26 sa stepenom osStecenja sluha u grupi od 57 pacijenata sa NSAROS
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Tabela 25. Rezultati statistickog poredenja stepena oStec¢enja sluha medu genotipovima u zavisnosti

od njihovog efekta
p vrednost (nakon
p vrednost Bonferroni Korekcije
Genotip 1: T/NT

Genotip 2: T/- 0,964 1,000
Genotip 1: T/T

Genotip 2: T/- <0,001 <0,001
Genotip 1: T/T 0,057 0171

Genotip 2: T/NT

4.4.  Geneticko savetovanje visoko rizi¢nih porodica - izbor pravilne strategije
genetickog testiranja

Na osnovu preporuka evropskih vodica dobre prakse (EMQN) (Hoefsloot et al, 2013), kada
se klinicki postavljena dijagnoza potvrdi na genetiCkom nivou (patogena varijanta/varijante
identifikovana kod osobe obolele od NSAROS), indikovano je uraditi odredivanje statusa nosioca
kod bliskih ¢lanova porodice. U ovom radu, ukupno je analizirano 160 zdravih osoba (roditelji, braca,
sestre, bliski rodaci i njihovi partneri).

4.4.1. Odredivanje statusa nosioca u visoko rizicnim porodicama

Skrining na nosioce je uraden kod ukupno 152 roditelja. U zavisnosti od varijante
identifikovane kod deteta koje boluje od NSAROS, korisé¢ene su metode direktne detekcije varijanti
PCR-ARMS, PCR-RFLP i sekvenciranje egzona 2 gena GJB2. U 74 slucaja rezultati analize su
pokazali da su oba roditelja heterozigotni nosioci mutacija koje su detektovane kod deteta. Na taj
nacin je i potvrdena homozigotnost, odnosno slozena heterozigotnost kod pacijenata sa bialelskim
varijantama. Porodici je objasnjen na¢in nasledivanja bolesti, dat savet za prenatalnu dijagnostiku i
skrining na nosioce bliskih ¢lanova porodice. Genotipovi identifikovani kod roditelja su prikazani u
Tabeli 26.

U grupi od 78 roditelja nakon primene svih dostupnih metoda mutacije uzrocnici bolesti u
porodici su ostale neidentifikovane. Porodicama je objasnjen sloZen nacin nasledivanja bolesti, sa
naglaskom da bi odredivanje statusa nosioca bilo moguce tek kada se utvrdi molekularna osnova
bolesti.
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Tabela 26. Rezultati potvrdenih statusa nosioca kod roditelja pacijenata obolelih od NSAROS

Roditelji
Genotip Ocevi majke

c.[35delG];[35=] 18 21
c.[79G>A];[79=] 5 4
c.[313 326del];[313 326=] 1 2
c.[269T>C];[269=] 1 2
¢.[269insT];[269=] 0 1
c.[670A>C];[670=] 0 1
c.[79G>AT;[79=] 1 0
c.[=l:[=] 50 45
Ukupno 76 76

Odredivanje statusa nosioca bliskih rodaka pacijenata sprovedeno je kod tri zdrave osobe. Sva
tri pacijenta, ¢iji su rodaci ispitivani, su bili homozigoti za varijantu c.35delG gena GJB2. Rezultati
genetickog testiranja su pokazali da su dva ispitanika (brat i ujak obolelih) bili heterozigotni nosioci
porodi¢ne mutacije (Tabela 27).

Tabela 27. Rezultati odredivanja statusa nosioca kod bliskih rodaka obolelih

Ispitanici Genotip Status
nije nosilac
1 Polusestra c.[=Ll:[=] porodi¢ne
mutacije
2 Brat B E | IR
nosilac
3 Uik  c[35delGly[35=]  Deterozigomni
nosilac

Ista analiza je uradena i kod njihovih partnera, u cilju procene rizika za dobijanje obolelog
potomstva. Kod oba ispitivana partnera nije detektovana varijanta c.35delG gena G.JB2. Primenom
Bayesove teoreme (senzitivnost testa 70%, ucestalost nosioca u opstoj populaciji 3%) njihov finalni
rizik da budu nosioci neke druge patogene varijante u genu GJB2 je i teoretski smanjen i iznosio je
oko 0,9%. U takvim sluc¢ajevima nema indikacije za prenatalnu dijagnostiku NSAROS uzrokovanog
mutacijama u genu GJB2.

4.4.2. Prenatalna dijagnostika NSAROS

S obzirom na autozomno-recesivni nacin nasledivanja, roditelji koji su heterozigotni nosioci
imaju rizik od 25% da dobiju dete obolelo od NSAROS u svakoj slede¢oj trudno¢i. Genetickom
savetovalistu IMD-a se zbog prenatalne dijagnostike obratila jedna porodica. Oboleli ¢lan ispitivane
porodice bio je homozigot za patogenu varijantu ¢.35delG gena GJB2, a roditelji su bili potvrdeni
heterozigotni nosioci.

Prenatalna analiza je sprovedena na fetalnom uzorku dobijenom biopsijom horionskih resica
(CVS) (engl. chorionic villus sample) primenom metode PCR-ARMS za direktnu detekciju varijante
c.35delG. Najpre je ispitivana senzitivnost metode na eventualno prisustvo majéinog tkiva u
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dobijenom uzorku koje bi moglo da znacajno uti¢e na ta¢nost rezultata (dobijanje laZzno negativnog
rezultata heterozigotnog nosioca). Rezultati analize su pokazali da bi PCR-ARMS metodom bilo
moguce uociti maternalnu kontaminaciju ukoliko bi majcino tkivo bilo zastupljeno sa vise od 10% u
dobijenom uzorku (Slika 44).

Slika 44. PCR-ARMS produkti direktne detekcije varijante ¢.35delG (duzine 202 bp) prilikom
ispitivanja senzitivnosti metode na prisustvo maternalne kontaminacije mesanjem uzoraka (mutirani
homozigot/heterozigot); 2% agarozni gel; 85V, 45min.

A. PCR reakcija za detekciju normalnog alela, B. PCR reakcija za detekciju mutiranog alela.

kolona 1: DNK marker (@X174 DNA-Hae III Digest DNA ladder); kolona 2: meSani uzorci sa 1%
kontaminacije; kolona 3: meSani uzorci sa 2% kontaminacije; kolona 4: meSani uzorci sa 5%
kontaminacije; kolona 5: meSani uzorci sa 10% kontaminacije; kolona 6: meSani uzorci sa 20%
kontaminacije; kolona 7: meSani uzorci sa 50% kontaminacije; kolona 8: kontrolni uzorak sa
homozigotnom delecijom; kolona 9: kontrolni uzorak sa heterozigotnom delecijom; kolona 10:
kontrolni uzorak bez mutacije (engl. wild type); kolona 11: DNK marker (GeneRuler 1kb DNA
ladder)

Nakon odredene senzitivnosti metode, uradena je validacija prenatalne analize, posto je ovo
bila prva prenatalna analiza za detekciju varijante ¢.35delG u genu GJB2 koja je uradena u
Laboratoriji za medicinsku genetiku IMD, ujedno i u Srbiji. Promenjena koncentracija fetalne DNK
i pronadeni optimalni PCR uslovi omoguéili su dobijanje adekvatnih koncentracija specificnih PCR
produkata.

Kada je uradena validacija metode, prenatalna analiza je sprovedena. Rezultat analize je
pokazao da fetus nije nosilac varijante c.35delG u genu GJB2 i samim tim da nema rizik da oboli od
NSAROS uzrokovane ovom mutacijom (Slika 45).
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Slika 45. PCR-ARMS produkti direktne detekcije varijante c.35delG (duzine 202 bp) sa internom
kontrolom (amelogenin, 360 bp) prilikom sprovodenja prenatalne dijagnostike; 2% agarozni gel;
85V, 45min.

A. PCR reakcija za detekciju normalnog alela, B. PCR reakcija za detekciju mutiranog alela.

kolona 1: DNK marker (®@X174 DNA-Hae Il Digest DNA ladder); kolone 2,3,4,5,6 1 7: fetalni uzorci
u razli¢itim razblazenjima- delecije nije detektovana (engl. wild type); kolona 8: kontrolni uzorak sa
heterozigotnom delecijom; kolona 9: kontrolni uzorak sa homozigotnom delecijom; kolona 10:
kontrolni uzorak bez mutacije (engl. wild type); kolona 11 blank - bez uzorka; kolona 12: DNK
marker (GeneRuler 1kb DNA ladder)

lako je pokazano da fetus nije nosilac analizirane porodi¢ne patogene varijante, eventualno
prisustvo maternalne kontaminacije je dodatno iskljuceno i analizom markera kratkih tandemskih
ponovaka (STR) (engl. short tandem repeat), poredenjem DNK profila majke i fetusa. Rezultati su
pokazali odsustvo maternalne kontaminacije u dobijenom uzorku na osnovu informativnosti Sest STR
markera (Slika 46).
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S. DISKUSIJA

5.1. Identifikacija varijanti u genima GJB2 i GJB6 i odredivanje njihove
ucestalosti kod obolelih od NSAROS u Srbiji

Do sada izuCavanje geneticke osnove NSAROS nije radeno u Srbiji. Vaznost izuCavanja ovog
tipa oStecenja sluha je kako u identifikaciji varijanti, tako i u njihovoj distribuciji i1 fenotipskoj
varijabilnosti u nasoj zemlji. Koneksini 26 i 30, kodirani genima GJB2 i GJB6, ¢ija je funkcija u
formiranju pukotinastih veza u meducelijskoj komunikaciji predstavljaju dominantne izoforme u
kohlei. Najvecu ulogu u meducelijskoj komunikaciji u unutrasnjem uvu ima proteinski produkt gena
GJB2, pa shodno tome mutacije u koneksinu 26 izazivaju oSte¢enje sluha sa veoma velikom
ucestalos¢u u odnosu na druge gene. Ovakva uloga koneksina 26 je osnovni razlog za ispitivanje i
identifikaciju varijanti u genu GJB2. Mutacije u genu G.JJB2 su najces¢i uzrok NSAROS u mnogim
populacijama Sirom sveta.

Takode, pokazano je da ukoliko se ne eksprimira konekson 26, a postoji i deficijencija
koneksina 30, do¢i ¢e do gubitka sluha. Vece parcijalne delecije gena GJB6 su identifikovane kao
druga patogena mutacija sa ve¢ poznatom varijantom u genu GJB2, kod obolelih od NSAROS. 1z
svih pomenutih razloga je radeno i ispitivanje i detekcija varijanti gena GJBG6.

5.1.1. Direktna detekcija varijante ¢.35delG u genu GJB2

U ovoj studiji, s obzirom da je prvi put radena kod obolelih od NSAROS u Srbiji, koris¢ene
su smernice aktuelnog vodica dobre prakse evropskog udruzenja za kontrolu kvaliteta molekularno
genetickih analiza (Hoefsloot i sar, 2013). U skladu sa njim, prva analiza koja je sprovodena na svim
pacijentima u ovom radu bila je detekcija varijante ¢.35delG, s obzirom na njenu visoku ucestalost u
populaciji belaca. Za direktnu detekciju varijante ¢.35delG gena GJB2 kod NSAROS pacijenata
koriS¢ena je delimi¢no modifikovana PCR-ARMS metoda opisana ranije (Scott i sar, 1998; Lucotte
i sar, 2001). Promene originalnih metoda su podrazumevale modifikacije koncentracija sastojaka
smeSe i uslova PCR reakcije i omogucile dobijanje adekvatnih koncentracija specificnih PCR
produkata, radi postizanja jasno razdvojenih traka na gelu bez nespecifi¢nih produkata. Slede¢i korak
je bila verifikacija metode, kori§¢enjem kontrolnih uzoraka za koje je vec¢ bilo poznato da imaju ovu
varijantu u homozigotnom/heterozigotnom obliku, kao i normalnih kontrolnih uzoraka. Pored
kontrolnih uzoraka kori§éena je i negativna kontrola kako bi se proverila uspesnost PCR reakcije i
isklju¢ila moguénost kontaminacije. Ova metoda je jednostavna, racionalna i ekonomicna,
istovremeno detektuje homozigotne, ali 1 heterozigotne nosioce varijante ¢.35delG (Slika 21). Zbog
opisanih karakteristika i uspesne verifikacije, metoda je zadovoljila kriterijume potrebne za njenu
rutinsku primenu u svakodnevnoj laboratorijskoj dijagnostici.

Varijanta c.35delG (p.Gly12Valfs, ranije poznata pod nazivom Gdel35) predstavlja deleciju
jedne baze guanina u nizu od 6 guanina, na nukleotidnoj poziciji 35 egzona 2 gena G.JB2 i ima za
posledicu prevremeno formiranje stop kodona na 12. kodonu (Zelante, 1997; Dragomir i sar, 2015).
Ova varijanta ima patogeni efekat, pripada tzv. fruncating mutacijama, jer dovodi do pomeranja
okvira Citanja, §to rezultuje inaktivacijom proteina, koneksina 26 (Zelante, 1997; Dragomir i sar,
2015). Varijanta c.35delG je identifikovana kao najces¢a uzroc¢na varijanta kod obolelih od NSAROS
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u populaciji Kavkazijanaca sa ucestalo$¢u od 70% patogenih alela (Gasparini i sar, 2000; Lucotte 1
sar, 2001; Snoeckx i sar, 2005; Tekin 1 sar, 2010; Battellino i sar, 2011; Hall i sar, 2012; Hoefsloot i
sar, 2013). Posmatrajuci zemlje Evrope, prema mnogobrojnim objavljenim studijama, postoji jasno
ispoljen opadajuéi gradijent ucestalosti varijante ¢.35delG idu¢i od jugoistoka ka severozapadu, sa
najve¢om ucestalos¢u u podrucju Mediterana i juzne Evrope (Zelante i sar, 1997; Gasparini i sar,
2000; Van Laer i sar, 2001; Medica i sar, 2005; Lucotte i sar, 2007). Smatra se da je ova varijanta
nastala negde u podrucju Bliskog Istoka, a da se potom, efektom osnivaca, prosirila na delove Evrope
(Gasparini i sar, 2000; Van Laer i sar, 2001).

U ovom radu, od ukupno 238 analiziranih alela (svih 119 pacijenata sa dijagnozom
NSAROS), kod 63 (26,47%) je detektovana varijanta c¢.35delG (Tabela 14). Ukupna ucestalost je u
saglasnosti sa prethodno objavljenim ucestalostima u uzorcima pacijenata sa istom dijagnozom
okolnih zemalja: Hrvatska, Slovenija, Ceska, Madarska, Makedonija, Grcka, Italija (sa ucestalostima
od 22%-46%) (Toth i sar, 2001; Pampanos i sar, 2002; Medica i sar, 2005; Seeman i sar, 2005;
Sukarova Stefanovska i sar, 2009; Cama i sar, 2009; Battellino i sar, 2011). Velika studija sprovedena
na 506 pacijenata iz Nemacke pokazala je neSto vecu ucestalost alela varijante c.35delG od 58,3% od
do sada objavljivanih (Burke i sar, 2016). Takode, postoji veliki broj istraZivanja ucestalosti ove
varijante na ameri¢kom podrucju. Studija Pandya i saradnika 2003. godine, istrazivala je distribuciju
mutacija kod 1 400 NSAROS pacijenata razlic¢itog porekla. Rezultati ove studije su pokazale sledece
vrednosti: 25,4% u populaciji belaca, 11,5% u ispitivanoj grupi Meksikanaca, 6,8% kod
Afroamerikanaca i 3,7% u grupi pacijenata poreklom iz Azije. Nesto kasnije sprovedena studija na
manjem broju pacijenata iz Amerike pokazala je nizu ucestalost ispitivane varijante od 9,84%, ali se
u njoj ne navode podaci o poreklu pacijenata (Thang i sar, 2006).

Medutim, u mnogim studijama je racunata ucestalost alela varijante ¢.35delG samo u grupi
pacijenata sa detektovanim mutacijama. U Tabeli 28 su predstavljene ucestalosti alela u grupi
pacijenata sa kompletno identifikovanim genotipom, u razli¢itim zemljama Evrope. Uporedivanjem
dobijenih ucestalosti vidi se i opadajuéi gradijent od juga ka severu.
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Tabela 28. Ucestalosti alela varijante ¢.35delG u grupama pacijenata sa identifikovanim
varijantama u razli¢itim populacijama

Ucestalost alela u grupi
Populacija Studija pacijenata sa detektovanim
varijantama (%)

Gréka Pampanos i sar, 2002 95,2

Italija Rabionet i sar, 2000 88,0

Kipar Neocleous i sar, 2014 81,7

Austrija Janecke 1 sar, 2002 76,9
Multinacionalna studija Snoeckx 1 sar, 2005 72,44
Francuska Marlin i sar, 2005 69,0
Litvanija Mikstiene i sar, 2016 64,7
Spanija Rabionet i sar, 2000 55,0

Ukoliko bi se na ovakav nacin racunala ucestalost alela u ovoj studiji, prema podacima iz
Tabele 16 ta ucestalost bi iznosila 74,32% (54/74 alela). Ovakav rezultat je u saglasnosti sa prethodno
objavljenim ucestalostima, posebno ukoliko se razmatra geografski polozaj Srbije i poredi sa
lokacijama ostalih populacija navedenih u Tabeli 28.

Poznavanje ucestalosti varijante ¢.35delG kod obolelih u odredenoj populaciji je od izuzetnog
znacaja jer je nosi najveci broj ispitivanih pacijenata kod kojih je detektovana varijanta ispitivanih
gena GJB2 i GJB6. To je pokazano i rezultatima ovog rada, koji je prva studija u nasoj populaciji
koja ispituje ucestalost varijanti u genima GJB2 i GJB6 lokusa DFNBI kod obolelih od NSAROS.
Samim tim opravdana je rutinska primena molekularno genetickih metoda za direktnu detekciju
varijante ¢.35delG (kao prvog koraka), kod svakog pacijenta obolelog od NSAROS. Senzitivnost
metode bi iznosila ~26% 1 omogucila bi da petina rizi¢nih porodica ve¢ u startu bude potpuno
informativna za prenatalnu dijagnostiku.

5.1.2. Direktna detekcija varijante ¢.71G>A u genu GJB2

Nakon detekcije varijante ¢.35delG, svim pacijentima koji nisu bili homozigoti za ovu
varijantu ili su bili heterozigotni nosioci (identifikovani samo na jednom alelu) je raden skrining na
varijantu ¢.71G>A u genu GJBZ2. Direktna detekcija omogucéena je primenom PCR-ARMS metode
prema delimicno modifikovanoj metodi Scotta i saradnika (Scott i sar, 1998). Ova metoda
istovremeno detektuje homozigotne, ali i heterozigotne nosioce. Modifikacije su podrazumevale
promene koncentracija sastojaka smese i uslova PCR reakcija kako bi se omogucéilo dobijanje
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adekvatnih koncentracija PCR produkata. Kao i prethodna i ova metoda je uspesno verifikovana
upotrebom kontrolnih uzoraka (poznatih homozigotnih i heterozigotnih nosioca, kao i uzoraka bez
varijante) i negativne kontrole (Slika 23).

Varijanta ¢.71G>A (p.Trp24Ter, stari naziv W24Ter) detektovana je prvi put u studiji Kelsell
i saradnika (1997). Ova varijanta je mutacija bez smisla koja dovodi do zamene baza (G u A) u 71.
poziciji nukleotida u kodiraju¢em regionu gena G.JB2, §to rezultuje prevremenim formiranjem stop
kodona tokom sinteze koneksina 26 (Kelsell i sar, 1997; Dragomir i sar, 2015). Pripada tzv. truncating
mutacijama sa patogenim efektom, jer kada se javi u homozigotnom obliku ne dolazi do sinteze
funkcionalnog koneksina 26. Najveca ucestalost varijante ¢.71G>A je pokazana kod pacijenata u
zemljama juZzne Azije (Indija, Pakistan i Banglades) i iznosi od 40-67,2% (Kelsell i sar, 1997; Kudo
1 sar, 2000; Maheshwari 1 sar, 2003; Bouwer 1 sar, 2007; Hashemzadeh Chaleshtori i sar, 2008;
Tsukada i sar, 2015). Smatra se da je u populaciji Indije sa prerac¢unatim vremenom nastanka od pre
7 880 godina i da se njena ucestalost povecala kao posledica efekta osnivaca (RamShankar i sar,
2003; Joseph i sar, 2009). Ova varijanta se javlja sa srednjom ucestalo§¢u u zemljama Evrope, ali nije
detektovana u africkim populacijama, niti u populacijama isto¢ne Azije (Tsukada i sar, 2015). U
evropskim zemljama je najcesce identifikovana u porodicama Roma iz Slovacke (Minarik i sar, 2003)
i Spanije (Alvarez i sar, 2005).

U analiziranom uzorku od 238 alela (119 pacijenata) u ovoj studiji, varijanta c¢.71G>A je
detektovana kod pet pacijenata (kod tri pacijenta u homozigotnom obliku, dok su preostala dva bili
sloZeni heterozigoti) sa ukupnom ucestaloséu od 3,36% (8/238 ispitivanih alela) (Tabela 14). Ova
patogena varijanta je detektovana i u susednim zemljama, u kojima njena ucestalost medu obolelim
dosta varira (Tabela 29) (Minarik i sar, 2003; Toth i sar, 2004; Sukarova Stefanovska i sar, 2009;
Lazar i sar, 2010; Dragomir i sar, 2015; Burke i sar, 2016). Posto je ova mutacija najcesc¢e detektovana
u porodicama Roma, smatra se da se njeno javljanje u Evropi moze pripisati migraciji Roma iz juzne
Azije (Sukarova Stefanovska i sar, 2009).

Tabela 29. Ucestalosti alela varijante ¢.71G>A kod obolelih u razli¢itim zemljama

Ucestalost alela varijante

Populacija Studija c.71G>A (%)
Slovacka Minarik 1 sar, 2003 23,2
.. Sukarova Stefanovska i sar,
Makedonija 2009 6,1
.. Dragomir i sar, 2015
Ry r Lazar i sar, 2010 =
Madarska Toth i sar, 2004 43
Nemacka Burke i sar, 2016 2,7

Podaci o ucestalosti alela ¢.71G>A su u nekim objavljenim istrazivanjima predstavljeni
procentualno na osnovu ucestalosti varijanti samo u grupi pacijenata kod kojih su detektovane
varijante DFNBI1 lokusa. U velikoj multinacionalnoj studiji iz 2005. godine ucestalost ove varijante
preracunata na takav nacin je iznosila 1,53% (Snoeckx i sar, 2005), dok je u studiji sprovedenoj na
populaciji Austrije iznosila 7,7% (Frei i sar, 2002). Ucestalost varijante ¢.71G>A u analiziranoj grupi
pacijenata ove studije u tom sluc¢aju bi iznosila 10,81% (8/74 alela) (prema podacima iz Tabele 16),
$to je nesto vise u odnosu na rezultate pomenutih studija i opravdava direktnu detekciju i ove mutacije
u rutinskoj klinickoj dijagnostici.
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5.1.3. Direktna detekcija varijante ¢.101T>C u genu GJB?2

Svim pacijentima koji nisu imali varijantu ¢.35delG na jednom ili oba alela, dalje je radena
direktna detekcija i varijante c.101T>C gena GJB2 pomocu PCR-RFLP metode na osnovu
prisustva/odsustva specificnog mesta secenja restrikcionog enzima Bcll. KoriS¢ena je delimi¢no
modifikovana PCR-RFLP metoda opisana ranije (Perea i sar, 2007; Al Achkar i sar, 2011). Kao i
prethodno pomenute metode, i ova metoda je uspesno verifikovana upotrebom poznatih kontrolnih
uzoraka (heterozigotnih nosioca i uzoraka koji nisu nosioci) i negativne kontrole (Slika 25).

Varijanta c.101T>C (p.Met34Thr, stari naziv M34T) predstavlja varijantu promenjenog
smisla zamene baza (T u C) na nukleotidnoj poziciji 101 u egzonu 2 gena GJB2, sto dovodi do
zamene aminokiseline metionina sa treoninom na poziciji 34. aminokiseline u polipeptidnom lancu
koneksina 26 (Coco i sar, 2013). Vecina autora ispitivanu varijantu c.101T>C klasifikuje prema svom
efektu kao kontroverznu, bez jos uvek jasne interpretacije (Hoefsloot i sar, 2013). Najpre je varijanta
c.101T>C gena GJB2 klasifikovana kao autozomno-dominantna mutacija (Kelsell i sar, 1997;
Griffith i sar, 2000; Thonnissen i sar, 2002). Nakon toga, prema razli¢itim autorima, ova varijanta je
klasifikovana kao recesivna ili dominantna uzro¢na mutacija, ali kasnije sprovedene studije pokazuju
da se ova varijanta najverovatnije moze opisati kao hipomorfni recesivni alel (Kelsell i sar, 1997;
Scott i sar 1998; Wilcox i sar, 2000; Griffith, 2001; Griffith i Friedman, 2002; Kupka i sar, 2002; Zoll
i sar, 2003; Feldmann i sar, 2004; Snoeckx i sar, 2005; de Castro i sar, 2013; Hoefsloot i sar, 2013).
Dodatna potvrda da se varijanta ¢.101T>C moze klasifikovati kao hipomorfni recesivni alel jeste i
visoka ucestalost nosioca ove varijante u populaciji belaca (Hoefsloot et al, 2013). Ukoliko se
detektuje u homozigotnom obliku ili kod sloZenih heterozigota kod pacijenata sa umerenim
ostecenjem sluha, onda se smatra da je ova varijanta uzrok oste¢enja sluha; medutim, ukoliko je
stepen oStecenja sluha mnogo tezi (duboko oSteCenje sluha), ova varijanta se ne moze smatrati
uzrokom (Roux i sar, 2004; Hall i sar, 2012; Lopponen i sar, 2012; de Castro i sar, 2013; Hoefsloot
i sar, 2013). Prema vodicu dobre prakse Americkog koledza za medicinsku genetiku i
genomiku/Asocijacije za molekularnu patologiju, efekat ispitivane varijante se klasifikuje u patogene
sa nepotpunom penetrabilnos¢u (Oza i sar, 2018). Interpretacija i promena klasifikacije efekta
varijante ¢.101T>C je zasnovana na rezultatima statistickih i funkcionalnih analiza u najnovijim
studijama radenim pomocu panela za oSte¢enje sluha (Shen i sar, 2019). Medutim, ove studije su
takode pokazale da ukoliko se ispitivana varijanta detektuje u homozigotnom obliku i/ili kod slozenih
heterozigota, stepen ostecenja sluha je najces¢e umeren. Ovo je glavni razlog zasto veliki broj autora
i dalje varijantu ¢.101T>C opisuje kao kontroverznu, odnosno kao hipomorfni recesivni alel.

U analiziranom uzorku obolelih od NSAROS ove studije, varijanta c.101T>C je
identifikovana kod dva pacijenta u heterozigotnom obliku, sa ukupnom ucestalos¢u alela od 0,84%
(2/238) (Tabela 14). Dostupni podaci u literaturi o ucestalosti ove varijante veoma variraju. U velikoj
studiji sprovedenoj na nemackoj populaciji dobijen je visok procenat ove varijante (5,3%) (Burke i
sar, 2016). Medutim, istrazivanja americ¢kih populacija, pokazuju dosta manju ucestalost od 1,05-
1,56% S§to je u saglasnosti sa rezultatima ove studije (Pandya i sar, 2003; Thang i sar, 2000).

Zauporedivanje ucestalosti c.101T>C hipomorfnog recesivnog alela u ovom radu i dostupnih
studija (iz Litvanije i jedne multinacionalne studije), bilo je neophodno preracunati ucestalost samo
u grupi pacijenata sa detektovanim mutacijama. Prema podacima iz Tabele 16, ovako preracunata
ucestalost varijante ¢.101T>C iznosi 2,70% (2/74 alela). Rezultati studije iz Litvanije pokazuju
ucestalost ove varijante od 2,3% (Mikstiene i sar, 2016), $to je gotovo isti rezultat dobijen kao u ovoj
studiji. Rezultati multinacionalne studije iz 2005. Godine (Snoeckx i sar) pokazuju ucestalost od
4,01%, koja je nesto visa od ucestalosti dobijene u ovoj doktorskoj disertaciji.

70



5.1.4. Sekvenciranje egzona 2 gena GJB2

Sledeca geneticka analiza, sekvenciranje kodirajuceg regiona, egzona 2, gena GJB2,
sprovedena je na uzorku od 97 pacijenata. Ovu grupu pacijenata ¢inili su svi oni kod kojih je varijanta
c.35delG detektovana u heterozigotnom obliku (19 obolelih) i pacijenti kod kojih ova varijanta nije
detektovana (78 obolelih). Izbor metode sekvenciranja egzona 2 je takode bio prema preporukama
evropskih vodi¢a dobre prakse (EMQN), jer se ~95% do danas identifikovanih mutacija lokusa
DFNBI1 uzro¢nika NSAROS nalazi upravo u ovom regionu gena GJB2 (Hoefsloot i sar, 2013).
Rezultati sekvenciranja su potvrdili ve¢ identifikovane varijante ¢.71G>A i ¢.101T>C, detektovane
ranije opisanim metodama (Slika 23, Slika 25). Takode, kod 19 heterozigotnih nosioca varijante
¢.35delG potvrdeno je prisustvo ove varijante i sekvenciranjem je otkrivena druga uzroc¢na varijanta
kod 10 pacijenata. Pored toga, ovom metodom je otkriveno jos$ 8 razli¢itih varijanti gena GJB2.

Varijanta ¢.313 326del (p.Lys105Glyfs, stari naziv 313dell4) predstavlja deleciju 14 bp
pocevsi od pozicije nukleotida 313 u egzonu 2 gena GJB2 i dovodi po formiranja stop kodona na
poziciji 110. kodona prilikom sinteze koneksina 26 (Kupka i sar, 2002). Ova varijanta dovodi do
pomeranja okvira Citanja i ima patogeni efekat. Pokazano je da ova delecija eliminiSe glavne
funkcionalne domene koneksina 26 (dva transmembranska, jedan ekstracelularni (E2) i C-terminus)
i pretpostavlja se da oStecuje topologiju ovih polipeptida (Kelley i sar, 1998).

Ova delecija je prvi put identifikovana 90-tih godina, a potom je i detektovana u vise studija
(Denoyelle i sar, 1997; Kelley i sar, 1998; Denoyelle i sar, 1999). Delecija c.313 326del je
identifikovana i u pojedinim populacijama centralne i istocne Evrope: Austrija, Poljska, Madarska,
Nemacka (Gabriel i sar, 2001; Loffler i sar, 2001; Toth i sar, 2001; Wiszniewski i sar, 2001; Frei i
sar, 2002; Janecke i sar, 2002). Nazalost, u ovim studijama precizna ucestalost ¢.313_326del nije
prikazana. Ucestalost je izracunata samo u studiji Burke i saradnika (2016), na uzorku pacijenata iz
populacije Nemacke i iznosi 2,7%.

U ovom radu, u analiziranom uzorku od 119 pacijenata obolelih od NSAROS identifikovana
je kod 9 alela sa ukupnom ucestaloS¢u od 3,78% (9/238) (Tabela 14, Slika 27), §to je u saglasnosti sa
rezultatima pomenute studije iz Nemacke (Burke i sar, 2016).

Kao i kod prethodno opisanih varijanti, neke studije su racunale ucestalost varijante samo u
grupi pacijenata sa detektovanim varijantama. U Tabeli 30 su predstavljene tako izracunate
ucestalosti varijante c.313 326del publikovane u tri razli¢ite studije (Marlin i sar, 2005; Snoeckx i
sar, 2005; Mikstiene i sar, 2016).

Tabela 30. Ucestalosti alela varijante ¢.313 326del u razlicitim populacijama u grupi pacijenata sa
identifikovanim varijantama

Ucestalost alela u grupi

Populacija Studija pacijenata sa detektovanim
varijantama (%)
Litvanija Mikstiene i sar, 2016 28,3
Francuska Marlin i sar, 2005 2,9
Multinacionalna studija Snoeckx 1 sar, 2005 1,70

Ukoliko bi se na taj nacin preracunala ucestalost ispitivane delecije u nasem ispitivanom
uzorku, prema podacima iz Tabele 18, njena ucestalost bi iznosila 12,16% (9/74 alela). Ovako
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dobijena ucestalost je nesto niza od vrednosti iz studije iz Litvanije, a dosta veca od ispitivanih u
multinacionalnoj studiji i studiji francuske populacije (Tabela 30).

Varijanta ¢.269T>C (p.Leu90Pro, stari naziv L90P) predstavlja varijantu promenjenog smisla,
substitucije baza (T u C) na 269. nukleotidnoj poziciji, sto dovodi do zamene aminokiseline, leucina
prolinom, u kodonu 90 polipeptidnog lanca koneksina 26 (Loffler i sar, 2001). Ova varijanta utic¢e na
transmembranski domen koneksina 26 i veéina autora je povezuje sa uzro¢nom mutacijom kod
obolelih od autozomno-recesivnog ostec¢enja sluha (Rabionet i sar, 2000; Kupka i sar, 2002). Smatra
se da je ova varijanta nastala u centralnoj Evropi i da se njena ucestalost povecala efektom osnivaca
(Janecke i sar, 2002).

Ucestalost ove varijante varira medu obolelim razli¢itih populacija. U Tabeli 31 su
predstavljene ucestalosti varijante ¢.269T>C pokazane u tri studije (Pandya i sar, 2003; Thang i sar,
2006; Burke i sar, 2016).

Tabela 31. Ucestalost varijante c.269T>C u grupama pacijenata sa identifikovanim varijantama u
populacijama Nemacke i Amerike

Ucestalost varijante
¢.269T>C u grupi pacijenata

Populacija Studija (%)
Nemacka Burke i sar, 2016 1,6
Amerika Thang i sar, 2006 0,6

Juzna Amerika (populacija Pandya i sar, 2003 0.29

belaca)

U analiziranom uzorku u ovoj studiji, varijanta ¢.269T>C je identifikovana kod 3 alela (3/119)
sa ukupnom ucestaloS¢u od 1,26% (Tabela 14, Slika 28). Ovakav rezultat je u saglasnosti sa
dobijenom ucestalo$¢u studije sprovedene na uzorku obolelih nemacke populacije, §to je i bilo
oc¢ekivano, zbog geografskog polozaja Srbije i Nemacke.

Prema podacima mnogobrojnih studija koje su u svojim istrazivanjima detektovale pomenutu

varijantu, ucestalost je predstavljena samo u grupi pacijenata kod kojih je detektovana bilo koja
NSAROS uzro¢na varijanta (Tabela 32).
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Tabela 32. Ucestalosti alela varijante ¢.269T>C u razli¢itim populacijama u grupi pacijenata sa
identifikovanim varijantama

Ucestalost alela u grupi
Populacija Studija pacijenata sa detektovanim
varijantama (%)

Loffler i sar, 2001 16,7

Austrija Janecke 1 sar, 2002 9.8

Frei i sar, 2002 3,8

Australija Wilcox i sar, 2000 10
Francuska Marlin i sar, 2005 2,6
Litvanija Mikstiene i sar, 2016 2.3
Multinacionalna studija Snoeckx 1 sar, 2005 1,86

Kada se prema podacima iz Tabele 18 u uzorku od 119 obolelih od NSAROS izracuna
ucestalost alela varijante ¢.269T>C samo u grupi pacijenata sa detektovanim varijantama (na isti
nacin kao u Tabeli 32), dobija se ucestalost od 4,05% (3/74 alela). Ovako dobijena vrednost je u
saglasnosti sa gore opisanim ucestalostima. U populacijama Mediterana opseg ucestalosti alela
varijante ¢.269T>C ide od 0,7%-4%, §to su priblizne vrednosti u odnosu na dobijenu u ovoj studiji
(Estivill 1 sar, 1998; Denoyelle i sar, 1999; Murgia i sar, 1999; Rabionet i sar, 2000). U nekim
populacijama, poput Japana, ova varijanta nije detektovana (Rabionet i sar, 2000).

Varijanta ¢.380G>A (p.Argl27His, stari naziv R127H) egzona 2 gena GJB2 predstavlja
varijantu promenjenog smisla, baznu zamenu (G u A) na poziciji nukleotida 380, §to u kodonu 127
koneksina 26 dovodi do zamene aminokiseline arginina histidinom (Rabionet i sar, 2000). Efekat ove
varijante je kontroverzan. Ranije publikovane studije su varijantu c.380G>A oznacavale kao
nepatogenu (Estivill i sar, 1998; Rabionet i sar, 2000). Prema literaturnim podacima, neki od autora
ovu varijantu smatraju polimorfizmom jer funkcionalnim analizama nije pokazan nikakav efekat
varijante ¢.380G>A na funkciju koneksina 26. Takode, smatra se polimorfizmom zato $to je u nekim
populacijama detektovana visoka ucestalost nosioca (Thonnissen i sar, 2002; Minarik i sar, 2003;
RamShankar i sar, 2003; Wang i sar, 2003; Roux i sar, 2004; Sukarova Stefanovska i sar, 2009;
Dragomir i sar, 2015). Medutim, podaci drugih sprovedenih funkcionalnih studija, ukazuju da
varijanta ¢.380G>A ipak moZe da uti¢e na funkciju koneksina 26, na razli¢itim nivoima ekspresije
(Estivill i sar, 1998; D'Andrea i sar, 2002; Wang i sar, 2003; Toth i sar, 2004; Palmada i sar, 2006).

Ispitivana varijanta ¢.380G>A je detektovana u mnogim studijama obolelih razli¢itih
populacija Evrope i Amerike (Janecke i sar, 2002; Pandya i sar, 2003; Snoeckx i sar, 2005; Thang i
sar, 2006; Dragomir i sar, 2015; Burke i sar, 2016). U najvec¢em broju studija nije naznaCena precizna
ucestalost ove varijante — dostupni podaci su pokazani u Tabeli 33.
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Tabela 33. Ucestalost varijante c.380G>A u grupama pacijenata sa identifikovanim varijantama u
populacijama Evrope i Amerike

Ucestalost varijante
¢.380G>A u grupi pacijenata

Populacija Studija (%)
Nemacka Burke i sar, 2016 4.3
Amerika Thang i sar, 2006 0,6

Juzna Amerika (populacija Pandyai sar, 2003 0.1
belaca)
Multinacionalna studija Snoeckx 1 sar, 2005 0,07

U analiziranom uzorku obolelih od NSAROS u ovom radu, varijanta ¢.380G>A je
detektovana kod ukupno kod 3 alela, sa ucestalosc¢u od 1,26% (3/238), §to je u saglasnosti sa
dostupnim podacima iz literature (Tabela 14, Slika 29).

Varijanta ¢.457G>A (p.Vall53lle, raniji naziv V1531) predstavlja varijantu promenjenog
smisla supstitucije nukleotida (G u A) na 457 poziciji kodiraju¢eg egzona 2 gena GJB2. Ova
supstitucija rezultuje u zameni aminokiselina valina izoleucinom u kodonu 153 koneksina 26 i smatra
se polimorfizmom.

Identifikovan je u mnogim studijama kod obolelih u populacijama Evrope, Azije i Amerike
(Frei i sar, 2002; Snoeckx i sar, 2005; Thang i sar, 2006; Hashemi i sar, 2012; Burke i sar, 2016)
(Tabela 34).

Tabela 34. Ucestalost varijante ¢.457G>A kod obolelih u razli¢itim populacijama

Ucestalost varijante

Populacija Studija ¢.457G>A kod obolelih (%)
Nemacka Burke i sar, 2016 4.3
Austrija* Frei i sar, 2002 3,8
Multinacionalna studija* Snoeckx 1 sar, 2005 0,16
Amerika Thang i sar, 2006 0,1
Iran Hashemi i sar, 2012 0,03

*Navedene studije su racunale ucestalost polimorfizma u grupi ispitanika sa detektovanim
varijantama DFNBI1 lokusa

U analiziranom uzorku od 119 obolelih od NSAROS u ovom radu, varijanta c.457G>A je
detektovana kod 2 alela, sa ukupnom ucestalos¢u od 0,84% (2/238) (Tabela 14, Slika 30), §to je u
saglasnosti sa studijama iz Irana i Amerike, a niza u odnosu na veliku studiju sprovedenu na nemackoj
populaciji. Da bi se uporedila ucestalost sa multinacionalnom studijom, kao i studijom iz Austrije,
neophodno je bilo preracunati ucestalost alela samo u grupi pacijenata sa detektovanim varijantama.
Prema podacima iz Tabele 16 to je grupa od 74 alela, tako da ovako preracunata ucestalost ¢.457G>A
polimorfizma iznosi 2,70% (2/74 alela), Sto je priblizno vrednosti opisanoj u populaciji Austrije,
2002. godine (Tabela 34).

Varijanta ¢.269insT (p.Val91fs) predstavlja inserciju timina na poziciji nukleotida 269 egzona
2 gena GJB2 (Denoyelle i sar, 1999). Ova varijanta dovodi do pomeranja okvira Citanja. Prema svom
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efektu na protein, klasifikuje se u grupu tzv. truncating mutacija, jer dovodi do prevremenog
zaustavljanja translacije koneksina 26. Zbog prisustva ove varijante, poslednjih 136 aminokiselina se
ne ugraduje u polipeptidni lanac, §to rezultuje ili formiranjem skra¢enog proteina ili ne dolazi uopste
do sinteze proteina (Pandya i sar, 2003; Snoeckx i sar, 2005; Gravina i sar, 2010). Prema novijoj
klasifikaciji ova patogena varijanta se obelezava kao ¢.269dupT (p.Val91SerfsX11). Ipak, u veéini
publikacija se i dalje koristi stari naziv jer se smatra da je ova varijanta insercija, a ne duplikacija
jednog baznog para, kao Sto je opisano u novoj klasifikaciji.

Prvi put je opisana u studiji Denoyelle i saradnika (1999). U literaturi nema puno podataka o
ucestalosti ove mutacije - u Tabeli 35 su predstavljene dobijene vrednosti kod pacijenata u nekim
populacijama (Pandya i sar, 2003; Snoeckx i sar, 2005; Marlin i sar, 2005).

Tabela 35. Ucestalost varijante ¢.269insT kod obolelih u razli¢itim populacijama

Ucestalost varijante

Populacija Studija ¢.269insT kod obolelih (%)
Juzna Amerika (populacija Pandya i sar, 2003 0.29
belaca)
Multinacionalna studija* Snoeckx 1 sar, 2005 0,23
Francuska* Marlin 1 sar, 2005 0,2

*U navedenim studijama je raCunata ucestalost polimorfizma u grupi ispitanika sa detektovanim
varijantama DFNB1 lokusa

U analiziranoj grupi od 119 pacijenata u ovoj studiji, identifikovana je kod samo jednog
pacijenta sa ukupnom ucestaloS¢u alela od 0,42% (1/238) (Tabela 14, Slika 31), Sto je u saglasnosti
sa pokazanom ucestalo$¢u u populaciji belaca na podrucju juzne Amerike. Kada se ucestalost ove
varijante preracuna po uzoru na multinacionalnu studiju i studiju iz Francuske, samo u grupi
pacijenata sa detektovanim varijantama, ona iznosi 1,35% (1/74 alela) (Tabela 16), §to je nesto vise
od opisivanih (Tabela 35).

Varijanta ¢.247-249delTTC (p.Phe83del) predstavlja deleciju tri nukleotida (TTC) u
nukleotidnoj poziciji 247 do 249 egzona 2 gena GJB2, §to dovodi do pomeranja okvira Citanja, i
delecije aminokiseline fenilalanin na poziciji 83 proteinskog produkta, koneksina 26 (Petersen i sar,
2012). Jedini dostupni podaci u literaturi o ovoj deleciji su da je prvi put identifikovana u jednoj
grckoj porodici, kod dva ¢lana obolela od NSAROS 1 pretpostavlja se da je njen efekat patogen
(Petersen i sar, 2012).

Varijanta ¢.247-249delTTC je u ovoj studiji detektovana kod jednog pacijenta u
heterozigotnom obliku, tj. u jednom alelu sa ucestalos¢u 0,42% (1/238) (Tabela 14, Slika 32).
Uporedivanje dobijene ucestalosti je moguce samo sa podacima iz jednog rada, pa se moze zakljuciti
da se najverovatnije radi o retkoj, familijarnoj varijanti.

Varijanta ¢.670A>C (p.Lys224Gln, stari naziv K224Q) predstavlja supstituciju baza (A u C)
u 670. nukleotidu, koja dovodi do zamene aminokiselina lizina glutaminom u koneksinu 26 na
aminokiselinskoj poziciji 224 (Antoniadi i sar, 2000). Ova varijanta pripada missense varijantama, sa
jos uvek nedefinisanim (nepoznatim) efektom. Smatra se da ima efekat na C terminus koneksina 26
i to na pH vrednost u kanalima pukotinastih veza. Detektovana je prvi put u sporadicnom slucaju u
jednoj grckoj porodici, gde otac koji je nosilac ove varijante nema oStecenje sluha (Antoniadi i sar,
2000). S obzirom na ovaj podatak, smatra se da nema patogeni efekat. Ova varijanta je identifikovana
i u velikoj studiji sprovedenoj na pacijentima iz juzne Amerike sa razli¢itim poreklom, sa ucestaloScu
od 0,1% (Pandya et al, 2003).
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U analiziranoj grupi pacijenata u ovom radu, detektovana je na jednom alelu (1/238), sa ukupnom
ucestaloS¢u od 0,42% (Tabela 14, Slika 33). Ovaj rezultat je u saglasnosti sa dobijenim vrednostima
iz prethodno pomenutih studija (Pandya i sar, 2003).

Varijanta ¢.79G>A (p.Val27lle, stari naziv V27I) predstavlja supstituciju baza (G u A) na
poziciji 79. nukleotida, Sto rezultuje zamenom aminokiseline valina izoleucinom u 27. kodonu
koneksina 26. (Kelley i sar, 1998). Ova varijanta spada u grupu varijanti promenjenog smisla, a prema
njenom efektu se klasifikuje u benigne varijante (polimorfizam). Polimorfizam c.79G>A je vrlo Cest
u azijskim populacijama (Kelley i sar, 1998; Abe i sar, 2000; Park i sar, 2000; Shi i sar, 2004; Posukh
i sar, 2005; Tang i sar, 2006). U nekim studijama je pokazano da se varijanta ¢.79G>A nasleduje
zajedno sa ¢.341A>G (p.Glul 14Gly, stari naziv E114G) varijantom na istom alelu (Kudo i sar, 2000;
Tekin i sar, 2010). lako je ranijim ispitivanjima i funkcionalnim studijama na model sistemu oocita
Xenopus-a pokazan patogeni efekat kada se ove dve varijante nalaze na istom alelu, studija
sprovedena na mongolskoj populaciji nije potvrdila prethodna ispitivanja posto je ovaj genotip
identifikovan i u kontrolnim uzorcima (Tekin i sar, 2010). Ranije opisani patogeni efekat ove dve
varijante je verovatno posledica postojanja dodatne mutacije u regulatornom delu gena G.JB2 (Tekin
i sar, 2010).

Varijanta ¢.79G>A je identifikovana u jednoj studiji pacijenata u populaciji Kine sa prilicno
visokom ucestalos¢u od 25,1% i u americkoj studiji 5,24% (Zheng i sar, 2015; Thang i sar, 2006).
Kao S§to je ve¢ reCeno, ova varijanta je Cesta i u drugim azijskim populacijama - pored Kine
detektovana je i u Japanu i Koreji (Abe i sar, 2000; Park i sar, 2000; Shi i sar, 2004). U studiji koja je
proucavala populaciju Brazila detektovana je visoka ucestalost ovog alela od 15,58% (de Castro i sar,
2013). Smatra se da je ovako visoka ucestalost identifikovanog polimorfizma verovatno zbog
povecanog doprinosa americ¢ko-indijskih gena u populaciji juznog Brazila (de Castro i sar, 2013).

U analiziranoj grupi ove studije kod obolelih od NSAROS u Srbiji ¢.79G>A je identifikovana
u heterozigotnom obliku kod jednog pacijenta, sa ukupnom alelskom ucestalos¢u od 0,42% (1/238
alela) (Tabela 14, Slika 34). Ucestalost dobijena u ovoj studiji je znatno niza u odnosu na dostupne
literaturne podatke, §to je 1 o¢ekivano s obzirom na geografski poloZaj nase zemlje u odnosu na
populaciju Azije, kao i razlicite populacione istorije Srbije i azijskih zemalja.

Nakon primenjenih metoda za direktnu detekciju varijanti kao i sekvenciranja egzona 2 gena
GJB2, kod ukupno 82 pacijenta nisu detektovane bialelske mutacije (Tabela 15, Tabela 16). Na
osnovu ve¢ pomenutih preporuka, ovim pacijentima je raden dalji skrining van kodirajuceg regiona
gena GJB2, detekcija cetiri varijante: c¢.-23+1G>A, dve parcijalne delecije gena GJB6 i
mitohondrijske varijante m.1555A>@G. Od svih do sada detektovanih patogenih varijanti van egzona
2 gena GJB2, ove cetiri se javljaju sa vecom ucestaloS¢u u nekim populacijama, najcesée u
kombinaciji sa varijantama kodiraju¢eg regiona gena GJB2.

5.1.5. Direktna detekcija varijante c.-23+1G>A gena GJB2

Direktna detekcija varijante c.-23+1G>A je radena pomo¢u PCR-RFLP metode na osnovu
prisustva/odsustva specificnog mesta secenja restrikcionog enzima Hphl. KoriS¢ena metoda je
originalna metoda odeljenja molekularne genetike, funkcije i terapije, Instituta za neurologiju i
genetiku Kipra, Nikozija, Kipar, gde je ova analiza i uradena prema ve¢ datom protokolu (Neocleous
i sar, 2014). Metoda je uspesno verifikovana upotrebom kontrola (poznati uzorci sa heterozigotnom
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varijantom i bez varijante, engl. wild #ype) i negativne kontrole (blank) kojom se provera uspesnost
reakcije (Slika 35).

Varijanta c¢.-23+1G>A (stari nazivi: IVS1+1G>A i1 -3170G>A) je prvi put otkrivena i
prijavljena u studiji Denoyelle i saradnika (1999). Predstavlja tackastu splajs varijantu nekodiraju¢eg
egzona 1 gena GJB2 sa patogenim efektom jer dovodi do remecenja jednog od procesa primarnih
obrada transkripta (splajsovanja), Sto rezultuje nemoguéno$cu formiranja informacione RNK (Shanin
i sar, 2002).

Splajs mutacija nekodiraju¢eg egzona 1 je identifikovana u velikom broju populacija sa
razli¢itih kontinenata: u Aziji (Sibir, Mongolija i Kina), u Africi (Alzir), u SAD-u, u juznoj Americi
(u populaciji Brazila) i Evropi (Rumunija, Ce$ka, Madarska) (Green i sar, 1999; Snoeckx i sar, 2005;
Seeman i Sakmaryova, 2006; Toth i sar, 2007; da Silva-Costa i sar, 2009; Mahdieh i sar, 2010; Tekin
i sar, 2010; Gandia i sar, 2013; Hoefsloot i sar, 2013, Dragomir i sar, 2015). Nedavno je ustanovljeno
da je isto¢ni Sibir region sa najve¢om akumulacijom ove mutacije. Zbog veoma velike ucestalosti
heterozigotnih nosioca c¢.-23+1G>A varijante u izolovanoj populaciji Jakuta u istocnom Sibiru
(11,7%), smatra se da je ovaj region upravo mesto nastanka mutacije, sa procenjenom staros¢u od
800 godina (Barashkov i sar, 2014; Barashkov i sar, 2014a). Visoka ucestalost varijante c.-23+1G>A
u Evropi detektovana je u populacijama Ceske i Holandije. U Cegkoj ova mutacija je druga, a u
Holandiji treca po ucestalosti varijanti uzro¢nika NSAROS lokusa DFNB1 (Santos ar, 2005; Seeman
i Sakmaryova, 2006).

Zbog visoke udestalosti splajs mutacije c.-23+1G>A u populacijama poput Ceske i Holandije,
koje su na slicnom geografskom polozaju kao Srbija, detekcija ove varijante je izabrana u ovom radu.
Medutim, na ispitivanom uzorku od 82 pacijenta (svi pacijenti bez identifikovanih bialelskih
varijanti), varijanta c.-23+1G>A nije detektovana ni kod jednog pacijenta. Detekcija ove mutacije ne
spada u Ceste procedure prilikom dijagnostike obolelih od NSAROS, pa nije radena u mnogim
susednim zemljama. Prema dostupnim podacima iz literature, ispitivana mutacija takode nije
detektovana ni u ve¢im studijama na populacijama Austrije i Velike Britanije (Gunther i sar, 2003;
Hutchin i sar, 2005). Moze se zakljuciti da ova varijanta nije karakteristi¢na za nas region, i samim
tim njena direktna detekcija ne mora biti deo rutinske klinicke dijagnostike.

5.1.6. Direktna detekcija delecija u genu GJB6

Direktna detekcija dve parcijalne delecije gena GJB6, del(GJB6-D13S1830) i del(GJB6-
D13S1854), radena je dvema odvojenim multipleks PCR reakcijama, sa delimi¢no izmenjenim
originalnim uslovima (Wu i sar, 2003; del Castillo FJ i sar, 2005). Modifikacije originalnih metoda
su podrazumevale male izmene u koncentraciji sastojaka smese i uslova PCR reakcije i omogucile
dobijanje adekvatnih koncentracija specificnih PCR produkata. Metode su uspesno verifikovane
koriS¢enjem poznatih kontrolnih uzoraka (uzoraka sa jednom ili drugom delecijom, kao i uzoraka bez
delecija, engl. wild type) i negativne kontrole (blank) (Slika 36, Slika 37).

Parcijalne delecije gena GJB6 mogu uzrokovati NSAROS, najc¢eS¢e kod pacijenata
heterozigotnih nosioca neke od uzro¢nih varijanti u genu GJB2 prema digenskom nacinu nasledivanja
(Pallares-Ruiz i sar, 2002; del Castillo I i sar, 2003; del Castillo FJ i sar, 2005).

Delecija del(GJB6-D13S1830) predstavlja parcijalnu deleciju gena GJB6 velic¢ine 309 kb sa
patogenim efektom. Studije koje su se bavile analizom haplotipova vezanih za ovu 309kb deleciju,
pokazale su njeno zajednicko poreklo u populacijama zapadne Evrope, najverovatnije nastalu u
podru¢jima juzne Spanije ili Francuske (del Castillo I i sar, 2003). Sa visokom udestalo§éu ova
delecija je detektovana upravo kod obolelih u populacijama zapadne Evrope, Spanije (7,6-9,7%),
Velike Britanije (5,9%) i Francuske (5%) (del Castillo I i sar, 2003; del Castillo FJ i sar, 2005; Marlin
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i sar, 2005). Takode, u populaciji Izraela ova delecija ima veliku u€estalost od 6-7,1% (del Castillo I
i sar, 2003; del Castillo FJ i sar, 2005). Nesto niza ucestalost (1,4%) uocena je u studijama
sprovedenim u juznoj Italiji, Belgiji, SAD-u i Australiji (del Castillo I i sar, 2003; Gualandi i sar,
2004).

Ova delecija nije detektovana u velikom broju studija sprovedenih na slede¢im populacijama:
Poljske, Turske, Kine, grckog dela Kipra, jugozapadnog Irana i u nekim delovima Italije (Liu i sar,
2002; Wiszniewska i sar, 2002; del Castillo I i sar, 2003; Tekin i sar, 2003; Uyguner i sar, 2003; del
Castillo i sar, 2005; Seeman i sar, 2005; Esmaeilli i sar, 2007; Neocleous i sar, 2014).

U ispitivanom uzorku od 82 obolela od NSAROS u ovom radu, nije identifikovana del( GJB6-
D13S1830) delecija ni u jednom slucaju. Ovakav rezultat je u saglasnosti sa rezultatima veé
pomenutih populacija. Posebno je vazno naznaciti da u studijama populacija suseda Srbije poput
Hrvatske, Slovenije i Austrije takode nije detektovan ni jedan pacijent sa ovom delecijom (Gunther i
sar, 2003; Medica i sar, 2005; Battellino i sar, 2011).

Druga ispitivana parcijalna delecija gena GJB6, del(GJB6-D13S1854) je veli¢ine 232 kb i
zahvata deleciju od introna 2 gena GJB6 do introna 4 gena CRYLI. Prema dostupnim podacima iz
literature, jednoj multinacionalnoj sprovedenoj studiji, ova delecija je iskljucivo detektovana kod
pacijenata obolelih od NSAROS sa ve¢ poznatom jednom varijantom gena GJB2 (del Castillo FJ i
sar, 2005). Identifikovana je sa najve¢om uéestalo$éu u studijama na populaciji Spanije (25,5%) (del
Castillo I 1 sar, 2002; del Castillo I i sar, 2003; del Castillo FJ i sar, 2005). Ova delecija je joS$
detektovana i u populaciji Velike Britanije (22,2%), Brazila (6,3%) i Italije (1,9%) (del Castillo FJ i
sar, 2005). Kod pacijenata poreklom iz SAD-a, Francuske, Belgije i Australije, del(GJ/B6-D1351854)
nije identifikovana (del Castillo FJ i sar, 2005).

Kod pacijenata analiziranih u ovom radu (82 pacijenta) nije identifikovana ova delecija.
Prema podacima studija susednih zemalja, ni jedna od njih se nije bavila identifikacijom del( GJB6-
D13S1854). Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da ove dve delecije nisu specifi¢ne za
nas$ region i trebalo bi razmotriti opravdanost njihove direktne detekcije kod genetickog testiranja
obolelih od NSAROS u Srbiji.

5.1.7. Direktna detekcija mitohondrijske varijante m.1555A>G

Kao poslednji korak, u grupi od 82 obolela od NSAROS (pacijenti bez bialelskih varijanti)
uradena je analiza na prisustvo mitohondrijske varijante m.1555A>G gena MTRNRI pomoc¢u PCR-
RFLP metode i prisustva/odsustva restrikcionog mesta za enzim BsmAI (Neocleous i sar, 2014).
Metoda je, kao i sve koriS¢ene metode u ovom radu, uspesno validirana i verifikovana upotrebom
poznatih kontrolnih uzoraka (heterozigotnog nosioca varijante i uzorka bez varijante) i negativne
kontrole (Slika 38).

Varijanta m.1555A>G (stari naziv A1555G) gena MTRNRI predstavlja nukleotidnu zamenu
(A u G) na 1555. poziciji mitohondrijske DNK. Gen MTRNRI ima ulogu u sintezi RNK manje
ribozomske subjedinice, 12sRNK (Kokotas i sar, 2007). Ima patogeni efekat jer znacajno smanjuje
tacnost translacije u ribozomima, §to razultuje promenama u proteinu koji se sintetiSe i dovodi do
gubitka sluha (Hobble i sar, 2008).

Prema podacima iz literature, mitohondrijska varijanta m.1555A>G je identifikovana kod
obolelih od NSAROS u kombinaciji sa mutacijama u genu GJB2 (Hutchin i Cortopassi, 2000;
Kenneson i sar, 2002). Detektovana je u etnicki vrlo razli¢itim populacijama poput Azije, Afrike,
Japana, Gréke, Velike Britanije, Italije, Spanije, Kube i Vijetnama §to opravdava njen skrining kod
obolelih (Usami i sar, 1998).
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U ispitivanoj grupi od 82 pacijenta u ovom radu, ova varijanta nije identifikovana. Zbog
odsustva podataka u literaturi o ucestalosti ispitivane mitohondrijske varijante, nije moguce uporediti
dobijeni rezultat.

5.2. Odredivanje distribucije detektovanih varijanti i genotipova u genima GJB2
i GJB6 kod obolelih od NSAROS u Srbiji

U grupi od 119 pacijenata ukupno je identifikovano 11 razlicitih varijanti (Tabela 14). Sve
detektovane varijante se nalaze u kodiraju¢em regionu, egzonu 2, gena GJB2, §to je u saglasnosti sa
podacima dobijenim u svetu, jer se varijante gena G.JB2 smatraju naj¢eS¢im uzrocima NSAROS
(Kelsell 1 sar, 1997; Hall i sar, 2012; Tsukada i sar, 2015; Zheng i sar, 2015).

U analiziranom uzorku, najvecu ucestalost je imala varijanta c¢.35delG - 26,47% (63/238
alela). Ovakva ucestalost je bila ocekivana i u saglasnosti je sa vrednostima dobijenim u populacijama
nasih suseda. Nesto je viSa od ucestalosti kod populacija severo-zapada Evrope, a niZa u odnosu na
populacije jugo-istoka, $to je takode bilo ocekivano, s obzirom na gradijent distribucije ove varijante
u Evropi.

Druga po ucestalosti ispitivana varijanta je ¢.313 326del - 3,78% (9/238 alela). Poput
dobijenih rezultata u populacijama Litvanije i Bugarske, ova varijanta predstavlja takode drugu
varijantu po ucestalosti, posle ¢.35delG varijante (Popova i sar, 2012; Mikstiene i sar, 2016). Najcesce
je detektovana u zemljama istocne i centralne Evrope, $to je u saglasnosti sa dobijenim vrednostima
ove studije, s obzirom na geografski polozaj Srbije.

U ispitivanom uzorku, tre¢a po ucestalosti je varijanta c.71G>A - 3,36% (8/238 alela).
Dobijena ucestalost je u saglasnosti sa vrednostima populacija bliskih suseda, poput Makedonije,
Madarske i Rumunije (Toth i sar, 2004; Sukarova Stefanovska i sar, 2009; Lazar i sar, 2010; Dragomir
isar, 2015). Ispitivanjem populacije Roma u Slovackoj, ova varijanta je prva po ucestalosti (Minarik
i sar, 2003).

Preostalih 8 varijanti detektovanih u ovom radu se javljaju sa ucestalos¢u manjom od 1,5% i
zajedno su Cinile 5,88% alela u uzorku pacijenata iz Srbije. Cetiri varijante su detektovane i u
pojedinim zemljama naSeg regiona: Austrija (c.269T>C, ¢.380G>A, c.457G>A), Litvanija
(c.269T>C, ¢.101T>C), Nemacka (c.101T>C, ¢c.380G>A, ¢c.457G>A), Rumunija (¢.380G>A) (Frei i
sar, 2002; Janecke i sar, 2002; Dragomir i sar, 2015; Mikstiene i sar, 2016; Burke i sar, 2016).

Tri varijante su, na osnovu dostupne literature, do sada detektovane samo kod pojedinacnih
pacijenata u Grckoj (€.247-249delTTC 1 ¢.670A>C) 1 Francuskoj (¢.269insT) (Antoniadi i sar, 2000;
Marlin i sar, 2005; Petersen i sar, 2012).

Varijanta ¢.79G>A je u ispitivanom uzorku detektovana na jednom alelu. Ova mutacija nije
identifikovana u evropskim populacijama, ali je vrlo Cesta u Aziji (Posukh i sar, 2005; Tang i sar,
2006). Trebalo bi razmotriti poreklo pacijenta kod koga je uocena pomenuta varijanta, kako bi se
mogla diskutovati njena detekcija u ovoj studiji, $to nam nije bilo dostupno.

Na osnovu broja detektovanih varijanti, moze se zakljuciti da je molekularna osnova
nesindromskog autozomno-recesivnog oste¢enja sluha u Srbiji heterogena, slicno kao $to je uoceno
u drugim zemljama Evrope. Dobijeni podaci potvrduju prisustvo zajednickih varijanti gena GJB2
naroda slovenskog porekla iz zemalja centralne i istocne Evrope, kao i uticaj populacija iz
Mediterana. Identifikovane su Cetiri varijante koje pripadaju grupi retkih, familijarnih mutacija,
prisutnih samo kod pojedinac¢nih slucajeva u svetu. Slicnosti sa etnicki razli¢itim zemljama mogu se
objasniti intenzivnim migracijama i meSovitim brakovima, karakteristicnim za zemlje naSeg regiona
(Minarik i sar, 2003; Toth 1 sar, 2004).
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Primen om opisanih metoda ukupno je identifikovano 39,50% analiziranih alela. Detektovane
varijante su formirale 16 razlicitih genotipova. Od 119 analiziranih pacijenata obolelih od NSAROS,
kod 57 su detektovane varijante na jednom ili na oba alela sa ukupnom ucestalos¢u od 47,90%.
Bialelske varijante (homozigoti/sloZeni heterozigoti) su detektovane sa ucestaloS¢u od 31,09%
(37/119 pacijenata). Kod 20 pacijenata je identifikovana samo jedna varijanta (16,81%). Kod
preostala 62 pacijenta (ucestalost - 52,10%) nisu identifikovane varijante ni na jednom alelu (Tabela
15, Tabela 16).

U Tabelama 36 i 37 su prikazane ucestalosti genotipova dobijene iz studija razli¢itih zemalja.

Tabela 36: Ucestalosti genotipova sa identifikovanim varijantama na jednom ili na oba alela kod
obolelih u zemljama Sirom sveta

Ucestalost
Broj genotipova sa
Populacija Studija pacijenata = identifikovanim
(N%) varijantama
(%)
Grcka Antoniadi i sar, 2000 26 61,50
Bugarska Popova i sar, 2012 51 55,00
Rumunija Dragomir i sar, 2015 125 53,60
Brazil de Castro i sar, 2013 77 40,00
.. Sukarova Stefanovska i
Makedonija sar, 2009 33 36,36
Kina Zheng i sar, 2015 1067 34,96
Hrvatska Medica i sar, 2005 63 33,30
Slovenija Battellino i sar, 2011 218 33,00
Iran Hashemi i sar, 2012 50 30,00
Frei i sar, 2002 57 29,00
Austrija Loffler i sar, 2001 48 26,00
Janecke 1 sar, 2002 204 15,20
Kipar Neocleous i sar, 2014 146 27,40
Nemacka Burkp i'sar, 2016 506 23,50
Gabriel i sar, 2001 134 22,00
Kuvajt Al-Sebeih i sar, 2014 100 15,00

Rezultati ucestalosti genotipova sa identifikovanim varijantama lokusa DFNB1 u ispitivanom
uzorku u ovom radu (47,90%) su u saglasnosti sa rezultatima studija u zemljama regiona, poput
Bugarske, Rumunije, Makedonije, Hrvatske i Slovenije (Medica i sar, 2005; Sukarova Stefanovska i
sar, 2009; Battellino i sar, 2011; Popova i sar, 2012; Dragomir i sar, 2015). Ovakva saglasnost je bila
oCekivana zbog geografske bliskosti koja rezultuje uglavnom migracijama ljudi i postojanju
mesovitih brakova medu pomenutim populacijama. Studija sprovedena na grckoj populaciji pokazuje
najvisu ucestalost, ali je treba uzeti sa rezervom zbog malog broja ispitivanih pacijenata (Antoniadi i
sar, 2000).
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Tabela 37: Ucestalosti genotipova kod pacijenata sa identifikovanim bialelskim varijantama u
zemljama Sirom sveta

Ucestalost genotipova sa bialelskim

Broj varijantama (%)
Populacija Studija pacijenata Homozigoti (%  Slozeni heterozigoti
(N%) u odnosu na celu (% u odnosu na
studiju) celu studiju)
Litvanija Mikstiene i sar, 2016 158 57,50
Francuska Denoyelle i sar, 1999 140 ~50,00
Rumunija Dragomir i sar, 2015 125 41,60 4,80
Palestina Shanin i sar, 2002 48 23,00
Slovenija Battellino i sar, 2011 218 26,60
Kipar Neocleous i sar, 2014 146 14,38 6,16
Kina Zheng i sar, 2015 1067 14,34 5,91
Nemacka Burke i sar, 2016 506 9,40 5,00
Mongolija Tekin i sar, 2010 534 4,50

U analiziranom uzorku u ovom radu, od 119 obolelih od NSAROS kod 31,09% pacijenata su
detektovane bialelske varijante. Homozigotni nosioci se javljaju sa ucestalos¢u od 21,85%, a
ucestalost slozenih heterozigota iznosi 9,24% (Tabela 16). Ovakvi rezultati su u saglasnosti sa
podacima iz pojedinih zemalja nasSeg regiona, poput opisanih u populacijama Rumunije i Slovenije
(Battellino i sar, 2011; Dragomir i sar, 2015).

vvvvv

homozigotnom obliku ili kod sloZenih heterozigota sa drugom mutacijom gena GJB2 ili GJB6
(Gasparini i sar, 2000; Hoefsloot i sar, 2013), $to je potvrdeno i u najvecem broju ve¢ pomenutih
evropskih studija.

U ispitivanoj grupi obolelih od NSAROS u ovoj studiji, najveci broj pacijenata je takode bio
homozigotni nosilac ¢.35delG varijante (22/119 pacijentata) sa u¢estalos¢u od 18,49%. Ova varijanta
je identifikovana na jednom alelu kod 19 pacijenata, od kojih su 10 (10/119) bili sloZeni heterozigoti,
sa ucestalos¢u od 8,40%. Uporedivanjem ovih rezultata u odnosu na dobijene ucestalosti genotipova
u susednim zemljama, moze se zakljuciti da su u saglasnosti, §to je i bilo ocekivano s obzirom na
geografski slican polozaj (Tabela 38) (Toth i sar, 2001; Pampanos i sar, 2002; Medica i sar, 2005;
Seeman i sar, 2005; Sukarova Stefanovska i sar, 2009; Battellino i sar, 2011; Dragomir i sar, 2015).
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Tabela 38. Ucestalosti varijante c.35delG u detektovanim genotipovima kod obolelih u drugim

populacijama
.35delG c.35delG
Broj homozigotni slozqm .
.. .. .. . heterozigoti
Populacija Studija pacijenata  nosioci (%ou
0 (% u odnosu
(N) odnosu na na cel
celu studiju) o
studiju)
Rumunija Dragomir i sar, 2015 125 36.8 4.8
Madarska Toth i sar, 2001 194 35.6 12.6
Grcka Pampanos i sar. 2002 210 30 6.2
Ceska Seeman i sar, 2005 156 28.8 5.1
Hrvatska Medica i sar, 2005 63 25.4 7.9
st i Sukarova S;ez)fgrglovska 1 sar, 33 210 3
Slovenija Battellino i sar, 2011 218 21.1 10.5

5.3. Ispitivanje fenotipske varijabilnosti identifikovanih varijanti - asocijacija
genotipova sa stepenom ostecenja sluha

5.3.1. Rezultati audioloskih ispitivanja

Kod obolelih od NSAROS sa identifikovanim bialelskim varijantama gena GJB2 je pokazan
razli¢it stepen oStecenja sluha koji varira od umerenog do dubokog (Wingard i Zhao, 2015).

U ovom radu, od 119 pacijenata, sa najve¢om ucestaloS¢u su pacijenti sa teskim i dubokim
ostecenjem sluha. Tesko oste¢enje sluha je detektovano kod 39 pacijenata sa ukupnom ucestaloséu
od 32,77%, dok je kod 41 obolelog, audioloSkim analizama pokazano duboko oSte¢enje sluha
(34,45%). Samo kod jednog obolelog je identifikovano umereno oStec¢enje. PoSto su najveéi broj
obolelih od NSAROS ¢inili pedijatrijski pacijenti, visoka zastupljenost tezih oblika oSte¢enja sluha
je bilaiocekivana. Ova ucestalost je i potvrdena primenom statisticke metode (Fisherovog testa tacne
verovatnoce), kojom je pokazano postojanje statisticke znacajne razlike u zastupljenosti tipova
ostecenja sluha u analiziranoj grupi pacijenata (P<0,05) (Tabela 18).

5.3.2. Ispitivanje asocijacije detektovanih genotipova varijante c.35delG sa stepenom
osStecenja sluha

Najucestalija varijanta u ovoj studiji, c.35delG, je zastupljena u cak 50% identifikovanih
genotipova (8/16 razliCitih genotipova). Od ukupno 26 homozigota detektovanih u ovom radu,
genotip c.[35delG];[35delG] je identifikovan kod ¢ak 22 pacijenta. Od tog broja, 13 pacijenata su bili
sa dubokim ostecenjem sluha, 6 sa teSkim oStecenjem sluha, dok su tri pacijenta homozogota
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c.35delG varijante imala srednje oStecenje sluha. Ocigledno je da osobe sa identi¢nim genotipom
imaju blago variranje u stepenu oste¢enja sluha. Ova studija nije jedina u kojoj su ovakve razlike
uocene. Ispitivanja multinacionalne studije na velikom broju ispitanika poreklom iz razli¢itih zemalja
sveta, pokazala su varijacije u stepenu oStecenja sluha kod pacijenata sa istim genotipom (Snoeckx i
sar, 2005). Funkcionalne studije su objasnile ovu varijabilnost dejstvom faktora sredine i/ili gena
modifikatora, iako se prema nekim stavovima njihov doprinos smatra manje vaznim (Cryns i sar,
2004; Hilgert i sar, 2009).

Tabela 39. Stepen ostecenja sluha kod pacijenata homozigota za varijantu ¢.35delG u razli¢itim
zemljama

Stepen oStecenja sluha

fensialie S Umereno Srednje Srevd W€ Tesko  Duboko
tesko
Rumunija Dragomir i sar, 2015 1 1 / 2 42
Hrvatska Medica i sar, 2005 / 2 / 1 16
Austrija Janecke i sar, 2002 / / 1 14
Egipat El Barbary i sar, 2015 / / / 4

Litvanija Mikstiene i sar, 2016 / 2 / 5 30
Multinacionalna g, o 1 i sar, 2005 9 89 /22 569

studija

Rezultati dobijeni u ovoj studiji su u saglasnosti sa rezultatima stepena osStecenja sluha kod
c.35delG homozigotnih nosioca u razli¢itim zemljama, $to je bilo i o¢ekivano jer je ve¢ pokazano da
razlike u nacionalnoj i/ili etni¢koj pripadnosti ne uti¢u na razlike u tezini oStecenja sluha (Tabela 39)
(Cryns i sar, 2004).

Varijanta c¢.35delG je u grupi pacijenata slozenih heterozigota detektovana kod 10 pacijenata
(sa ukupno 6 razlicitih genotipova): 6 su imali duboko ostecenje, 3 tesko, a jedan pacijent je bio sa
srednjim oSte¢enjem sluha. Rezultati studija okolnih zemalja pokazali su sli¢ne rezultate
uporedivanjem tezine oStecenja sluha u grupi pacijenata sloZenih heterozigota sa jednom c.35delG
varijantom. U populaciji Rumunije svi pacijenti slozeni heterozigoti su imali duboko oSte¢enje sluha
(Dragomir i sar, 2015). Na populaciji Hrvatske su dobijeni rezultati skoro ista rezultatima u ovoj
studiji: tri pacijenta sa ovakvim genotipom bila su sa dubokim, jedan sa teskim i jedan sa srednjim
ostecenjem sluha (Medica i sar, 2005). Primenom statisticke analize uporedivanja stepena oStecenja
sluha izmedu homozigotnih i sloZenih heterozigotnih pacijenata nije pokazana asocijacija (p>0,05)
(Tabela 20). Ovakvi rezultati su u saglasnosti sa prethodno objavljenim podacima, gde je pokazano
da nema statisticki znacajne razlike izmedu audioloskih parametara kod obolelih sa homozigotnom
c.35delG varijantom i slozenih heterozigota sa ¢.35delG mutacijom na jednom alelu i tzv. truncating
mutacijom (T) na drugom alelu (Cryns i sar, 2004). U grupi sloZenih heterozigota sa c.35delG
varijantom identifikovanih u ovom radu (ukupno 10), 8 pacijenata je imalo T mutaciju na drugom
alelu, dok su dva pacijenta imala patogenu ali tzv. non-truncating mutaciju.

Kod devet pacijenata analiziranih u ovom radu varijanta c.35delG je identifikovana na samo
jednom alelu. Njihov fenotip je prili¢no jednako rasporeden, od srednjeg do dubokog osteéenja sluha.
Ovo se moze objasniti ili efektom druge neidentifikovane varijante, ili, §to je manje verovatno,
genima modifikatorima i/ili faktorima sopoljasnje sredine. Sprovedene statisticke analize poredenja
stepena oste¢enja sluha heterozigota sa homozigotima i slozenim heterozigotima pokazale su
prisustvo statisticke znacajnosti (p=0,016 i p=0,038 redom) (Tabela 20). Poredenjem heterozigota i
sloZenih heterozigota, nakon Bonfferoni korekcije, p vrednost je veca od 0,05. Dobijeni rezultati
statistickih analiza su ocekivani, jer pacijente sa detektovanim bi-alelskim patogenim mutacijama
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karakteriSe tezi oblik oStecenja sluha u odnosu na pacijente sa jednom identifikovanom patogenom
varijantom.

5.3.3. Ispitivanje asocijacije svih detektovanih genotipova sa stepenom oStecenja sluha

Ukoliko se posmatra Citava grupa analiziranih 119 pacijenata, a ne samo izolovana grupa
genotipova sa varijantom c.35delG, bialelske mutacije su nadjene kod 37 pacijenata, jedna varijanta
je detektovana kod 20 pacijenata, dok kod 62 obolela nisu detektovane mutacije u analiziranim
genima, odnosno delovima gena. U grupi pacijenata sa bialelskim varijantama, 26 homozigota i 11
slozenih heterozigota, najzastupljenije je bilo duboko osStecenje sluha sa ucestalos¢u od 60% (22/37
pacijenata) (Tabela 21). Srednje oStecenje sluha je najcesce detektovano u grupi pacijenata sa jednom
identifikovanom varijantom (45%), dok su pacijenti bez detektovanih varijanti imali najcesce tesko i
duboko ostecenje (Tabela 21). Ukupna p vrednost primenom Kruskal-Wallis testa pokazala je
prisustvo asocijacije (p<<0,001) (Tabela 21). Asocijacija stepena oSteéenja sluha medu dobijenim
genotipovima uocena je poredenjem heterozigota sa svakim drugim tipom genotipa ponaosob.
Ovakav rezultat je u saglasnosti sa ve¢ postoje¢im literaturnim podacima, tj. da su pacijenti sa jednom
identifikovanom varijantom blaZeg stepena oStecenja sluha od onih sa varijantama na oba alela. Iako
nije ocekivano, postojanje statisticki znacajne razlike izmedu heterozigotnih i ispitanika bez
detektovanih varijanti se moZe objasniti ukupnim malim uzorkom pacijenata. Uzrok odsustva
statisticke znacCajnosti (p>0,05) (Tabela 22) izmedu homozigota i heterozigota jesu identifikovane
varijante i kod jednih i kod drugih genotipova. To su najce$ce varijante koje pripadaju T mutacijama,
pa je bilo i ocekivano da razlike u stepenu ostec¢enja sluha izmedu ove dve grupe nema.

5.3.4. Ispitivanje asocijacije stepena oStecenja sluha i identifikovanih varijanti u
odnosu na njihov efekat na koneksin 26

Mutacije lokusa DFNB1, kome pripadaju geni GJB2 i GJB6 predstavljaju uzrok NSAROS u
viSe od 50% slucajeva. Ostecenje sluha kod pacijenata sa mutacijama u DFNB1 lokusu je generalno
neprogresivno, a stepen ostecenja sluha varira od umerenog do dubokog (Snoeckx i sar, 2005; Gandia
i sar, 2013; Hoefsloot i sar, 2013). Podatak da su za nesindromsko ostecenje sluha najodgovornije
promene detektovane u pomenutom lokusu, objasnjava velika zastupljenost i funkcija proteinskih
produkata gena GJB2 i GJB6, koneksina 26 i 30, u unutrasnjem uhu. Kao $to je ve¢ reCeno, koneksini
26 i1 30 su dominantne izofome koneksina u kohlei (Martinez i sar, 2009; Wingard i Zhao, 2015).
Njihova funkcija je u formiranju kanala pukotinastih veza kako u epitelijalnoj ¢elijskoj mrezi (izmedu
potpornih ¢elija u Kortijevom organu), tako i u vezivno tkivnoj mrezi (izmedu ¢elija vezivnog tkiva
u kohlearnom lateralnom zidu - lat. stia vascularis) (Kikuchi i sar, 1995; Martinez i sar, 2009). Visok
nivo ekspresije gena GJB2 i GJB6 u razlicitim delovima kohlearnog sistema objaSnjava zasto su
na plazma membrani stvaraju pukotinaste veze za meducelijsku komunikaciju. Sposobnost
formiranja razlicitih formi koneksonskih kanala (homotipic¢nih, heterotipicnih, homomeri¢nih i/ili
heteromeri¢nih) medu potpornim ¢elijama i ¢elijama vezivnog tkiva, rezultuje velikim brojem
razli¢itih kanala sa razli¢itim nivoom propustljivosti medu ¢elijama (Zhao, 2000; Zhao i Santos-
Sacchi, 2000). Shodno tome, kao S§to je ve¢ receno, mutacija u jednom genu koneksina moze uticati
na formiranje razli¢itih tipova koneksonskih kanala, a samim tim moZze rezultirati i u varijetetu
fenotipova (Martinez i sar, 2009; Srinivas i sar, 2018).

Mutacije gena GJB2 su mnogo ¢esce nego u svim ostalim genima kod obolelih od oStec¢enja
sluha, $to se moze objasniti samom funkcijom koneksina 26 i selektivnos¢u pukotinastih veza. Naime,
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ovaj koneksin je propustljiv i za anjonske i katjonske jone, ali posto je visoko eksprimiran koneksin
30 propustljiv samo za katjonske molekule, osnovna funkcija koneksina 26 je propustljivost
anjonskih molekula. Vec¢ina ¢elijskih signalnih molekula su anjoni, tako da koneksin 26 ima najvecu
ulogu u meducelijskoj komunikaciji u kohlei, a samim tim i promene u ovom genu imaju veliku
ucestalost.

Poznato je da vecina varijanti gena GJB2 dovodi do promene strukture ili funkcije (Cesce)
proteina koneksina 26, i to na razli¢itim nivoima (Martinez i sar, 2009; Dragomir i sar, 2015; Srinivas
i sar, 2018):

a) nemogucnost sinteze koneksina u endoplazmati¢nom retikulumu,

b) formiranje koneksina ali nemogucénost njihove oligomerizacije u konekson,

c) formiranje koneksona ali bez transporta do plazma membrane,

d) pozicioniranje koneksona na plazma membranu ali bez formiranja koneksonskog kanala

e) mogucnost spajanja koneksona sa formiranjem kanala pukotinastih veza sa vrlo izmenjenom
propustljivos¢u i funkcijom.

Efekat gubitka funkcije koneksina poreklom od mutacija u genu GJB2 jeste narusavanje
homeostaze nekoliko manjih molekula i jona. Najée$c¢a posledica je naruSavanje recikliranja jona K.
Ukoliko se dogodi mutacija u genu GJB2, epitelijalne potporne ¢elije u kojima se eksprimira koneksin
26 ne propustaju K* i dolazi do lokalnog nagomilavanja visoke koncentacije K oko unutrasnjih
senzornih ¢elija (Cohen-Salmon i sar, 2002 ; Kikuchi i sar, 2000). Ovako povisen nivo jona K™ oko
unutrasnjih senzornih ¢elija 1 njihovih potpornih ¢elija dovodi do aktiviranja glutamatskog
transportera. U normalnim okolnostima transporter ima funkciju uklanjanja glutamata iz
ekstracelularnog prostora, dok se pri postojanju mutacije desava suprotan proces, dodatna sekrecija
glutamata, koji dovodi do ¢elijske smrti (Cohen-Salmon i sar, 2002). Medutim, postojanjem mutacija
gena GJB2 nije samo recikliranje jona K* naruseno. Mutacije dovode i do naruSavanja propustljivosti
inozitol-tri-fosfata (IP3) (koji mobilige jone Ca**), $to rezultuje u inhibiciji stvaranja endokohlearnog
potencijala (Beltramello i sar, 2005). Iako je recikliranje jona K* jedna od osnovnih funkcija
koneksina 26, pokazano je da odredene patogene varijante gena G.JJB2 imaju sposobnost formiranja
funkcionalnog kanala sa normalnim transportom jona K*, kao i wild type koneksin 26 (Martinez i sar,
2009). Ovakav podatak sugerise da do oste¢enja sluha dolazi narusavanjem transporta i nekih drugih
metabolita. Nedavne funkcionalne studije su pokazale da uloga koneksina 26 nije esencijalna za
transport jona K™ u senzornom epitelu, ve¢ recirkulacija manjih metabolita i sekundarnih glasnika
kao $to su glukoza i IP3, koji doprinose integritetu senzitivnog epitela i normalnom funkcionisanju
senzornih ¢elija (Srinivas i sar, 2018).

Velika multinacionalna studija Snoeckx i saradnika, koja se bavila asocijacijom genotipa i
fenotipa kod pacijenata obolelih od NSAROS, pokazala je da su mutacije u genu GJB2 koje
inaktiviraju protein koneksin 26, u asocijaciji sa ve¢im stepenom ostecenja sluha, nego one varijante
koje ne dovode do inaktivacije proteina (Snoeckx i sar, 2005). Ovo je jedna od prvih studija koja se
bavila analizom odnosa genotipa i fenotipa. Kako je navedeno u uvodu, varijante gena GJB2 koje
dovode do sinteze skra¢enog proteina (formiranjem prevremnog stop kodona) ili koje ne dovode do
translacije proteina uopSte se nazivaju truncating mutacije (T). Varijante koje omogucavaju
translaciju proteina i ne dovode do njegove inaktivacije nazivaju se non-truncating mutacije (NT).
Bez obzira Sto ovaj tip varijanti omogucéava formiranje proteina, ipak ovakav koneksin ne moze
stvoriti funkcionalne koneksonske kanale, ili nastaju delimi¢no funkcionalni kanali sa izmenjenom
propustljivoséu (Apps i sar, 2007).

U Tabeli 25 u ispitivanom uzorku od 119 pacijenata iz Srbije obolelih od NSAROS, data je
podela identifikovanih varijanti na T i NT prema njihovom efektu na koneksin 26. U literaturi nema
puno podataka o pojedinacnom efektu varijanti na gubitak funkcije koneksina. Prema razli¢itim
funkcionalnim studijama, poznato je da c.35delG ne dovodi do ekspresije koneksina 26 (T mutacija)
(Tabela 23) (Cryns i sar, 2004). Varijante ¢.269T>C i ¢.380G>A dovode do formiranja kanala, ali
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samo sa egzogenom, a ne i meducelijskom komunikacijom (NT varijante) (Tabela 25) (Martin i sar,
1999; D’Andrea i sar, 2002; Bruzzone i sar, 2003; Martinez i sar, 2009). Varijanta c.457G>A je
ispitivana na oocitama model sistema Xenopus i pokazano je da dovodi do gubitka funkcije kanala
pukotinastih veza jer onemogucava ili pozicioniranje kanala na plazma membranu ili je onemogucen
transport koneksona do membrane (NT varijanta) (Tabela 23) (Bruzzone i sar, 2003; Mese i sar, 2004;
Palmada i sar, 2006). Varijanta c.269T>C je veoma kontroverzna u svom efektu na fenotip. Ovo je
poznata patogena varijanta, ocekivalo bi se da je asocirana sa ve¢im stepenom oStecenja sluha.
Medutim po svom efektu pripada NT mutacijama, §to je i pokazano u studijama ispitivanja asocijacije
genotipa i tezine oSte¢enja sluha (Cryns 1 sar, 2004; Snoeckx i sar, 2005).

Rezultati studija koje su ispitivale asocijaciju genotipa i fenotipa pokazale su da je stepen
ostecenja sluha uglavnom determinisan specificnom kombinacijom mutacija gena GJB2 (Cryns i sar,
2004). Ukoliko su kod pacijenata identifikovane T (inaktiviraju koneksin 26) bialelske varijante (T/T
genotip), oSte¢enje sluha ¢e biti mnogo teze nego kod pacijenata sa NT/NT genotipom; kao §to je ve¢
receno, efekat genotipova je bio isti ili slican bez obzira na geografsko i/ili etnicko poreklo pacijenata
(Cryns i sar, 2004; Snoeckx i sar, 2005).

Da bi se lakSe uporedile audioloske karakteristike sa genotipovima, ali i dobijene vrednosti sa
drugim studijama, svi genotipovi su podeljeni prema svom efektu na sledece kategorije:

1. genotip T/T: dve truncating varijante
genotip T/NT: na jednom alelu fruncating, a na drugom “non-truncating” varijanta
NT/NT: genotip sa dve non-truncating varijante
T/-: heterozigotni nosilac truncating varijante
NT/-: heterozigotni nosilac non-truncating varijante

AN

U poglavlju Rezultati (4.3.4) prema Tabeli 24, u analiziranom uzorku genotip T/T je imalo 35
pacijenata homozigota (NT/NT genotip nije identifikovan). Graficki prikaz dobijenih rezultata (Slika
41) pokazuje da je najveci broj pacijenata genotipa T/T imao teSko do duboko ostec¢enje sluha. Dva
pacijenta, slozeni heterozigoti, su imala T/NT genotip, jedan sa srednjim, a drugi sa teSkim
oste¢enjem sluha. Kod 20 pacijenata heterozigotnih nosioca polovina njih je imala genotip T/-, a
ostatak NT/-. Heterozigotni nosioci genotipa T/- su imali relativno ravnomerno rasporedeno srednje
do duboko ostecenje sluha, dok se genotip NT/- najcesce javljao kod pacijenata sa srednjim
ostecenjem sluha.

Uporedivanjem dobijenih genotipova i stepena oStecenja sluha sa drugim studijama koje su
ispitivale ovakav vid asocijacije, uocava se saglasnost. Naime, sve studije asocijacije su pokazale da
je kod T/T genotipova stepen oStecenja sluha visi nego u bilo kojoj drugoj grupi, §to je slucaj i u
ovom radu (Cryns i sar, 2004; Snoeckx i sar, 2005; Marlin i sar, 2006; Chan i sar, 2010; Kenna i sar,
2010). U ovoj studiji T mutacije su dobro poznate patogene varijante koje dovode do prevremenog
formiranja STOP kodona i inaktivacije koneksina 26. Varijante koje su detektovane i kategorisane u
T mutacije su sledece: c.35delG, c¢.313_326del, c.71G>A. Varijanta c.269insT je takode kategorisana
u T mutacije, mada se o njenoj ucestalosti i efektu na ostecenje sluha jako malo zna (Marlin i sar,
2006). Identifikovana je kod jednog pacijenta u kombinaciji sa ¢.35delG varijantom. Ovaj pacijent
ima duboko ostecenje sluha, $to se i moglo ocekivati jer pripada T/T kategoriji genotipa.

U ovoj studiji su samo dva pacijenta imala T/NT genotip. Genotip T/NT se Cesto javlja sa
srednjim do teskim oSte¢enjem sluha, §to je u jednoj studiji na populaciji Austrije pokazano (Janecke
i sar, 2002). Ovakav rezultat je mozda najsli¢niji dobijenim u ovoj studiji.

Rezultati statistickih analiza sprovedenih u ovom radu su pokazali grani¢nu statisticki
znacajnu razliku poredenjem stepena oStecenja sluha izmedu genotipova T/T i T/NT (p=0,057)
(Tabela 25). Ukoliko se analizira korigovana p vrednost (nakon Bonferroni korekcije), asocijacije
vise nema (p>0,05). Dobijeni rezultat je u saglasnosti sa literaturnim podacima. Kod genotipa T/NT
u multinacionalnim studijama pokazano je znatno slabije oSte¢enje sluha nego u grupi T/T
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genotipova, odnosno postojanje statisticke znaCajnosti izmedu ove dve grupe genotipova (Cryns i sar,
2004; Snoeckx i sar 2005; Putcha i sar, 2007; Kenna i sar, 2010).

Prema studiji Crynsa i saradnika, pokazana je velika razlika u oSte¢enju sluha kod genotipova
sa ¢.35delG varijantom, u odnosu na druge T/T genotipove. U ovoj studiji to nije slucaj. Sa gotovo
istom ucestalo$¢u se javlja tesko do duboko oste¢enje sluha kod svih T/T genotipova. Razlika u
rezultatima bi se mogla objasniti Cinjenicom da je u ovom radu identifikovano najvise T/T
genotipova, dok je u studiji Crynsa i saradnika najveci broj pacijenata nosio ¢.35delG varijantu ali je,
pored T/T, detektovan veliki broj genotipova T/NT kao i NT/NT.

Varijanta ¢.269T>C je identifikovana kod pacijenata sa bialelskim mutacijama kod dva
pacijenta i oba imaju fenotip T/NT. PoSto pomenuta varijanta spada u NT mutacije, sa patogenim
efektom, fenotip koji je asociran sa c.269T>C i drugom T mutacijom je kontroverzan. Veéina studija
pokazuje umereno do srednje oste¢enje sluha, mada je prema literaturi pokazano i tesko i duboko
ostecenje sluha kod bialelskih pacijenata nosioca pomenute varijante (Janecke i sar, 2002; Cryns i
sar, 2004; Snoeckx i sar, 2005; Martinez i sar, 2009; Kenna i sar, 2010). Bialelski pacijenti nosioci
ove varijante su imali srednje i teSko ostecenje sluha, $to je u saglasnosti sa nesto tezim oStecenjem
sluha kao u studiji Janecke i saradnika (2002).

Uporedivanje stepena oSte¢enja sluha sa heterozigotnim genotipovima T/- ili NT/- nije
moguée sa pomenutim multinacionalnim studijama asocijacije, zato §to su ove studije iskljucivo
analizirale oSte¢enje sluha kod bialelskih pacijenata (Cryns i sar, 2004; Snoeckx i sar, 2005; Burke i
sar, 2016). U ispitivanoj grupi pacijenata u ovom radu sve missense varijante sa nepoznatim,
kontroverznim ili efektom polimorfizma se javljaju kao heterozigoti. To su sledec¢e varijante:
c.380G>A, c457G>A, c.79G>A, c.101T>C, c.670A>C. Varijanta delecije tri bazna para sa
najverovatnije patogenim efektom, c.247-249delTTC, detektovana je kod jednog pacijenta u
heterozigotnom obliku. S obzirom da je ova mutacija veoma retka (nadena samo u jednoj grckoj
porodici), smatra se da inaktivira koneksin 26, ali njen efekat nije moguce proceniti, niti je moguce
dati objasnjenje da li je ona zaista odgovorna za gubitak sluha. Potrebne su funkcionalne analize koje
bi dale pouzdano objasnjenje o efektu ove delecije.

Statistickim analizama uporedivanja stepena oSte¢enja sluha izmedu genotipova formiranih
na osnovu efekta na koneksin 26, dobijena je statisticki znacajna razlika izmedu T/- 1 T/T genotipova.
I'u ovom sluc¢aju nije moguce uporediti dobijeni rezultat sa drugim genotip-fenotip studijama zato sto
su one analizirale pacijente sa isklju¢ivo bialelskim varijantama (Cryns i sar, 2004; Putcha i sar, 2007;
Burke i sar, 2016). Ostecenje sluha dobijeno u ovoj grupi pacijenata ne moze se objasniti isklju¢ivo
efektom ovih varijanti na jednom alelu. Razlog za oStecenje sluha je najverovatnije ili u neispitivanim
regionima gena GJB2 i GJBG6, ili u drugim genima.

U ovom radu nije bilo moguce uraditi statisticke analize stepena oSte¢enja sluha kod svakog
genotipa zbog ogranicenog broja ispitanika. Sveobuhvatna analiza genotip-fenotip asocijacija se radi
na velikom broju ispitanika, pa su zato i jedini objavljeni statisticki podaci iz multinacionalnih studija
sprovedeni na velikom uzorku.

Veliki broj pacijenata (62/119) je bez detektovanih varijanti. Slede¢i korak bi bile dalje
geneticke analize, poput razlic¢itih dostupnih panela za oSte¢enje sluha pomocu sekvenciranja nove
generacije (eng. Next Generation Sequencing - NGS). Ovom metodom je omogucen brz skrining
velikog broja drugih gena koji se dovode u vezu sa NSAROS.

Na kraju, i pored uradenih brojnih studija, mehanizam kojim varijante gena GJB2 uzrokuju
ostecenje sluha je i dalje kontroverzan i nepoznat. Predvidanje efekta missense varijanti na koneksin
26, kao 1 postojanje mnogih varijanti sa kontroverznim ili jo§ uvek nepoznatim efektom dovodi do
velikog broja neobjaSnjenih genotip-fenotip asocijacija, Sto samo potvrduje veliku multilokusnu
heterogenost. Mnoge funkcionalne studije pokazuju efekat varijanti na funkciju koneksina, ali ipak
se in vitro uslovi eksperimenata ne moraju poklapati sa stvarnim mehanizmom delovanja. Kako bi se
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razjasnile pomenute kontroverze, neophodno je nastaviti istrazivanja funkcije koneksina i u
buduénosti.

5.4. Geneticko savetovanje visoko rizi¢nih porodica - izbor pravilne strategije
genetickog testiranja

5.4.1. QOdredivanje statusa nosioca kod bliskih ¢lanova porodice obolelih od NSAROS

Ostecenje sluha predstavlja najcesce senzorno oste¢enje u populacijama Sirom sveta i javlja
se sa ucestalos¢u od 1 u 700/1 000 novorodencadi (Zheng i sar, 2015). Nakon $to su odredene
varijante detektovane sa velikom ucestalo$¢u kod obolelih od NSAROS u razli¢itim populacijama,
sprovedeno je testiranje zdravih osoba. Rezultati su pokazali da ucestalost heterozigotnih zdravih
nosioca varijante ¢.35delG u populaciji belaca iznosi 1%-3% (Battellino i sar, 2011; Hall i sar, 2012;
Hoefsloot i sar, 2013). Ucestalost heterozigotnih nosioca varijante ¢.167delT u asSkenazi jevrejskoj
populaciji iznosi 4% (Shahin i sar, 2002; Snoeckx i sar, 2005; Tekin i sar, 2010; Hoefsloot i sar,
2013). Varijanta c.235delC se javlja u populacijama istocne Azije i Japana, sa uCestaloS¢u nosioca
1%-2% (Abe i sar, 2000; Kudo i sar, 2000).

Zbog visoke ucestalosti nosioca pomenutih Cestih varijanti u genu GJB2 u razliitim
populacijama, odredivanje statusa nosioca u porodicama sa povecanim rizikom je od sustinske
vaznosti za procenu rizika za dobijanje obolelog deteta.

Danas je dostupan veliki broj metoda za pouzdano testiranje statusa nosioca kod bliskih
clanova porodice. U ovom radu su kori$¢ene metode direktne detekcije varijanti PCR-ARMS i PCR-
RFLP, kao i metoda sekvenciranja. Izbor metode je vrSen na osnovu identifikovanog genotipa
obolelog ¢lana porodice. Analizirano je ukupno 160 zdravih osoba iz Srbije sa pozitivhom
porodi¢nom anamnezom NSAROS i oni su podeljeni u 2 grupe.

Prvu grupu su ¢inili roditelji obolelih od NSAROS, ukupno 152 uzorka. Odredivanje statusa
nosioca ¢lanova porodice pacijenata sa bialelskim varijantama je neophodan korak u procesu
genetickog savetovanja, kako bi se homozigotni ili status slozenog heterozigota obolelog potvrdio.
Potvrda statusa nosioca kod roditelja bialelskih pacijenata, omogucava davanje adekvatnog
genetickog saveta vezanog za prenatalnu dijagnostiku. Kod roditelja pacijenata sa jednom ili bez
identifikovanih varijanti, potrebna je detekcija druge (ili obe) uzro¢ne varijante kako bi se pruzio
precizan odgovarajuci geneticki savet.

U 74 slucajeva rezultati analize su pokazali da su roditelji heterozigotni nosioci mutacija koje
su detektovane kod deteta. Na taj nacin je i potvrdena homozigotnost ili slozena heterozigotnost kod
obolelog i prethodno ispitivanog ¢lana porodice. Svakoj porodici je objasnjen nacin autozomno-
recesivnog nac¢ina nasledivanja bolesti i da je rizik za dobijanje obolelog deteta 25%. Dat je savet u
vezi moguénosti prenatalne dijagnostike u svakoj slede¢oj trudno¢i. Takode, porodicama je
preporucen i skrining na nosioce bliskih rodaka. U grupi od 78 roditelja, mutacije uzrocnici bolesti
su ostale neidentifikovane. Porodicama je objasnjen slozen nacin nasledivanja bolesti, sa naglaskom
da bi odredivanje statusa nosioca bilo moguce tek kada se utvrdi molekularna osnova bolesti.

Odredivanje statusa nosioca bliskih ¢lanova porodice je indikovano na osnovu aktuelnih
vodi¢a dobre prakse. Oni su €inili drugu grupu ispitanika: tri rodaka obolelih sa jasno definisanim
bialelskim varijantama (svi su bili homozigoti za varijantu ¢.35delG) i njihovi partneri sa kojima su
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planirali potomstvo. Status nosioca 6 ispitivanih osoba raden je direktnom detekcijom c.35delG
varijante pomoc¢u PCR-ARMS metode.

Bliski rodaci pacijenata sa NSAROS su bili polusestra po majci, brat i ujak. Rezultati analize
su pokazali da su brat i ujak heterozigotni nosioci porodicne varijante c.35delG. Polusestra nije nosila
ispitivanu varijantu.

S obzirom na dobijenu najvecu ucestalost varijante c.35delG kod obolelih od NSAROS u
Srbiji u ovom radu, opravdano je partnere nosioca familijarnih mutacija, koji nemaju porodi¢nu
anamnezu NSAROS, testirati u rutinskoj praksi samo na ovu varijantu. Dobijeni negativan nalaz
teoretski smanjuje rizik dovoljno da se isklju¢i postojanje medicinske indikacije za prenatalnu
dijagnostiku NSAROS u ovim slucajevima. U ovom radu skrining na status nosioca varijante
c.35delG uraden kod partnera je pokazao da nijedan ispitanik nije bio nosilac. Primenom Bayesove
teoreme (senzitivnost testa 70%, ucestalost nosioca u opstoj populaciji 3%) izracunat je finalni rizik
za partnere da budu nosioci neke druge patogene varijante u genu GJB2 1 iznosio je oko 0,9%. U
ovakvim sluc¢ajevima nema indikacije za prenatalnu dijagnostiku NSAROS uzrokovanog c.35delG,
ali ni drugim mutacijama u genu GJB2, jer se ona radi samo kod parova koji su potvrdeni
heterozigotni nosioci, §to je opste pravilo za prenatalnu dijagnostiku autozomno-recesivno nasledenih
oboljenja. S obzirom da je statisticki izracunat konac¢ni rizik za dobijanje bolesnog potomstva
navedenim slucajevima bio nizak, smanjena je zabrinutost parova koji su se obratili za savet.

5.4.2. Prenatalna dijagnostika

Poznato je da je NSAROS autozomno-recesivno nasledno oboljenje, Sto znaci da postoji rizik
od 25% za ponovno dobijanje obolelog deteta ukoliko su oba roditelja heterozigotni nosioci mutacije.
S obzirom na tezinu bolesti i ozbiljan socioloski hendikep ove dece, prema aktuelnim vodi¢ima dobre
prakse je opravdano sprovodenje prenatalne dijagnostike u ovim porodicama. U cilju uvodenja ove
analize u rutinsku klinicku praksu, ovo istrazivanje je obuhvatilo i prenatalnu analizu u jednoj
porodici iz Srbije, informativnoj za varijantu c.35delG.

Prenatalna dijagnostika je sprovedena koris¢enjem PCR-ARMS metode za direktnu detekciju
prisustva/odsustva pomenute patogene varijante gena GJB2. Dijagnostika je radena u 11. nedelji
trudnoce na fetalnom uzorku dobijenom biopsijom horionskih resica (CVS). S obzirom da je ovo prva
prenatalna dijagnostika radena u nasoj zemlji, bilo je neophodno odrediti senzitivnost PCR-ARMS
metode na eventualno prisustvo kontaminacije uzorkom majke u dobijenom fetalnom uzorku, koje bi
moglo znacajno da utie na tacnost rezultata. Metoda je uspesno validirana i verifikovana za dalju
primenu detekcije varijante c¢.35delG u budu¢im prenatalnim dijagnostikama. Pokazano je da na
tacnost rezultata ne utic¢e eventualno prisustvo kontaminacije uzorkom majke do 10% (Slika 44, Slika
45). Prenatalna dijagnostika je pokazala da fetus nije nosilac porodi¢ne mutacije. U okviru rada
genetickog savetovalista IMD-a, porodici je objasnjen rezultat i dat savet za prenatalnu dijagnostiku
u svakoj slede¢oj trudnoéi, zbog postojanja visokog rizika za dobijanje obolelog deteta od NSAROS.

Na osnovu dobijenih podataka, pokazano je da je PCR-ARMS metoda za direktnu detekciju
varijante ¢.35delG u ovakvim sluc¢ajevima metoda izbora jer omoguéava brzu, jasnu i preciznu
molekularno-geneticku dijagnostiku.

S obzirom da je ovo prva prenatalna dijagnostika radena u Srbiji i da je gore pomenuta metoda
PCR-ARMS validirana i verifikovana u laboratoriji, veliki znacaj ove doktorske disertacije je upravo
u uvodenju prenatalne dijagnostike za detekciju varijante c.35delG u rutinsku praksu. Svim
porodicama sa poznatim genotipom obolelog, kao i sa identifikovanim statusom nosioca varijante
c.35delG, bic¢e omoguceno sprovodenje prenatalne dijagnostike.
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6. ZAKLJUCAK

Iz dobijenih rezultata ove doktorske disertacije mogu se izvesti sledec¢i zakljucci:

- Primenom razli¢itih metoda se mogu uspeSno detektovati varijante analiziranih gena.
Delimi¢no modifikovane PCR-ARMS metode se mogu primeniti za uspe$nu direktnu detekciju
varijanti ¢.35delG i c.71G>A gena GJB2 kod NSAROS pacijenata. Metodom PCR-RFLP uspesno su
direktno detektovane varijante ¢.101T>C i ¢.23+1G>A gena GJB2 kao i m.1555A>G gena MTRNRI.
Multipleks PCR-om nisu detektovane dve parcijalne delecije gena GJB6, del(GJB6-D13S1830) i
del(GJB6-D13S1854). Sekvenciranjem kodirajuc¢eg regiona, egzona 2 gena GJB2 identifikovane su
varijante ¢.313 326del, ¢.269T>C, ¢c.380G>A, c.457G>A, ¢.269insT, ¢.247-249delTTC, ¢.670A>C
1¢c.79G>A.

- S obzirom na to da su sve koris¢ene metode validirane i verifikovane, potvrdeno je da se sve
navedene metode mogu koristiti u svakodnevnoj laboratorijskoj dijagnostici NSAROS.

- Opravdana je rutinska primena molekularno genetickih metoda za direktnu detekciju
varijante gena GJB2 c.35delG kao prvog koraka kod svakog pacijenta obolelog od NSAROS.
Senzitivnost metode bi iznosila ~26% 1 omogucila bi da petina rizi¢nih porodica ve¢ nakon prvog
koraka genetickog testiranja bude potpuno informativna za prenatalnu dijagnostiku.

- Na osnovu broja detektovanih varijanti i genotipova, u analiziranom uzorku od 119
pacijenata i primenom opisanih metoda, moze se zakljuciti da je molekularna osnova nesindromskog
autozomno-recesivnog ostecenja sluha u Srbiji heterogena, slicno kao Sto je uoceno u drugim
zemljama Evrope. Dobijeni podaci potvrduju prisustvo zajednickih varijanti gena GJB2 naroda
slovenskog porekla iz zemalja centralne i isto¢ne Evrope, kao i uticaj populacija iz Mediterana.
Identifikovane su Cetiri varijante koje pripadaju grupi retkih, familijarnih mutacija, prisutnih samo
kod pojedinac¢nih slucajeva u svetu $to ukazuje na postojanje tzv. privatnih mutacija i u nasoj zemlji.

- Pacijenti sa NSAROS u Srbiji ispitivani u ovoj doktorskoj disertaciji imaju oStecenja sluha
razli¢itog stepena, Sto ukazuje na postojanje heterogenosti izu¢avanog fenotipa.

- Na osnovu rezultata povezanosti genotipa sa alelom c¢.35delG i stepena osStecenja sluha,
moze se zakljuciti da postoji veza izmedu genotipa i fenotipa. S obzirom da pacijenti sa
homozigotnim i sloZenim heterozigotnim genotipom imaju ¢es¢e duboko ostecenje sluha, to moze
biti rezultat opisanog funkcionalnog efekta c.35delG varijante u genu GJB2.

- Na osnovu rezultata povezanosti svih ostalih identifikovanih genotipova i stepena oStecenja
sluha moze se takode zakljuciti da postoji veza izmedu genotipa i fenotipa. Povezanost stepena
ostecenja sluha medu dobijenim genotipovima pokazana je poredenjem heterozigota sa svakim
drugim tipom genotipa ponaosob. Kao §to je i ocekivano, heterozigoti su cCeSCe povezani sa
osteCenjem sluha srednje teSkog stepena, odnosno prisustvo samo jedne patogene varijante je
povezano sa blazim stepenom osStecenja sluha.

- Povezanost genotipa i fenotipa je utvrdena i na osnovu rezultata asocijacije genotipova
predstavljenih prema efektu varijante na sintezu proteina i stepena oStecenja sluha. Pacijenti sa T/T
genotipom imaju ¢eS¢e duboko ostecenje sluha, Sto je rezultat funkcionalnog efekta varijanti koje
¢ine T/T genotipove.
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- Na osnovu identifikovanog genotipa obolelog ¢lana porodice bi trebalo izvrsSiti izbor metode
(PCR-ARMS, PCR-RFLP ili metode sekvenciranja) prilikom odredivanja statusa nosioca i
prenatalne dijagnostike.

- Opravdano je najpre odrediti status nosioca oba roditelja, kako bi se potvrdila homozigotnost
ili slozena heterozigotnost kod obolelog ¢lana porodice kao i kako bi se dao precizan savet u vezi
mogucnosti prenatalne dijagnostike u svakoj sledecoj trudno¢i.

- Opravdano je odredivanje statusa nosioca kod bliskih ¢lanova porodice i njihovih partnera
sa kojima eventualno planiraju potomstvo. Prvi korak je testiranje rodaka na prisustvo porodicne
varijante, nakon ¢ega se partneri nosioca familijarnih mutacija, koji nemaju porodi¢nu anamnezu
NSAROS, testiraju na prisustvo ¢.Gdel35 mutacije, kao najceS¢e u nasoj populaciji. Primenom
Bayesove teoreme se dodatno smanjuje rizik dovoljno da se iskljuci postojanje medicinske indikacije
za prenatalnu dijagnostiku NSAROS.

- Na snovu rezultata prenatalne dijagnostike jedne porodice u Srbiji izneSene u ovoj

doktorskoj disertaciji, moze se zakljuciti da PCR-ARMS metoda predstavlja metodu izbora za brzu,
jasnu i preciznu molekularno geneticku prenatalnu dijagnostiku varijante ¢.35delG NSAROS.
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N3jaBa o ayropcTBy

Wwme n mpesume ayropa _ bojana JIo6puh

bpoj ungexca_ B3031/2014

UzjaBmbyjeM aa je JOKTOpcKa ArcepTainja moJi HacIoBOM

VYuecranoct Bapujantu y reanma GJB2 u GJB6 u ¢peHOoTHIICKa BapujaOIITHOCT KO 000JIeTNX 0]

HECHHJPOMCKO ayTO30MHO-peLiecuBHOT omtehewma cnyxa y Cpouju

® pE3yJTaT COIICTBCHOI UCTPAXXUBAYKOT paaa,

e Ja aucepTalyja y UeJIHHU HU y JeJIOBUMA HUje OWila MpeUIoJKeHa 3a CTHIAE JpyTre
JMIUIOME TIpeMa CTYAMjCKUM PpOorpaMuMa JPYTHX BUCOKOIIKOJICKUX yCTaHOBA;

® Ja Cy pE3yJITaTU KOPECKTHO HABCACHU U

e Jla HUCAM KpILIKO/Ja ayTOpCKa MpaBa U KOPUCTHO/JIa HHTENEKTYaJIHy CBOjUHY APYIHX
JMLa.

[ToTnuc aytropa

V beorpany, 17.04.2023.1.



N3jaBa 0 ncTOBETHOCTH IITAMIIAHE U eJIEKTPOHCKE Bep3Hje TOKTOPCKOr pajaa

Nwme n pesume aytopa _bojana J1o6puh
Bpoj nnnexca _ B3031/2014

Crynujcku iporpam _buosoruja; ['eHeTrka

HacnoB pana: Yuecranoct Bapujantu y reauma GJB2 u GJB6 u (heHOTUIICKA BapHjaOMITHOCT KO
000JIeTNX 0J] HECHHIIPOMCKO ayTO30MHO-periecuBHOT omrtehema ciryxa y Cpouju

Mentopu _ap Jlanujena Panusojeuh, npod. np Karapuna 3esmuh

U3jaBbyjeM Ja je mTammaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA EJNEKTPOHCKO] Bep3UjH
KOjy caM Ipeao/la paau MoxpamHBamba y JUruTaJIHOM peno3uToOpHjyMy YHHBep3UTETa y
Beorpany.

Jlo3BospaBaM 1a ce 00jaBe MOjU JIMYHU TOJAlM BE3aHH 33 JOOHjame aKaJeMCKOT Ha3nuBa JIOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy HMe U IPe3uMe, TOJJMHA K MECTO polema 1 1aTyM of0paHe paja.

OBM JIMYHM TIOJAIIM MOTY c€ O0jaBHUTH Ha MPEKHUM CTpaHHIIaMa JUTHTAIHE OWOIMOTEKe, Y
€JIEKTPOHCKOM KaTajory u y myOnukanujama YHuBep3uTera y beorpany.

[ToTnuc aytopa

V¥ beorpany, 17.04.2023.1.
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penozuTopujyM YHuBep3uteTa y beorpamay ynece Mojy TOKTOPCKY AMCEPTAIH]y IO HACIOBOM:

VYuecranocT Bapujantu y reanMa GJB2 u GJB6 u deHoTuncka BapujabHIIHOCT KOJ 000JIeIuX O/
HECHHJIPOMCKO ayTO30MHO-periecuBHOT omrehema cinyxa y Cpouju

KOja je Moje ayTOpPCKO JETIO.
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4. AyTopcTBO — HEKOMEpIIHjalTHO — AenuTH oA uctuM ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 mpepana (CC BY-ND)
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(Momumo 11a 320KpYKHUTE caMo jeJIHY OJ IIeCT MOHYheHUX JHIeHIIN.
Kparak omnuc nuiieHIM je cacTaBHH JIe0 OBE H3jaBe).

[ToTnuc ayropa

V beorpany, 17.04.2023.1.




