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Abstrakt

Lidska hluchota je nejc¢astéjsi smyslova porucha na svété, ktera se vyskytuje u vice nez pul
miliardy lidi a predpoklada se, Ze do roku 2050 se jejich pocet zvysi na 900 milionU. Jedna se o
monogenné dédicné onemocnéni, které je extrémné heterogenni. Diky vysoké rlznorodosti se da
hluchota klasifikovat hned do nékolika kategorii. Tato prace pojedndva zejména o geneticky
populacnich a evoluénich aspektech nesyndromatické autozomalné dominantni ¢i recesivni hluchoty.
Zaméruje se na souvislost asortativniho pareni a vysoké frekvence recesivnich mutatnich alel

v populaci a zaroven snazi se poukazat na mozné fenotypové vyhody pro nositele dané mutace.

Klicova slova
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Abstract

Human deafness is the world‘s most common sensory disorder, affecting more than half a
billion people and is expected to increase to 900 million by 2050. It is a monogenically inherited
disease that is extremely heterogeneous. Due to its high heterogeneity, deafness can be classified
into several categories. This thesis will mainly discuss the genetic population and evolutionary
aspects of non-syndromic autosomal dominant or recessive deafness. It focuses on the connection
between assortative mating and the high frequency of recessive mutant alleles in the population and

also tries to point out possible phenotypic advantages for carriers of the mutation.
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DFN (cislice)
DFNA
DFNB
DNA
FISH
CHL
IHC
NGS
NICU
NSRD
OHC
RNA
rRNA
SNHL
WGS

autozomalné recesivni nesyndromaticka ztrata sluchu
adenosintrifosfat

DeaFNess, oznaceni lokusu, na kterém byl nalezen gen, souvisejici s lidskou hluchotou
oznaceni hluchoty na pohlavi vazané, gen na chromozomu X

oznaceni pro autozomalné dominantni hluchotu

oznaceni pro autozomalné recesivni hluchota

deoxyribonukleova kyselina
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whole genom sequencing (sekvenovani celého genomu)
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1 Uvod

Ztrata sluchu je celosvétové nejcastéjsi smyslovy deficit, ktery postihuje vice nez pal miliardy
lidi (Smith et al.a, 2005; Wilson et al., 2017). Normalni sluch je definovan jako sluchovy prah < 25 dB
na obou usich. Stupné ztraty sluchu se poté klasifikuji jako lehky (26 dB aZz 40 dB), mirny (41 dB az 55
dB), stfedné tézky (56 dB az 70 dB), tézky (71 dB az 90 dB) nebo hluboky (= 91 dB) (Koffler et al. 2015).
PrestoZe neexistuje jasné vymezeni hluchoty, nékdy se termin ,nedoslychavost” (hard of hearing)
pouziva jako oznaceni pro osoby s lehkou az stfedné tézkou ztratou sluchu, zatimco ,,neslysici“ (deaf)
je Castéji spojovano s osobami s hlubokym sluchovym postizenim (Smith et al., 2005).

Diky velké rliznorodosti tohoto postizeni existuje i mnoho zpUsobd, jak kategorizovat a popsat
ztratu sluchu. Z hlediska anatomickych vad existuji dvé Siroké kategorie: pfevodni ztrata sluchu (CHL)
a senzorineurdlni ztrata sluchu (SNHL). Etiologicky zaloZenou klasifikaci poruchy sluchu lze obecné
rozdélit na genetickou a negenetickou (Shibata et al., 2014).

Genetickou ztratu sluchu poté lze rozdélit na dédi¢nost mendelovskou versus komplexni
dédi¢nost. Mendelovsky dédi¢na ztrata sluchu se déle déli na syndromickou a nesyndromickou, a to na
zakladé pritomnosti ¢i nepfitomnosti koincidenénich anomalii. Tyto stavy se nasledné déli podle vzorce
dédic¢nosti: autozomalné dominantni, autozomalné recesivni, X-vazané a mitochondridlni (Shibata et
al., 2014).

Vysoka heterogenita hluchoty vylucuje sdruzovani mnoha malych rodin do velké genetické
studie, a spolu s ¢astym vyskytem asortativniho pareni je tak nevhodné vyuZit studium vazeb (van
Camp et al., 1997). Rlzné prekazky, které branily v minulosti studiim vazby u NSHL, byly pfekonany na
pocatku 90. let 20. stoleti, kdy k mapovani autozomalné recesivnich gend NSHL byly pouZity
vicegeneracni rodokmeny zizolovanych oblasti. U téchto rodin se vyskytuje mnoho postizenych
jedincl, a vzhledem k jejich izolovanému prostiedi je vysokd Sance, Ze rodinnou ztratu sluchu
zpUsobuje jediny gen. Typickym pfikladem tohoto pfistupu je mapovani genu DFNB3 na chromozomu
17p11.2, které provedli Friedman et al. (1995).

Ackoli je zfejmé, Ze hluchotu muZe zpUsobovat velké mnozstvi genl, pravé mutace v jediném
lokusu, GJB2 nebo konexin 26, zpUsobujici autozomalné recesivni ztratu sluchu, pfedstavuje vice nez
polovinu viech genetickych pfipadl ve vétsSiné populaci. Vysoka frekvence mize souviset s vyrazné
lepsimi sociadlnimi, vzdélavacimi a ekonomickymi podminkami neslysicich, které zacaly se zavedenim
znakového jazyka pred 300—400 lety, spolu s vysokou cetnost snatkl mezi neslySicimi v mnoha zemich

(Nance, 2003).



2  Geny spojené s nesyndromatickou hluchotou

Hluchota je etiologicky heterogenni monogenni porucha smnoha genetickymi a
environmentalnimi pricinami. Genetické faktory maji za nasledek minimalné polovinu vsech pfipadi
hluboké vrozené hluchoty (Nance, 2003).

Jak se mlZeme z odborné literatury dozvédét, az 1 % z priblizné 30 000 lidskych genl je
nepostradatelné pro spravné fungovani sluchu (Friedman & Griffith, 2003).

Pricinou vysoké miry genetické heterogenity lidské hluchoty je velkd rozmanitost
specializovanych protein, které jsou nutné pro vnimani zvuku. K objeveni téchto poznatkl napomohlo
studium spontdnnich, indukovanych i cilenych mutaci, zpUsobujicich poruchy sluchu u mysi, jelikoz,
sluchovy systém mysi je, co do vyvoje a struktury, dosti podobny lidskému (Ahituv & Avraham, 2002;
Anagnostopoulos, 2002).

Oznacit mutantni alelu jako ,,nesyndromatickou” je velice obtizné, a to i pfesto, Ze je gen
identifikovdn a je zndm i jeho prostorovy expresni vzorec. Proto by mélo byt toto pojmenovani pouze
predbézné. Molekularni studie dokonce ukazala, Ze v rdmci jednoho lokusu mohou byt pfitomny rlizné
mutace, které zapfricinuji vznik odliSnych fenotypll, a mohou tak mit za nasledek vznik jak
nesyndromatické ztraty sluchu, tak syndromatické. (Friedman & Griffith, 2003).

Klasifikace nesyndromatickych lokust je matouci. VSsechny lokusy byly klasifikovany jako DFN
(pro DeaFNess), za nimiz nasleduje Ccislo oznacujici chronologické poradi identifikace lokusu.
Nesyndromatické genetické lokusy pro ztratu sluchu jsou pojmenovany konvenci DFNB# (autozomalné
recesivni), DFNA# (autozomalné dominantni) a DFNX# (vazané na X) (viz Obrdazek 2).

Nejcastéjsi dédicnost vrozené nesyndromické SNHL je autozomalné recesivni (~75-80 %).
Autosomalné dominantni SNHL pfedstavuje ~20 %, X-vazana <2 % a mitochondrialni <1 % (viz Obrdzek

1) (Shibata et al., 2014).

75%—80%
Autosomal
recessive
20%
Autosomal
N ndr \
onsyndromic o
X-linked
Congenital 30%
50% <1%
Mitochondrial

Obrazek 1: Celkovy celosvetovy prehled viivu prostiedi a genetiky na vrozenou ztrdtu sluchu a
prehled vyskytu jednotlivych typul ztraty sluchu. Procenta se méni v konkrétnich zemich (viz (Smith et
al., 2005)).
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Obradzek 2: Cytogenetickd mapa pozic lokusii nesyndromatické lidské hluchoty. Pokud je gen
zndm, lokus pro hluchotu je podtrZen. Tuénym cernym pismen jsou psdny ty lokusy, které jsou
publikovdny se statisticky vyznamnymi daty pro vazbu s hluchotou. Sedym pismem jsou v této mapé
vyznacené ty lokusy, které predstavuji moZnou vazbu s hluchotou, avsak nejsou o nich
publikovdny Zddnd vyznamnd data, kterou by tuto vazbu potvrdily. DNF je symbol lokusu pro hluchotu.
Je to pouze koren, a ndsledujici pripony rozdéluji tyto lokusy vice specificky. Pfipona A nebo B, oznacuji
mutantni alely, které segreguji jako autozomdiné dominantni nebo autozomdlné recesivni. Naopak
Ciselné pripony oznacuji nesyndromatickou hluchotu vdzanou na pohlavi. Pokud mutace na lokusu
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nesyndromatické hluchoty zptisobuje i syndromatickou hluchotu, je symbol pro tento syndrom uveden
v zdvorce. DFNM1 na chromozomu 1924 je dominantnim modifikdtorem DFNB26 na chromosomu
4q31. Mutantni alely mohou tvorit zaklad pro 2 a vice lokusd, které se prekryvaji. Takovym prikladem
mohou byt tfeba mutantni alely TMC1, které byly nalezeny v populacich, které definovaly tfi prekryvajici
se lokusy (DFNB7, DFNB11, DFNA36) a jsou reprezentovdny jako B7/B11/A36. Ty lokusy, které byly
mapovdny pravé do prekryvajicich se intervald, a ty geny které nebyly identifikovdny, jsou zapsdny na
stejném radku oddéleny ¢drkou (napriklad A20, A60), (viz (Friedman & Griffith, 2003)).

2.1 CDHZ23 aadheze

CDH23 kéduje kadherin 23 a jeho mutace zpUsobuje, jak nesyndromatickou hluchotu DFNB12
(Bork et al., 2001a), tak UsherGv syndrom USH1D (Bolz et al., 2001; Bork et al., 2001a). Kadheriny jsou
membranové vazané glykoproteinové receptory, které funguji pfi kontaktu dvou bunék na
adherencnich spojich (Nagafuchi, 2001), a pravdépodobné vytvareji extraceluldrni spojeni mezi
sousednimi stereociliemi vlaskovych bunék. Kadheriny se také seskupuji na zikladé tandemovych
repetici extracelularniho kadherin-specifického motivu (EC doména) (Nollet et al., 2000; Suzuki, 1996),
a maji obvykle jedinou predpoklddanou membranové se rozprostirajici doménu s cytoplazmatickou
doménou, jezZ se podili na vazbé na cytoskelet.

Mutace v tomto genu zapficinuje nesyndromatickou recesivni hluchotou, a jeji lokus DFNB12
byl mapovan na chromozomové oblasti 10q21-g22 (Chaib et al., 1996). Dale bylo zjisténo, Ze druh
mutace rozhoduje o tom, jakym typem hluchoty dany jedinec bude trpét. U pacientl trpici
nesyndromatickou recesivni ztratou sluchu byla zjisténa missense mutace v aleldch genu CDH23,
naopak u pacientll, vykazujici fenotyp Usherova syndromu, byla objevena v genu CDH23 nonsense
mutace (Astuto et al., 2002; Bork et al., 2001a).

Nejvétsiizoforma CDH23 se sklada z 69 exonl kédujicich protein sloZzeny z 3354 aminokyselin.
Exon 68 je exprimovan prednostné ve vnitinim uchu, ne vSak v mozku nebo v sitnici (Boéda et al., 2002;
Bolz et al., 2001; Bork et al., 2001b; Siemens et al., 2002). Z vice kombinujicich se studii, se pfislo na to,
Ze kadherin 23 interaguje s proteinem zvanym harmonin, ktery je spojeny s myosinem VIIA, a angazZuje
se v organizaci stereocilii vldskovych bunék, pravdépodobné prostfednictvim homofilnich interakci na
sousednich stereocilich (Boéda et al., 2002; Siemens et al., 2002). Byla prokdzdna hybridizace v jazyku
a Cichovych bulbech, vlaskovych burkach vestibularniho senzorického epitelu a burikach obsahujicich
Reissnerovu membranu, také i kochledrni vnitini a vnéjsi vlaskové bunky, a to za pouziti embryonalni

tkané z 18. dne analyzou exprese in situ za poutZiti sondy Cdh23 (Wilson et al., 2001).

2.2 TMPRSS3

Tento gen kéduje transmembranovou protedzu, serin 3. Jeji mutace zplsobuje
nesyndromatickou hluchotu s nastupem v détstvi, kterou mizeme najit u pakistanské populace (Veske
et al., 1996), a zaroven ma za nasledek vrozenou hluchotu v palestinské populaci (Bonné-Tamir et al.,

1996). Mutace tohoto genu vyvolava u postizeného jedince recesivni nesyndromatickou hluchotu. Po
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dikladném mapovani lokusi DFNB8 a DFNB10, byla zjisténa vazba obou lokusli na chromosom
21g22.3.

TMPRSS3 obsahuje nejméné 12 kddujicich exont a bylo popsano nékolik sestfihovych izoforem
(Ben-Yosef et al., 2001a; Masmoudi et al., 2001; Scott et al., 2001). Jeho kédovany protein ma vazbu
na endoplazmatické retikulum a ma konzervovanou sekvenci serinové proteazy na C-konci (Guipponi
et al., 2002).

Za zakladé raznych fenotyp( byly DFNB8 a DFNB10 povaZovany za odlisné lokusy. Pfi studii
obou populaci a jejich pfislusnych lokusech byly zjistény i odliSné mutace. Zatimco pakistansti obcané
s lokusy DFNB8 vykazovali mutaci v misté sestfihu pro TMPRSS3, jedinci palestinské populace nesli -
satelitni inzerci/deleci (Pfister et al., 2002). Ackoli mutace TMPRSS3 predstavuji az 6 %
nesyndromatické hluchoty u pakistanské populace, jednd se pouze o zlomek pfticin recesivni hluchoty
v severoamerické populaci (Ben-Yosef et al., 2001b).

EnaC, epitelidlni sodikovy kanal, ktery je exprimovan v mnoha tkanich absorbujicich sodik,
vcetné vnitfniho ucha, a je regulovdn membranové vazanymi serinovymi proteazami aktivujicimi kanal,
se ukdzal byt moZnym substratem pro TMPRSS3. Tyto kandly se ve vnitfnim uchu podileji na
homeostaze sodiku v endolymfé (Griinder et al., 2001). Pfesto, Ze neni pfesny mechanismus zndm,
bylo zjisténo, Ze v oocytech Xenopus laevis byl proteolyticky proces TMPRSS3 spojen se zvySenim
sodikovych proudl spojenych s koexprimovanymi podjednotkami krysiho EnaC. Naproti tomu jedinci
s TMPRSS3 missense alelou nevykazovali proteolytickou aktivitu a EnaC postradalo svou aktivitu
(Guipponi et al., 2002). BohuzZel je tfeba provést v budoucnu dostatek studii pro potvrzeni této
hypotézy a pro potvrzeni, Ze za ztratu protedzové aktivity je opravdu zodpovédna patogeneze hluchoty

DFNB8/B10.

2.3  GJB2 a mezerové spoje

Mezerové spoje (gap junctions) jsou kanaly, které umoziuji spojeni cytoplazmatickych
kompartmentl sousednich bunék, a jsou tvofené polokandly — konexony. Ty jsou sloZeny ze 6
podjednotek proteinu zvaném konexin (Bruzzone et al., 1996; Goodenough et al., 1996). Podrobné
studium struktury naznadilo, Ze pfitomné mezerové spoje jsou dlleZité pro mezibunéénou komunikaci
a homeostazi ve vnitfnim uchu. Také jsou zde zodpovédné za signalizaci mezi burikami a transport vody
a iontd mezi sousednimi burikami (Kikuchi et al., 1995).

GJB2 kéduje konexin 26, protein podilejici se na struktufe mezerovych spojli. Proto se tento
gen také nékdy oznacuje jako Cx26. GJB2 je spojovan s nesyndromatickou recesivni hluchotou (NSRD),
ktera se vyskytuje ve dvou navzajem si pfibuznych rodin z Tuniska, a jejich mapovanim pomoci analyzy
vazby se pfislo na lokus DFNB1 v chromozémové oblasti 13q12 (Guilford et al., 1994). Studiem

pfibuznych i nepfibuznych rodin z rznych populaci, kde se téZ objevilo spojeni NSRD s DFNB1, se

5



dospélo k zavéru, Ze lokus DFNB1 je hlavnim faktorem pficiny tézkych pfipadd dédicné hluchoty
v mnoha populacich (Brown et al., 1996; Gasparini et al., 1997; Kelsell et al., 1997; Maw et al., 1995;
Scott et al., 1995).

Tento gen je sloZen ze 2 exonl, a to z exonu 1, ktery kdéduje neprekladanou oblast a exonu 2,
ktery obsahuje cely otevieny ¢teci ramec kdédujici 208 aminokyselin. Tento fakt zjednodusuje celou
analyzu mutaci, jelikoZ vétsSina mutaci je lokalizovana pravé v exonu 2 (Carrasquillo et al., 1997; Scott
etal., 1998). V nékterych populacich, jako jsou napftiklad etnické skupiny v jizni Evropé nebo askenazsti
Zidé, predstavuje mutace GJB2 drtivou vétsinu pFicin nesyndromatické hluchoty. Statistickd &isla
pacientl s mutaci v tomto genu se pohybuji oko 50-80 % (Estivill et al., 1998).

BohuZel i pres veskeré snahy a pokroky v pochopeni molekularni patogeneze DNFB1 hluchoty,
stale neni Uplné jasné, proc se u postizenych jedincl vyskytuje pouze jedna recesivni mutantni alela
GJB2. To bylo diky neddvnému objevu alespon ¢astecné rozlusténo, v podobé identifikovani delece o
rozsahu 342 kb, v genu kdédujicim konexin 30 (GJB6). CozZ je protein, ktery je exprimovan spolecné
s konexinem 26 (GJB2) ve vnitfnim uchu. Delece se distalné rozsitila i na GJB2, avsak nenarusila jeho
integritu (del Castillo et al., 2002; Lerer et al., 2001). Udaje védcl naznaduji, Ze mutace v komplexnim
lokusu DFNB1, ktery obsahuje dva geny (GJB2 a GJB6), mohou vést k monogennimu nebo digennimu
vzoru dédic¢nosti prelingvalni hluchoty (del Castillo et al., 2002).

Tato delece byla také zjisténa v populacich, pro které je hluchota DFNB1 béZna: u Spanélskych,
kubanskych, francouzskych a askenazskych Zid( (del Castillo et al., 2002; Lerer et al., 2001; Pallares-
Ruiz et al., 2002). DuleZitou otazkou, kterou se védci zabyvaji, je, jak to, Ze néktefi jedinci, ktefi jsou
homozygotni v mutaci 35delG (pravdépodobné s nefunkénim konexinem 26) trpi pouze mirnou nebo
postupnou ztratu sluchu (Cohn et al., 1999). Z pozorovani tohoto jevu vyplyvd, Ze ztrdta funkce

konexinu 26 ve sluchovém ustroji nékterych jedincl, musi byt kompenzovana (Kelsell et al., 1997).

2.4  KCNQ4 a iontové kanaly, pumpy a transportéry

KCNQ4 je gen, pattici do rodiny napétové fizenych draslikovych kanald. Byl funkéné klonovan
a dale mapovan pomoci metody FISH na chromosom 1p34, ¢imzZ byl stanoven jako potencidlni gen,
ktery je zakladem pro DFNA2 (Kubisch et al., 1999).

Diky rentgenové krystalografii dobfe znama struktura i funkce napétové fizenych draslikovych
kanall (A etal., 1998). Vime tedy, Ze jsou slozeny z homo-, ¢i heterotetramerniho komplexu, kdy kazda
ze Ctyf podjednotek obsahuje 6 transmembranovych domén s cytoplazmatickymi N- a C- konci a
konzervovany segment por-smycka (pore-loop) mezi patou a Sestou doménou (Coucke et al., 1999a).

Mutantni alela tohoto genu ma za nasledek nesyndromatickou autozomalné dominantni ztratu
sluchu (DFNA2), ktera byla mapovana na dfive zminény chromozom 1p34. Kromé indonéské rodiny je

tento typ hluchoty spojovan s dalSimi rodinami, s podobnymi fenotypy vazanymi na stejny
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chromozomalni region (van Camp et al., 1997). Coucke et al. (1999) identifikovali jednu deleci,
posuvnou mutaci a tfi missense mutace ve ¢tyrech z péti postizenych rodin. Dale Kubisch et al. nalezli
missense mutaci (G285S). Tato mutace G285S rusi proudy drasliku KCNQ4 a ma negativni efekt na wild-
type (divoky typ) KCNQ4, to pravdépodobné diky jeho spojeni s wild-type KCNQ4 do nefunkéniho
tetramerniho komplexu (Coucke et al., 1999; Kubisch et al., 1999). | dalsi objevené missense mutace
se shlukovaly v oblasti pérQ, jez zprostfedkovavaly selektivitu draselnych iontd (Coucke et al., 1994;
Hauwe et al., 1999).

Bylo zjisténo, Ze funkéni deficit zplisoben mutaci, je cilen na blanity hlemyzd (Bom et al., 2001;
Kharkovets et al., 2000), a to diky faktu, Ze si postizeny jedinec relativné zachoval rozpoznavani redi, a
zpracovavani reci ovliviiuje centralni sluchovy systém. Z téchto informaci plynou dva mozné zavéry o
uloze KCNQ4 v hlemyzdi: a to ovliviiovani elektrickych vlastnosti vlaskovych bunék, nebo zajisténi tniku

drasliku z vlaskovych bunék a celkovou recyklaci drasliku do podptrnych bunék a pojivové tkané.

2.5 SLC26A4
SLC26A4 se sklada z 21 exon( kodujicich polypeptid nazyvany pendrin, velky 86 kDa. Ten je

exprimovan ve §titné Zlaze, ledvindch a také v blanitém hlemyZdi (Everett et al., 1997). Dale vime, Ze
pendrin je transmembrdanovy protein, ktery md alespori 9 membranoveé sprazenych domén, bohuzel
jeho topologie nebyla experimentdlné stanovena. Exprimovany pendrin mlZe transportovat iodidy,
chloridy, hydrogenubhlicitany, mravencany a dusi¢nany pres cytoplazmatickou membranu nezdvisle na
energii Ci sodiku (Scott et al., 1999). Nanestésti pro nas, transportni substraty ve vnitfnim uchu nejsou
doposud znamy (Royaux et al., 2000; Sheffield et al., 1996).

Alelické poruchy vtomto genu tedy zplsobuji autozomalné recesivni hluchotu DFNB4,
mapovanou na chromozomu 7g22-33.1 (Everett et al., 1997; Li et al., 1998). Tato mutace mlze byt
pricinou az 10 % dédi¢né hluchoty u rdznych populaci, mezi které patfi vychodni a jizni Asiaté (Park et
al., 2003). Je téZ mozné pozorovat diverzitu mutantnich alel v rdznych etnickych populacich, avsak vidy
s jednou ¢i nékolika malo zakladatelskymi a prevladajicimi mutacemi (Park et al., 2003; van Hauwe et
al., 1998).

Existuji jedinci se stejnym genotypem SLC26A4, ktefi vykazuji interfamiliarni a intrafamiliarni
variabilitu fenotypu stitné Zlazy (Kopp et al., 1999; Lépez-Bigas et al., 2001; van Hauwe et al., 1998),
coz mze byt pfic¢inou vlivu prostfedi nebo jejich kombinaci (napt. zdménna terapie hormonu Stitné
Zlazy atd.), spolu s poruchami stitné Zlazy, genetickym pozadim a stochastickou variabilitou. Korelace
fenotypu transportu aniont( s klinickym fenotypem stitné Zlazy nebyla prokazana, a to proto, Ze
patogenni potencial alespon nékterych DFNB4 alel neni zndm, a zdroven snizena ale detekovatelna

aktivita transportu neni dlikazem patogenity (Griffith et al., 2000; Scott et al., 2000).



2.6  MYH9 a myozinové motory
Myoziny jsou cytoskeletarni proteinové motory, které umoznuji pohyb bunéénych komponent.

Tyto proteiny vazi cytoskeletarni aktin a hydrolyzuji adenosintrifosfat (ATP), ¢imz ziskaji potfebnou
energii pro posun aktinového vldkna ¢i jednosmérny pohyb podél nich (Thompson & Langford, 2002).

Gen MYH9 je jeden z mnoha gen( kddujicich myoziny a pouze jedna jeho missense mutace je
spojovana s autozomalné dominantni nesyndromatickou ztratou sluchu (DFNA17). Ta byla objevena
v jedné pétigeneracni severoamerické rodiné, kde se nachdzelo 9 postizenych jedincl. BliZzS$im
zkoumanim jednoho z probandu byla odhalena degenerace stria vascularis (vicefady vaskularizovany
epitel, tvofi endolymfu) a Cortiho organu a zhroucenou Reissnerovu membranu, na druhé strané
utriculum a ampuly byly zcela v poradku (Lalwani et al., 1997). Tento fenotyp, ktery je spojovan

s lokusem DFNA17, byl mapovan na chromozomalni oblasti 22g12.2-q13.3 (Lalwani et al., 2000).

2.7  OTOF a neurdlni ¢i synapticka funkce

OTOF patfi nové do rodiny savcich genl pribuznych genu hadatka obecného (Ceanorhabditis
elegans) fer-1, ktery funguje jako faktor spermatogeneze. Pomoci in situ hybridizacnich sond byli
objeveny nejsilnéjsi signaly v mysich kochlearnich IHC a vestibuldrnich vldaskovych burkach typu 1
(Yasunaga et al., 1999).

Souvislost tohoto genu s nesyndromatickou hluchotou byla prokazana diky velké libanonské
rodiné a dal$imi tfemi nepfibuznymi rodinami, u kterych byla nalezena nonsense mutace v OTOF, ktera
byla mapovana na chromozomalni oblasti 2p23-p22, na kde byl identifikovan lokus DFNB9 (Chaib et
al., 1996; Yasunaga et al., 1999). Tato mutace je také bézkou pticinou ztraty sluchu u Spanélskych
jedinct (Migliosi et al., 2002).

Dalsi zajimavost je, Ze tyto mutace jsou Udajné asociovany s unikatnim typem
nesyndromatické autozomalné recesivni ztraty sluchu zvané sluchova neuropatie (Varga et al., 2003),
u které je otoakusticka emise zachovana, spolu s funkci kochlearnich OHC, jejichzZ inervace je obvykle
eferentni. Tento fenotyp se shoduje s esencialni roli otoferlinu v aferentnim akustickém systému, a to
bud v IHC nebo neuronech spindlniho ganglia, kde byl zaznamenan slaby, presto detekovatelny

hybridizacni signal RNA Otof (Yasunaga et al., 1999).

2.8 POU3F4 aregulatory transkripce

Gen POU3F4, hrajici roli vtranskripcni regulaci, je jeden zmala, ktery je spojovan
s nesyndromatickou hluchotou vadzanou na pohlavi. Mutace zpUsobujici tento druh hluchoty, byla
pomoci vazebné analyzy ve velkych rodindch mapovana na Xq21.1, ktery je tedy oznacovan jako DFN3.

U postiZzenych jedincl dochazi krychlému toku perilymfatické tekutiny z predsiné znamé jako



,perilymfatic gusher” (vyron, abnormalni tok perilymfy pti perforovani patky tfminkd) (Brunner et al.,
1988; Wallis et al., 1988).

Mutace v lokusu DFN3 jsou na jednu stranu nejcastéjsi pri¢éinou pohlavné vazané hluchoty, na
druhou stranu tvofi pouze malé procento pohlavné vdzané nesyndromatické hluchoty. Cytogeneticky
bylo specifikovdno, Ze se jednd o prekryvajici se delece a mikrodelece, vykazujici fenotyp
charakterizujici jedince s DFN3 (Brunner et al., 1988; Wallis et al., 1988). Na rozdil od ostatnich oblasti
X chromozomu je delece v Xg21 sluditelnd s Zivotem. Také byla objevena existence nékolika
nevysvétlitelnych normainé slysicich jedincl s deleci v Xq21 (Bach et al., 1992; Huber et al., 1994).

Vsechny zaznamenané mutace byly nalezeny vjediném kodujicim exonu POU3F4 (POU
doména, transkripéni faktor 4). Tato POU DNA-vazebna doména se skladd ze 2 subdomén POUS a
POUH, z nichZ druha zminéna sekvence je prakticky klasicky homeobox (Bitner-Glindzicz et al., 1995;
Cremers et al., 2000; Sturm & Herr, 1988). U dalsich postizenych pacientld s DFN3 vykazujici stejny
fenotyp jako pacienti s bodovymi mutacemi v POU3F4, byla nalezena chromozomalni aberace o
velikosti 900 kb, proximdlné od POU3F4 (Cremers et al., 2000b; Kleinjan & van Heyningen, 1998). Za
predpokladu, Ze chromozomova oblast Xq21.1 neobsahuje Zadny dalsi gen vykazujici fenotyp DFN3 (de
Kok et al., 1996), by tento fakt mohl znamenat, Ze strukturni pfestavby spojené s fenotypem DFN3,
jsou bud' pozi¢nim efektem zménéné struktury chromatinu ovliviujici expresi POU3F4 (Cremers et al.,
2000b; de Kok et al.,, 1996; Kleinjan & van Heyningen, 1998), a nebo mutacemi ve vzdaleném

regulaénim fidicim prvku POU3F4 (Carter et al., 2002).

Typ lidské hluchoty Gen (oznaceni) Lokus Kéduje
CDH23 DNB12 Kadherin 23
Transmembranova
TMPRSS3 DNBS8, DNB10
protedza
Autozomalné recesivni
GJB2 DNB1 Konexin
OTOF DFNB9 Otoferlin
SLC26A4 DFNB4 Pendrin
Draslikové kanaly
Autozomalné KCNQ4 DFNA2
(napétové fizené)
dominantni
MYH9 DFNA17 Myozin
Na pohlavi vazana Doména POU, trida 3,
POU3F4 DFN3

transkripcni faktor 4

Tabulka 1: Souhrnny prehled gent zptsobujici lidskou nesyndromatickou hluchotu



3 NSHL v riznych populacich

PFicin sluchového postizeni je celd fada. MizZeme je rozdélit do dvou velkych skupin: genetické
¢i environmentalni. Relativni podil téchto dvou slozek je v urcitych populacich uréen socidlnimi faktory,
jako jsou struktura populace a pribuzenské vztahy, kontrola infekci a imunizace a poskytovani
novorozenecké poporodni |ékarské péce (MORTON, 1991). V neprimyslovych zemich tak mohou
environmentalni pfic¢iny hluchoty prevazovat nad témi, které jsou podminéné geneticky, zatimco ve
vyspélych zemich se vyznam genetického podilu ztraty sluchu stava zietelnéjsim (Sheffield & Smith,
2019).

V ramci této bakalarské prace jsem vybrala tfi zastupce zemi a jejich populaci, na kterych bych
rada ukdzala procentudlni rozdéleni druhl ztrat sluchu, mozné divody vyskytu urcitého typu alely.
Parametry, podle kterych tyto populace byly vybrany jsou: pfibuzenské snatky, vétsi pocet vzorkd,
vyspélost dané zemé, moind rozmanitost dané populace. Také maji tyto zemé slouzZit k potvrzeni

domnénky o udrzovani recesivni hluchoty v populacich.

3.1 Iran

Hluchota je v [rdnu druhym nejéastéjsim zdravotnim postizenim. Toto postizeni, jeho? pfic¢inou
jsou jak genetické faktory, tak faktory prostiedi, se v irdnu vykytuje u 3 déti na 1000 obyvatel. (Morton
& Nance, 2006). V roce 2016 byla provedena studie, v niZ bylo dokonceno komplexni klinické genetické
testovani vyuZivajici masivni paralelni sekvenovani u 1119 pacient s SNHL. Bylo zjisténo, Ze u pacientd,
trpicich hluchotou s genetickou pfi¢inou, se nachazi priblizné 70 % subjektl s plvodem z Blizkého
vychodu (Sloan-Heggen et al., 2016). Takové vysoké procento je divodem vyssiho koeficientu
inbreedingu v ,,pfibuzenském pasu”, ktery je tvofen zemémi od severni Afriky ptes Blizky vychod azZ po
Indii, a je tak pfi¢inou obohaceni populace o mnohocdetna recesivni onemocnéni, vietné
nesyndromatické ztraty sluchu. V rdnu se &etnost piibuzenskych shatkd pohybuje od 15,9 %
v severnich provinciich, aZ po 47 % ve vychodnich provinciich. Extrémni heterogenita ARNSHL a
pfitomnost novych mutaci v homozygotnosti odpovida vysokému koeficientu inbreedingu a vytvati tak
velmi bohaté spektrum genetickych pfic¢in nesyndromatické hluchoty (Saadat et al., 2004). Nejcasté;jsi
pfi¢inou nesyndromatické ztraty sluchu je mutace v genu GJB2 s prevalenci az 38,3 %, ta se ale méni
spolu se zemépisnou Sitkou. Druhou nejcasté;jsi pri¢inou je mutace v genu SLC26A4, jehoZ prevalence

se pohybuje od 4,8 % do 18 % (Najmabadi et al., 2002; Sloan-Heggen et al., 2015).

3.2 Japonsko

V Japonsku se spojilo 102 zdravotnickych center a shromazdili vice nez 10 000 vzorkd, které

nasledné zkoumaly a provedly jejich komplexni ovéfeni analytickymi metodami. To umoznil nedavny
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pokrok v cileném resekvenovani genomu pomoci masivniho paralelniho sekvenovani DNA (MPS), ktery
prinesl novou strategii, a znamenal revoluci v objasfiovani genetickych vad zplsobujicich monogenni
poruchy (Usami & Nishio, 2022a).

U japonskych obyvatel se ukdzalo, Ze nejrozsitenéjsi pri¢éinou nesyndromatické hluchoty je
mutace v genu GJB2 a spolu s dalSimi bézné se vyskytujicimi mutacemi genu zpUsobuje 30-35 %
hluchoty (Usami & Nishio, 2022a). Védci prepokladaji, Ze mit mutace v GJB2 bylo pro prezZiti vyhodné.
Je také znamo, Ze GJB2 je exprimovan na klZi, ktera tvofi jakou si bariéru proti invazi patogend, Ci
bodnuti hmyzem, a to bylo pfinosné pro preZiti spojené s evoluci ¢lovéka (Meyer et al., 2002). Ackoli
je mutace v GJB2 nejCastéjsi pficinou nesyndromatické hluchoty, a to i napfi¢ etnickymi skupinami,
najdou se zde i vyjimky. Jde napfiklad o geny MYO15A a TMC1, které prevazuji u egyptskych rodin a
sefardskych Zid( (Brownstein et al., 2020; Budde et al., 2020). Tento jev je zfejmé zplsoben
pribuzenskymi snatky, které jsou v téchto oblastech bézné. Studiem japonské populace byly odhaleny
urcité opakujici se mutace (Miyagawa et al., 2014; Ohtsuka et al., 2003). Obecné se ma zato, Ze k
opakujicim se genetickym mutacim dochazi diky dvéma mechanismim. Jednim je efekt zakladatele (tj.
starobyld mutace, kterd se rozsitila pravdépodobné diky néjaké nedefinované vyhodé heterozygoti)
(van Laer et al., 2001) a druhym je mutacni ,hot spot” (horké misto). Nejsnaze pochopitelnym
prikladem je GJB2, ktery ma nejvyssi Cetnost v populaci. V jednotlivych populacich jsou frekvence alel
s mutacemi GJB2 rlzné, odrazi tak efekt zakladatele a silné ovliviiuje stav genu GJB2 v populaci osob s
poruchou sluchu (Tsukada et al., 2015). JelikoZ se nékteré mutace zjevné vyskytuji pouze v limitujicim
poctu etnickych populaci, Ize predpovédét, Ze pravé tyto mutace jsou disledkem efektu zakladatele.
U japonskych pacientl s poruchou sluchu se vyskytuje Sest nejc¢astéjsich variant genu (tj. c.235delC,
p.Val37lle, p.[Gly45Glu; Tyrl136Ter], p.Argld3Trp, c.176_191del a c.299 300delAT), védci dosli
k zavéru, za pomoci pozorovani specifickych haplotypli, Ze vSech Sest variant pochazi z efektu
zakladatele. Dale predpokladaji, Ze varianta c.235delC se poprvé objevila pfiblizné pred 6500 lety
(Shinagawa et al., 2020). Jejich analyza specifickych haplotypl spolu s jejich distribuénimi vzorci
naznacila, Ze varianty p.Argl43Trp a p.Val37lle se mohly vyskytnout jako vicendsobné udalosti, coz
naznacuje, Ze se na téchto variantach mlze podilet jak efekt zakladatele, tak ,,hot spot” (Shinagawa et
al., 2020). Celym experimentem se védci snazili prokazat, Ze ackoli existuji etnické rozdily v mutaénim
spektru, geneticka epidemiologie a klinické rysy obsahuji obecné pravidlo, které presahuje etnické

diference hluchoty.
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GJB2
(1246, 12.4%)

CDH23
(340, 3.4%)

SLC26A4 (338, 3.4%)

STRC (218, 2.1%)

KCNQ4 (191, 1.9%)

Mit. m.3243A>G (163, 1.6%)

MYO7A (144, 1.4%)

Mit. m.1555A>G (129, 1.3%)

—— MYO6 (115, 1.1%)

——— TECTA (94, 0.9%4)
— WFS1 (94, 0.9%)

\ MvorsA (86, 0.9%)

EYA4 (52, 0.5%)
COCH (48, 0.5%)

OTOF (80, 0.8%)
POU4F3 (78, 0.8%)
Mit. m.8296A>G
(28, 0.3%)

All patients
(N=10047)

Negative
(6151, 61.2%)

USH2A (67, 0.7%)
ACTG1 (64, 0.6%)
LOXHD1 (56, 0.6%)

Other genes
(267, 2.7%)

Obrazek 3 Geny zodpoveédné za ztratu sluchu u 10 047 testovanych subjekti (viz Usami & Nishio,
2022)).

3.3  Ceska republika

Nejcastéjsi pri¢inou celosvétové diagnostikované ztraty sluchu je patogenni mutace c.35delG,
kterd je jednou z variant genu GJB2, jenz zpUsobuje autozomalné recesivni ztratu sluchu. Tato varianta
byla casto identifikovdana v evropské, severo-africké, asijské i vamerické populaci. (Tsukada et al.,
2015). V Ceské republice tomu neni jinak a mezi pacienty se ztratou sluchu €ini varianta c.35delG
dokonce 82,8 % vSech patogennich variant GJB2 (Seeman et al., 2004).

V Ceské populaci se nachazi jedna etnicka skupina, ktera ma vyssi riziko recesivnich poruch, a
tudiz se u ni vyskytuje vyssi pravdépodobnost vyskytu pravé autozomalné recesivni ztraty sluchu. Touto
skupinou jsou Romové (Morar et al., 2004).

Vétsina romskych pacientl trpici NSHL (nesyndromalni ztrata sluchu) je homozygotni pro
zakladatelskou mutaci p.Trp24x (W24X) v genu GJB2 (Alvarez et al., 2005; Minarik et al., 2003; Seeman
et al., 2004). Safka Brozkova et al. (2012) mapovali homozygozitu ve 20 romskych neslySicich rodinach
bez mutace v genu GJB2, a v jedné z nejvétSich homozygotnich oblasti na chromozomu 5 nalezli pouze
jeden gen dfive spojeny se ztratou sluchu, a to MARVELD2. Sekvenovani vsech Sesti kodujicich exonl
a doprovodnych intronovych ¢asti genu MARVELD2 u romského pacienta odhalila splice-site mutaci
€.1331+2 T>C (IVS 4+2 T>C). Mutace byla nalezena pouze u homozygotnich pacientd. Testovani dalSich
19 ceskych neslysicich Rom( bez mutace GJB2 odhalilo stejné vysledky, coZ ukazuje, Zze DFNB49 je
pravdépodobné dlleZitou pri¢inou hluchoty v romské populaci. Pro zjisténi souvislosti mutace
v MARVELD?2 s populaci ¢eskou a stfedoevropskou bylo provedeno dalsi testovani 40 neromskych

pacientl s nesyndromickou prelingvalni ztratou sluchu, bez mutace genu GJB2. Nebyla odhalena zadna
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jind mutace genu MARVELD?2, tudiz DFNB49 je velmi vzacnou pfic¢inou hluchoty u cesko-slovenské

populace (Safka Brozkova et al., 2012).

4  Hluchota a jeji udrzeni v populaci

Nesyndromicka ztrata sluchu (NSHL) je geneticky velmi rlznoroda, ale v naprosté vétsiné
pripadl se dédi autozomalné recesivné (AR) (Rabionet et al., 2000). Analyzou velkého mnoZstvi dat
bylo zjisténo, ze mezi veSkerymi pfipady genetické hluchoty, tvori autozomadlné recesivni pravé 75 —
80 % (Mishra et al., 2018) GJB2 je spojeno jak s recesivni hluchotou, tak s dominantni hluchotou
v lokusech DFNB1 a DFNA3 (Denoyelle et al., 1998). Ale autozomalné dominantni hluchota je nejcastéji
spjata s koznimi fenotypy a syndromy (Richard et al., 2002).

JelikoZ je vyskyt autozomadlné recesivni ztraty sluchu natolik vysoky, vénuji se v nasledujici
kapitole diivodim vysoké frekvence alel recesivni hluchoty, a téZ moznosti urcité vyhody pro nositele

téchto alel.

4.1 Asortativni pareni a relaxovana selekce
V mnoha populacich je nejcastéjsi pricinou DFNB1 mutace v lokusech 13q11-q12, kde se

nachazeji geny GJB2 a GJB6, které koduji konexiny 26 a 30. Proto se také tento typ DFNB1 nazyva
konexinova hluchota (Forge et al., 2003).

Na zacatku experimentl odbornici predpokladali, Ze kombinace G¢ink( uvolnéné selekce a
jazykové homogamie, by mohla vysvétlovat vysokou frekvenci konexinové hluchoty, a taky by mohla
byt pfi¢inou zdvojnasobeni vyskytu za poslednich 200 let. Celou tuto domnénku se snazili potvrdit
pocitacovou simulaci, a ukazat, Ze asortativni pareni muize velmi urychlit genetickou odpovéd na
uvolnénou selekci (Nance & Kearsey, 2004).

Nance a Kearsey (2004) zvolili cestu, kdy se nesnazili simulovat soucasné ucinky uvolnéné
selekce a asortativniho pareni u vsech znamych lokust pro hluchotu, naopak se zabyvali G¢inky téchto
proménnych na jeden az tfi recesivni lokusy. V jejich virtuadlnim modelu se slysici jedinci pafi zcela
nahodné sohledem na geny zprostfedkovavajici sluch, ale predpoklada se, ze se hlusi jedinci
nerozmnoZzuji. Mutantni alely pak nabyvaji frekvenci zaloZzenych na mutacné-selekéni rovnovaze, a
pokud by byl ignorovan geneticky drift, rozdily v pocatecnich fenotypovych frekvencich by reflektovaly
rozdily v zakladnich mutacnich rychlostech, které zlstavaji konstantni po dobu 150 generaci simulace.
Simulacni studie ukazala, Ze béhem péti generaci pocatecni fitness vzroste z 0 na 1, kdeZto asortativni
pareni se béhem stejné doby zvysilo z 0 % na 90 %. NarUst frekvence fenotypu v zavislosti na asortativni
pareni se vyrazné urychluje, a tudiZz tato informace vysvétluje zdvojnasobeni vyskytu DFNB1 za
poslednich 200 let. Dalezitym rysem celého experimentu je, Ze mechanismus urychleni reakce na

selekci neni specificky pro dany lokus, tudiz frekvence mutaci zpUsobujicich hluchotu by mohla byt
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zvySena v jakémkoli lokusu, pokud by tyto mutace determinovaly nejcastéjsi formu recesivni hluchoty
pro specifikovanou populaci. Cely experiment potvrdil prvotni domnénky o vysoké frekvenci DNFB1 ve
vyspélych zemich. Kombinace asortativniho pareni a relaxované selekce zpUsobi zvyseni frekvence
DFNB1 (Nance & Kearsey, 2004).

Nance a Kearsey (2004) také ve své praci vysvétlili, co zpUsobilo takové rozsifeni v mnoha
velkych populacich. Poukazuji na fakt, Ze v dobé pocatku relaxované selekce a asortativniho pareni byla
tato forma hluchoty nejéastéjsi, a to pravdépodobné diky vyssi mutacni rychlosti. Naopak v malych
populacich, jako je naptiklad Benkala a beduinskda komunita, vedl genovy drift a pfibuzenstvi
k pocateéni expresi dalsich genl recesivni hluchoty, jejichZ frekvence se nasledné zvysila kombinaci
efektl uvolnéné selekce a nendhodného parovani obou kment (Nance & Kearsey, 2004).

Vzhledem k tomu, Ze vySe popsany genovy mechanismus neni lokusové specificky, Nance a
Kearsey (2004) do jejich vyzkumu zahrnuli zajimavou hypotézu o zapojeni do evoluce feci (Nance &
Kearsey, 2004). O procesu, jakym zplsobem se vyvijel jazyk existuji dva nazory. Néktefi odbornici
poukazuji na postupné zvétsovani mozku primatl a evoluci ¢lovéka povazuji za jakési rozsifeni tohoto
pomalého procesu (Holloway, 1983). Jini véri, Ze osvojeni jazyka odstartovalo prudké urychleni evoluce
lidského mozku (Klein, 1992). Tento nazor podporuji fosilni zdznamy o vytlaceni potenciondlniho
predka moderniho ¢lovéka nastupem Homo sapiens. V neposledni fadé nalezy kulturnich artefakt(,
jako jsou ozdoby, nastroje, sofistikované zbrané a jiné, svédci o kulturni komplexnosti, kterou si Ize jen
téZce predstavit bez néjaké formy jazyka (Klein, 1992). S témito pfedstavami vzniklymi v minulosti se
naddle pracovalo a vychdzeji z nich i odbornici Nance a Kearsey (2004).

Nasledné americky paleoantropolog Stephen Gould popularizoval dodnes kontroverzni
koncept ,pferusované rovnovahy”, tedy myslenku, Ze se tempo evolucnich zmén v organismu muze
nahle zrychlit béhem urcitého obdobi (Gould & Eldredge, 1993). Ackoli jeho navrhy byly prevainé
popisné bez jakéhokoli specifického mechanismu, zda se byt pravdépodobné, Ze jakmile se objevi
v populaci prvni mutace zlepsujici oralni komunikaci, prezije a projevi se fenotypové, dojde k intenzivni
lingvistické homogamii, stejné jako se to stalo po zavedeni znakové feci pro neslysici. Z toho plyne, Ze
pfic¢inou urychleni evoluce ¢lovéka ma jak geneticky zaklad, tak podstatnou kulturni slozku, coz zménilo
strukturu pareni v populaci. Asortativni pareni urychluje jak selekci relaxovanou proti genetické
letalité, tak pozitivni selekci pro pfiznivou novou mutaci. Z obou forem pak pravdépodobné pokroci
k fixaci genu pouze ta pozdéjsi. Jedinetnym rysem tohoto typu pareni je potencial pro vytvareni
nerovnomérnych gametickych fazi, pomoci spojovani vzacnych kombinaci genl s podobnymi a
potencialné synergistickymi efekty na fenotyp (Crow & Kimura, 1970). To znamen3, Ze jakmile by se
prvni mutace feci bliZila fixaci, poskytla by zménéné genetické pozadi potiebné k podpore selekce a
potencialni fixaci dalSich genl souvisejicich s feci. Timto principem mohla lingvistickd homogamie vést

k urychlené fixaci mnoha mutaci a znak{, jenz nas odlisuji od primat{ (Lai et al., 2001).
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4.2  Lepsisocidlni podminky pro neslysici

Zajimavé je, Ze jednou z moznosti, pro¢ je mutace konexint tak ¢astou pric¢inou hluchoty, je
disledek vyrazné lepsich socialnich a ekonomickych podminek neslysicich, v kombinaci s intenzivnim
asortativnim parenim neslysicich. Oba tyto trendy totiz zacaly zavedenim specidlnich skol pro neslysici
zhruba pred 300 lety. Analyzou dat pfisli védci na to, Ze se béhem 200 let frekvence vyskytu
zdvojnasobila (Nance et al., 2000). Pravé snatky mezi jedinci se stejnym typem recesivni hluchoty
zapficinily zplozeni potomka, ktery se vidy narodi hluchy. Pfi¢inou selektivniho posileni nejbézné;jsi
formy recesivni hluchoty je tedy kombinace efektl lepsi plodnosti (tj. genetické zdatnosti) a
asortativniho pareni (Nance et al., 2002). MUZeme tedy fict, Ze v zemich bez dlouhé tradice znakového

jazyka, ¢i bez sfatkll mezi neslysicimi, jako je Indie a Mongolsko, se mutace CX26 spolu s konexinovou

hluchoto vyskytuji, ale s velmi nizkou frekvenci (Friedman et al., 1995).

4.3  Fenotypova vyhoda pro nositele mutace
Zkoumanim histologie kiiZze se odhalilo, Ze jedinci homozygotni a heterozygotni pro béznou

africkou mutaci GJB2 (R143W) méli vyrazné silnéjsi epidermis, spolu s vys$si produkci sodikovych a
chloridovych iontl v potu, nez ¢lenové wild type rodiny (Meyer et al., 2002). Autofi se tudiz domnivaji,
Ze tyto epidermalni fenotypy spojené s GJB2 mohou poskytnout ochranu pfed invazi patogend. | kdyz
se u téchto ani jinych alel NSHL (nesyndromaticka ztrdta sluchu) nenasla klinicky definovana kozni
onemocnéni, je tfeba poznamenat, Ze specifické dominantni mutace GJB2 vedou k ektodermalnim
porucham, u nichz je hyperkeratéza béznym rysem (Richard, 2003).

Ackoli je zvySena bunécnad smrt spojena s mutacemi konexinu asociovanymi s koZnimi
chorobami (Di WL 2002), buriky transfekované mutacemi GJB2 souvisejici s hluchotou vedly ke snizeni
apoptozy keratinocytl ve srovnani s wild type proteinem Cx26 a dramaticky méné nez u GJB2
asociované s koznimi chorobami. Tento pozorovany bunéény mechanismus podporuje domnénku o
selektivni epidermalni vyhodé pro mutace Cx26, spojené se ztratou sluchu v rGznych populacich.
Snizena bunécna smrt tak mizZe prodlouzit terminalni diferenciaci keratinocytd, coZ ma za nasledek
mirné silnéjsi epidermis. Vzhledem k tomu, Ze tyto studie byly provadény i u fibroblastl s obdobnymi
vysledky, védci si troufaji tvrdit, Ze snizena bunécna smrt mlzZe vytvaret fenotypové vyhody i v jinych
tkanich. Pti blizSim zkoumani dominantni NSHL mutace T5M v genu GJB6, kterad kéduje Cx30, byla
objevena snizenad bunéénd smrt, coz naznaduje, Ze odlisné kanalové vlastnosti kanald Cx30, at uz
homomernich nebo heteromernich, nemusi pfindset stejnou selektivni vyhodu jako kanaly Cx26
(Common et al., 2004).

Tato navrhovana vyhoda heterozygotl je pozorovana u dalSiho recesivniho onemocnéni,

cystické fibrozy, kde je postizeny jedinec chranén, diky poskozenym chloridovym kanallim pred invazi
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bakterie Sallmonella typhi (Pier et al., 1998). Tuto hypotézu, pokud jde o klZi, je zapotiebi prozkoumat
a posoudit, zda ztlusténi epidermis a ztrata funkce kandal(l Cx26 skutecné snizuje bakterialni invazi u

heterozygotli G/B2 (Common et al., 2004).

4.4  Aminoglykosidy — environmentalni faktor
Zatimco vétsina genetického materialu je obsazena v jadre bunky v podobé 46 chromozomd,

kazda ze stovek mitochondridlnich organel nese také nékolik malych molekul mitochondridlni DNA.
Jejich funkci je kddovat 13 polypeptidd, které se podileji na oxidativni fosforylaci, coZ je proces, pfi
kterém vznika energie ve formé adenosintrifosfatu (ATP). Dale mitochondrialni DNA kéduje geny pro
ribozomalni a transferovou ribonukleovou kyselinu (RNA) (Anderson et al., 1981).

Poprvé byla mutace A1555G v mitochondridlnim genu pro 12S ribozomalni RNA prokdazana,
jako pficina hluchoty ve velkém arabsko-izraelském rodokmenu s matrilinedrnim prenosem tézké az
Uplné ztraty sluchu, ktera se obvykle projevila v kojeneckém a raném véku ditéte (Jaber et al., 1992).
Nasledné molekularni testy odhalily substituci v genu 12S ribozomalni RNA. Podobné rodokmeny se
stejnou mutaci byly hlaseny ve Spanélsku, kde se tato mutace jevi jako pozoruhodné ¢asta pticina
hluchoty (Estivill et al., 1998). Pak také z Itdlie, ale nastup hluchoty se zde objevuje pozdéji. V jinych
statech jako jsou Spojené staty, Cina, Jihoafricka republika a Mongolsko byla hluchota zptsobena
mutaci A1555G prakticky omezena pouze na jedince, ktefi byli vystaveni aminoglykosidovym
antibiotikim. Pozdéji bylo zjisténo, Ze v mitochondridlnim genu 12S ribozomalni RNA (MT-RNR1) se
nachdzeji varianty (A1555G, C1494T, T1095C, 961delT+C(n)), které jsou nachylnéjsi k ototoxicité
vyvolané aminoglykosidy. Tyto varianty totiz Cini strukturu lidské 12S rRNA vice podobnou bakterialni
rRNA, kterd je cilem aminoglykosid(l (Ealy et al., 2011). Prevalence ztraty sluchu po lécbé
aminoglykosidy se pohybuje od 2 do 25 % (O’Sullivan et al., 2017). Témér u 100 % pacientd s mutaci
A1555G v MT-RNR1 se vyvine ztrata sluchu po vystaveni aminoglykosidu, dokonce i po jediné davce
(Usami et al., 1998).

Po zjisténi neZzadoucich G¢ink( se vyspélé staty snaZzi regulovat pouzivani tohoto typu
antibiotik, nicméné v rozvojovych zemich jsou stale hojné pouzivana kvdli jejich nizké cenné a nizkému
vyskytu rezistence (O’Sullivan et al., 2017). Tato antimikrobidlni latka se také wvyuZiva na
novorozeneckych jednotkach intenzivni péce (NICUs), jako prvotni empiricka terapie novorozenecké
sepse. S timto faktem pracovali ve své studii odbornici v roce 2011, kde testovali varianty MT-RNR1 u
pacientd NICU a zjistili prevalenci 1,85 %, coZ se vyznamné nelisi od prevalence v béZzné populaci (Ealy

et al., 2011).
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5  Ztrata sluchu vazana na pohlavi

Dalsi neopomenutelnou kapitolou této bakalarské prace je hluchota vdzana na chromozom X.

Nizozemsti védci zkoumali jev pohlavni nevyvaZenosti v oblasti hluchoty. U vice neZ 3000
zkoumanych vzorkd se ukazalo, Ze prevlada muizské zastoupeni, které Cinilo 54 % a Zeny byly
v zastoupeni pouze 46 %. Nékolik autord uvadi, Ze u détské hluchoty dochazi k muzské predominanci.

Pfi zkoumani autozomalné dominantni formy détské hluchoty byla pozorovana vyznamna
prevaha muzZského pohlavi, ale bohuzZel vzhledem k malému poctu jedinct se tento vysledek mohl
povaZovat za pouhou nahodu. PFi blizs§im zkoumani rodin postizenych jedincl nebyl nalezen jediny
pfenos z muze na muze a tudiz X-dominanatni vzorec dédi¢nosti nem(iZe vysvétlit pfevahu muza.
Naopak X-recesivni dédi¢nost, kdy jsou Zeny pfenasecky a vétSinou nejsou postizeny, by mohl vést
k muzské prevaze mezi postizenymi jedinci. Tento fakt by mohl byt jednim z pfic¢in muzské prevahy u
détské nesyndromatické hluchoty (Cremers et al., 1994).

Prvni jaderny gen, podilejici se na nesyndromatické hluchoté byl identifikovan v roce 1995 a
ukazalo se, Ze se jedna o gen POU3F4 lokalizovany na chromozomu X (Tranebjaerg et al., 1995).
Zajimavé je, Ze ackoli se na nesyndromatické hluchoté podili obdivuhodné mnozZstvi jadernych gend,
zadny druhy gen lokalizovany na chromozomu X nebyl nikdy identifikovan. William Wilde, specialista
na usni, nosni a kréni medicinu a otec Oscara Wilda, si jako prvni vS§iml nadmérného poctu muzskych
hluchych jedinct (Wilde, 1853). Reanalyza téchto dat privedlo Reardona (Reardon, 1990) k zavéru, Ze
5 % prelingvalni hluchoty u muzi je vazano na chromozomu X. Naopak Fraser (FRASER, 1965a) tvrdi,
Ze 6 % muzské prelingvalni genetické hluchoty a 1,7 % vSech prelingvalnich typd hluchot je vazano na
chromozom X. Celkové muiZeme fict, Ze 1-5 % nesyndromatické hluchoty je vazano na pohlavi. Existuje
mnoho zprav o rodokmenech s nesyndromatickou na pohlavi vdzanou hluchotou, vétsina téchto rodin
vsak zUstava nezarazena, kvili neprovedené analyze vazby. Také se ukazalo, Ze mnoho z téchto rodin
ma typické radiologické zmény spankové kosti, a to diky mutacim v genu POU3F4 (FRASER, 1965; Dow
& Poynter, 1930; Wellesley & Goldblatt, 1992).

Lokus DFN2 byl objeven ve tfech rlznych rodinach s tézkou formou ztraty sluchu a nasledné
byl mapovan na regionu Xq13-q24. Byla popsana britsko-americka rodina s vrozenou ztratou sluchu,
kde se u muzli objevovala naprosta hluchota a u Zen pouze mirna ztrata sluchu postihujici vysoké
frekvence (Tyson et al., 1996a). Manolis et al. informovali o velké americké rodiné s fenotypem
podobnym tomu, o némz informovali Tyson et al. (Manolis et al., 1999; Tyson et al., 1996b).
V neposledni fadé byla zdokumentovdna velkd cinskd rodina s mnoha postizenymi muzi s tézkou
formou vrozené ztraty sluchu vsech ton( (Cui et al., 2004).

Lokus DFN3 je definovan pfiblizné u 50 % vSech rodin s nesyndromatickou poruchou sluchu

vazanou na chromozom X (Bach et al. 1992; Reardon et al., 1991). Je to jedina forma, ktera vykazuje
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anatomické anomalie spankové kosti. Tyto abnormality zahrnuji dilataci laterdlniho konce vnitfniho
sluchového ustroji, nedostatek nebo Uplnou absenci kosti mezi lateralnim koncem vnitfniho zvukovodu
a bazalnim obratem hlemyzdé, coz ma za pficinu abnormalné Sirokou pistélovou komunikaci mezi
témito dvéma ¢astmi, ddle anomalii ovalného okénka a stapedidlni ploténky ohrozujici pohyblivost
ossikuldrniho fetézce a ¢astecnou hypoplazii hlemyzdé oznacenou jako pseudo-Mondiniho dysplazie.
VSechny tyto anomalie jsou spojené s genem POU3F4 a ztratou sluchu (Arellano et al., 2000; Phelps et
al., 1991; Vore et al., 2005).

| v pfipadé ostatnich lokusl je vrodindch postizen muz, a Zena je bud naprosto zdrava
prenasecka, nebo trpi nedoslychavosti ve vysokych frekvencich (del Castillo et al., 1996, 2000; Lalwani
et al., 1994).

Wilde se zabyval pohlavni nevyvazenosti a zkoumal ji dopodrobna (Wilde, 1853). Ve 122
navzajem si pfibuznych rodinach byli postizeni pouze muzi, kdezto jenom v 65 rodinach byli hluché
pouze Zeny. Takovyto nadbytek hluchych muzi je zvlasté patrny u 287 sourozenci se dvéma hluchymi
détmi (muzi:zeny 97:48). Jak Fraser (1965) naznacoval, ¢ast tohoto prebytku mize mit jak
environmetadlni, tak genetické priciny (FRASER, 1965). Wilde zjistil pfevahu muzd nad Zenami 1,3:1,
Fraser tvrdil, Ze pomér je 1,18:1 (Martin et al., 1981). Pfevaha muZského pohlavi nad Zenskym je rysem
tohoto typu hluchoty. Pfesna pficina této pohlavni nevyvazenosti neni zcela znama. Nejspis se, stejné
jako u jinych recesivnich onemocnéni, jednd o dédicnost, kdy matky byvaji pouhé pfenasecky mutace
a vyskytuje se u nich bud nedoslychavost na velmi nizké urovni, nebo jsou naprosto zdravé (Cremers

et al., 1994).

6 Next-generation segeuncing

V neposledni fadé bych rada v této praci vyzvedla metodu, ktera hrala velkou roli v objeveni
mnoha novych genl pro jak nesyndromatickou ztratu sluchu, tak syndromatickou (NGS NSD, WES
NSD).

Next generation sequencing (NGS) pfinesl v poslednich 10 letech mimoradné vykonny nastroj
pro vyhledavani v genetické oblasti. NGS umozriuje sekvenovat velmi velké mnoizstvi fragmentld DNA
soucasné vramci jedné reakce, coZz generuje obrovské kvantum dat v extrémné kratkém case.
Nejkomplexnéjsi technikou NGS je sekvenovani celého genomu (WGS), ktera sekvenuje cely genom
jedince a dokaze identifikovat jak kodujici, tak nekddujici oblasti. Zasadni roli ve zkoumani mutaci
zpUsobujicich onemocnéni, hraje sekvenovani celého exomu (WES), které mapuje pouze oblasti
kédujici proteiny v genomu, které s nejvétsi pravdépodobnosti obsahuji pfiblizné 85 % téchto mutaci
(Rabbani et al., 2012).

V pripadé lidské hluchoty se vyuziva tzv. panel cilovych genl (TPG), coz je typ sekvenovani, kde

cilovou skupinou je pouze urcitd kohorta genud. Pouziva se pro k mapovani vSsech znamych genu
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hluchoty, které tvofi pouze 0,014 % celého genomu. Vyjimkou pak miZe byt pacient, ktery ma mutaci
v genu, ktery doposud nebyl spojen se senzorineurdlni ztratou sluchu. V tomto pripadé je prinosné
zvazit vyuziti metody WES, u niZ jsou naklady a analyticka naro¢nost relativné nizka, vzhledem k tomu,
Ze obsah exonll v genomu ¢ini pouha 2 % (Shearer et al., 2010).

| pres to, ze je NGS bioinformaticky narocny z hlediska vysoké vykonnosti a generovani velkého
mnoizstvi dat, bylo identifikovani genl senzorineurdlni ztraty sluchu Uspésné a vedlo ke zvySeni

diagnostické miry na priblizné 40 % (Sloan-Heggen & Smith, 2016).

7  Zavér

Lidska hluchota patfi celosvétové mezi nejrozSifenéjsi smyslové onemocnéni, které
v budoucnu vzroste na ¢islech. Nesyndromaticka hluchota tvori okolo 70 % viech ptipadl ztraty sluchu
zpUsobené genetickymi aspekty.

Pfedmétem této price bylo sezndmit se s obecnym kategorizovanim ztraty sluchu, se
svétovym rozsifenim, s geny tykajicich se tohoto postiZeni, dale pak s divodem vysoké frekvence
vyskytu mutantnich alel a v neposledni fadé vazbé na pohlavi.

Vzhledem vysoké komplexnosti sluchového aparatu vyZadujici nesbérné mnozZstvi proteind,
neni prekvapenim najit velké mnozstvi gen( tykajicich se lidské hluchoty. Diky tomu také neni mozné
globalizovat procento vyskytu urcitych gend, jelikoZ je pro kazdou populaci unikatni. Co ale miZzeme
fict je, Ze nejcastéjSim typem hluchoty je autozomalné recesivni, ktera tvofi okolo 80 % celkového
poctu jedincd postizenych nesyndromatickou hluchotou. | pres veskeré moderni technologie je stale
velka ¢ast molekularnich mechanismu vysvétlujicich funkci gend v ramci sluchového ustroji neznama.
Ci v jinych pfipadech nebyla zji$téna jejich biologicka funkce.

Déale mlZeme pozorovat znacné rozdily v mife sluchu mezi vyspélymi a rozvojovymi zemémi.
CoZ je pravdépodobné zplsobeno i nedostatkem udaji o vyskytu a pric¢inach sluchovych vad
v rozvojovych zemich, a to diky znacnému nedostatku programl pro screening novorozencl a
nemoznost celkového vysetteni sluchu.

Bylo zjisténo, Ze nejcastéji se vyskytujici geny zpUsobuijici lidskou nesyndromatickou hluchotu
jsou geny, kodujici proteiny, podilejici se na struktufe mezerovych spojli. Jedna se o geny GJB2. Mutace
v téchto genech ma za nasledek vznik autozomalné recesivni hluchoty. Po blizSim prozkoumani bylo
objeveno nékolik teorii, proc je frekvence téchto alel natolik vysoka a proc prevazuje vyskyt tohoto
typu ztraty sluchu prevaZzuje nad ostatnimi. Nejcastéji opakujicim se nazorem je kombinace asortativni
pareni a relaxovana selekce. Studie na pocitacovych simulacich potvrdila, Ze kombinaci efektu
asortativnihoho pareni a relaxované selekce doslo ke zdvojnasobeni vyskytu konexinové hluchoty za

poslednich 200 let. S timto poznatek je spjata i dalsi teorie vysoké frekvence konexinové hluchoty, a to
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lepsi socidlni podminky pro neslysici. Diky zavedeni specidlnich Skol pro neslysSici a zlepSeni jejich
postaveni ve spolecnosti dochazelo ke sfiatkim mezi jedinci se stejnym recesivnim onemocnénim,
tudiz takovi jedinci zplodili zase potomka se stejnou genetickou vadou. Dalsi zajimavou teorii, proc je
v populaci vysoka frekvence alel GJB2, je moznost poskytnout nositeli téchto mutaci fenotypovou
vyhodu. Byla odhalena africkd mutace GJB2 (R143W), kterd méla za nasledky tvorbu vyrazné silnéjsi
epidermis. Tento fenotyp by mohl poskytoval nositeli mutace lepsi ochranu pred vnéjsim prostfedim
a zabezpecoval tak efektivnéjsi obranu proti patogent a okolnim vlivim. Pfi blizSim zkoumani, zda je
nesyndromatickd hluchota ovliviiovdana i environmentalnimi faktory se doslo k zavéru, Ze existuje
specialni pfipad ztraty sluchu, zpGsobené mutaci v mitochondridlnim genu, ke které jsou nachylné;si
lidé, vystaveni aminoglykosidlim. Ty se dfive pouZivaly pfi vyrobé antibiotik, ale dnes jsou v dosti
statech zakazany.

V neposledni fadé je tfeba odpovéd na otazku pohlavniho rozloZeni. Pfevaha muzského
pohlavi nad Zenskym je rysem tohoto typu hluchoty. Pfesna pficina této pohlavni nevyvazenosti neni
zcela zndama.

Téma této bakalarské prace se ukdzalo byt velice rozsahlé a sloZité, a proto jsou nékteré
kapitoly zminény jen okrajové a nejsou rozebrany na takovou Uroven, jakou by si zaslouZily. Limitaci
této prace je podle mne nedostatek novych poznatkl a statistik, kdy se novéjsi studia stale vraci
k starym experimentlim a teoriim, ze kterych nasledné vychazeji ve svém vyzkumu. Stejné jako
nedostatek informaci zrozvojovych zemich, tento fakt zabrafuje Uplnému pochopeni dané

problematiky.
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