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Niedosluch definiuje sie jako zaburzenie ze strony
narzadu stuchu polegajace na nieprawidiowym
odbiorze i/lub przewodzeniu dzwiekow.

466 milionéw ludzi na Swiecie dotknietych jest
niedostuchem z czego 34 miliony to dzieci (WHO) —
ponad 5% Swiatowej populaciji
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Program Powszechnych Przesiewowych Badan Stuchu u Noworodkéw
(PPPBuN)
oSrodKi I stopnia referencyjnosci — ok 7% dzieci z Switeanej
nieprawidlowym badaniem przesiewowym sluchu oraz z @ Z//
czynnikami ryzyka, ktére moga prowadzi¢ do uszkodzenia stuchu.
* osrodKi II stopnia referencyjnosci — ok 4,8% dzieci z
potwierdzonym niedosluchem (Srednio zgtasza sie 80% dzieci z
osrodkow I SR)
* DanezI-XI2017 roku
(http://www.sluch.ump.edu.pl/pdf/uszko/uszko 21 2019.pdf)
» Osrodek I stopnia referencyjnosci — 92 % badanych dzieci — stuch
prawidtowy
»  Osrodki Il 1 Il stopnia referencyjnosci:
Diagnostyke ukoriczyto 12 790 dzieci
Niedostuch jednostronny 108 dzieci
Niedostuch obustronny 225 dzieci
sredni wiek zdiagnozowanego dziecka 84 dni

wielka orkiestra :

. . U okoto 10 tys. dzieci rocznie
W Polsce uszkodzenie stuchu, bez uwzglednienia jego przyczyny, wystepuja potencjalne czynniki ryzyka

wystepuje z czestoscig 3:1000 zywo urodzonych dzieci (wg. PPPBuN ). mogace doprowadzi¢ do utraty stuchu
w wieku pézniejszym.


http://www.sluch.ump.edu.pl/pdf/uszko/uszko_21_2019.pdf
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Kryteria podziatu niedostuchu

l. Upodledzenie stuchu ostre, preewlekle
ub trwate

ll. Uposledzenia stuchu, od lekkiego do

calkowite] utraty stuchu Choroba dziedziczona jest w 80%
przypadkow w sposob autosomalny

V. Miedostuch przewodzeniowy (ang. recesywny.

conductive), odbiorczy (ang.

sensorineural) | mieszany (mixed) MNiedosiuch o dziedziczeniu
autosomalnym dominujgcym to ok.

V. Niedostuch syndromiczny iizolowany 20% przypadkow.

Dziedziczenie sprzezone Z
VI. Miedosiuch prelinguainy i postlingualny chromosomem X i mitochondnalne to
<1% przypadkow niedosiuchu

Vil Miedostuch wvwarunkowamy
genetycznie iniedostuch spowodowany
preez czynniki srodowiskowe

° 2 o
VIl Niedostuch o driedziczeni Niedosluch wrodzony stanowi 60%
autosomalnym recesywnym, niedosluchu,

autosomalnym dominujgcym,

dziedziczeniu sprzezonym z picia, z czego 10% ma charakter izolowany
dziedziczeniu mitochondrialnym




Historia odkrywania gendéw niedostuchu
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Mol Cell Probes. 2015 Oct;29(5):260-70.
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Po 2015 roku w bazie
Hereditary Hearing Loss Homepage
zostaly zarejestrowane 23 nowe geny

korelowane z patogenezg
niedostuchu niesyndromicznego

Van Camp G, Smith RJH. Hereditary Hearing Loss Homepage.
https://hereditaryhearingloss.org.
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KLUCZOWA ROLA GENU GJB2
W PATOGENEZIE NIEDOSL.UCHU NIESYNDROMICZNEGO

Konekson Zamkmete Otwarte

Mutacje genu GJB2 mogq by¢ przyczyng nawet 50%
prelingualnego niedostuchu izolowanego o af.
i I,' \ \/ \'t
;%\‘ - =
¢ "/ \ / & ,(I \L /,'
Btona komérkowa & .4
""""""""""" komarki 1
UTR i )
Exi Ex2
Btona komérkowa
komorki 2
Schemat budowy genu GJ/B2 Kanat potaczenia  Przestrzen
szczelinowego zewnatrzkomérkowa

lariana Ruiz

) Mandvikacia nracy arfarctwna Mari
108Y. IVIOGYTIKacCja pracy autorsiwa viariand

OpenStax Biology. Mg
https://pl.khanacademy.org/science/biology/structure-of-a-cell/
cytoskeleton-junctions-and-extracellular-structures/a/cell-cell-junctions


https://pl.khanacademy.org/science/biology/structure-of-a-cell/
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ERA SEKWENCJONOWANIA SANGEROWSKIEGO

PCR-DNA synthesis cycle
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Sekwencjonowanie opracowane w 1977 r przez
Frederica Sangera
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Wryniki 12 lat badan
pacjentdéw z niedostuchem w ZGM IMiD,
przed wprowadzeniem do badan techniki NGS

¥ mutacje w 2 allelach

genu GJB2
DOSWIADCZENIA WLASNE

® mutacje w 1 allelu

genu GJB2
® Nie zidentyfikowano

podloza

molekularnego
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Mutacje genu GJB2 mogq by¢ przyczyng od 30
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Rozmieszczenie na poszczegdlnych chromosomach
gendéw zwigzanych przyczynowo z niedostuchem

=== Autosomal recessive == Autosomal dominant ===X.linked == Syndromic ==SHL & NSHL
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Hereditary Hearing Loss Homepage

Niedosluch niesyndromiczny (NSHL):
» 12 geny zwigzane z NSHL,
dziedziczenie autosomalne recesywne
» 44 geny zwigzane z NSHL
dziedziczenie autosomalne dominujgce
» 5 gendéw zwigzanych z NSHL
dziedziczenie sprzezone z pitcig
+
geny zwigzane z niedostuchem
syndromicznym i mitochondrialnym

YJ PONAD 150 GENOW ZWIAZANYCH Z

NIEDOSLUCHEM!!!
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DNA czlowieka to 13 miliardow liter

Genetyka na ustugach
kryminalistyki

entralnego Laboratorium

Rozmowaz insp. dr. W K
Kryminalistycznego Policji
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Schemat procedury NGS
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Input L
library Flow An image of z
cell In Situ , Nran of 2 , e
pca &queﬂm eneﬂded @2011, Hlumina Inc. All rights reserved.

molecules
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Poréwnanie stosowanych technik sekwencjonowania

L ] ®
‘ Whole
EXOMIC * The whole
‘ Disease- « 22,000 genes thing!
focused pane| » Coding regions * Requires
‘ of genes only more cqst for
Several * Untranslated sequencing
individual <tens 0 regions and analysis
genes hundreds) » No introns

* Only 1% of the
genome

e But ~ 85% of
disease-causing
mutations

® Single genes

https://doi.org/10.1016/j.mayocp.2016.10.019
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Whole
. \/\/hole genome
. Disease- ?jsggoegenes ’ :::vgvl\/ho‘e
focused panel * Coding regions * Requires
.Several af 8enes . SJ:Ityranslated ;Y;ZZeer:Z?gfor
individua (tens o regions and analy:
gednesd l hundreds) " gﬁf”ﬁ;’”
® Single genes genémeo S , . .
BT Poréwnanie stosowanych technik NGS
Percent of Genome Depth of
Technology Cost P
Sequenced Coverage
Whole Genome
< >95%
Sequencing
Whole Exome ~1.5%
Sequencing (protein-coding regions)
Targeted 0.005% - 0.1% V

Sequencing



| RENET ¥ryiom Eoromarie
Wiedss Edukacjas Rozwd)

ERA SEKWENCJONOWANIA NASTEPNE] GENERAC]I

Etapy analizy danych surowych NGS

1. Odczyt nukleotydu (base calling)

przypisanie sygnalu do nukleotydu,
plik wynikowy: BCL = FASTQ

2. Przyréwnanie / uliniowienie (alignment)
przyrownanie fragmentéw do sekwencji referencyjne)
plik wynikowy: SAM/BAM

3. Odczyt wariantu (variant calling)

roznice miedzy sekwencjg badang a referencyjng ,
plik wynikowy: VCF

4. Adnotacja wariantéw i filtrowanie

scharakteryzowanie wariantow korzystajgc 2z réznorodnych biologicznych
baz danych, odrzucenie czesci wariantéw
plik wynikowy: csv, tsy, txt

wybdér wariantu patogennqolub wariantow kandy&dqcych
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Schemat analizy danych NGS
(potok analizy danych)
- priorytetyzacja i filtracja
czyli
selekcja wariantu patogennego

nie

DIAGNOSTYKA NGS NIEDOSLUCHU
DOSWIADCZENIA WLASNE

Warianty w genach zwigzanych
przyczynowo zniedostuchem

Z/nana mutacja

nie

Czgstos¢ w populacyjnych
bazach danych <1%

tak

ocena wg wytycznych
ACMG/AMP

patogenny/

Fagodny,

tagodny

potencjalnie

» potencjalnie
patogenny

tak

A7 DA BIM T BSOS TV T
fruapiy

Wariant

odrzucony

VUS -

wariant o
nieustalonym
znaczeniu
klinicznym

Potwierdzenie

”| wariantu alternatywna
metoda (met. Sangera,

met. MIPA)

nie

=

i Analiza segregacjiw
! rodzinie (OPCJONAINE >

jesli DNA dostepny)
S _‘

tak

nie

y

Raport
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Analiza :

1) zestaw TruSight One (Illumina) - 16 oséb

2) opracowany w ZGM IMiD panel celowany (166 gendéw
korelowanych przyczynowo z niedostuchem) z wykorzystaniem
zestawu NimbleGene SeqCap EZ (Roche) - 32 osoby.
Razem 48 oséb z niedostuchem izolowanym i wykluczonymi
mutacjami genu GJ/B2.

Mutacje przyczynowe zidentyfikowano u 19

badanych (39,60%).
Dla 20 pacjentow (41,70%) nie udato sie ustalic

molekularnego podloza niedostuchu, a dla 10
z nich (18,60%) wynik byt niejednoznaczny.

Charakterystyka podtoza molekularnego niedostuchu izolowanego w grupie polskich
pacjentéw - zastosowanie techniki sekwencjonowania nastepnej generacji do

dia lekul brak dia molekularmej - ieiedn
" grioza mofexirarma ’ grozy ] fuejeanoznaczny identyfikacji genéw i mutacji odpowiedzialnych za dziedziczng posta¢ choroby

Projekt finansowany przez NCN - UMO-2014/13/D/NZ5/03304
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DIAGNOSTYKA NGS NIEDOSLUCHU
DOSWIADCZENIA WLASNE

Dla 19 pacjentéow z ustalonym genotypem molekularnym
zidentyfikowano mutacje przyczynowe, az w 13 genach. Jedynie
dla 3 gendéw: STRC, USH2A 1 MYOZ7A mutacje byty identyfikowane
wiecej niz u jednego pacjenta. Zidentyfikowano 6 nowych
nieopisanych mutacji.
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Najwiekszy odsetek mutacji przyczynowych stanowig

delecje (39%), a w szczegdlnosci rozlegte delecje genu
STRC,bo az 69% (10 z 13).

GEMNETYKA Fundusze
dla HI'E ENETYKOW Europejskie
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Gen STRC (locus 15q15.3) koduje sterociline, biatko
potaczen bocznych komodrek stuchowych zewnetrznych

W Iocus 15q15.3 obserwujemy tandemowa duplikacje
gendw i pseudogenow, gdzie regiony proksymalny i
dystalny majg 98% zgodnosci sekwenciji.

N
G S R € < N . .
& 8B o~ 8 & T ~ O Delecje w genie STRC
E ¢ & 3 .8 § & B .
§ 3 ¥ ¥ 2= ¢ ESS 2 stanowig drugg po
n .
tel — SO 77 S D= Cent mutacjach genu GJB2,
* o
& Dlstal ” - Proxnmal b przyczyng n%edos%uchu
niesyndromicznego u
Eur ] Hum Genet. 2003 Jul;11(7):497-502. 7 polskich pacjentow.

Delecje genu STRC i CATSPERZ powoduja niedostuch
niesyndromiczny u kobiet i zespdt DIS u mezczyzn, co

ma znaczenie dla poradnictwa genetycznego @



Zmiana rozpoznania klinicznego na podstawie wynikow
analizy molekularnej

Sugerowana zmiana rozpoznania klinicznego z niedostuchu

niesyndromicznego na syndromiczny

(41% pacjentdw z ustalonym rozpoznaniem molekularnym):

* 2 pacjentéow z mutacjami w genie USHZA - zesp6t Ushera

* 2 pacjentdw z mutacjami w genie MYOZA 1 1 z mutacjami w
genie CDHZ23 wymagaja doktadnej ewaluaciji klinicznej
celem potwierdzenia/wykluczenia zespotu Ushera

* 2 pacjentdw pitci meskiej z delecjg genéw STRC'1
CATSPERZ - zespdt DIS (Deafness Infertility Syndrome)

* 1 pacjent - mutacja w genie GATAS3 - zespotl Barakata

* 1 pacjentka z mutacje w genie HARSZ - zesp6t Perrault

* 1 pacjentka z mutacjg w genie MITF - zesp6t
Waardenburga
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DIAGNOSTYKA NGS NIEDOSLUCHU
DOSWIADCZENIA WLASNE

Sekwencjonowanie
metodg Sangera eksonu
1i2genu GJB2 + analiza

Panelowe
sekwencjonowanie
technikg NGS

Analiza metodg MLPA
rozlegtych delecji w
obrebie genu STRC

delecji locus DFNB1

SCHEMAT DIAGNOSTYKI POLSKICH PACJENTOW Z NIEDOSLUCHEM IZOLOWANYM
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- pacjent z niedostuchem izolowanym, obustronnym

- rodzice stysza

»

1

7

Sugerowane dziedziczenie oburodzicielskie,

Il 1 rodzice nosiciele mutacji p.Gly763Glu

OTOA: p.GIy736GIu p.Gly73661u
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DIAGNOSTYKA NGS NIEDOSLUCHU

DOSWIADCZENIA WLASNE
1.1 1.2
- 22272 OTOA: p.Gly736GIu/-

11
1

OTOA: p.Gly736Glu/ p.Gly736GIu

Analiza segregacji mutacji w rodzinie
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Przypadek 2:
- 2braciz 11
niedostuchem
izolowanym, nle badana
obustronnym
- rodzice styszg
1.1 12
USH2A: ¢.2299delC/- USH2A:
GJBZ: -/~ c.2168-1G>A
GJB2: -/-

g

USH2A: USH2A: USH2A:

¢.2299delC/-
GJB2: - GJBZ: -/- GJB2: -/-

€.2299delC/ €.2299delC/
€.2168-1G>C €.2168-1G>C

€.2299delC/-

USH2A: -/-

¢.2168-1G>Cl- GJB2: -/

1.3 4

USH2A: c.2168-1G>C/-
GJB2: ¢.35delG/-

H.7

Fundusze
Europejskie
Wiedras Edukacja Rozwd)

GJB2: ¢.35delG/-

~7 USH2A: ¢.2166-1G>C/-
GJB2: ¢.35delG/c.35delG
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GJB2:c.313_326del- (I
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1.1 1.2
.2 1.3
GJB2:-) GJB2: )
MY O15A:p lle15885edsTer12/p. Arg2728His MY O15A:p Nle15835ersT er1 2/p. Arg27 28 His
LOXHD:p.Gly1482 Lys/- LOXHD:p.Gly1482 Lys/-
MYH2:-f- MY H2:p. Met161T h-
Przypadek 3:

- 2 siostry z niedostuchem izolowanym, obustronnym
- upacjenta Il.1 niedostuch izolowany, obustronny,
Srodowiskowy (wywiad)

MYO15A:p.le 15845 erfsT er12/- - rodzice S{YSZQ

LOXHD -/
MY HE -



DIAGNOSTYKA NGS NIEDOSLUCHU DOSWIADCZENIA WLASNE
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1.1 1.2 1.3

GJB2:c.35del&ic. 313 _326del GJB2:-/- GJBZ2:-/-
MY 0154 p lle15845edsTer2/p Arg27 28 His MY 01548 p lle15845edsTer12/p Arg27 28His
LOXHD :p. Gyl 462 Lys- LOXHD :p. Gy 462 Lys
W HE -1 W HE: p M et181 Thii-

1.1
GJB2:c.313_326del- (M
MYO15A:p 115845 erfsTer12/-

LOXHD1:-F-

MY HE -
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Dziekuje wszystkim
wspolpracownikom
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lekarzom z innych
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