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1. BEVEZETES

Amikor egy-egy humangenetikai hatterli betegségért, elvaltozasért felelés mutaciot
keresnek a kutatok, akkor foként a génekre és azok kdzvetlen szabalyozé-elemeire helyezik
a hangsulyt. Az utobbi idészak eredményei szerint azonban a géneket nem kodolo régiok
szerepe is igen fontos a betegségek kialakitdsaban: az ilyen régiokban bekdvetkezd
mutaciok ugyantigy okozhatnak genetikai rendellenességeket, hajlamosithatnak, vagy
éppen védoek lehetnek egy adott betegségre nézve. A populacid genetikai
valtozatossdganak egyik jellemzdéje a genetikai polimorfizmus. Ezek a polimorfizmusok
teszik ki a humén genetikai varidciok 90%-at, és minden 100-300 bazisparonként
megjelennek a huméan genomban. Az SNP-k olyan pontmutaciok, melyek nagy segitséget
jelentenek az orvosi kutatdsokban, gyogyszerek kifejlesztésében, mivel ezek nem sokat
valtoznak generaciorol generaciora, azaz a populdciokban valo SNP kovetés linearis
kovetkeztetéseket tesz lehetévé. A polimorfizmusok ezen tuljdonsaga populacidogenetikai
vizsgalatokat tesz lehetévé. Genetikai eredetli betegségek el6forduldsat lehet vizsgélni

kiilonb6z6 populaciokban, tobbek kozott a hallaskarosodas esetében is.

1.1 Hallaskarosodas genetikaja

A hallaskarosodas az egyik leggyakoribb érzékszervi megbetegedés, mely befolyasolja
a normal kommunikaciot és tobb mint 350 millié6 embert érint vildgszerte. Kialakuldsanak
helye szerint 3 nagy csoportjat kiilonboztetjiikk meg. Vezetéses hallascsokkenésrdl akkor
beszéliink, amikor a hangvezeté rendszerben, azaz a hallgjaratban, dobhartyaban,
hallocsontokban, vagy a labirintusszervben jon létre megbetegedés. Masik nagy csoportja
az idegi tipusi vagy mas néven percepcids hallasvesztés, amikor a hangfelfogd rendszert,
azaz a belsd fiilet, a halloideget, a hallopalyakat vagy a hallokérget érinti a megbetegedés.
Harmadik nagy csoportja pedig a kevert tipust hallaskdrosodés, amikor a vezetéses és az
idegi hallds csokkenés kombinécidja 4all fent (Pytel és mtsai 1996). A legtobb esetben a
hallaskarosodas multifaktoridlis betegség, amit genetikai és kornyezeti tényezok, illetve
ezen faktorok kombindcidja valt ki (Willems és mtsai 2000). Azonban egyetlen gén
mutacidja is képes lehet kialakitani a betegséget. Ebben az esetben a hallaskarosodas egy

monogénes betegség, ami autoszomalis dominans, autoszomalis recessziv, X-hez kotott



vagy mitokondrialis 6roklédést mutat. Ezek a monogénes formak lehetnek szindromasak és
nem szindromasak. A  szindromés hallaskarosodas soran a betegség mas
rendellenességekkel jar egyiitt, a nem szindromds hallaskarosodds azonban nincs
Osszefliggésben mas tiinetekkel. A hallaskarosodast tobbféle szempont alapjan is lehet
csoportositani. Genetikai vagy nem genetikai eredetli; szindromas vagy nem szindrémas;
prelingvalis (normalis beszédelsajatitds befejezése eldtt) vagy posztlingvalis (beszélt
nyelvelsajatitds befejezédése utan kb. 3. életév) (Willems és mtsai 2000). A szindromas
hallasvesztésre leggyakoribb példdk a Waardenburg, Usher, Pendred ¢és az Alport
szindroma (Gorlin és mtsai 1995). Hallaskarosodast okozhatnak kdrnyezeti tényezok, mint
példaul perinatalis fertdzések, akusztikus vagy agyi traumdk, amik a cochleat érintik,
ototoxikus drogok, mint példaul az aminoglikozidok vagy antibiotikumok (Willems és
mtsai 2000). Az esetek 50%-aban genetikai okok, azok koziil is a monogénes formak miatt
alakul ki a betegség, és a masik 50%-ban pedig perinatélis tényezdok, trauma vagy fertézés
felelds a kialakuldséért (Fraser 1970; Morton és mtsai 1991). Minden 1000-dik sziilésbdl 1
csecsemd prelingvalis hallaskarosodassal sziiletik, akiknek koriilbeliil a fele genetikailag
meghatarozott hallasvesztéssel rendelkezik (Morton és mtsai 1991; Davis és mtsai 1994).
Feltehetéen 200 gén felelés a hallasért, melybdl eddig 30-at ismeriink. Az egyik
legismertebb gén, aminek mutacidja siketséget okoz, a GJB2 gén. Tovabba a
hallaskéarosodast okozhatnak a MARVELD?2, NAT2, GRM7, GRHL2 génekben, valamint a
mitkondridlis DNS-ben 1étrejott valtozasok is. Irodalmi adatok szerint a monogénes
prelingvalis hallaskarosodas 75%-ban autoszomalis recessziv, 20%-ban autoszémalis
dominans, 5%-ban X-hez kotott és 1%-ban mitokondridlis eredetli (Marazita és mtsai
1993). Azonban a posztlingvalis hallaskarosodas sokkal gyakoribb, mint a prelingvalis, 60
éves kor felett a populacio 10%-at, 80 év felett az 50%-at érinti (Petit és mtsai 1996; Davis
és mtsai 1989).

A nem szindromas hallaskdrosodas kialakuldsat nehéz osszefliggésbe hozni egyetlen
génnel, ezért fontos a gének kapcsoltsagat vizsgalni a halldsvesztésben érintett csaladokon
beliil. A kapcsoltsagi vizsgalatok tobb gént is feltérképeztek, amik okozhatnak nem
szindromas hallasvesztést. Ezek a gének kiilonb6zé kromoszomakon helyezkednek el. A
nem szindromas hallaskarosodasi formak kialakulasaért felelds gén lokuszokat DFN-nek

nevezik és felfedezésiik kronologiai sorrendjében szdmozzak. Az autoszomalis dominans



lokuszt DFNA-nak, a recesszivet DFNB-nek az X-hez kotottet DFNX-nek nevezziik. A
DFNB lokusz génmutéacidinak a gyakorisaga a legnagyobb a monogénes hallasvesztéses
megbetegedéseknél, ezek felelosek az  autoszOémalis  recessziv  prelingvalis
hallaskarosodasos esetek tobb mint 50%-aért. Az autoszoémalis dominans lokuszok
esetében a DFNAO9-es az X-hez kotott 10kusz esetében a DFNX3-as a mitokondrialis
lokuszok esetében pedig riboszomalis 12S rRNS a leggyakoribb 16kuszok. A tobbi 16kusz
csak néhany csalad esetében all Osszefiiggésben a hallaskarosodassal (Willems €és mtsai
2000).

Az iddskori hallaskarosodds (ARHI) vagy mdas néven presbycusis az egyik
leggyakoribb tipusa a hallasvesztésnek, ami egy komplex magas frekvencidja
hallascsokkenés, melyet az Oregedés soran a belsé fiilben Iétrejové degenerativ
elvaltozasok okoznak.

Az Oregedés, a zajok és a gyodgyszerek roncsolhatjadk a belsd fiil szoveteit, reaktiv
oxigéngyokok (ROS) altal kivaltott sejtkarosodas utjan (Staecker és mtsai 2001;
Cruickshanks ¢és mtsai 1998; Seidman és mtsai 2002). A ROS a természetes mellékterméke
az aerob anyagcsere folyamatoknak, és ezeknek a felhalmozddasa okozza az oxidativ
stresszt. Az antioxidans enzimekben 1év6 polimorfizmusok és a megndvekedett ROS-ok,
tovabba az oxidativ stressz a belsd fiilben hajlamossa tehet a presbycusisra. Az iddskori
hallaskarosodéas kiilonbozd korcsoportokban eltérd mértékben alakul ki. A genetikai
tényezok Osszefliggésben allnak a degenerativ mechanizmusokkal. Napjainkig mar tobb
gént felfedeztek, melyek felelosek lehetnek az iddskori hallaskarosodas kialakulasaért

(Bared és mtsai 2010; Unal és mtsai 2005; Yamasoba és mtsai 2013).



1.2 Roma populacié bemutatasa, fobb jellemvonasai

A roma populécionak kortlbeliil 1000 évvel ezeldtt kezdddott meg a vandorlasa az
indiai szubkontinensrdl északnyugat felé. A 11-12. szdzadban érkezhettek meg Bizdncba,
¢s az Europdban valo szétszorédasuk a 15. szazadra teheté (Fraser és mtsai 1992;
Marushiakova és mtsia 1997). Roma populaci6 tobb orszagban is megtalalhatd, nagysagat
12-15 millié korili értékre becsiilik a viladgon, ebbdl nagyjabol 10 millié €l Eurépaban
(Morar és mtsai 2004b, Gresham ¢és mtsai 2001a). Magyarorszagon hozzavetdlegesen
700 000-1 millidan vannak, ezéltal a 4-ik helyre keriiltiink a legtobb romak altal lakott

orszagok kozott Europaban. Hazankat Romania, Bulgaria és Szerbia el6zi meg (1. abra).

I FI :'

1. Abra: Roma populaciok eloszlasa Eurdpaban

(Forras: http://romateaching.eu/index.php/en/roma-education)



Magyarorszagon a roma lakossdg szamat illetden nem dallnak rendelkezésre pontos
informacidk, mivel a népszdmlalasi adatok dnbevalldson alapulnak, €¢s a magukat roménak
vallok ardnya a tényleges értéknek mindossze harmadat, negyedét teszi ki. Azonban ezek az
adatok is j6 megkdzelitési lehetdséget adnak a roma lakossag térbeli elrendezddésérol. A
legtobb roma Pest megyében €l (18.28%), a romak altal legkevésbé lakott megyénk pedig

Gydr-Moson-Sopron (1.05%). Teriileti eloszlasukat a 2. abra mutatja be.

Borsod-Abauj-Zemplén

Szabolcs-Szatmar-Bereg

2. Abra: Roma lakossag teriileti megoszlasa Magyarorszagon

(Forras: http://cimok.hu/node/16)

Europaba vald érkezésiikkor egy nagyobb csoportjuk megtelepedett a Balkdnon a
Dunatél délre. Oket ,balkani ciganyoknak” nevezik. Egy masik nagy csoportjuk az ugy
nevezett ,,0lah ciganyok”, északra a Havasfoldre (mai Romania teriiletére) telepedett le,
mig a maradék folytatta utjat a kontinens tovabbi részeire. A magyarorszagi romak 3 nagy
csoportba sorolhatok torténelmiik és nyelviik alapjan: romrungd (71%), olah (21%) és beas
(8%) (Crowe és mtsai 1991; Juhész és mtsai 2012 ).

A roma populécio tagjai egy zart genetikai rendszert Oriznek, azért mert a populacion
beliil altalaban a sajat kozosséglikbol valasztanak part maguknak (Popov és mtsai 1999).
Mivel a magyarok Azsiabol szarmaznak a romék pedig az indiai szubkontinensrdl jottek,
eltérd az eredetiik, ezért a genetikai szerkezetiik is eltérd lehet. A romakrol szolo kulturalis

antropoldgiai, nyelvészeti és korlatozott torténelmi feljegyzésekbdl valamint a viszonylag



erdsen konzervalt géndllomanyukbdl arra kovetkeztetiink, hogy Indidbdl szarmaznak. A
romak tarsadalmi szerkezete nagyon hasonlé az endogdm indiaiakéhoz, mivel a romak
szamos csoportja 1izi a hagyomanyos indiai mesterségeket. A csoport identitdsa a
hagyomanyaikon, szokéasaikon, nyelviikon, migracios torténelmiikon ¢€és a vallasukon
alapszik (Petulengro és mtsai 1915-1916; Fraser és mtsai 1992; Liegeois és mtsai 1994;
Marushiakova és mtsai 1997).

A roma populacioban a haldlozasi rata folyamatosan novekszik, a csecsemdéhalandosag
a négyszeresére emelkedett és a sziiletéskor varhato élettartamuk 10 évvel kevesebb a
Ko6zép- és Kelet-Eurdpai populéciokhoz képest (Fraser és mtsai 1992).

A foldrajzilag elszort és tarsadalmilag valamint nyelvileg eltéré roma csoportokban
egyediilalld Mendeli ¢és alapito mutaciokat (Kalaydjieva €s mtsai 1996, 2000; Piccolo és
mtsai 1996; Abicht és mtsai 1999; Rogers és mtsai 2000; Varon és mtsai 2003), valamint
O0si Y kromoszomat és mtDNS leszdrmazast mutattak ki (Gresham ¢és mtsai 2001;
Kalaydjieva és mtsai 2001a). A leszarmazas eloszlasanak és valtozatossaganak vizsgalata a
romak genetikai profiljanak karakterizdlasat eredményezte (Gresham és mtsai 2001;
Kalaydjieva és mtsai 2003). A fert6z6 betegségek gyakrabban fordulnak el naluk és
terjedésiik is gyorsabb. Eltérések mutatkoznak mas populaciokhoz képest az egyes,
gyermekkorban jelentkez0 megbetegedések gyakorisagaban, és a velesziiletett betegségek
tipusaiban is (Hajioff és mtsai 2000, Gresham ¢és mtsai 2001, Kalaydjieva és mtsai 2001,
Morar ¢és mtsai 2004). Mindezek alapjan feltételezziik, hogy a roma populacié bizonyos
betegségekre nézve védettebbnek bizonyulhat, vagy éppen ellenkezdleg hajlamosabb lehet,

mindehhez azonban genetikai hattér feltérképezésére van sziikség.
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1.3 NAT2 gén
A metabolikus enzimek ko6zé tartozd N-acetiltranszferaz (NAT) felelés az exogén

rrrrr

staitusz  egyensulyban tartasaért, valamint részt vesz a kéros xenobiotikumok
glutation-peroxiddz, katalaz-szuperoxiddizmutaz, glutation-S-transzferdz. (Unal és mitsai
2005). A nem megfeleld modon acetildlt vegyiiletek akkumuldlédhatnak és oxidativ
enzimekkel egyiitt reaktiv metabolitokka alakulhatnak at. A NAT enzim feladata
csokkenteni a lehetdségét annak, hogy ezek a reaktiv metabolitok kialakulhassanak. NATI
és NAT2 izoenzimeket tudunk megkiilonbdztetni, melyek génjei rendkiviil polimorfak. A
NAT?2 acetilacidja 3 fenotipusba sorolhato: gyors, kozepes €s lassu acetiladcio, amelyek
Mendeli 6roklésmenetet mutatnak és mindegyik betegség megjelenéséhez vezet (Unal és
mtsai 2005; Van Eyken és mtsai 2007). A mutans allélra heterozigotak acetiltranszferaz
aktivitdsa csokken, és lassu acetildciora képesek. A homozigota genotipusu egyedek nem
képesek a metabolitokat vagy a toxinokat az enzimre specifikusan konjugalni, igy naluk n6
a hajlam az oxidativ szabadgyokok okozta sejtkdrosodasra. A NAT lassu acetilalo allapota
kockazati tényezGje lehet az iddskori hallaskarosodasnak, amit tobb kiilonb6zo
tanulmanyban leirtak mar (Bared és mtsai 2010). Ez a gén a 8p22 kromoszéma régidoban
talalhat6 (3. abra), 2 exont tartalmaz, ami 290 aminosavbol all6 fehérjét kodol. A NAT2 a
reaktiv oxigéngyokok (ROS) metabolizmusaban jatszik fontos szerepet. Unal ¢és
munkatarsai 2005-ben szignifikdns Osszefiiggést mutattak ki az ARHI és a NAT2 gén
rs1799930 polimorfizmusa kozott.
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jeloli (Forras: http://ghr.nlm.nih.gov/gene/NAT?2)
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1.4 GRM7 gén

A metabotrop glutamat receptorokat az L-glutamat aktivadlja, ami az elsddleges
aminosav neurotranszmitter az emldsok kozponti idegrendszerében. A metabotrop
receptorok altalaban G-fehérjéket aktivalnak €s indirekt moédon méasodlagos messengerek és
jelatviteli kaszkadok révén valtoztatjdk meg az ioncsatornak miitkodését. Ezek a receptorok
rendelkeznek egy glutamat kotdhellyel, egy cisztein gazdag régioval, 7 transzmembran
doménnal és egy intracellularis C terminalis régioval (Makoff és mtsai 1996). A GRM7
(mGIluR7) a metabolikus glutamét receptorok Ill-as csoportjanak egy tagja. A glutamat
metabolikus receptor 7 a 3p26.1-p25.1 kromoszoma région helyezkedik el (4. abra), 10
exont tartalmaz, ami egy 915 aminosavbol allo fehérjét kodol. A GRM7-nek kdzponti
szerepe van az emlds cochledn beliil a szérsejtek és az afferens halloidegrostok kozotti
szinapszisokban 1év6 homeosztazis és szinaptikus glutamat transzmisszio fenntartdsdban. A
glutamat toxicitds tobbféleképpen jatszik szerepet a hallaskdrosodds kialakulaséban
beleértve a zaj okozta illetve az idéskori hallaskarosodast (Pujol és mtsai 1993; Heyning és
mtsai 2000). Ha tal sok glutamat van jelen, akkor az neurotoxicitast okoz a hallo-
neuronokban, serkentd tulajdonsdga miatt. Mivel a mGIluR7 csokkenti a glutamat
kibocsatasat, eléfordulhat, hogy a GRM7 egy hibas allélja megvaltoztatja a glutamat
glutamat felhalmozodashoz vezet, melynek kovetkeztében pedig sejthaldl kovetkezik be

(Friedman ¢és mtsai 2009).
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(Forras: http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=GRM?7)



1.5 GRHL?2 gén
Az emldsokben talalhato6 GRHL2 gén a Drosophila GRH (greany head) génjével
homolég, a GRHL csalad egyik tagja, és GRHLI-el és GRHL3-al egyiitt a hamsejtek

crer

crer

(Werth és mtsai 2010; Varma ¢és mtsai 2012). A GRHL?2 egy transzkripcios faktor, mely
kiilonbozo epitélidlis sejtekben fejezddik ki (Wilanowski és mtsai 2002). A belsé fiilben a
cochledris csatorna nyalkahartyasejtjeiben expresszalodik nagyobb mennyiségben az
embrionalis fejlédés soran, valamint kisebb mennyiségben a sziiletés utani fejlédési
szakaszban. A GRHL?2 a hamsejtek mukodéséért felelds egy egész é€leten at. Biologiailag
hozz4jarul az epitélidlis barrier kialakuldsahoz és a sebgyogyulashoz, valamint lezarja a
neutralis tubust, karbantartja a mukocilidris 1éguti epitéliumot és a tumor szupressziot (Bray
¢s mtsai 1991; Narashima és mtsai 2008; Cieply és mtsai 2013; Werner és mtsai 2013;
Varma ¢és mtsai 2014; Mlacki és mtsai 2014; Xiang és mtsai 2013). Tovabba kimutattak,
hogy szabalyozza a TRET (MIM 187270) expresszidjat és fokozza az epidermalis
autoszomalis dominans Oroklodésti hallasvesztéssel (DFNA28 [MIM608641]), illetve
szamos polimorfizmusét zaj indukalta és iddskori hallaskarosodassal (Peters és mtsa 2002;
Vona és mtsai 2013; Van Laer és mtsai 2008; Han és mtsai 2011; Li és mtsai 2013). Az
elsd harom exonja kdodolja a transzkripcids aktivacios domént. A GRHL?2 gén a 8q22.3
kromoszoma région taldlhato (5. abra), 16 exont tartalmaz, ami egy 625 aminosavbol allo

fehérjét kodol (Peters és mtsai 200)

(7]

i 8 § 52 § ¥ §
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jeloli
(Forras: http://ghr.nlm.nih.gov/gene/GRHL2)
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1.6 GJB2 gén

A GJB2 gén egy 226 aminosavbol allo fehérjét, a connexin 26-ot kddolja, amely egy
sejt-sejt koOzotti csatorna, és feladata megkonnyiteni a kisebb molekuldk és ionok
transzportjat a sejtek kozott. Ez a csatorna 2 szomszédos sejt connexonjabol épiil fel, egy
connexon pedig 6 connexin molekulabol all (6. és 7. abra) (Kikuchi és mtsai 2000). Ez az
oka annak, hogy a GJB2 fehérjét mas néven Connexin 26-nak (CX26) is nevezik (Apps és
mtsai 2007).

Extracellularis tér

6. Abra: 2 sejt connexonjabol felépiilé csatorna

(Forras: Bruzzone, 1996)

B connexin= connexon

7. Abra: 6 db connexin molekulabol felépiilé connexon szerkezete

(Forras: Bruzzone, 1996)

A GJB2 génnek csupan egy kodolo exonja van, ezért a kis gének csoportjaba tartozik.
A GJB2 gén a 13qll-ql2 kromoszéma pozicioban helyezkedik el (8. abra). Tobb
genetikailag siketséget okoznak (Padma ¢és mtsai 2009; Estivill és mtsai 1998). Ezek az
eltérések interetnikus kiillonbségeket mutatnak. A legismertebb mutacidja a 35delG
mutécio, melyre autoszomalis recessziv oroklésmenet jellemz6 (Denoyelle és mtsai 1997).

A mutaci6 soran egy guanin delécidja miatt a leolvasasi keret eltolodik, azaz egy frameshift
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jon létre, igy a 226 aminosavbol allo fehérje helyett csak egy 12 aminosavat tartalmazo
beliil. Ma mar tobb mint 6 autoszémalis dominans és 70 autoszoémalis recessziv oroklddésii
genetikai eltérés valt ismertté¢ a GJB2 génben. A W24X egy recessziv formaban siketséget
okoz6 nonsense mutacid, melyet eddig csak indiai populdcioban talaltak meg (Maheshwari
¢s mtsai 2003). 45 indiai csalad vizsgdlata soran azt figyelték meg, hogy ez az eltérés a
felelos a hallaskarosodasos megbetegedések 13,3%-ért (Maheshwari és mtsai 2003). A
GJB2 ¢.71G (rs104894396, W24X) mutacio esetében a mutans A allél frekvencidja igen
magasnak (32,5%) bizonyult egy indiai populacid6 nem szindromas hallaskarosodassal
rendelkezd betegeiben (Joseph és mtsai 2009). Egy mésik indiai populécio vizsgalata soran
303 nem szindromas halldskdrosodott beteg GJB2 génjét vizsgaltdk meg, ahol a
leggyakoribb mutacionak a W24X bizonyult 87%-os eléforduldssal (Padma és mtsai 2009).
Mas populéciokban €16 roma populacids vizsgalatok azt mutattak, hogy ez az eltérés is egy
elterjedt molekularis hiba a roméakban (Bouwer és mtsai 2007). A GJB2 gén 2 legismertebb
mutéciojat  (c.35delG  és c.167delT) megvizsgaltdk 3 kiilonbdzd populacioban
Magyarorszagon, a romakban, a magyarokban és az askendziaiakban (Bors és mtsai 2004).
Azonban a W24X mutaciot az indiaiakban valé magas eléfordulasa ellenére sem nézték

még ez idaig Magyarorszagon €16 romakban (Joseph és mtsai 2009).

IO IR RY
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(Forras: http://ghr.nlm.nih.gov/gene/GJB2)
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1.7 MARVELD? gén

A MARVELD2 (MAL and Related proteins for Vesicle trafficking and membrane Link
Domain containing 2) vagy mas néven TRIC gén az 5q13.2 kromoszoma régidban
helyezkedik el (9. abra) ¢s a DFNB49-es 16kuszhoz kapcsolodik. A huméan MARVELD?2
gén kodolja a MARVLED?2/tricellulin fehérjét, ami 588 aminosavbol épiil fel (Shaikh és
mtsai 2005; Riazuddin és mtsai 2006). Ez a transzmembran fehérje féleg az epitélidlis
sejtek tricellularis tight junction-eiben (tTj) koncentralédik minden szovetben, mint példaul
a cochlearis sejtekben, szdrsejtekben, és kisebb mennyiségben van jelen a bicelluléris tight
junction-okben (bTj). A tricelluléaris tight junction-ben a tricellum kapcsolatot képez 3
epitélidlis sejt kozott, igy szerepet jatszik az epitélidlis barrier kialakitdsdban, amin
keresztiil azok az ionok és molekulak aramolnak, amik nélkiilozhetetlenek a bels6 ful
iongsszetételének fenntartdsdhoz (Ikenouchi €s mtsai 2005). Emberekben a MARVELD gén
mutaciéi nem szindrémds, kétoldalu, prelingvalis, mérsékelt vagy sulyos siketséget
okoznak (Riazuddin és mtsai 2006; Chisthi és mtsai 2008). Ugyanakkor, a MARVELD?
knock-in egerekben a szdrsejt degeneraciot gyors halldscsokkenés koveti, bar a stria
vascularis endocochlearis potencidlja és funkcidja nem valtozik. A belsd fiil szenzoros
hamjaban a tight junction-ok ultrastruktaralis valtozasai megvaltoztathatjdk az ionok és
kisebb molekuldk paracellularis permedbilitasat, toxikus mikrokdrnyezetet okozva ezzel a

szorsejteknek (Nayak és mtsai 2013).

41 F| A
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jeloli. (Forras: http://ghr.nlm.nih.gov/gene/MARVELD?2)
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A mai napig Osszesen 6 recessziv mutacidt azonositottak a MARVELD2 génben
vildgszerte Osszesen 15 csaladban, ami siketséget okoz (Riazuddin és mtsai 2006; Chisthi
¢s mtsai 2008; Babanejad és mtsai 2012; Safka és mtsai 2015). Kezdetben ezeket a
mutacidkat csak pakisztani eredetli betegekben azonositottdk (Riazuddin és mtsai 2006;
Chisthi és mtsai 2008). Azonban ujabban a c.1331+2 T>C (IVS4+2T>C) mutaciot
megtalaltdk eurdpai roma populdcioban is (Safka és mtsai 2015). A MARVELD2 gén
mutacidinak ezért fontos a vizsgalata mindkét populacioban, hiszen rendelkeznek kozos

Ossel (Masindova ¢s mtsai 2015).
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1.8 Hallaskarosodasra hajlamosité mitokondrialis DNS polimorfizmusok

A mitokondrium az eukariota sejtekben kiemelt szerepet jatszik a metabolikus energia
eléallitdsaban, melynek soran az oxidativ foszforildc6 mechanizmuséval szénhidratok és a
zsirsavak lebontasaval ATP keletkezik. A citoplazma sejtorganellumaként egyedi sajatsaga,
hogy a nuklearis genomto6l elkiiloniild €s eltérd prokariota tipust cirkularis 6rokitdanyaggal
rendelkezik, amely két eltéré bazisdsszetételli szalbol épiil fel. A nehéz szal (H=heavy)
guaninban, a konnyi szal (L=light) pedig citozinban gazdag. A mitokondrialis DNS 16569
bazisbol épiil fel, 13 db elektrontranszportlancban részt vevo polipeptid molekulat, tovabba
22 db tRNS-t, 2 db RNS-t a 16S és a 12S rRNS-t kodol, amelyek nélkiilozhetetlenek a
ezeknek a fehérjéknek a transzlacids folyamatai is a mitokondriumon beliil zajlanak,
masrészt a nuklearis genom is kodol mitokondridlis fehérjéket, amelyek a transzlaciot
kovetden transzportalodnak a mitokondriumba (Cooper és mtsai 2000).

Phe D-loop  pr

128 rRNS Cytochrome b

Val

165 rRNS

0/16,569 CM
MTNDG6

P | L
MINDI «— H-lanc
lle Leu2
. Ser2
B His
MTND2 MTND4
MTND4L

MTCO3

MTCO2 Lys MTATPG, 8
10. Abra: Mitokondrialis DNS felépitése
(Forras: http://vilagbiztonsag.hu/keptar/displayimage.php?pid=21994.html)

A mitokondrialis rendellenességek egy heterogén csoportjat képezik a betegségeknek,

amelyek hatterében a mitokondriadlis 1€gzési lanc nem megfeleldé miikodése all.
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Mitokondridlis betegségek sokféle tiinettel, barmely életkorban és tobbféle 6roklddési
mintazattal jelentkezhetnek. Okozhatjak a mitokondrialis DNS-en beliili mutaciok, vagy a
nuklearis DNS-ben bekdvetkezé valtozasok is (Chinnery és mtsai 2014). Oroklédése lehet
anyai eredetii, melynek sordn a ndk és a férfiak egyarant érintettek lehetnek, azonban csak a
betegséget okozd mutaciot hordozd ndk képesek betegség tovabbadasara az utdodoknak,
tovabba lehet autoszomalis recessziv, autoszémalis dominans és X-hez kotott oroklodést is
(Bonczonady és mtsai 2014).

Kiilonb6zé mitokondrialis DNS muticidkat hoztak mar Osszefiiggésbe a
hallaskarosodassal. Mivel a mitokondriumnak kulcsszerepe van a szervezet
energiaellatdsdban, a legtobb mtDNS mutdcid okozhat példaul MELAS szindromat
(mitokondrialis encephalopathia, laktat-acidozis, stroke-szerli epizodok), KSS-t (Kearns-
Sayre szindroma), MERFF-et (Myoclonusos epilepszia ,,ragged red fibers”) MIDD-t (anyai
oroklodest diabétesz és siketség), PEO-t (progressziv externalis ophthalmoplegia), ataxiat
valamint hallaskarosodast is. Néhdny mtDNS mutécié a 12S rRNS és a tRNS Ser génekben
vezethet nem szindromas hallaskarosodashoz, amit okozhat az aminoglikoziddal vald
kitettség, de attol fliggetleniil is kialakulhat. Az aminoglikozid tartalma antibiotikumok,
mint példaul a gentamicin, streptomicin €s a tobramicin klinikailag fontos gyogyszerek. A
fejlett orszagokban ezeket a gydgyszereket elsésorban Gram-negativ baktériumok okozta
fertézések kezelésére, kiilondsen a kronikus fertézések ellen hasznaljdk, mint példaul a
cisztas fibrozis vagy tuberkuldzis (Sande ¢és mtsai 1990; Lortholary és mtsai 1995).
Azonban a fejl6dd orszdgokban ezeket az antibiotikumokat rutinszerlien hasznaljak még a
relative kisebb fertézések esetében is (Davis és mtsai 1968). Ezeknek a gyogyszereknek a
hasznélata gyakran vezet toxicitashoz, érintve a vesét, valamint a halld és egyenstlyozo
rendszert is (Sande és mtsai 1990; Lortholary és mtsai 1995). A vesekarosodas altalaban
reverzibilis, de a hall6 és egyensulyozo szervet ért karok irreverzibilisek.

A mitokondrialis 12S rRNS génben, az 1555-6s pozicioban G>A mutaciot
azonositottak homoplazmias forméaban aminoglikozid indukalta halldscsokkent betegekben,
valamint nem szindromas hallascsokkent betegekben is (Prezant és mtsai 1993; Usami és
mtsai 1997; Estivill és mtasi 1998). Ugyanebben génben, a m.1494 T>C mutaciot
megtalaltdk egy nagy kinai csaldd (Zhao és mtsai 2004), valamint 3 spanyol csalad
aminoglikozid-indukalta hallaskérosodott tagjaiban (Rodriguez-Ballesteros és mtsai 2006).
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talalhato, ami szerepet jatszik az aminoglikozid-k6td baktériumokban. Azt feltételezik,
hogy a mutécidk ugy valtoztatjak meg a 12S rRNS masodlagos szerkezetét, hogy az jobban
hasonlit az aminoglikozid-k&té baktériumokéhoz, ami pedig megnovekedett aminoglikozid
fogékonysaghoz vezet (Prezant és mtsai 1993). Tovabbi 7 mutéacidt azonositottak a 12S
rRNS génben (m.827 A>G, m.961delTinsC, m.961 T>C, m.961 T>G, m.1005 T>C ¢és
m.1095 T>C, m.1116 A>G) mint mitokondrialis nem szindromés hallascsokkenést okozo
mutaciok. Ezek patogenitdsa azonban tovabbra is ellentmondasos (Bacino és mtsai 1995;
Tessa és mtsai 2001; Li és mtsai 2005). Tovabbi genetikai ¢s funkcionalis vizsgalatok fényt
derithetnek ezen mutaciok patogén természetére. A mitokondridlis DNS okozta
hallaskarosodasra nagy fenotipikus variabilitas jellemzd. A halldscsokkenés megjelenhet
aminoglikozid nélkiil is vagy csak aminoglikozidnak vald kitettség utan. Tovabba valtozik
a hallaskarosodas variabilitdsa még csaladon beliil is. S6t, néhany mitokondridlis DNS
mutacié nem valt ki hallaskarosodast sajat magatol, csak akkor, ha jelen van mas genetikai
vagy kornyezeti faktor, ami megvaltoztatja ezen hallaskarosodassal 6sszefliggd mutaciok
valtozékonysagat és penetranciajat (Rodriguez-Ballesteros és mtsai 2006; Young és mtsai
2006). Ezért ezek az eltérések inkdbb mondhatok alapvetd kockdzati tényezdknek, mint
patogén mutacidknak (Konings és mtsai 2008).
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2. Célkitizések

Kutatasaink soran célunk volt meghatdrozni bizonyos, a halldskdrosodds hatterében
allo hajlamositd polimorfizmusok és mutaciok gyakorisdgat €és eloszldsat roma €és magyar
populdcioban, valamint vizsgalni kivantuk, hogy a két népcsoport tekintetében
mutatkoznak-e jelentds genetikai eltérések, melyek hajlamositottabbd vagy éppen

védettebbé tehetik az adott populaciot a hallaskarosodasra nézve.

1. Vizsgalataink célja a NAT2 rs1799930, a GRM7 rs11928865 és a GRHL?2
rs10955255, rs13263539 és rs198161 valamint a GJB2 rs104894396 variansok
gyakorisagdnak meghatarozasa volt a roma €és magyar populdciokban, tovabba,
hogy kovetkeztetéseket vonjunk le arra vonatkozdlag, hogy a GRHL2 génben
vizsgalt variansok kiilonbozo egyiittallasai milyen haplocsoportokat hatdroznak meg

¢és milyen frekvencidval vannak jelen roma és magyar populdcids mintakban.

2. Munkank tovabbi célja volt megéllapitani a MARVELD2 c.1331 + 2 T>C

crer

szarmaz6 roma siket betegekben, valamint elemezni kivantuk ezen eltérés

lehetséges kozos eredetét a mutaciot hordozo roma és pakisztani betegekben.

3. Célunk volt tovabba, hogy a mitokondridlis DNS-ben el6forduld hajlamosito
polimorfizmusok (m.827 A>G, m.961 T>C, m.961 T>G, m.1005 T>C ¢és m.1095
T>C, m.1116 A>G, m.1494 T>C és m.1555G>A) eloszlasat meghatarozzuk roma

¢s magyar populdcios mintakban.
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3. Anyagok és moédszerek

3.1 Vizsgalt populaciok

Nagyszami magyar ¢és roma DNS mintdval dolgoztunk, valamennyi a Pécsi
Tudoményegyetem kozponti biobankjabol szarmazott, amely a Péaneurdpai Nemzetkozi
Biobankhalozatnak (BBMRI; Biobanking and Biomolecular Resources Research
Infrastructure) részét képezi. A biobank vezetésében €s fenntartdsidban az Egészségiigyi
Tudoméanyos Tanacs Tudoméanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsag (ETT-TUKEB) altal

jovahagyott elveket kovettiik, a mintak gylijtésében és taroldsaban pedig az 1975-ben az
Orvos-vilagszovetség altal megalkotott Helsinki deklaracioban megfogalmazott etikai
alapelvek voltak iranyadok. Tovabba a MARVELD?2 gén vizsgalata soran alkalmazott DNS-
ek egy része DIABGENE IEE SAS laboratoriumbol, a Pozsonyi Egyetemi Korhaz ORL
osztalyardl, valamint a Pozsonyi Egyetem Természettudomanyi karanak Molekularis
Bioldgia tanszékérdl (Szlovakia) szarmazott.

A NAT2 gén rs1799930, a GRM7 gén rs11928865, a GRHL2 gén rs10955255,
rs13263539 és rs1981631 SNP-k esetében 298 egészséges roma (118 férfi, 180 nd; atlag
¢letkor 42.33 + 15,51) és 298 egészséges magyar (168 férfi, 130 nd; atlag életkor 37,43 +

12,53) személy DNS mint4jat hasznaltuk fel. Tovabba a NAT2 gén rs1799930, GRHL2 gén
rs13263539 és rs1981631 SNP-k esetében 113 halldskarosodott roma (57 férfi, 56 nd)
egyén DNS mint4jat vizsgaltuk.

A GJB2 gén 15104894396 polimorfizmus esetében 493 egészséges roma (250 feérfi, 243
nod; atlag életkor 50 + 19) és 498 egészséges magyar (268 férfi, 230 nd; atlag életkor 36 +
12) személy DNS mint4jat vizsgaltuk.

A MARVELD?2 gén c.1331+2 T>C variansanak vizsgélata soran 85 hallaskarosodott
magyarorszagi roma ¢és 502 egészséges roma személy DNS mint4jat hasznaltuk fel.
Tovabba 143 hallaskarosodott szlovak roma, 200 egészséges szlovak roma, valamint 375
hallaskarosodott szlovak személy DNS-ét vizsgéltuk. Ezen kiviil tovabbi 21 polimorfizmust
(rs542778, 154699896, 154976108, 1s67911569, rs10059317, rs56103849, rs4252228,
rs1168405, rs1168402, rs299086, rs299093, rs2434507, rs299075, rs299078, rs28652974,
1528409706, rs468467, rs188123810, rs467880, rs466930, and rs2133729) genotipizaltunk

5,34 megabazissal a c313 + 2T> C mutédcidé koriil, 5 szlovakai, 7 magyarorszagi, 5
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csehorszagi roma ¢s 4 pakisztani beteg esetében. A polimorfizmusokat a dbSNP
adatbézisbol valasztottuk kromoszdéma poziciojuk és kisebb allélfrekvencia (MAF) értékiik
alapjan. A kontroll csoportban a c.1331+2 T>C mutéciotdl fiiggetlen 20 hallaskarosult és
36 egészséges roma egyeént genotipizaltunk a kivalasztott SNP markerek genetikai
variabilitasdnak meghatarozasara.

A mitokondrialis hajlamosit6 SNP-k esetében 200 egészséges roma (72 férfi, 123 nd;
atlag ¢éltkor 43.65 + 16.21) és 200 egészséges magyar személy (106 férfi, 94 nd; atlag
¢ltkor 37.15 + 11.93) DNS mintajat hasznaltuk fel.
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3.2 Molekularis biologiai médszerek

3.2.1 DNS izolalas

A DNS-izolalast EDTA-val alvadasgatolt 5-10 ml vérmintakbol végeztiik az alabb
részletezett kisdzasos technika segitségével. A vérmintdkat 50 ml-es centrifugacsébe
ontottiik, melyeket 40 ml hideg (4°C-os) RBC lizispufferrel egészitettiink ki, majd 30
perces jeges inkubacid kovetkezett, mikdzben 5-6 alkalommal meg lettek forgatva. Ezutan
30 percig 5000 rpm-en €és 4°C-on centrifugéltuk, majd a feliilisz6t gondosan eltavolitottuk.
A térfogathoz ismét Ontottiink 40 ml hideg lizispuffert és a fenti folyamatot még 3-4
alkalommal megismételtiik. Utolso 1épésként az iiledékhez 500 pl 10%-0s SDS-t, 5 ml SE
puffert (pH=8, 4,39¢g (75mmol) natrium-klorid + 8,41g (25 mmol) Na-EDTA), valamint 25
pl proteindz-K-t (10mg/ml) adtunk, majd a mintdk vortexelését kovetden 37°C-os
hémérsékleten egy éjszakan at 200 rpm-en razégépen inkubaltuk. Mésnap 3 ml telitett
natrium-klorid-oldatot (6 M) adtunk hozza, és 15 masodpercig vortexeltiikk, majd ezt
kovetden 15 percig 3000 RPM-en centrifugaltuk. Ezutdn a DNS-t tartalmazo feliiliszot egy
masik 50 ml térfogati cs6be Ovatosan atontottiik és 40 ml térfogatra kiegészitettiik 96%-os
etanollal, melyet ezutan Ovatosan kevergettiink addig, amig a DNS ki nem csapodott. A
kivalt DNS-t egy Eppendorf-csébe helyeztiik, majd 200 ul 70%-o0s etanolt adtunk hozza és
10-30 percig inkubaltuk, kés6bb az etanolt pipettaval eltavolitottuk. Ezt kovetden a DNS-t
10-30 percig szaradni hagytuk szobahdmeérsékleten, majd hozzaadtunk 500 ul TE puffer
oldatot (pH=8, 0,78 g Tris-HCI + 0.14 EDTA) és egy éjszakan at 37°C-os hdmérsékleten
inkubaltuk, igy lehetdvé tettiik a DNS teljes beoldodasat.

3.2.2 Polimeraz lancreakcio

A DNS-analizis kiindulopontja a polimeraz lancreakciéval (PCR) végzett amplifikacio
volt, mely standard modon az adott szekvenciara specifikus, szintetikus oligonukleotid
primerek, dNTP, Taq polimerdz, puffer és DNS-templat alkalmazédsaval zajlott. Az
amplifikdcio6 MJ Research PTC 200 thermal cycler PCR késziilékkel valosult meg. Az
egyes vizsgalatokhoz hasznalt, altalunk tervezett primerek szekvenciait a 1. tablazat
foglalja 0ssze. PCR reakcidk kondicioi a kovetkezok voltak a GRHL2, NAT2, GRM7, GJB2

¢s MARVELD? gének varidnsainak vizsgalatdnal: eldédenaturaci6 2 min 95°C-on, ezt
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kovette 35 cikluson keresztiil a denaturacidé 30s 95°C-on. Az annealing hdmérséklete az
rs10955255 és 13263539 SNP-k esetén 58°C volt 30s-ig, az rs1981361, rs179930 ¢és
rs11928865 polimorfizmusokndl 60°C volt 30s-ig, valamint az rs104894396 varidns
esetében 52°C volt 30s-ig, a ¢.1331+2T>C eltérésnél pedig 53°C volt 30s-ig. Az annealing
utdn a primer extenzid 30s volt 72°C-on és a végsd lanchosszabbitas 72°C-on 5 percig
tartott minden vizsgalt polimorfizmus esetében. A keletkezett PCR termékek detektalasa
gélelektroforézissel (2%-os agardz gélben), etidium-bromidos festéssel ¢és UV

megvilagitassal tortént.

1. Tablazat: Primer szekvenciak

Gén SNP Primer Primerek (5°-3°)
forward | CATCTCCTGCCAAAGAAGAAAC
NAT?2 rs1799930
reverse | TAGAAGGGATCCATCACCAGG
forward | GGTATCTGTCTCCACTCCCAAC
GRM7 rs11928865
reverse | CCCAAAATGTTAAGCTTTATCTCC
forward | GGTTAAGGTAGTAGCTGCCAGG
rs10955255
reverse | GATGGGAACAAAGGCTAAAAAG
forward | CGAGCATAGCCATCCTTAAC
GRHL?2 rs13263539
reverse | GCTTTCAGCAATATCCCTCC
forward | GATGGTTCCTCAGCTCACTTTG
rs1981361
reverse | CAGGGTGTTTTCTCATGTATTCC
GJB2 15104894396 forward | TCTTTTCCAGAGCAAACCGC
reverse | GGGCAATGCGTTAAACTGGC
MARVELD? e 133142 T>C forward | CAGCAAAAATGAAACCTGAACTAC
reverse | GTCTTGGAACACAGCTTTATCG
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3.2.3 Restrikcios fragmenthossz analizis

A polimeraz lancreakciot kovetden, restrikcidos fragmenthossz polimorfizmus (RFLP)

vizsgalatot végeztiink a NAT2, GRM7, GRHL2, GJB2, és a MARVELD? polimorfizmusok

esetében. A modszer tervezésekor és a restrikcios endonukleaz kivalasztasakor minden

esetben fontos szempont volt, hogy az amplifikalt target szekvencia tartalmazzon egy

obligat hasitd helyet is a keresett polimorfizmusokon kiviil a modszer hatékonysaganak

ellendrzése szempontjabol. A vizsgéalatok soran alkalmazott restrikciés endonukledzok,

hasitasi mintazatuk €s a hozza tartoz6 genotipusok a 2. tablazatban keriiltek feltiintetésre.

A restrikcids enzimmel torténd hasitds utdn az emésztett PCR termékeket agar6z

gélelektroforézissel valasztottuk szét. A genotipusok elkiilonitése 3%-os agardz gélben

etidium-bromid festéssel, UV megvilagitassal tortént standard DNS 1étra mellett.

2. Tablazat: A vizsgalt polimorfizmusok genotipizaldséhoz hasznalt restrikcids

endonukleazok és hasitasi mintazatuk.

Gén SNP PCR Endonukleaz Fragmentek Genotipus
termék
NAT?2 rs1799930 334bp Taql 54,110, 170 GG
54,110, 170, 224 GA
110, 224 AA
GRM7 rs11928865 397bp Munl 94,127,176 AA
94,127,176, 303 AT
94, 303 1T
GRHL?2 rs10955255 413bp HinlII 35, 134, 244 AA
35, 134, 244, 378 AG
35,378 GG
rs13263539 140bp BseGI 9,131 GG
9,26,105, 131 GA
9,26, 105 AA
rs1981361 334bp BseNI 114, 220 GG
34, 114, 186, 220 GA
34, 114, 186 AA
GJB2 rs104894396 723bp Bfal 300, 423 GG
101, 199, 300, 423 GA
101, 199, 423 AA
MARVELD?2 | c.1331+2T>C | 392bp Bsh12361 | 22, 396 TT
22, 85, 284,396 TC
22, 85, 284 CC
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3.2.4 Direkt szekvenalas

Valamennyi, altalunk tervezett PCR-RFLP modszer specificitdsat és eredményeink
konfirmalasat Sanger-féle bidirekcionalis szekvenalassal végeztiikk random médon BigDye
Terminator v.1.1 cycle sequencing kit alkalmazasaval, ABI 3500 Genetic Analyser
(Applied Biosystems CA, USA) szekvenator segitségével. Tovabba a mitokondrialis

hajlamosit6 polimorfizmusok esetében alkalmaztunk Sanger-féle szekvenalasi modszert.

3.2.4 Statisztikai elemzés

A populaciok és a vizsgalt genetikai variansok kozott fenndllo Osszefliggések
feltarasara y2-tesztet alkalmaztunk SPSS 20.0 programcsalad felhasznalasaval és a
szignifikancia szintet p<0,05-nél huztuk meg. A haplotipus vizsgalathoz Phase 2.1
programot, a kapcsoltsagi vizsgalat elvégzéséhez pedig Haploview 3.3 szoftvert

hasznaltunk.
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4. Eredmények

Valamennyi genotipus- és allélmegoszlas - a mitkonodrialis polimorfizmusok és a

GJB2 gén rs104894396 kivételével - a Hardy-Weinberg egyensulyt tiikrozte.

4.1 NAT2 rs1799930

A NAT2 151799930 AA hajlamositdo genotipus frekvenciaja jelentds szignifikans
kiilonbséget mutatott a roma €s magyar populaciok dsszehasonlitdsa soran. A roma csoport
esetében majdnem kétszer nagyobb a homozigotak ardnya (14%) a magyarokhoz képest
(7,7%). Az A minor allél frekvencia szintén szignifikdnsan emelkedettebb volt a roma
populacidoban a magyarokkal vald Osszevetés soran (38% vs. 26,7%, p<0,05). Azonban az
egészséges ¢€s hallaskarosodott roma populaciok 0Osszehasonlitdsa soran szignifikdns

kiilonbséget nem talaltunk. Az eredmények a 3-4 tablazatban lathatoak.

3. Tablazat: Genotipus ¢és minor allél frekvencia a NAT2 gén 1s1799930

polimorfizmus esetében

NAT?2 rs1799930 Roma (n=298) Magyar (n=298)
GG 114 (38,20%) 162 (54,30%)
GA 142 (47,60%) 113 (38,00%)
AA 42 (14,00%)* 23 (7,70%)
A allél frekvencia 38,00%* 26,70%
* p<0,05
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4. Tablazat:

polimorfizmus esetében egészséges €s hallaskarosodott roma csoportokban

Genotipus ¢és minor allél frekvencia a NAT2 gén 151799930

NAT2 rs1799930 Egészséges roma Hallaskarosodott roma
(n=298) (n=113)
GG 114 (38,20%) 45 (39,80%)
GA 142 (47,60%) 56 (49,50%)
AA 42 (14,00%) 12 (10,60%)
A allél frekvencia 38,00% 35,40%

4.2 GRM?7 rs11928865

A GRM7 rs11928865 TT hajlamositd genotipus frekvencidja nem mutatott szignifikans

kiilonbséget a roma és a magyar csoportokban (6,7% vs.7,0%), valamint a T minor allél

frekvenciak szintjén sem talaltunk szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott (25,6% vs.

25,8%), a genotipus ¢és allélfrekvencia eloszldsa majdnem teljesen megegyezik a 2

populacio kozott. Az eredményeket a 5. tablazat foglalja 6ssze.

5. Tablazat: Genotipus ¢és minor allél frekvencia a GRM7 gén rs11928865

polimorfizmus esetében

GRM?7 rs11928865 Roma (n=298) Magyar (n=298)
AA 165 (55,70%) 165 (55,70%)
AT 113 (37,90%) 112 (37,50%)
TT 20 (6,70%) 21 (7,00%)

T allél frekvencia 25,60% 25,80%
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4.3 GRHL?2 rs10955255 rs13263539 és rs1981361

A GRHL2 1510955255 GG hajlamosité genotipus frekvencidgja nem mutatott
szignifikéns kiillonbséget a roma €s a magyar csoportokban (23,7% vs. 21,0%), valamint a
G minor allél frekvencidk szintjén sem talaltunk szignifikans kiilonbséget a két csoport
kozott (50,8% vs. 47,0%). Azonban, az rs13263539 és a rs1981361 polimorfizmusok
esettben mind a homozigétdk, mind pedig az A allélfrekvencidk szintjén taldltunk
szignifikdns kiilonbséget a 2 populacido kozott, a magyarokndl nagyobb ardnyban.
Vizsgaltuk az 1s13263539 ¢és a rs1981361 polimorfizmusokat egészséges ¢és
hallaskarosodott romékban, ahol azonban szignifikans kiilonbséget nem taldltunk. Az
eredmények az 6-7. tablazatban talalhatéoak. A 3 polimorfizmus haplotipus analizise soran
8 haplotipust tudtunk megkiilonboztetni egymastol, melyek szdzalékos eloszlasat mindkét
populacio esetében a 8. tablazatban tiintettiik fel. A tablazatbol azt is megfigyelhetjiik,
hogy a 6. 7. és a 8. haplotipusok szignifikansan emelkedettebb értéket mutatnak a magyar
populécioban a romdkhoz képest. A 12. abra A (Roma) és B (Magyar) részén 3
polimorfizmus kapcsoltsagi térképei lathatdak, melyekrdl az olvashat6 le, hogy a roma
populécio esetében a GRHL?2 gén 3 polimorfizmusa erésebben kapcsolt egymassal, mint a
magyar populacié esetében. Ezeket az adatok Osszevetve az europiai illetve az azsiai
kapcsoltsagi térképekkel (12. abra C: Azsia, D: Eurépa), azt lathatjuk, hogy minimalisan
ugyan, de eltérnek az értékek egymastdl a roma és azsiai, valamint a magyar és eurdpai
kapcsoltsagi térképeken. Ez alol kivételt képez az rs10955255 ¢és az rs13263539
polimorfizmusok kapcsoltsaga mivel, ez az eurdpai populaciokban joval erdsebb, mint a
vizsgalt magyar populacioban.

Tovabba mindharom gén polimorfizmusait dsszevetettiik kiillonb6z6é eurdpai és azsiai
populdciokkal, melynek sordn azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a GRHL2
rs10955255 és a GRM7 rs11928865 polimorfizmusok esetében a roma populacio
allélfrekvenciai nagyjabol megegyeznek az eurdpai populaciokban megfigyelt értékekkel.
Azonban a masik 2 gén polimorfizmusai esetében NAT2 1799930, GRHL?2 1s13263539 ¢és
rs1981361 a roma populacio allélfrekvenciai inkabb az 4zsiai populacidkhoz hasonlitanak.
Ezekbdl a megfigyelésekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az Indiabol szarmazé roma
populacid az évszadzadok soran bizonyos mértékig dsszekeveredett a magyar populacioval.

A kiilonboz6 eurodpai €s azsiai populaciok adatait a 9. tablazat foglalja 6ssze.
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6. Tablazat: Genotipus és minor allél frekvencia a GRHL2 gén rs10955255,
rs13263539 és rs1981361 polimorfizmusok esetében

GRHL?2 Roma (n=298) Magyar (n=298)
rs10955255
AA 66 (22,30%) 81 (27,00%)
AG 161 (54,00%) 154 (51,60%)
GG 71 (23,70%) 63 (21,00%)
G allél frekvencia 50,80% 47,00%
rs13263539
GG 102 (34,20%) 69 (23,20%)
GA 157 (52,30%) 153 (51,30%)
AA 39 (13,00%) 76 (25,30%)*
A allél frekvencia 37,90% 51,00%*
rs1981361
GG 87 (29,00%) 59 (19,80%)
GA 162 (54,40%) 143 (48,00%)
AA 49 (16,50%) 96 (32,30%)*
A allél frekvencia 43,60% 56,20%*
* p<0,05
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7. Tablazat: Genotipus ¢és minor allél frekvencia a GRHL2 gén rs13263539 és

rs1981361 polimorfizmusok esetében egészséges ¢és hallaskarosodott roma csoportokban

GRHL?2 Egészségees roma (n=298) Hallaskarosodott roma
(n=113)
rs13263539
GG 102 (34,20%) 33 (29,20%)
GA 157 (52,30%) 64 (56,60%)
AA 39 (13,00%) 16 (14,20%)
A allél frekvencia 37,90% 42,50%
rs1981361
GG 87 (29,00%) 23 (20,40%)
GA 162 (54,40%) 73 (64,60%)
AA 49 (16,50%) 17 (15,00%)
A allél frekvencia 43,60% 47,40%

8. Tablazat: A GRHL?2 gén rs1095525, rs13263539 ¢és rs1981361 polimorfizmusok

fobb haplotipusai és azok eloszlasa magyar €s roma populaciok esetében.

rs10955255 | rs13263539 | rs1981361 | Haplocsoportok | Roma (%) | Magyar (%)
A G C htl 7,66 5,80
A G T ht2 3,17 3,97
A A C ht3 0,69 0,99
A A T ht4 37,60 44,20
G G C ht5 46,90 34,90
G G T ht6 1,87 4,47*
G A C ht7 0,91 2,07*
G A T ht8 1,15 5,51%*
* p<0,05
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12. Abra: A GRHL2 gén 151095525, rs13263539 és rs1981361 polimorfizmusainak
kapcsoltsagi térképe roma (A) €s magyar (B) valamint dzsiai (C) és eurdpai (D) populacios

mintakkal
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9. Tablazat: A NAT2 rs1799930, GRM7 rs11928865 és GRHL?2 rs10955255,

rs13263539 és rs1981361 polimorfizmusok allélfrekvencia értékeinek dsszehasonlitasa a

mar korabban publikalt eurdpai és azsiai populacios adatokkal, www.ensembl.org adatai

alapjan.
NAT2 GRM7 GRHL2 GRHL2 GRHL2

Populiciok| n rs1799930 | rs11928865 | rs10955255 | rs13263539 rs1981361
Gaf | Aaf | Aaf | Taf | Aaf | Gaf | Aaf | Gaf | Caf | Taf
(%) | () | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | () | (%)
EUR 1006| 71,80 | 28,20 | 72,20 |27,80(41,20| 58,80 |47,10| 53,00 | 40,30 | 59,70
HUN 298 | 73,30 | 26,70 | 74,20 | 25,80 | 53,00 | 47,00 (49,00 | 51,00 | 43,80 | 56,20
Roma 298 | 62,00 | 38,00 | 74,40 | 25,60 | 49,20 | 50,80 (62,10| 37,90 | 56,40 | 43,60
CEU 198 | 70,20 | 29,80 | 70,70 129,30(42,90| 57,10 |49,00| 51,00 | 43,90 | 56,10
FIN 198 | 73,70 | 26,30 | 65,70 | 34,30 | 31,80 | 68,20 [37,40| 62,20 | 34,80 | 65,20
GBR 182 | 72,50 (27,50 (70,90|29,10(42,30| 57,70 | 47,80 | 52,20 | 39,00 | 61,00
IBS 214 | 70,60 | 29,40 | 73,80 (26,20 | 64,30 | 53,70 [ 51,90 48,10 | 43,50 | 56,50
TSI 214 | 72,00 | 28,00 |79,00(21,00|73,00| 57,90 {49,10| 50,90 | 39,70 | 60,30
SAS 978 | 64,00 | 36,00 | 78,00 (22,00 |73,00| 27,00 | 74,90| 25,10 | 74,10 | 25,90
BEB 172 | 73,30 | 26,70 | 76,70 | 23,30 | 72,10| 27,90 | 72,10 | 27,90 | 69,80 | 30,20
GIH 176 | 61,20 | 38,80 | 74,80 |25,20(69,90| 30,10 | 71,80 28,20 | 72,30 | 27,70
ITU 204 | 65,70 | 34,30 80,90 19,10|79,40 | 20,60 | 82,80| 17,20 | 82,40 | 17,60
PJL 192 | 63,50 | 36,50 {80,20|19,80(69,30| 30,70 | 70,30 | 29,70 | 69,30 | 30,70
STU 204 | 57,80 | 42,20 |77,50(22,50|74,00| 26,00 | 77,00| 23,00 | 76,00 | 24,00

n= elemszam, af=allélfrekvencia, EUR: eur6pai, HUN: Magyar, CEU

: Eszak- és Nyugat-

Europa, FIN: Finn, GBR: Bri, IBS: Ibériai, TSI: Toszkan, SAS: Dél-Azsiai, BEB: Bengali,
GIH: Gujarati, ITU: Indiai Telugu, PJL: Punjabi, STU: Sri Lankai Tamur populéci6 az

Egyesiilt Kirdlysagbol

4.4 GJB2 W24X (rs104894396)
A GJB2 gén rs104894396 polimorfizmus esetében a vizsgéalt mintdk kozott nem

talaltunk AA homozigota egyéneket, ezért szignifikans kiilonbséget ebben az esetben nem

tudtunk megfigyelni. Azonban az A alléfrekvencia esetében szignifikdns kiilonbséget

talaltunk a 2 populacié kozott a romékban nagyobb aranyban (1,62%) a magyarokhoz

képest (0,20%). Az eredményeket a 10. tablazat foglalja dssze.
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10. Tablazat: Genotipus ¢és minor allél frekvencia a GJB2 gén rs104894396

polimorfizmus esetében

GJB2 rs104894396 Roma (n=493) Magyar (n=498)
GG 485 (98,40%) 497 (99,80%)
GA 8 (1,62%) 1 (0,20%)
AA 0 (0,00%) 0 (0,00%)
A allél frekvencia 0,008%* 0,001%
* p<0,05

4.5 MARVELD? ¢1331+2 T>C

A 143 szlovékiai roma hallassériilt egyén esetében 5 betegben talaltuk meg homozigéta
formaban ¢és 1 egyén esetében pedig heterozigota formadban a MARVELD?2 c¢.1331+2 T>C
mutaciot. A 200 normal hallast szlovékiai romék koziil 9 heterozigota egyént talaltunk a
mutaciéra nézve, homozigota eltérés nem volt megfigyelhetd. A szlovédkiai roma
hallassériiltek esetében a C allélfrekvencia 3,85%, mig a normal hallasu szlovakiai roma
csoport esetében 2,25%.

A 375 nem roma szlovékiai hallassériiltek esetében a mutdciora nézve nem
azonositottunk sem homozigoéta, sem pedig heteroziota egyéneket.

A 85 magyarorszagi roma hallassériilt esetében 7 homozigdta és 3 heterozigota egyént
azonositottunk. Az egészséges magyarorszagi romak esetében pedig 5 darab heterozigota
esetet talaltunk, homozigoétat azonban egyet sem. A két magyarorszagi populaciot
Osszehasonlitva azt tapasztaljuk, hogy szignifikdns kiilonbség van a C allélfrekvencia
szintjén. A magyarorszagi hallassériilt roma populacié esetében a C allélfrekvencia 10,0%,
ami kozel haromszor annyi, mint a szlovakiai siket populdcidoban megfigyelt érték (3,85%).
Masrészt a magyarorszagi egészséges roma populdcioban talalt 0,5%-os C allélfrekvencia
mintegy négyszer kisebb, mint a szlovéakiai egészséges roma populacioban megfigyelt érték

(2,25%). Az eredményeket a 11-15 tablazatok foglaljak 0ssze. A vizsgalatban résztvevd
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betegek c.1331 + 2T> C mutacido kozos eredetének meghatirozasdhoz (amit eldszor

pakisztani betegekben fedeztek fel) 21 tovabbi polimorfizmust vizsgéaltunk. 18 SNP

megtalalhaté volt mind a magyarorszagi mind a szlovékiai roma betegekben homozigota

formaban, ami a kozép-eurdpai roma betegek kozos Osét jelzi erre a mutaciora nézve.

Tovabba a kivalasztott polimorfizmusokat 56, a c.1331 + 2T> C mutaciét nem hordozo

egyénben vizsgaltuk. A 18 SNP-t lefed6 haplotipus homozigota allapotban nem volt

kimutathat6 az elemzett kontroll mintakban, alatamasztva ezzel a mutacid k6zos eredetének

hipotézisét e betegek kozott. Az eredményeket a 13. abra foglalja 6ssze.

11. Tablazat: Genotipus és minor allél frekvencia a MARVELD?2 ¢.1331+2 T>C

eltérés esetében, hallaskarosodott szlovakiai roma €s egészséges szlovakiai roma

populéciok vizsgalatanal

MARVELD? ¢.1331+2 T>C

Hallaskarosodott
szlovakiai roma (n=143)

Egészséges szlovakiai
roma (n=200)

TT 137 (95,80%) 191 (95,50%)

TC 1 (0,69%) 9 (4,50%)

CccC 5 (3,49%) 0 (0,00%)
C allél frekvencia 3,85% 2,25%

12. Tablazat: Genotipus és minor allél frekvencia a MARVELD? c.1331+2 T>C eltérés

esetében, hallaskarosodott szlovakiai roma és hallaskarosodott szlovéakiai populaciok

vizsgalatanal

MARVELD? ¢.1331+2 T>C

Hallaskarosodott
szlovakiai roma (n=143)

Hallaskarosodott
szlovakiai (n=375)

TT 137 (95,80%) 375 (100%)

TC 1 (0,69%) 0 (0,00%)

CcC 5 (3,49%) 0 (0,00%)
C allél frekvencia 3,85% 0,00%
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13. Tablazat: Genotipus és minor allél frekvencia a MARVELD?2 ¢.1331+2 T>C

eltérés esetében, hallaskdrosodott magyarorszagi roma €s egészséges magyarorszagi roma

populéciok vizsgalatanal

MARVELD? ¢.1331+2 T>C Hallaskarosodott Egészséges
magyarorszagi roma magyarorszagi roma
(n=85) (n=502)

TT 75 (88,23%) 497 (99,00%)
TC 3 (3,53%) 5(0,99%)
CC 7 (8,23%) 0 (0,00%)

C allél frekvencia 10,00%* 0,50%

* p<0.05

14. Tablazat: Genotipus és minor allél frekvencia a MARVELD?2 ¢.1331+2 T>C

eltérés esetében, hallaskarosodott magyarorszagi roma és hallaskarosodott szlovakiai

Roma populécidk vizsgalatanal

MARVELD? ¢.1331+2 T>C Hallaskarosodott Hallaskarosodott
magyarorszagi roma szlovakiai roma
(n=85) (n=143)
TT 75 (88,23%) 137 (95,80%)
TC 3 (3,53%) 1 (0,69%)
CC 7 (8,23%)* 5(3,49%)*
C allél frekvencia 10,00%* 3,85%%*
* p<0.05

15. Tablazat: Genotipus és minor allél frekvencia a MARVELD?2 ¢.1331+2 T>C

eltérés esetében, egészséges magyarorszagi roma €s egészséges szlovakiai roma

populéciok vizsgalatanal

MARVELD? ¢.1331+2 T>C | Egészséges magyarorszagi | Egészséges szlovakiai
roma (n=502) roma (n=200)
TT 497 (99,0%) 191 (95,5%)
TC 5(0,99%) 9 (4,5%)
CC 0 (0,00%) 0 (0,00%)
C allél frekvencia 0,50%* 2,25%
* p<0,05
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13. Abra: A szlovékiai, csehorszagi

betegek kdzos 6si haplotipusai

izmusok
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4.6 Mitokondrialis polimorfizmusok

A mitokondridlis hajlamositd polimorfizmusok vizsgédlata sordn a vizsgalt mintak

kozott nem taldltunk szignifikans kiilonbséget egyik polimorfizmus esetében sem. Sot azt is

elmodhatjuk, hogy a 200 roma DNS mintdk mindegyike normal genotipusu volt. A magyar

mintdk esetében 3 polimorfizmusnal taldltunk homoplazmids egyéneket, az m.961 T>G

esetében 1 homoplazmids, az m.961 T>C esetében 5 homoplazmias valamint az m.1555

A>G esetében pedig 2 homoplazmias eltérés volt megfigyelhetd. Heteroplazmiat egyetlen

esetben sem talaltunk. Az eredményeket a 16. tablazat foglalja dssze.

16. Tablazat: Genotipus eloszlas a mitokondrialis polimorfizmusok esetében

mtDNS \ Roma (n=200) \ Magyar (n=200)

A827G

A 200 (100%) 200 (100%)

G 0 (0,00%) 0 (0,00%)
T961G

T 200 (100%) 199 (99,50%)

G 0 (0,00%) 1 (0,5%)
T1095C

T 200 (100%) 200 (100%)

C 0 (0,00%) 0 (0,00%)
T961C

T 200 (100%) 195 (97,50%)

C 0 (0,00%) 5(2,50%)
T1005C

T 200 (100%) 200 (100%)

C 0 (0,00%) 0 (0,00%)
A1116G

A 200 (100%) 200 (100%)

G 0 (0,00%) 0 (0,00%)
C1494T

C 200 (100%) 200 (100%)

T 0 (0,00%) 0 (0,00%)
A1555G

A 200 (100%) 198 (54,30%)

G 0 (0,00%) 2 (1,00%)
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5. Eredmények megbeszélése és kovetkeztetések

A NAT2, GRM7 és GRHL?2 gének polimorfizusairdl az irodalombol tudjuk, hogy részt
vehetnek az iddskori hallaskarosodas kialakuldsaban. Az ARHI vagy mas néven idéskori
hallaskarosodas fokozatosan alakul ki az oregedés folyaman, ha nem is az Osszes, de a
legtobb embernél ¢élete soran. Az dregedést molekularis fizioldgiai és biokémiai valtozasok,
csokkent mitokondrialis funkci6, progresszive DNS karosodas, csokkent cellularis viz
koncentracidja, a sejtmembran rugalmassaganak csokkenése, ionos valtozasok és a
vaszkularis elégtelenség okozzak (Seidman és mtsai 1996; Gates és mtsai 1999). Szamos
tényez0 képes eldsegiteni az oOregedést, tobbek kozott, genetikai mutaciok melyek
kornyezeti kolcsonhatasokkal tarsulhatnak, vagy a reaktiv oxigéngyokok nagymértékii
felhalmozodasa. Kimutattdk, hogy az oregedés soran a belsd fiil keringési rendszerében,
ezen beliil pedig a cochleaban is csokkent a véraramlés (Seidman és mtsai 1996; Coling és
mtsai 2003). A cochlea szdmos szovete eltéré modon reagdl a ROS-ok kérositd hatdsara
(Unal és mtsai 2005). A szovet glutation tartalmanak csokkenése a legfontosabb tényezo,
amely kérosithatja a sejtek védettségét a ROS toxikus hatdsai ellen, és peroxidativ
sejtkarosodast okozhat (Ates és mtsai 2005). Tobb gént is felfedeztek mar, ami
hozz4jarulhat az idéskori hallaskarosodas kialakuldsdhoz (Yamasoba és mtsai 2013). Ezek
koziil az egyik az N-acetiltranszferaz enzim, mely részt vesz a karos xenobiotikumok
2005). A glutamat, stimulalé tulajdonsaga miatt nagy mennyiségben neurotoxikus. Toxikus
hatdsa az iddskori hallaskarosodas kialakulasdban is kifejezédik. A metabotrop glutamat
receptor (mMGLURSs) csokkenti a glutamat keletkezését. A GRM7 varidnsa megvaltoztatja a
ami iddvel glutamat felhalmozodashoz vezet, aminek eredményeként sejthalal kovetkezik
be (Steinbach és matsai 2007). Kimutattak, hogy az eltérést hetero- illetve homozigota
genotipus forméaban hordozo egyéneknek rosszabb a halldsa, mint a vad genotipusu
embereknek (Seidman és mtsai 2002).

Jelen dolgozatban arra torekedtiink, hogy felfedjiik az interetnikus genetikai
kiilonbségeket, az iddskori hallaskarosodasra hajlamosit6 NAT2, GRM7 és GRHL2 gének

genotipusaban és a varidns allélfrekvencidjaban roma és magyar populdciés mintdkon. A
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vizsgalt NAT2 rs1799930 illetve GRHL?2 1513263539, és rs1981361 polimorfizmusok
esetében szignifikans kiilonbségeket tudtunk megfigyelni a két populacio kozott. Ezen
polimorfizmusok jelenléte az iddskori hallaskarosodéds kialakuldsdnak megndvekedett
kockazataval jar. A vizsgalat soran ki tudtuk mutatni, hogy NAT2 rs1799930 mutans allél
hordozésa a roma populéacio esetében szignifikdnsan emelkedett értéket mutatott, mint a
magyar populdcidoban, mind a homozigotak mind pedig az allélfrekvencia esetében is. Ezzel
szemben, a GRHL2 1s13263539 ¢és rs1981361 mutans alléljainak jelenléte a magyar
populdcioban volt emelkedettebb a roma populacidhoz képest a homozigotdk és az
allélfrekvenciak szintjén is. Tovabba, a vizsgalt GRHL2 gén 3 polimorfizmusénak adataibol
kapcsoltsagi térképet tudtunk késziteni, melybdl azt az eredményt kaptuk, hogy a 3
polimorfizmus a roma populacid esetében erdsebben kapcsolt, mint a magyar
populacioban. Ezen kivi, a GRHL2 gén polimorfizmusait vizsgalva 8 haplotipust
azonositottunk, melyek koziil GGT, GAC és GAT haplotipusok frekvenciaja szignifikansan
magasabb volt a magyar populdcidoban, mint a roma csoportban. A GRM7 rs11928865 és a
GRHL?2 1s10955255 polimorfizmusok esetében a magyar €s roma populacidban, tovabba az
NAT2 151799930 és GRHL2 rs13263539, és rs1981361 polimorfizmusok esetében az
egészséges ¢€s hallaskarosodott roma csoportok kozott nem tudtunk szignifikans
kiilonbséget kimutatni. Kovetkeztetésként elmondhatd, ha etnikai kiillonbségek allnak fent
az allélfrekvencidban, a jovoben e varidnsoknak fontos szerepe lehet a prevencids és
terapias kezelésekben, azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek nagyobb populacios
mintdkon, hogy meghatdrozzuk a pontos szerepét ezeknek a hajlamosito
polimorfizmusoknak.

A GJB2 génmutaciok szamos kiilonboz6 fenotipusat okozzdk a siketségnek, mint
példaul a Wolfram-szindroma (MIM 222300), a Bart-Pumphrey-szindréoma (MIM 149200),
az autosomalis dominans 3A (MIM 601544) és az autoszomalis recessziv 1A (MIM
220290) siketség (MIM 602540), Keratitis-ichthyosis Siketség szindroma (MIM 148210),
és a Vohwinkel szindroma (MIM 124500) (www.omim.org) (Snoeckx ¢és mtsai 2005;

Nance és mtsai 2003). A GJB2 gén mutécioi legtobb esetben etnikai kiilnobséget mutatnak.
A legtobb kaukazusi populdcidban a GJB2 gén 35delG muticidja a gyermekkori nem
szindromas hallasvesztés kialakulasanak 50%-aért felelés és ez a mutacido a leginkabb

vizsgalt eltérés (Minarik és mtsai 2003). Ez egy frameshift mutdcio, ami egy stop kodont
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eredményez. Nem eurdpai etnikai hattérrel rendelkezd populaciokban mas GJB2
génmutaciok domindlnak a halldssériilteknél, mint példaul Indidban a W24X (83-96%)
(Sipeky és mtsai 2009), az askenazi zsidokban a 167delT (7681 %) (Morell és mtsail998;
Lerer és mtsai 2000; Sobe és mtsai 1999, 2000), az afrikaiakban R143W (pl. Ghana 93 %)
(Brobby és mtsai 1998; Hamelmann és mtsai 2001), a kinaiakban (58-96 %) (Wang és
mtsai 2002; Hwa és mtsai 2003; Liu és mtsai 2002), kéreaikaban (56 %) (Minarik és mtsai
2003), valamint japanokban pedig (34—74 %) (Abe és mtsai 2000; Kudo és mtsai 2000;
Ohtsuka és mtsai 2003) a 235delC.

Mivel a GJB2 gén domindns mutacidja a del35G etnikai kiilonbséget mutat, a GJB2
W24X mutéans allél frekvencidja szintén kiilonbozik az etnikumok kozott. A GJB2 W24X
mutacié allélfrekvencidjanak eléforduldsi gyakorisdgat a magyar €s roma populdciokban
Osszehasonlitottak kordbban kdzzétett mas, kiillonbozd foldrajzi elhelyezkedésii populaciok
adataival. A 71G>A (W24X) varianst ugyan megfigyelték az eurdpaiaknal, de ehhez képest
az eld6fordulési gyakorisaga koriilbeliil haromszorosa pakisztaniakban és legalabb 20-szor
magasabb az indiaiaknal (Maheshwari és mtsai 2003; Roux és mtsai 2004; RamShankar és
mtsai 2003; Pampanos ¢és mtsai 2002). Az rs104894396 polimorfizmus interetnikai
kiilonbségeinek Osszehasonlitasdval megallapithatd, hogy a GJB2 W24X muticié nem
talalhatd6 meg az egészséges indiai kontroll mintdkban (Padma és mtsai 2009; Bhalla és
mtsai 2009) és Délkelet-Brazilidban érintett emberekben (Cordeiro-Silva és mtsai 2011).
Azonban a legmagasabb mutans allélfrekvenciat Dél-Nyugat-régidbeli indiaiakban talaltak
(32,5 %) (Joseph és mtsai 2009). Az rs104894396 SNP viszonylag gyakori Indidban a
hallaskarosultak esetében, valamint az indiai szubkontinensrdl szarmazo6 populacidkban,
mint példaul a romak (Kelet-Szlovéakia) (23,2%) (Minarik és mtsai 2003) és a brit
bangladesi emberek korében (14,2%) (Bajaj és mtsai 2008). A magyar (0,10%) és roma
(0,81%) populaciokban talalt GJB2 W24X mutans allélfrekvenciaja a vizsgalt
populaciokban megfigyelt tartomanynak nagyon alacsony része volt (0,00-32,5%). Fontos
megemliteni azonban, hogy az egészséges indiaiak mutans allélfrekvencidja sokkal
alacsonyabb, mint a siket betegeké (Joseph és mtsai 2009; RamShankar és mtsai 2003).
Tovabba a magyarorszagi egészséges romak mutans allélfrekvenciaja dsszehasonlithatoé a
nem érintett indiaik allélfrekvencidjanak gyakorisagaval. Kovetkeztetésképpen elmondhato,

hogy a magyarorszagi roma populdcioban vizsgalt adatok hasonlitanak az indiai
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populaciokban mért adatokhoz és szignifikdnsan kiilonboznek a magyar populaciotol.
Mivel az A allél jelenléte nagyobb valoszinliséggel tarsul a hallaskarosodashoz, igy a
romaknal nyolcszor nagyobb az esélye a hallaskarosodas kialakulasanak.

Eddig az irodalomban 11 pakisztani, 3 roma és 1 irdni eredetii csaladban azonositottak
MARVELD?2 génnel asszocialt hallaskarosodast (Shaikh és mtsai 2005; Riazuddi €és mtsai
2006; Chishti és mtsai 2008; Babanejad ¢és mtsai 2012; Saftka és mtsai 2012). A
leggyakoribb mutacié a ¢.313 + 2T> C, amelyet kilenc csalddban fedeztek fel. (Riazuddi és
mtsai 2006; Chishti és mtsai 2008; Safka és mtsai 2012). Vizsgalataink soran ezt a mutaciot
homozigdta forméaban taldltuk meg tizenkét tovabbi roma csaladban, amelyek két kozép-
eurdpai orszagbol szarmaztak (Szlovakia és Magyarorszag). A MARVELD?2 génhez tartozd
hallaskarosodas eléforduldsi gyakorisaga a siket szlovédkiai roma egyének csoportjaban
3,5% volt, mig a siket magyarorszagi roma egyéneknél 8,23%. Hasonlo ellentétet fedeztliink
fel a c¢313 + 2T> C muticio C allélfrekvencidjdban a szlovakiai (3,85%) és a
magyarorszagi siket roma (10,0%) csoportok kozott. Ugyanakkor 4,5%-kal nagyobb
eltérést figyeltink meg a MARVELD2 mutaciot hordozd egészséges szlovakiai és a
magyarorszagi roma egyének kontrollcsoportjai kozott. Nehéz meghatarozni a ¢.313 + 2T>
C homozig6tak eléfordulasi gyakorisagat mivel Szlovakidban hidnyoznak az adatok a siket
romak szamarol. Becslések szerint szlovékiai teljes népességbdl 10.200 egyénnek van
kétoldali siketsége (Kabatov és mtsai 2007). Univerzalis ujsziilott-kori hallassziird progam
2009-2011 kozott mért adatai alapjan Szlovékidban a velesziiletett siketség el6forduldsa
1000 ujsziilott esetében 1,2%. Sat, feltételezik, hogy 1000 0jsziilottbdl tovabbi 2-3 esetnél
enyhébb velesziiletett hallascsokkenés figyelhetd meg. Tovabba, ugy véljik, hogy ha a
szlovékiai roma népesség a teljes népesség mintegy 7,45% -at teszi ki (Musinka és mtsa
2014), és a c.331 + 2T> C homozigoéta eléfordulasi gyakorisaga a GJB2 negativ hallassériilt
romak esetében 3,5%, akkor a MARVELD?2 génhez kapcsolatos siketség Szlovakidban akar
80 csaladot is érinthet. Ez a szamitas nem veszi figyelembe a beltenyésztési aranyt, amely
Szlovakidban fordul el a legmagasabb aranyban az eurdpai roma népességnél (Ferak és
mtsai 1987). Igy a tényleges eléfordulasi gyakorisdga e muticionak még magasabb lehet, és
tovabbi sziirések sziikségesek a roma alpopuldciokban, kiilonosen Kelet-Szlovakidban.
Magyarorszagra vonatkozo pontos adatok nem allnak rendelkezésre, bar a betegek hasonlo

szama varhatd az orszag lakossdgahoz igazitva. A MARVELD2 gén tovabbi 6t patogén
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mutacidjat (c.1183-1G> A, ¢.1498C> T, c.1331 + 1G> A és c.331 + 2delTGAG), eddig
csak a pakisztani (Riazuddin és mtsai 2006; Chishti és mtsai 2008) és a 1543delA eltérést
pedig csak irdni populaciokban fedezték fel, melyek nem voltak kimutathatok a 143
vizsgalt siket szlovakiai roma egyénnél. Azonban egy eddig ismeretlen patogenitasu
elétérést azonositottunk (c.950G>A), ami Arginin-Glutamin aminosavcserét eredményezett
a 317-es fehérje pozicioban. Ez a valtozat 6t egyénben heterozigta formdban volt
kimutathato. A ¢.950G> A szubsztitucid szerkezet-fliggd viszonya vagy klinikai hatasa
még nem ismert. In silico programokban a PolyPhen2, a SIFT és a MutationTaster
eldrejelzése szerint a ¢.950G> A eltérés valdsziniileg patogén, ami hatassal lehet a fehérje
tulajdonsagaira vagy az mRNS splicing-ra. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek ennek az
ismeretlen eltérésnek az értékelésére. A 375 hallassériilt szlovak kaukdzusi kontroll
csoportban végzett c.1331 + 2T> C eltérés elemzése azt mutatja, hogy ez a mutécid
Européaban valdsziniileg csak a roma népességre korlatozodik, és még mindig nem ismert a
szlav kaukazusi etnikumban. Eddig, a MARVELD?2 homozigota betegeket Europaban csak
Csehorszagban, Szlovakidban és Eszakkelet-Magyarorszagon figyeltek meg (Safka és mtsai
2012). Ezen populaciok foldrajzi eloszlasa kiillonbozo régiokat foglal magaba. Két cseh
csalad az északnyugati régiobol (Usti nad Labem) és a harmadik pedig Dél-Csehorszagbol
(Ceské Budgjovice), harom szlovék csalad a keleti (PreSov megye) és kettd a nyugati
(Nyitra ¢és Trencsén megye) orszagrészbol, a homozigéta magyar egyének pedig
Eszakkelet-Magyarorszagb6l —(Borsod-Abatj-Zemplén megye) szarmaznak. De ez
valdjaban annak a ténynek koszonhetd, hogy a hallassériilt magyarorszagi roma betegek
DNS-mintai csak ezen a régidoban voltak elérheték. A lehetséges kozos 6s megkeresése
soran figyelembe kell venni a kozép-eurdpai roma népességre vonatkozd legfontosabb
torténelmi eseményeket. Csehorszagban a roméak teljes eredeti lakossagat a II. Vilaghaborus
iddszakban a naci koncentraciés tdborokban megsemmisitették. Ezt kovetéen a
kommunista rezsim a romakat Szlovakia keleti részébdl Cseh véarosokba koltoztette
(Koupilova ¢és mtsai 2001; Lassuthova és mtsai 2014). Kovetkezésképpen a jelenlegi
csehorszagi romédk talnyomo6 tobbsége Szlovakidbol szarmazik. Munkénk soran
megvizsgaltuk, hogy a c¢313 + 2T> C muticioval rendelkezd betegek kozOs Osi
haplotipussal rendelkeznek-e. Tizenhét roma betegben (5 szlovak, 5 cseh és 7 magyar)

genotipizaltunk 21 biallelikus polimorfizmust a ¢.313 + 2T> C eltérés koriil 5,34 Mb-al. A
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haplotipus-analizis soran 18 polimorfizmus kdzos haplotipusat figyeltiik meg, ami minden
ac.313 +2T> C eltérésre homozigdta roma egyénben megfigyelhetd volt, de az 56 kontroll
roma egyén koziil egyikben sem. Ezek az adatok alatamasztjadk a k6zos Os eredetét az
Osszes vizsgalt c¢.1331+2T>C mutacidoval rendelkezd szlovakiai, csehorszagi ¢és
magyarorszagi roma esetében.

Mitokondridlis vizsgalataink soran 200 egészséges magyar és 200 egészséges roma
egyén mintdjat vizsgaltuk Sanger-féle bidirekcionalis szekvenalds modszerével, melynek
eredményeképpen szignifikans kiilonbséget nem tudtunk kimutatni a két populacié kozott.
Feltételezhetd, hogy sokkal nagyobb mintaszammal kellene dolgozni ahhoz, hogy
kiilonbséget tudjunk kimutatni a populacidk kozott. Azonban ez nem csak iddigényes,

hanem nagyon koltséges munkafolyamat amitdl vizsgalataink soran eltekintettiink.
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6 . Eredmények osszefoglalasa

1. Szignifikdnsan emelkedett értéket mutat a NAT2 rs1799930 mutéans allél hordozésa
a roma populéacio esetében mind a homozigdtdk mind pedig az allélfrekvencia esetében

1S.

2. A GRM7 rs11928865 és a GRHL2 rs10955255 polimorfizmusok esetében nem

tudtunk szignifikans kiilonbséget kimutatni a két populéacio kozott.

3. GRHL2 1s13263539 ¢s rs1981361 mutans alléljainak jelenléte a magyar

populacioban emelkedettebb a homozigotak és az allélfrekvencia szintjén is.

4. GRHL2 gén rs132635393, rs1981361 ¢€s rs10955255 polimorfizmusok kapcsoltsagi
térképébdl kideriil, hogy a 3 polimorfizmus a roma populdcid esetében erdsebben

kapcsolt.

5. GRHL2 gén 3 polimorfizmusat vizsgalva 8 haplotipust azonositottunk, melyek
koziil GGT, GAC és GAT haplotipusok frekvencidja szignifikdnsan magasabb a magyar

populacioban.

6. GJB2 gén rs104894396 polimorfizmus vizsgéalatanal szignifikdns kiilonbséget
figyelhetiink meg a roma és magyar populaciok kozott a mutans A allél frekvencia
szintjén. A romaknal nyolcszor nagyobb lehet az esélye a hallaskarosodas
kialakuldsanak.

7. A MARVELD?2 c.1331+2 T>C eltérés C allélferkvencia szintjén nagyobb aranyban
fordul eld a hallaskarosodott magyarorszagi romdkban, mint az egészséges
magyarorszagi romakban. A hallaskarosodott magyarorszagi romakban a mutans allél
hordozédsa mind a homozigdta mind az allélfrekvencia szintjén szignifikansan magasabb
a siket szlovakiai romakhoz képest. Azonban az egészséges szlovakiai romakban a C
allél frekvenciaja szignifikansan emelkedettebb az egészséges magyarorszagi romakhoz
képest. Tovabba kimutattuk a kozos Os eredetét az 0Osszes vizsgalt c.1331+2T>C

mutécioval rendelkez6 szlovakiai, csehorszagi és magyarorszagi roma esetében.

8. A mitokondrialis polimorfizmusok esetében nem talaltunk szignifikans kiilonbséget

a két populacié kozott.
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Abstract

Age-related hearing impairment (ARHI) is the most frequent sensory disease in the elderly, which is caused by an interaction
between genetic and environmental factors. Here we examined the ethnic differences, allele and genotype frequencies of the
NAT2, GRM7, and GRHL?2 genes pooled samples of healthy Hungarian and healthy and hearing impaired Roma people. Study
populations of healthy Hungarian and Roma subjects were characterized for the rs1799930 NAT2, rs11928865 GRM?7,
rs10955255, rs13263539, and rs1981361 GRHL?2 polymorphisms and deaf Roma subjects were characterized for the
rs1799930 NAT2, rs13263539, and rs1981361 GRHL?2 using a PCR-RFLP method. We found significant differences in minor
allele frequencies for GRHL2 rs13263539 and rs1981361 polymorphism between healthy Roma and Hungarian samples (37.9%
vs. 51.0% and 43.6% vs. 56.2%, respectively; p < 0.05). The differences of homozygous genotype of GRHL?2 rs13263539 and
rs1981361 variants, values were also significantly different (13.0% vs. 25.3% and 16.5 vs. 32.3%; p <0.05). The NAT?2
rs1799930 homozygous genotype was 14.0% in healthy Romas and 7.7% in Hungarians, while the minor A allele frequency
was 38.0% and 26.7% in Roma and Hungarian population, respectively (p < 0.05). Furthermore, the frequency of GGT, GAC
and GAT haplotypes was significantly higher in the Hungarian population than in healthy Roma (1.87 vs. 4.47%, 0.91 vs. 2.07%
and 1.15 vs. 5.51%, respectively; p < 0.008). Present study revealed significant interethnic differences in allele polymorphisms of
NAT2, GRM7 and GRHL? exhibit quite marked ethnic differences in Roma populations that might have important implications
for the preventive and therapeutic treatments in this population.

Keywords NAT2 - GRM7 - GRHL2 - ARHI - Roma - Hungarian

Introduction disorders and it is a complex of high-frequency hearing loss

(HL) caused by degenerative changes in the inner ear with
Several studies have shown that age-related hearing impair-  aging [1, 2]. Age-related hearing loss develops in differ-
ment (ARHI) is one of the most common types of hearing  ent age groups with various degree, and it is known that
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genetic host factors associate with the degenerative
mechanisms [3, 4].

There is raising evidence that aging, noise exposure and
medications may impair the inner ear tissues by way of reac-
tive oxygen species (ROS) induced cellular injury [1, 5]. ROS
are natural byproducts of aerobic metabolism; and oxidative
stress is the result of the accumulation of reactive oxygen
species. Bared A. et al. hypothesized that oxidative stress in
the inner ear increases ROS production by polymorphisms of
antioxidant enzymes making them susceptible to ARHI.

There is a significant correlation between age-related hear-
ing loss and polymorphism in the gene for Nacetyltransferase
2 (NAT2) enzyme that has an antioxidant role in the cochlea
[3, 6]. NAT2 is an isoenzyme of N-acetyltransferase (NAT)
enzyme, which is a susceptibility gene for age-related hearing
impairment. N-acetyltransferases are also known to be respon-
sible for the detoxification of exogenic substrates by N-
acetylation or O-acetylation, to be involved in the detoxifica-
tion of harmful xenobiotics, and NAT are important for the
balance of the oxidative status. The enzyme N-
acetyltransferase 2 (NAT2) is involved in the formation of
reactive oxygen species (ROS). A large amount of ROS con-
tributes to the aging of the inner ear. It is well known from
previous studies that certain NAT2 genotypes may be associ-
ated with the risk of age-related hearing impairment [6, 7].

The glutamate metabotropic receptor7 (GRM7) gene is lo-
cated on chromosome 3, and contains 10 exons which trans-
late into a 915 amino acid protein. GRM7 has a central role in
glutamate synaptic transmission and homeostasis in the co-
chlea at the synapses between the dendrites and hair cells of
afferent auditory nerve fibers. The presence of glutamate in
large quantity causes neurotoxicity in auditory neurons [§].
The rs11928865 polymorphism of GRM?7 is associated with
ARHI and particularly with speech detection in elderly [9].

The grainyhead-like 2 (GRHL2) gene is also known as
TFCP2L3 (transcription factor cellular promoter 2-like 3)
and BOM (brother of mammalian grainyhead). This gene is
on chromosome 8q22.3, and is composed of 16 exons which
encode a protein of 625 amino acids. GRHL? is a transcription
factor which is expressed in different epithelial cells, and not
only plays a central role in embryonic development, but is also
responsible for the maintenance of epithelial cells [10, 11]. In
the GRHL?2 gene several SNPs have been associated with age-
related hearing loss susceptibility and we selected three of
these polymorphisms, rs10955255, rs13263539, and
rs1981361 for our study [12].

The size of the Roma population is about 12—15 million in
the world and from this 10-12 million Roma people live in
Europe. In Hungary there are circa 700.000—1 million Romas
[13, 14]. In the Roma population the general morbidity
rate is increased, the infant mortality is fourfold elevat-
ed, and their lifetime expectance is ten years less com-
pared to Central and Eastern European populations. The
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relatively highly conserved gene pool of the Roma peo-
ple is derived from India [15].

The aim of the study was to investigate the NAT2, GRM7
and GRHL?2 gene polymorphisms as a putative causative fac-
tor for ARHI in healthy Roma and Hungarian population
samples to assess genetic distribution and interethnic differ-
ences between the two groups.

Methods
Study Population

A total of 298 healthy Roma (118 males, 180 females; mean
age 42.33 £15,51 years) and 298 healthy Hungarian subjects
(168 males, 130 females; mean age 37,43 £+ 12,53 years) were
investigated in case of each polymorphisms. 113 deaf Roma
people (57 males and 56 females) were characterized for the
1rs1799930 NAT2, rs13263539, and rs1981361 GRHL2. DNA
samples with accompanying personal and clinical data were
derived from healthy Caucasian and Roma subjects from
Hungary. Roma people declared their Roma origin. Written
informed consent was obtained from all subjects. The DNA
samples of the Roma and the Hungarian population originated
from the central Biobank governed by the University of Pecs,
as part of the National Biobank Network of Hungary (www.
biobanks.hu), which belongs also to the pan-European
Biobanking and Biomolecular Resources Research
Infrastructure project (http://bbmri.eu/bbmri/). The
maintenance and governance principles of the Biobank have
been approved by the National Scientific Research Ethics
Committee (ETT TUKEB, Budapest, Hungary). The
collection and usage of DNA samples and management of
data followed the Helsinki Declaration of 1975.

Molecular Methods

Genomic DNA was isolated from peripheral EDTA-
anticoagulated blood samples using a standard desalting meth-
od. Genotyping was carried out using polymerase chain reac-
tion (PCR) followed by restriction endonuclease digestion
(RFLP). For detection of the NAT2 rs1799930 polymorphism
the following primers were used: 5'- CATCTCCTGCCAAA
GAAGAAAC -3'and 5'- TAGAAGGGATCCATCACCAGG
-3'. For the amplification of the target sequence of the GRM7
rs11928865 the 5'- GGTATCTGTCTCCACTCCCAAC -3’
and 5'- CCCAAAATGTTAAGCTTTATCTCC -3’ primers
were utilized. For determination of the GRHL2 rs10955255
the following primers were used: 5'- GGTTAAGGTAGTAG
CTGCCAGG -3', and 5'- GATGGGAACAAAGGCTAAAA
AG -3'; to test the rs13263539 SNP the 5'- CGAGCATA
GCCATCCTTAAC -3 and 5'- GCTTTCAGCAATAT
CCCTCC -3’ oligonucleotides were used. and for the
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detection of rs1981361 SNP: 5'- GATGGTTCCTCAGC
TCACTTTG -3', and 5'- CAGGGTGTTTTCTCATGTAT
TCC -3’ were used.

The PCR amplification was carried out in a final volume of
50 pl containing 200 uM of each ANTP, 1 U of Taq polymer-
ase, 5 ul of reaction buffer (10 mM Tris-HCI, pH 9.0, contain-
ing 500 mM KCI, 14 mM MgCl,), 0.2 mM of each primers
and 1 pg extracted DNA. The PCR amplifications were per-
formed on MJ Research PTC 200 thermal cyclers. PCR con-
ditions were as follows: predenaturation for 2 min at 95 °C,
followed by 35 cycles of denaturation for 30 s at 95 °C, an-
nealing for 30 s at 60 °C for rs1799930 (NAT2) and for
rs11928865 (GRM7), and 58 °C for rs10955255 and for
rs1981361 (GRHL?2), and 55 °C for rs13263539 (GRHL2)
primer extension for 30 s at 72 °C, the final extension at
72 °C for 5 min. Digested PCR products were separated by
electrophoresis using a 1% agarose gel stained with ethidium-
bromide and visualized by UV illumination. The amplicon
was digested by allele-specific restriction endonuclease. The
amplicon of the NAT2 rs1799930 SNP was digested with Taql
endonuclease. The Munl was used to cleave of the GRM7
rs11928865 variant. The PCR product of the GRHL?2
rs10955255, rs13263539 and rs1981361 primers were
digested by HinlIl, BseGI and BseNI restriction enzymes,
respectively The digested PCR products were separated by
electrophoresis using a 3% agarose gel. The amplicon
contained an obligatory cleavage site to enable us to control
the efficacy of the digestion. Direct sequencing was performed
by ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems [CA,
USA]) on random samples to confirm our results.

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using SPSS Statistics 20.0
package for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). We
applied the Chi-square test to compare the differences be-
tween the studied groups, p <0.05 value was considered as
statistically significant. For haplotype analysis we used the
Phase Program Version 2.1. For linkage disequilibrium anal-
yses we used Haploview software v.3.3.

Results

All allele frequencies and genotype rates were in Hardy-
Weinberg equilibrium in both the Hungarian, and Roma
groups in the three genes. The genotypes and minor allele
frequencies of the examined genes are presented in Table 1.
In the investigated polymorphism of the NAT2 gene we
found significant differences, the AA homozygous genotype
(p=0.013) had a higher prevalence in the Roma population
(14.1%) compared to the Hungarian cohorts (7.7%). There is
an almost two-fold higher incidence of carrying NAT?2 variant

Table 1

Genotypes and minor allele frequencies of NAT2 rs1799930;

GRM7 rs11928865; GRHL?2 rs10955255, rs13263539 and rs1981361
polymorphisms in case of healthy Roma and Hungarian populations

NAT2 Roma (n=298) Hungarian (n=298)
rs1799930

GG 114 (38.3%) 162 (54.3%)

GA 142 (47.6%) 113 (38.0%)

AA 42 (14.1%)* 23 (7.7%)

A allele frequency 38%* 26.7%
GRM7 Roma (n=298) Hungarian (n=298)
rs11928865

AA 165 (55.4%) 165 (55.4%)

AT 113 (37.9%) 112 (37.6%)

TT 20 (6.7%) 21 (7.0%)

T allele frequency 25.6% 25.8%

GRHL?

Roma (n=298)

Hungarian (n=298)

rs10955255
AA 66 (22.3%) 81 (27.2%)
AG 161 (54.0%) 154 (51.7%)
GG 71 (23.7%) 63 (21.1%)
G allele frequency 50.8% 47.0%
rs13263539
GG 102 (34.2%) 69 (23.2%)
GA 157 (52.7%) 153 (51.3%)
AA 39 (13.1%)* 76 (25.5%)
A allele frequency 37.9%%* 51%
rs1981361
GG 87 (29.1%) 59 (19.8%)
GA 162 (54.4%) 143 (48.0%)
AA 49 (16.5%)* 96 (32.2%)
A allele frequency 43.6%* 56.2%

*p < 0.05 vs. Hungarians

allele in Romas than in Hungarians. Furthermore, the minor
allele frequency was shown to be significantly higher in the
Roma population samples than in Hungarians (38.0% and
26.7%, respectively, p <0.05). We did not find significant
differences between healthy Hungarian and Roma subjects
neither in the homozygous genotype nor in the minor allele
frequency in case of rs11928865 (GRM?7) and rs10955255
(GRHL2). However, we found significant differences for
rs13263539 and rs1981361 of GRHL?2 in the minor allele
frequency and the homozygous genotype too. The homozy-
gous genotypes in both cases have a lower prevalence in the
Roma population than in Hungarians. Furthermore, we did not
find significant differences between healthy and deaf Roma
populations in case of rs1799930 (NAT2), rs13263539 and
rs1981361 (GRHL?2) (Table 2).

Haplotype analysis was performed using the detected SNPs
of GRHL2. Table 3 summarizes the determined eight haplo-
types (ht) and their SNPs and the frequencies of the detected
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Table 2 Genotypes and minor

allele frequencies of NAT2 NAT2

Roma (n=298) Hearing impaired Roma (n = 113)

1rs1799930; GRHL? rs13263539
and rs1981361 polymorphisms in 1s1799930
case of healthy and hearing GG
impaired Roma populations GA
AA
A allele frequency
GRHL2
rs13263539
GG
GA
AA
A allele frequency
GRHL2
rs1981361
GG
GA
AA
A allele frequency

114 (38.3%) 45 (39.8%)
142 (47.6%) 56 (49.5%)
42 (14.1%) 12 (10.6%)
38.0% 354%

Roma (n=298) Hearing impaired Roma (n=113)

102 (34.2%) 33 (29.2%)
157 (52.7%) 64 (56.6%)
39 (13.1%) 16 (14.2%)
37.9% 42.5%

Roma (n=298) Hearing impaired Roma (n=113)

87 (29.2%) 23 (20.4%)
162 (54.4%) 73 (64.6%)
49 (16.4%) 17 (15.0%)
43.6% 47.4%

*p < 0.05 vs. Hungarians

haplotypes in healthy Roma and Hungarian samples. The sta-
tistical analysis revealed significant differences in the preva-
lence rates of GGT, GAC and GAT haplotypes between the
Roma and Hungarian populations (p < 0.008). The occurrence
of GGT and GAC haplotypes were two-fold higher in
Hungarian than in Roma samples. In addition, the presence
of GAT haplotype was almost five-fold higher in Hungarian
than in Roma populations.

Linkage analysis was performed using the detected SNPs.
Figure 1 shows the linkage disequilibrium (LD) plot of
GRHL?2 rs10955255, 1s13263539 and rs1981361 polymor-
phisms in healthy Roma (A) and Hungarian (B) populations.
The LD values were denoted as (|[D’|x100). The linkage be-
tween the examined SNPs was stronger in Roma populations
than in Hungarian samples. The LD values were 68, 70 and 85

in Hungarians and 98, 86 and 92 in Roma samples,
respectively.

Discussion

ARHI is the loss of hearing that gradually occurs in most
individuals as they grow older. Aging is caused by molecular
physiological and biochemical changes, a decrease in mito-
chondrial function, progressive DNA deterioration, lower
concentration of cellular water, reduced cellular membrane
elasticity, ionic changes and vascular insufficiency [16, 17].
Many factors redound to aging inter alia genetic mutations
with environmental interactions or a significant presence of
ROS. It has been shown that in the aging cochlea, blood flow

Table 3 Major haplotypes (ht)

and observed frequencies of the Haplotypes SNP Population

detected haplotypes in Roma and

Hungarian populations 1510955255 1513263539 11981361 Roma (%) Hungarian (%)
htl A G C 7.66 5.8
ht2 A G T 3.17 397
ht3 A A C 0.69 0.99
ht4 A A T 37.6 442
ht5 G G C 46.9 349
ht6 G G T 1.87* 447
ht7 G A C 0.91* 2.07
ht8 G A T 1.15% 5.51

*p <0.05 vs. Hungarians
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Fig. 1 Linkage disequilibrium

analysis for the GRHL?2

110955255 (1), 1s13263539 (2)
and rs1981361 (3)
polymorphisms in Roma (a) and
Hungarian (b) populations

a

rs10955255

rs13263539 —

rs1981361

w
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68
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N
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is reduced in the inner ear circulatory system [16, 18]. Several
tissues in the cochlea react differently to the damaging effect
of ROS [3]. Lautermann et al. stated that aging may cause
changes in all tissues, but the enzyme activity does not
change, and the quantity of glutathione was influenced in
the auditory nerve only. Reducing tissue glutathione is a main
factor that can damage cellular protection against the toxic
effects of ROS and may cause peroxidative cell damage [19].

There are many genes which may contribute to presbycusis
[4]. N-acetyltransferase (NAT) enzymes are known to be ac-
tive in detoxifying xenobiotic toxins. There are 3 types of
NAT2 enzyme metabolism, fast, intermediate, and slow
acetylator phenotypes. The mutant allele carriers have de-
creased acetyltransferase activity and are slow acetylators
[3]. The NAT slow-acetylator status appears to be a risk factor
of ARHI, several studies propose a significant association [7].

Table 4 Major and minor allele frequencies (af) of NAT2 1s1799930; GRM7 rs11928865; GRHL2 rs10955255, rs13263539 and rs1981361

polymorphisms in case of different populations

Populations n NAT2 rs1799930 GRM7 rs11928865 GRHL2 rs10955255 GRHL2 rs13263539 GRHL2 rs1981361
Gaf(%) Aaf(%) Aaf(%) Taf(%) Aaf(%) Gaf(%) Aaf(%) Gaf(%) Caf(%) Taf(%)
EUR 1006 71,8 28,2 72,2 27,8 41,2 58,8 47,1 53,0 40,3 59,7
HUN 298 73,3 26,7 74,2 25,8 53,0 47,0 49,0 51,0 43,8 56,2
Roma 298 62,0 38,0 74,4 25,6 49,2 50,8 62,1 379 56,4 43,6
CEU 198 70,2 29,8 70,7 29,3 42,9 57,1 49,0 51,0 43,9 56,1
FIN 198 73,7 26,3 65,7 343 31,8 68,2 37,4 62,2 348 65,2
GBR 182 72,5 27,5 70,9 29,1 42,3 57,7 47,8 52,2 39,0 61,0
IBS 214 70,6 29,4 73,8 26,2 64,3 53,7 51,9 48,1 43,5 56,5
TSI 214 72,0 28,0 79,0 21,0 73,0 57,9 49,1 50,9 39,7 60,3
SAS 978 64,0 36,0 78,0 22,0 73,0 27,0 74,9 25,1 74,1 25,9
BEB 172 73,3 26,7 76,7 233 72,1 27,9 72,1 27,9 69,8 30,2
GIH 176 61,2 38,8 74,8 252 69,9 30,1 71,8 28,2 72,3 27,7
ITU 204 65,7 34,3 80,9 19,1 79,4 20,6 82,8 17,2 82,4 17,6
PIL 192 63,5 36,5 80,2 19,8 69,3 30,7 70,3 29,7 69,3 30,7
STU 204 57,8 42,2 77,5 22,5 74,0 26,0 77,0 23,0 76,0 24,0
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A high rate of glutamate is neurotoxic, because of its
stimulant properties. Glutamate toxicity is involved in
different forms of hearing loss, for example in ARHI
[20]. GRM7 variants likely play a role in ARHI through
excytotoxicity. Metabotropic glutamate receptors
(mGluRs) reduce the release of glutamate. The autoreg-
ulation of the glutamate changes in the synaptic gap of
the auditory neurons and inner hair cells, which leads to
cell death because of the variant of GRM7 [21].

Results of Bared et al. [7] showed that people with the
high-risk genotype (heterozygous and homozygous geno-
types) had worse hearing than those individuals with the
low-risk (wild type) genotype. In the current study we aimed
to reveal the interethnic differences in genotypes and variant
allele frequencies of the NAT2, GRM7 and GRHL?2 genes in
the Roma population as compared to the Hungarian popula-
tion. We observed differences in allele profiles of the exam-
ined NAT?2 rs1799930, GRHL?2 rs13263539, and rs1981361
variants between the Hungarian and Roma samples. Our study
showed that the prevalence of carrying a mutant allele with an
increased risk of ARHI is higher among Romas than among
Hungarians in case of NAT?2 polymorphism. However, in case
of GRHL?2 1513263539 and rs1981361 the prevalence of the
mutant allele is higher in Hungarian controls compared with
Roma samples. Furthermore, the frequency of GGT, GAC and
GAT haplotypes was significantly higher in the Hungarian
population than in Roma (1.87 vs. 4.47%, 0.91 vs. 2.07%
and 1.15 vs. 5.51%, respectively; p < 0.008).

The observed Roma and Hungarian major and minor allele
frequency of all polymorphisms compared to previously pub-
lished data from www.ensembl.org in various European and
South Asian populations are shown in Table 4. In case of
rs10955255 and rs11928865 we can detect, that the allele
frequencies of Roma population are almost the same in all
European populations. However, in case of rs1799930,
rs13263539 and rs1981361 of Roma populations, the allele
frequencies are more similar to in South African populations.
These observations suggest, that the Roma population which
originate from India, is mixed with the Hungarian population
during the centuries. The observed populations are the
following: European (EUR), Hungarian (HUN), Roma, Utah
resident with Northern and Western European ancestry (CEU)
, Finnish in Finland (FIN), British in England and Scotland
(GBR), Iberian populations ins Spain (IBS), Toscani in Italy
(TSI), South Asian (SAS), Bengali in Bangladesh (BEB),
Gujarati Indian in Huston, TX (GIH), Indian Telugu in the
UK (ITU), Punjabi in Lahore, Pakistan (PJL) and Sri
Lankan Tamil in the UK (STU).

It is known from previous examples that a significant dif-
ference in minor allele frequency can be observed in
Hungarian and Roma population samples of the GJB2 gene
15104894396, which causes hearing impairment. The signifi-
cant difference between the Roma and the Hungarian

@ Springer

population may initiate personalized medical diagnostics and
effective treatments [22].

Conclusion

NAT2, GRM7 and GRHLZ2 gene polymorphisms are known to
be involved in age related hearing loss. Ethnic differences in
the allele frequencies of the predisposing variants have impor-
tant implications for the preventive and therapeutic treatments
in different populations in the future. To determine the exact
role of this susceptibility SNPs more studies are needed on
larger population samples.
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EREDETI KOZLEMENYEK

MATYAS PETRAL2 Hallaskarosodasban részt vevd NAT2, GRM7,
POSTYENI ETELKA GRHL2 hajlamosité polimorfizmusok és

KomMLOs1 KATALINY:2
SzALAI RENATA?
BENE JuDpIT!?

MAGYARI LIt Age-related hearing impairment associated NAT2,
prmon BA GRM?7, GRHL2 susceptibility gene polymorphisms and
haplotypes in Roma and Hungarian populations

haplotipusok roma és magyar populaciéban

I pécsi Tudomdnyegyetem, Klinikai Kézpont, Orvosi Genetikai Intézet -7624 Pécs, Szigeti u. 12. - Tel.: (72) 536 427
E-mail: matyas.petra@pte.hu
2 Szentdgothai Jdnos Kutatékozpont, Klinikai genetikai és genomikai kutatécsoport - 7624 Pécs, Ifjusdg u. 20.

Osszefoglalas: A korral 6sszefliggé hallaskarosodas az idések egyik leggyakoribb érzékszervi megbetege-
dése, amelyet genetikai és kdrnyezeti tényezok kozotti kolcsonhatasok okoznak. Munkénk soran etnikai kilonb-
ségeket, valamint allél és genotipus frekvencidkat vizsgaltunk a NAT2 rs1799930, GRM7 rs11928865 vala-
mint GRHL2 rs10955255, rs13263539, és rs1981361 génpolimorfizmusok esetében roma és magyar popu-
lacié DNS mintain PCR-RFLP modszert alkalmazva. A GRHL2 rs13263539 és az rs1981361 polimorfizmusok
esetében szignifikans killénbséget figyeltiink meg, mind a minor allélfrekvencianal (37,9% vs. 51,0% és 43,6%
vs. 56,2%; p<0,05) mind pedig a homozigéta genotipusnal (13,0% vs. 25,3% és 16,5 vs. 32,3%; p<0,05) a két
populacié kdzétt. A NAT2 rs1799930 polimorfizmus esetében a homozigéta genotipus az egészséges romak-
nal 14,1% volt, mig a magyaroknal 7,7%. A minor A allél gyakoriséga 38,0% volt a roma populéciéban, mig
a magyaroknal 26,7% (p<0,05). Tovabba, a GGT, GAC és GAT haplotipusok gyakorisaga szignifikansan maga-
sabb volt a magyar populacional, mint az egészséges romaknal (4,47% vs. 1,87, 2,07% vs. 0,91 és 5,51% vs.
1,15; p<0,008). Eredményeink ravilagitanak arra, hogy a NAT2, GRM7 és GRHL2 gén polimorfizmusok 6ssze-
hasonlitasanal szignifikans interetnikus kiildnbségek mutatkoznak a két populécié kozott, amelyek jelen-
t6s hatassal lehetnek a populdcié preventiv és terapias kezeléseire egyarant.

Kulcsszavak: NAT2, GRM7, GRHL2, id6skori hallaskarosodas, roma, magyar

Summary: Age-related hearing impairment (ARHI) is the most frequent sensory disease in the elderly, which
is caused by an interaction between genetic and environmental factors. Here we examined the ethnic dif-
ferences, allele and genotype frequencies of the NAT2, GRM7, and GRHL2 genes pooled samples of healthy
Hungarian and healthy and hearing impaired Roma people. Study populations of healthy Hungarian and
Roma subjects were characterized for the rs1799930 NAT2, rs11928865 GRM?7, rs10955255, rs13263539,
and rs1981361 GRHL2 polymorphisms and deaf Roma subjects were characterized for the rs1799930 NAT2,
rs13263539, and rs1981361 GRHL2 using a PCR-RFLP method. We found significant differences in minor
allele frequencies for GRHL2 rs13263539 and rs1981361 polymorphism between healthy Roma and Hun-
garian samples (37.9% vs. 51.0% and 43.6% vs. 56.2%, respectively; p<0.05). The differences of homozygous
genotype of GRHL2 rs13263539 and rs1981361 variants, values were also significantly different (13.0% vs.
25.3% and 16.5 vs. 32.3%; p<0.05). The NAT2 rs1799930 homozygous genotype was 14.0% in healthy Romas
and 7.7% in Hungarians, while the minor A allele frequency was 38.0% and 26.7% in Roma and Hungarian
population, respectively (p<0.05). Furthermore, the frequency of GGT, GAC and GAT haplotypes was signifi-
cantly higher in the Hungarian population than in healthy Roma (1.87 vs. 4.47%, 0.91 vs. 2.07% and 1.15 vs.
5.51%, respectively; p < 0.008). Present study revealed significant interethnic differences in allele polymor-
phisms of NAT2, GRM7 and GRHL2 exhibit quite marked ethnic differences in Roma populations that might
have important implications for the preventive and therapeutic treatments in this population.

Keywords: NAT2, GRM7, GRHL2, ARHI, Roma, Hungarian
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Szamos tanulmany kimutatta, hogy a korral dssze-
figgd hallaskdrosodas az egyik leggyakoribb magas frek-
vencias hallaszavar, amit a belsé fiilben végbemend de-
generativ valtozasok okoznak az éregedés soran (1, 2].
A korral 6sszefiiggd halldskarosodas kiilonbozé élet-
korban alakul ki eltéré mértékben, és ismert, hogy a ge-
netikai tényezok Osszefliggésben allnak a degenerativ
mechanizmusokkal [3, 4).

Az bregedés, a killonboz6 gyogyszerek, a zajok va-
lamint a reaktiv oxigéngyokok sejtkarosodast okoznak
amik a bels6 ful szoveteit roncsolhatjak [1, 5]. A reak-
tiv oxigéngyokok (ROS) az aerob metabolikus folya-
matok természetes melléktermékei, és ezek felhalmo-
zddasa valtja ki az oxidativ stresszt. Bared és munka-
tarsai azt feltételezik, hogy az antioxidans enzimek poli-
morfizmusai hajlamositanak a halldskarosodasra a ROS-
ok szdmanak novekedésével, ami oxidativ stresszt valt
ki a belsé fiilben.

Szignifikans Osszefliggést figyeltek meg a korral 6sz-
szefliggd hallasvesztés és az N-acetiltranszferdz-2 en-
zim (NAT?2) génpolimorfizmusa kozott [3, 6]. Az N-ace-
tiltranszferazok az oxidativ statusz egyensulyban tar-
tasaért, az exogén szubsztratok N-acetildcidval vagy
O-acetilaciéval valé detoxifikacidjaért felelsek, vala-
mint részt vesznek a karos xenobiotikumok detoxifi-
kacidjdban. A NAT2 enzim az N-acetiltranszferaz en-
zim egy izoenzimje, melynek antioxidans szerepe van
a cochledban és részt vesz a reaktiv oxigéngyokok ki-
alakitasaban. A ROS-ok nagyszamu jelenléte hozzaja-
rul az oregedéshez a bels fiilben. Korabbi tanulma-
nyokbdl kideriilt, hogy bizonyos NAT2 genotipusok
Osszefiigghetnek a korral jaré hallaskarosodas kiala-
kuléséval [7, 6].

A glutamat metabolikus receptor-7 (GRM7) a 3-as
kromoszéman helyezkedik el, 10 exont tartalmaz, ami
egy 915 aminosavbdl 4ll6 fehérjét kédol. A GRM7-nek
kozponti szerepe van az afferens halléidegrostok és
a szOrsejtek kozotti szinapszisokban 1évé homeoszta-
zis és szinaptikus glutamat transzmisszi6 fenntartasa-
ban a cochledn beliil. A glutamét jelenléte nagy meny-
nyiségben neurotoxicitast okoz a hallé-neuronokban
(8]. A GRM7 rs11928865 polimorfizmusa Osszefiiggést
mutat az id6skori hallaskarosodas létrejottével kiilono-
sen az id6sek beszédfelismerésében bekovetkezé rom-
las kialakuldsaval [9].

A GRHL2 gén tgy is ismert, mint TFCP2L3 vagy
BOM gén, a 8-as kromoszoman helyezkedik el, 16 exon-

bol all és egy 625 aminosavbdl all6 fehérjét kodol.
A GRHL2 egy transzkripcids faktor ami kiilonb6z6
hamsejtekben expresszalédik és nemcsak az embrio-
nalis fejlédésben jatszik fontos szerepet, hanem felelSs
az epitélialis sejtek fenntartdsaért [10, 11]. A GRHL2
génben szamos polimorfizmust felfedeztek, amik hajla-
mosithatnak az idéskori hallaskdrosodés kialakulasa-
ra. Ezek koziil az rs10955255, rs1981361 és rs13263539
polimorfizmusokat valasztottuk ki munkankhoz [12].

A roma populaci6 nagysaga nagyjabol 12-15 millié
a vilagon, ebbdl 10-12 milliéan élnek Eurdpaban, Magyar-
orszagon hivatalos adatok alapjan 700000-1 000000
kozotti a szamuk [13, 14]. A romdk viszonylag erésen
konzervalt génallomanya Indidbdl szarmazik [15].

Munkank célja a NAT2, GRM7 és GRHL2 génpoli-
morfizmusok, mint id6skori hallaskarosodasra hajla-
mosité polimorfizmusok genetikai eloszldsdnak és in-
ternetnikai kiilonbségeinek vizsgalata az egészséges ma-
gyar, valamint egészséges és hallaskarosodott roma po-
pulaciés mintakon.

ANYAG ES MODSZER
Vizsgalt populaciok

298 egészséges roma (118 férfi, 180 n6), és 298 egész-
séges magyar (168 férfi, 130 n6) egyén DNS mintdjat
vizsgaltuk a NAT2 rs1799930, GRM7 rs11928865, va-
lamint GRHL2 rs10955255, rs13263539, és rs1981361
polimorfizmusok esetében. 113 halldskérosodott ro-
ma (57 férfi, 56 né) DNS mintajat vizsgaltuk a NAT2
151799930, GRHL2 rs13263539, és rs1981361 polimorfiz-
musok esetében. Valamennyi DNS minta a Pécsi Tudo-
mdnyegyetem kozponti biobankjabél szarmazott, amely
a Paneurdpai Nemzetkozi Biobankhaldzatnak (BBM-
RI; Biobanking and Biomolecular Resources Research
Infrastructure) részét képezi. A biobank vezetésében
és fenntartdsaban az Egészségligyi Tudomanyos Ta-
nacs Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsdg (ETT-TU-
KEB) 4ltal jévahagyott elveket kovettiik, a mintdk gytj-
tésében és tarolasaban pedig az 1975-ben az Orvos-vi-
lagszovetség dltal megalkotott Helsinki deklaracidban
megfogalmazott etikai alapelvek voltak iranyadok.

Vizsgalati modszerek

A DNS-izolalast EDTA-val alvadasgatolt vérmin-
takbol végeztiik kisdzasos technika segitségével. A geno-
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|. tablazat

Primer szekvenciak

Gén SNP Primer Primerek (5'-3’)
forward CATCTCCTGCCAAAGAAGAAAC
NAT2 rs1799930
reverse TAGAAGGGATCCATCACCAGG
forward GGTATCTGTCTCCACTCCCAAC
GRM7 rs11928865
reverse CCCAAAATGTTAAGCTTTATCTCC
forward GGTTAAGGTAGTAGCTGCCAGG
rs10955255
reverse GATGGGAACAAAGGCTAAAAAG
forward CGAGCATAGCCATCCTTAAC
GRHL2 rs13263539
reverse GCTTTCAGCAATATCCCTCC
forward GATGGTTCCTCAGCTCACTTTG
rs1981361
reverse CAGGGTGTTTTCTCATGTATTCC

tipizalas sordn polimeraz lancreakciét (PCR) majd res-
trikciés endonukledzokkal végzett emésztéses (RFLP)
modszert alkalmaztunk. A PCR reakcid soran alkal-
mazott primerek szekvencidit az I. tablazat foglalja
ossze. A PCR reakci6 végtérfoga 50 pl, ami minden
dNTP-bél 200 mM-t, 1 U Taq polimerazt, 5 pl reak-
ciépuffert (10 mM Tris-HCL, pH 9.0), 0.2 mM for-
ward és reverese Primert valamint 1 pg DNS-t tartal-
mazott. A Reakcid az M] Research PTC 200 thermal
cycler PCR késziilékkel valosult meg, és kondiciéi a ko-
vetkez8k voltak: elédenaturdcié 2 min 95°C-on, ezt
kovette 35 cikluson keresztiil a denaturacio 30s 95°C-on.
Az annealing hdmérséklete a GRHL2 rs10955255 és
13263539 SNP-k esetén 58°C volt 30s-ig, a GRHL2
rs1981361, NAT2 rs1799930 és GRM7 rs11928865
polimorfizmusoknal 60°C volt 30s-ig. A primer exten-
zi6 30s volt 72°C-on és a végsd lanchosszabbitds 72°C-on
5 percig tartott minden vizsgalt polimorfizmus eseté-
ben. A keletkezett PCR termékeket gélelektroforézis-
sel (2%-os agaroz gélben), etidium-bromidos festéssel
és UV megvilagitassal detektaltuk. A PCR termékeket
ezutan allélspecifikus restrikciés endonukleazzal emész-
tettiik. NAT2 rs1799930 polimorfizmus esetében a Taql
enzimet, GRM7 rs11928865 esetében a Munl enzimet,
aGRHL2rs10955255, 1513263539, valamint rs1981361
polimorfizmusok esetében a Hinlll, BseGl, illetve
BseNI enzimeket alkalmaztuk. Az emésztett PCR ter-
mékeket gélelektroforézissel valasztottuk szét 3%-os
agaroz gélen. A médszer hatékonysaganak ellendrzése
végett az amplifikalt target szekvencia egy obligat hasi-
to helyet is tartalmazott. A médszer specificitdsat és
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eredményeink konfirmaldsat Sanger-féle bidirekcio-
nalis szekvenalassal végeztitk ABI 3500 Genetic Ana-
lyser (Applied Biosystems CA, USA) szekvendtor se-
gitségével.

Statisztikai analizis

A statisztikai analizis soran x2-tesztet alkalmaztunk
a populacidk és a vizsgalt genetikai varidnsok kozott
fennall¢ osszefiiggések feltarasara SPSS 20.0 program-
csalad felhasznéldsaval, az eredményeinket p<0,05 ér-
téknél tekintettiik szignifikansnak. A haplotipus vizs-
galathoz Phase 2.1 programot, a kapcsoltsagi vizsgalat el-
végzéséhez pedig Haploview 3.3 szoftvert haszndltunk.

EREDMENYEK

Valamennyi genotipus- és allélmegoszlas a Hardy-
Weinberg egyensulyt tiikkrozte mind a magyar mind
a roma csoportoknal mindharom gén polimorfizmu-
sainak esetében.

A NAT2 rs1799930 polimorfizmus esetében szig-
nifikdns kiilonbséget talaltunk a két populacié kozétt,
az AA homozigédta genotipus el6fordulasa jéval maga-
sabb a roma populaciéban (14,1%) mint a magyarok-
nal (7,7%). A NAT2 varians allélnak csaknem kétszer
nagyobb el6forduldsi ardnya van a romakban mint
a magyarokban. Tovabbad, a minor allél frekvencia el6-
forduldsa is szignifikdinsan magasabb a roma popula-
ci6s mintdkban, mint a magyarban (38,0% és 26,7%,
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NAT2 rs1799930, GRM7 rs11928865, GRHL2 rs10955255, rs13263539 és rs1981361 polimorfizmusok

1. tdblazat

genotipus és minor allél frekvenciai egészséges roma és magyar populaciéban

NAT2 Roma (n=298) Magyar (n=298)
rs1799930
GG 114 (38,3%) 162 (54,3%)
GA 142 (47,6%) 113 (38,0%)
AA 42 (14,1%) 23 (7,7%)
A allél frekvencia 38% 26,7%

GRM7 Roma (n=298) Magyar (n=298)
rs11928865
AA 165 (55,4%) 165 (55,4%)
AT 113 (37,9%) 112 (37,6%)
T 20 (6,7%) 21 (7,0%)
T allél frekvencia 25,6% 25,8%

GRHL2 Roma (n=298) Magyar (n=298)
rs10955255
AA 66 (22,3%) 81 (27,2%)
AG 161 (54,0%) 154 (51,7%)
GG 71 (23,7%) 63 (21,1%)
G allél frekvencia 50,8% 47,0%
rs13263539
GG 102 (34,2%) 69 (23,2%)
GA 157 (52,7%) 153 (51,3%)
AA 39 (13,1%) 76 (25,5%)
A allél frekvencia 379% 51%
rs1981361
GG 87 (29,1%) 59 (19,8%)
GA 162 (54,4%) 143 (48,0%)
AA 49 (16,5%) 96 (32,2%)
A allél frekvencia 43,6% 56,2%

p<0.05). A GRM?7 rs11928865 és GRHL2 rs10955255
polimorfizmusoknal nem talaltunk szignifikéns kiilonb-
séget sem a homozigdta genotipus, sem pedig a minor
allél frekvencia szintjén a két populacié kozott. Azon-
ban a GRHL2 rs13263539 és rs1981361 polimorfiz-
musok esetében mind a homozigéta genotipusnal mind
pedig a minor allél frekvencidnal szignifikdns kiil6nb-
ség volt megfigyelheté a két populacié kozott a ma-

gyaroknal nagyobb eléfordulési ardnyban. Az egészsé-
ges, valamint hallaskarosodott roma populacidk ko-
zott egyik vizsgalt polimorfizmus estében sem taldl-
tunk szignifikdns kiilonbséget. A genotipus €s minor
allél frekvencidkat a I1. és I1I. tablazatok foglaljak dssze.

A GRHL2 harom polimorfizmusanal haplotipus-
analizist végeztiink, melynek eredményeit a IV. tébla-
zatban tiintettiink fel. Az analizis soran 8 haplotipust
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Ill. tablazat

NAT2 rs1799930, GRHL2 rs13263539 és rs1981361 polimorfizmusok genotipus és
minor allél frekvenciai egészséges és hallaskarosult roma populaciokban

NAT2 Roma (n=298) Hallaskarosult roma (n=113)
rs1799930
GG 114 (38,3%) 45 (39,8%)
GA 142 (47,6%) 56 (49,5%)
AA 42 (14,1%) 12 (10,6%)
A allél frekvencia 38,0% 35,4%

GRHL2 Roma (n=298) Hallaskarosult roma (n=113)
rs13263539
GG 102 (34,2%) 33(29,2%)
GA 157 (52,7%) 64 (56,6%)
AA 39 (13,1%) 16 (14,2%)
A allél frekvencia 379% 42,5%

GRHL2 Roma (n=298) Hallaskarosult roma (n=113)
rs1981361
GG 87 (29,2%) 23 (20,4%)
GA 162 (54,4%) 73 (64,6%)
AA 49 (16,4%} 17 (15,0%)
A allél frekvencia 43,6% 47,4%
IV. tablazat

A GRHL2 gén rs1095525, rs13263539 és rs1981361 polimorfizmusok fébb haplotipusai és

azok eloszlasa magyar és roma populaciok esetében

SNP Populacio
Haplotipus
rs10955255 rs13263539 rs1981361 Roma (%) Magyar (%)

ht1 A G C 7,66 58

ht2 A G T 3,17 3,97
ht3 A A C 0,69 0,99
ht4 A A T 37,6 44,2
ht5 G G C 46,9 34,9
hté G G T 1,87 4,47
ht7 G A C 0,91 2,07
ht8 G A T 1,15 5,51
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1. abra
A GRHL2 gén rs1095525,rs13263539 és rs1981361
polimorfizmusainak kapcsoltsagi térképe
aroma (A) és a magyar (B) populaciés mintakon

tudtunk megkiilénboztetni. A GGT, GAC és GAT haplo-
tipusok szignifikansan emelkedettebb értéket mutatnak
a magyar populacioban a romédkhoz képest (p<0,008).
A GGT és GAC haplotipusok kétszer nagyobb, mig
a GAT majdnem 6tszor nagyobb aranyban fordulnak
elé a magyar populdciéban, mint a romaban.
Kapcsoltsagi vizsgélat tortént a GRHL2 rs10955255,
rs13263539 és rs1981361 polimorfizmusok esetében,
melynek eredménye az 1. abrardl olvashato le. A kap-
csoltsag mindharom polimorfizmusnal erésebb a roma
populdciéban, mint a magyarban. Az LD értékek a ma-
gyarokndl 68, 70 és 85, mig a romdaknal 98, 86 és 92.

DISZKUSSZIO

Az id6skori hallaskdrosodas fokozatosan alakul ki
a legtobb emberben az 6regedés soran. Az regedést
biokémiai és molekuldris fizioldgiai véltozasok, prog-
ressziv DNS karosodas, csokkent mitokondrialis funk-
cio, csokkent celluldris vizkoncentracid, a sejtmemb-
ran rugalmassaganak csokkenése, ionos valtozasok és
az érrendszeri elégtelenségek okozzak [16, 17]. Sz4-
mos faktor képes elGsegiteni az 6regedést: tébbek ko-
z0tt a reaktiv oxigéngyokok felhalmozddasa genetikai
mutdciok kovetkeztében, melyek kornyezeti faktorok-
kal is tarsulhatnak. Kimutattak, hogy az 6regedés so-

ran a belsé fiil keringési rendszerében, ezen belil pe-
dig a cochledban is csokkent a véraramlas [16,18]. A coch-
lea szamos szovete eltéré modon reagdl a ROS-ok ka-
rosito hatdsara [3]. Lautermann és munkatarsai azt 4l-
litjak, hogy az dregedés valtozasokat okozhat minden
szovetben, mig az enzimaktivitds nem valtozik, és a glu-
tation mennyiségét csak a halléidegben befolyasolja.
A szovet glutation tartalmdanak csékkenése a legfonto-
sabb tényez6, amely kérosithatja a sejtek védettségét
a ROS toxikus hatasai ellen, és peroxidativ sejtkdroso-
dést okozhat [19].

Tobb gént is felfedeztek mér, ami hozzajarulhat az
iddskori hallaskarosodas kialakuldsdhoz [4]. Az N-ace-
tiltranszferdz enzim részt vesz a kéros xenobiotiku-
mok detoxifikdciéjaban, amelyek koziil tobb a belsé
filben is megtalalhat6. A NAT?2 acetildcidja 3 fenoti-
pusba sorolhato: gyors, kozepes és lassu [3]. A mutans
allél hordozéi lassu acetildlok és csokkent az acetilt-
ranszferdz aktivitdsuk. A NAT lassu acetilalo allapota
kockazati tényezGje lehet az idéskori halldskarosodas-
nak, amit tobb kiilonb6z6 tanulmanyban leirtak mér [7].

A glutamdt stimuldlé tulajdonsaga miatt nagy meny-
nyiségben neurotoxikus. Toxikus hatdsa az idskori hal-
laskarosodas kialakuldsdban is kifejezédik. A metabo-
trép glutamat receptor (mGLURs) csokkenti a gluta-
mat keletkezését. A GRM7 varidnsa megvaltoztatja a glu-
tamat szinaptikus autoreguldcidjat a hallé neuronok és
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szorsejtek szinaptikus résében, ami id6ével glutamit fel-
halmozddéshoz vezet, aminek eredményeként sejtha-
141 kévetkezik be [21].

Bared és munkatédrsai kimutattak, hogy az eltérést
hetero-, illetve homozigéta genotipus formaban hor-
dozé egyéneknek rosszabb a halldsa, mint a vad geno-
tipusu embereknek [7]. Munkank célja az volt, hogy
ravildgitsunk az etnikai kiilonbségekre a genotipus
és minor allél frekvencia szintjén a NAT2, GRM?7, va-
lamint a GRHL2 polimorfizmusok esetében a roma és
magyar populaciés mintak kozott. Megfigyeltiik, hogy
a NAT2 rs1799930 polimorfizmus eléfordulasa ma-
gasabb a romékndl mint a magyaroknal, ellentétben
a GRHL2 rs13263539 és rs1981361 polimorfizmusok-
kal, melyek eléforduldsa a magyar populdciéban ma-
gasabb. Tovabba, a GGT, GAC és GAT haplotipusok
jelenléte is magasabb a magyar populacioban mint a ro-
maban (4,47% vs. 1,87%, 2,07% vs. 0,91%, és 5,51% vs.
1,15%; p<0,008).

A magyar és roma populéciéban vizsgalt polimorfiz-
musok major és minor allélfrekvencidit &sszehasonli-
tottuk kordbban a www.ensembl.org adatai alapjan
publikalt kilonboz6 eurdpai és dél-azsiai populacio-

kéval is, melynek eredményeit az V. tablazatban foglal-
tuk Ossze. A tablazatbol megfigyelhetd, hogy a GRHL2
rs10955255 és GRM7 rs11928865 polimorfizmusok al-
lélfrekvencidja a roma populdciéban nagyon hasonlé
az eurdpai populdcidkban leirtakhoz. Azonban, a NAT?2
11799930, GRHL2 rs13263539 és rs1981361 polimor-
fizmusok allélfrekvenciai a roma populacidban inkabb
a dél-4zsiai populdcidk adataihoz hasonlitanak. Ezen
megfigyelésekbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy az In-
diabdl szarmazé roma populdci6 dsszekeveredett a ma-
gyar populdcidval az évszdzadok soran. A megfigyelt
populéciok a kovetkezok voltak: eurépai (EUR), ma-
gyar (HUN), roma, észak- és nyugat eurépai (CEU),
finn (FIN), brit (GBR), ibériai (IBS), toszkan (TSI),
dél-dzsiai (SAS), bengali (BEB), gujarati (GIH), telugu
(ITU), punjabi (PJL) és sri lankai (STU).

Korébbi tanulmanyokbdl ismert, hogy a halldskaro-
sodast kivaltd GJB rs104894396 eltérés esetében a mi-
nor allél frekvencia szignifikdns kiillonbséget mutat.
A roma és a magyar populacidk koézotti szignifikdns
kiilonbség személyre szabott orvoslast és hatékony ke-
zelést indithat el [22].

V. tablazat
A NAT2 rs1799930, GRM7 rs11928865 és GRHL2 rs10955255, rs13263539 és rs1981361
polimorfizmusok allélfrekvencia értékeinek 6sszehasonlitasa a mar korabban lekozolt
eurdpai és azsiai populacios adatokkal (www.ensembl.org adatai alapjan)

NAT2 GRM7 GRHL2 GRHL2 GRHL2
Populaciok | rs1799930 rs11928865 rs10955255 rs13263539 rs1981361
Gaf(%) | Aaf(%) | Aaf(%) | Taf(%) | Aaf(%) | Gaf(%) | Aaf(%) | Gaf(%) | Caf(%) | Taf (%)
EUR | 1006 | 718 282 72,2 278 41,2 58,8 47,1 53,0 403 59,7
HUN 208 | 733 26,7 74,2 25,8 53,0 47,0 49,0 51,0 438 56,2
Roma | 298 | 620 38,0 744 256 49,2 50,8 62,1 37,9 56,4 43,6
CEU 198 | 702 29,8 70,7 29,3 42,9 57,1 49,0 51,0 43,9 56,1
FIN 198 | 737 26,3 65,7 34,3 31,8 68,2 374 62,2 34,8 65,2
GBR 182 | 725 27,5 70,9 29,1 423 57,7 47,8 52,2 39,0 61,0
IBS 214 | 706 294 73,8 26,2 64,3 53,7 51,9 48,1 435 56,5
TSI 214 | 720 28,0 79,0 21,0 73,0 57,9 49,1 50,9 39,7 60,3
SAS 978 | 64,0 36,0 78,0 22,0 73,0 27,0 749 25,1 74,1 25,9
BEB 172 | 733 26,7 76,7 233 72,1 27,9 72,1 27,9 69,8 30,2
GIH 176 | 61,2 388 74,8 252 69,9 30,1 718 282 723 27,7
ITu 204 | 657 343 80,9 19,1 794 206 82,8 17,2 824 17,6
PIL 192 | 635 36,5 80,2 19,8 69,3 307 70,3 29,7 69,3 307
STU 204 | 578 42,2 775 225 74,0 26,0 77,0 23,0 76,0 24,0
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KONKLUZIO

A NAT2, GRM7 és GRHL2 gén polimorfizmusok sze-
repet jatszanak a korral 6sszefiiggé halldskarosodas-
ban. A jévében a hajlamosité polimorfizmusok allél-
frekvencidiban meglévé etnikai kiilonbségeknek fon-
tos szerepe lehet a preventiv és terapias kezelések ki-
alakitasaban. Ahhoz, hogy a pontos szerepét meg tud-
juk hatdrozni ezen polimorfizmusoknak, tovabbi vizs-
gélatokra van sziikség kiterjedtebb populaciés minta-
kon.
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Abstract The purpose of this work was to characterise
the W24X mutation of the GJB2 gene in order to provide
more representative and geographicaly relevant carrier
rates of healthy Roma subisolates and the Hungarian
population. 493 Roma and 498 Hungarian healthy subjects
were genotyped for the GJB2 c¢.71G>A (rs104894396,
W24X) mutation by PCR-RFLP assay and direct
sequencing. This is the first report on G/B2 W24X muta-
tion in geographically subisolated Roma population of
Hungary compared to local Hungarians. Comparing the
genotype and allele frequencies of GJB2 rs104894396
mutation, significant difference was found in GG (98.4 vs.
99.8 %), GA (1.62 vs. 0.20 %) genotypes and A (0.8 vs.
0.1 %) allele between the Roma and Hungarian popula-
tions, respectively (p < 0.02). None of the subjects of
Roma and Hungarian samples carried the G/B2 W24X AA
genotype. Considerable result of our study, that the pro-
portion of GJB2 W24X GA heterozygotes and the A allele
frequency was eight times higher in Roma than in Hun-
garians. Considering the results, the mutant allele fre-
quency both in Roma (0.8 %) and in Hungarian (0.1 %)
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populations is lower than expected from previous results,
likely reflecting local differentiated subisolates of these
populations and a suspected lower risk for G/B2 mutation
related deafness. However, the significant difference in
GJB2 W24X carrier rates between the Roma and Hun-
garians may initiate individual diagnostic investigations
and effective public health interventions.

Keywords GJB2 c.71G>A (rs104894396W24X) -
Roma - Hungarian - Interethnic differences

Introduction

Gap junction protein, beta-2 (GJB2, MIM*121011)
encodes a 26 kDa cell-to-cell protein channel with 226
aminoacids, that facilitate the transfer of ions and small
molecules between cells. The single channel is composed
of two hemichannels called connexons, which are hexa-
mers of connexin monomers [1]. This is the reason because
they also known as connexions, thus the alternative name
of the GJB2 protein is CONNEXIN 26 (CX26) [2]. GJB2
gene is located at 13q11-q12 chromosomal region [3, 4].
Several mutations in the GJ/B2 gene have been identified
worldwide in patients with hearing impairment or geneti-
cally caused deafness [5-9]. These mutations in GJ/B2 gene
show interethnic differences. The W24X is a nonsense
mutation causing recessive deafness phenotype, detected
mostly in Indian populations [10]. In the study of 45 Indian
families with they found that the involvement of GJB2
W24X mutation as the cause of hearing impairment is
13.3 % [10]. The GJB2 c.71G>A (rs104894396, W24X)
mutation draw our attention because of high A mutant
allele frequency (32.5 %) reported from non-syndromic
deaf patients in Indian population of Kerala [11]. Based on
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the estimation of haplotype frequency, a founder effect of
W24X mutation in Indian population is suggested [11]. In
another study of Indian population (cosmopolitan city of
Hyderabad with people of different Indian ancestry) 303
nonsyndromic hearing-impaired patients were screened for
GJB2 gene and the most frequent mutation was the
p-W24X, accounting for 87 % [5].

As the Romani population, residing in different part of
Europe, thought to be originated from the Indian subcon-
tinent, it could be of major importance to study the GIB2
mutant allele frequencies of different subisolates around
the world. The Romany population of Hungary, about
250,000 people according to Hungarian census in 2001
(www.ksh.hu), represents a genetically isolated population,
characteristic with high frequency of consanguinity.
According to several sources, Roma may make up even an
estimated 8-10 % of Hungary’s population (Population
Census in Hungary 2001—Summary data; www.ksh.hu).
Previous studies of Roma/Gypsies in other population su-
bisolates like Slovakia, the Czech Republic and Spain have
shown that W24X, the most common GJB2 mutation in
India, is also the prevalent molecular defect in studied
Gypsy populations so far. W24X is spread across subiso-
lates, as expected for an ancestral founder mutation. While
variation between subisolates does exist, the average car-
rier rates, overall and in the major linguistic/migrational
categories of Balkan Gypsies, Vlax Roma, and west
European Gypsies, are consistently in the 4-5 % range.
The results classify them as one of the high-risk popula-
tions for prelingual deafness [12].

The frequencies of two common mutations (c.35delG
and c.167delT) of the connexin 26 gene were analyzed also
in three different populations of Hungary, the Hungarian,
the Gypsy and the Ashkenazi [13]. However, the W24X
mutation, despite of the reported high prevalence in Indians
[11], has not been analyzed in Gypsies living in Hungary
until yet. In slovak patients with non-syndromic hearing
loss (NSHL) the W24X mutation [14]. Fifty-four unrelated
NSHL patients from endogamous and inbred population of
Slovak Roms (Gypsies) from Eastern Slovakia were
screened for GJB2 mutations.

Several pharmacogenes were already studied by our
research group in Roma population of Hungary [15-17].
Pharmacogenetic studies of GJ/B2 gene surched for genetic
variants and mutations, that predispose to cisplatin-induced
susceptibility to hearing loss [18, 19]. However, no mutatnt
allele was found in a small group of patients (n = 11)
diagnosed with osteosarcoma, soft tissue sarcoma and
central nervous system tumors, who received cisplatin
chemotherapy and developed severe hearing loss.

The aim of our study was to evaluate the ethnic differ-
ence of GJB2 W24X mutation between the Roma and
Hungarian population living in Hungary.

@ Springer

Materials and methods
Study population

The DNA samples were from the central Biobank of the
University of Pecs that is part of the National Biobank
Network of Hungary (www.biobank.hu), as well as the
pan-European Biobanking and Biomolecular Resources
Research Infrastructure (BBMRI) (http://www.bbmri.eu/
bbmri/). The governance principles and maintenance
management of the Biobank had been approved by the
Hungarian National Research Ethics Committee. During
the collection and analysis of DNA samples and processing
of the accompanying clinical and personal data the
guidelines and regulations of the Helsinki Declaration in
1975 and the currently operative National regulations were
followed. DNA of total of 493 healthy Roma samples (250
males and 243 females, mean age 50 & 19 years, range
19-82 years) and 498 healthy Hungarian (268 males and
230 females, mean age 36 £ 12 years, range 19-62 years)
were used in the study.

Molecular methods

Genomic DNA was isolated from peripherial leukocytes
using routine salting out method, and was stored with
patients informed consent. The c.71G>A (rs104894396,
W24X) mutation of the G/B2 (MIM 121011, Chr 13) gene
was analyzed. For primer design the sequences deposited
into the GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)
were used.

Genotyping was carried out using polymerase chain
reaction (PCR) followed by restriction endonuclease
digestion (RFLP). For detection of the GIB2 W24X
mutation the following forward and reverse primers were
used: 5-TCTTTTCCAGAGCAAACCGC-3' and 5'-
GGGCAATGCGTTAAACTGGC-3'. PCR amplification
was carried out in a final volume of 50 pul on an MJ
Research PTC 200 thermal cycler. PCR conditions were as
follows: predenaturation for 2 min at 96 °C, followed by
35 cycles of denaturation for 30 s at 95 °C, annealing for
30 s at 52 °C, primer extension for 30 s at 72 °C, the final
extension at 72 °C for 5 min.

10 pl PCR product of the GIB2 rs104894396 primer
was digested by Bfal restriction enzyme. The digested PCR
product was separated by electrophoresis using 4 % aga-
rose gel stained with ethidium bromide and visualized by
an UV transilluminator. In the samples with c.71G>A GG
homozygote healthy genotype the Bfal cleaves the 723-bp
long PCR product in 300- and 423-bp fragments. While in
AA homozygote mutants the 101-, 199-, 423-bp fragments
could be detected. In order to verify the genotyping accu-
racy of the PCR-RFLP assay 10 % of the analysed samples
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Table 1 Genotype and allele frequencies of GJIB2 W24X mutation in
the healthy Roma and Hungarian population

GJB2 W24X Genotype and Roma Hungarian
mutation allele n =493 (%) n =498 (%)
c.G71A GG* 485 (98.4) 497 (99.8)
(rs104894396) G 8 (1.62) 1 (0.20)
AA 0 (0.00) 0 (0.00)
A allele 0.008 0.001
frequency*

n number of subjects

* Roma population is compared with Hungarians; p < 0.02

were direct sequenced with the same primers utilizing an
ABI PRISM 3100 AVANT genetic analyser.

Statistical analysis of data

Statistical significance (p < 0.05) was assessed by y° test
to compare the differences between studied groups. Sta-
tistical analyses were performed applying Excel for Win-
dows and SPSS 11.5 package for Windows (SPSS Inc.,
Chicago, IL).

Results

The allele and genotype frequencies of the GJIB2 c.71G>A
(rs104894396, W24X) mutation in Roma and Hungarian
populations are shown in Table 1. The allele and genotype
frequencies were in Hardy—Weinberg equilibrium both in
Roma and Hungarian subjects.

Significant differences were found comparing the fre-
quencies of the GJB2 rs104894396 GG, GA genotypes and
A allele between the Roma population (98.4, 1.62 and
0.8 %) and the Hungarians (99.8, 0.20 and 0.1 %),
respectively (p < 0.02). None of the subjects in our study
populations of Roma and Hungarian samples was found to
carry the G/B2 W24X AA genotype.

Considerable result of our study, that the frequency of
the A allele, which is responsible for different deafness
phenotype, was eight times higher in Roma than in Hun-
garians. Furthermore, the prevalence of the heterozygote
carriers of A allele were also more than eight times higher
in Roma than in Hungarian population.

Discussion and conclusions

GJB2 gene mutations are related to several different
deafness phenotypes, like Wolfram syndrome (MIM
222300), Bart-Pumphrey syndrome (MIM 149200), auto-
somal dominant 3A (MIM 601544) and autosomal

recessive 1A (MIM 220290) deafness, Hystrix-like ich-
thyosis with deafness (MIM 602540), Keratitis-ichthyosis-
deafness syndrome (MIM 148210), Keratoderma, pal-
moplantar, with deafness (MIM 148350), Vohwinkel syn-
drome (MIM 124500) (www.omim.org). Mutations in
GJB2 gene are responsible for as much as 50 % of pre-
lingual, recessive deafness [20, 21].

The predominate GJB2 mutation is ethnicity dependent.
In most Caucasian populations, the 35delG mutation in
GJB2 gene was found to account for up to 50 % of cases of
the genetic non-syndromic childhood deafness and it has
been the most studied variant [14]. It is a frameshift
mutation which creates a stop codon right to the next codon
after mutation (13th codon). In a homozygous state, no
functional C x 26 monomers are present in cells [14]. A
few other alleles have a moderate frequency, and many are
private mutations, having been reported in only one or a
few pedigrees. In populations of non-European ethnic
background, other GJB2 gene mutations predominate in
patients with hearing impairment, like W24X in India
(83-96 %) [10], 167delT in Ashkenazi Jews (76-81 %)
[22-25], R143W in Africans (e.g. Ghana 93 %) [26, 27]
and 235delC in Chinese (58-96 %) [28-30], in Koreans
(56 %) [14] and in Japanese (3474 %) [31-33].

As the predominante mutation of GJB2 gene differs
according to the ethnicity, the mutant allele frequency of
GJB2 W24X shows also ethnic differences. The prevalence
of GJB2 W24X allele frequency in Roma and Hungarian
populations was compared to previously published data of
different populations residing in different geographic areas
(Table 2).

The 71G>A(W24X) variant has been observed in
Europeans, but its prevalence is about three times higher in
Pakistanis and at least 20 times higher in Indians [10, 34—
36] (16,17,23,35). Comparing the interethnic differences of
rs104894396 polymorphisms it can be concluded, that the
GJB2 W24X mutation can not be found in healthy control
population of India [5, 37] amd in South-East Brazilian
affected people [38]. However, the highest mutant allele
frequency can be found also in Indians from South-West
region (32.5 %) [11]. The rs104894396 SNP is relatively
common in affected populations with hearing impairment
from India (18.1 % [35], 16.3 % [39], 8.62 % [37], 8.58 %
[5]) and also in people tought to be originated from Indian
subcontinent, like the Roma (Eastern Slovakia) (23.2 %)
[14] and in British Bangladeshi (14.2 %) people [40].
Noteworthy, that the Roma from Spain, the Andalusian
Gypsies, have only 4.00 % W24X mutant allele frequency,
which could mean a higher level of interethnic marriages
with European populations [41]. Also remarkable, that non-
affected people of India have also much lower (1.79, 2.4 %
[11, 35]) mutant allele frequencies than deaf patients.
Lower mutant allele frequency was found also in
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Table 2 Overview and

; . g Population Number of subjects Mutant A allele Reference

interethnic comparison of GJB2 frequency of GIB2

W24X mutant allele frequency W24X (%)

reported by previous studies

Affected people/ Healthy Affected Control
families controls people
Roma - 493 - 0.81 Current
study
Hungarian - 498 - 0.10 Current
study
Hungarian (North-East) 92 500 4.30 1.40 [42]
Roma (Eastern Slovakia) 54 - 232 - [14]
Roma (Spanish, Andalusian 34 families - 4.00 - [41]
Gypsies)
India (Chandigarh, North) 58 35 8.62 0.00 [37]
India 530 - 16.3 - [39]
India (Kerala) (South-West India) 86 168 325 1.79 [11]
India (Several parts of the country, 215 205 18.1 2.40 [35]
South and West)

India (Hyderabad) 303 200 8.58 0.00 [5]
British Bangladeshi 67 - 14.2 - [40]
Turkish 93 - 3.23 - [43]
Turkish (Istanbul) 60 - 2.50 - [44]
Brazilia (South-East) 77 - 0.00 - [38]
Thai 17 - 2.94 - [45]
Romania 75 - 5.33 - [47]
Iran 168 - 0.89 - [46]
Greek 210 - 0.50 - [36]

Hungarians (4.30 % in affected, 1.40 % in control) [42], in
affected Turkish (3.23, 2.50 % [43, 44]), Thai (2.94 %)
[45], Iranian (0.89 %) [46], Greek (0.50 %) [36] people.
The mutant allele frequency of G/B2 W24X found in the
Hungarian (0.10 %) and the Roma populations (0.81 %)
was in the very low part of the range observed in studied
populations until now (0.00-32.5 %).

Furthermore, the minor allele frequency of the studied
mutation in healthy Roma from Hungary is comparable to
the frequency of non-affected Indians.

Conclusion of our study, that samples of the Roma
population were similar to Indian populations, and differed
significantly from Hungarians studied also by others. As
the A allele is associated with higher probability of hearing
impairment, thus Roma people can be at eight times higher
risk to develop deafness. In near future it would be relevant
to implement this study design in affected Roma patient
with hearing impairment. Identifying the allele frequencies
of ethnic populations from different geographic regions can
contribute to develop molecular diagnostic protocols well
suited for that specific population.
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Abstract

Background

In the present study we aimed: 1) To establish the prevalence and clinical impact of
DFNB49 mutations in deaf Roma from 2 Central European countries (Slovakia and Hun-
gary), and 2) to analyze a possible common origin of the ¢.1331+2T>C mutation among
Roma and Pakistani mutation carriers identified in the present and previous studies.

Methods

We sequenced 6 exons of the MARVELDZ2 gene in a group of 143 unrelated hearing im-
paired Slovak Roma patients. Simultaneously, we used RFLP to detect the ¢.1331+2T>C
mutation in 85 Hungarian deaf Roma patients, control groups of 702 normal hearing Roma-
nies from both countries and 375 hearing impaired Slovak Caucasians. We analyzed the
haplotype using 21 SNPs spanning a 5.34Mb around the mutation ¢.1331+2T>C.
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Results

One pathogenic mutation (¢.1331+2T>C) was identified in 12 homozygous hearing im-
paired Roma patients. Allele frequency of this mutation was higher in Hungarian (10%) than
in Slovak (3.85%) Roma patients. The identified common haplotype in Roma patients was
defined by 18 SNP markers (3.89 Mb). Fourteen common SNPs were also shared among
Pakistani and Roma homozygotes. Biallelic mutation carriers suffered from prelingual bilat-
eral moderate to profound sensorineural hearing loss.

Conclusions

We demonstrate different frequencies of the ¢.1331+2T>C mutation in hearing impaired Ro-
manies from 3 Central European countries. In addition, our results provide support for the
hypothesis of a possible common ancestor of the Slovak, Hungarian and Czech Roma as
well as Pakistani deaf patients. Testing for the ¢.1331+2T>C mutation may be recom-
mended in GJB2 negative Roma cases with early-onset sensorineural hearing loss.

Introduction

Hearing impairment is one of the most common birth defects in humans. Approximately 50%
of all congenital deafness cases are attributable to genetic causes [1]. To date, nonsyndromic
sensorineural hearing loss (SNHL) is known to be associated with 30 genes with autosomal
dominant inheritance and more than 50 genes with autosomal recessive inheritance [2]. The
MARVELD?2 gene (MAL and Related proteins for Vesicle trafficking and membrane Link Do-
main containing 2), also known as TRIC and included in the autosomal recessive group, is lo-
cated on the chromosome 5q13.2 and linked to the DFNB49 locus [3, 4]. Human MARVELD2
gene encodes the MARVELD2/tricellulin protein composed of 558 amino acids [4]. This trans-
membrane protein is mainly concentrated in tricellular tight junctions (tT7) in the epithelial
cells of all tissues, including cochlear supporting cells, hair cells and marginal cells of stria vas-
cularis, and also weakly present in bicellular tight junctions (bTJ) [5, 6]. In the tT7J, tricellulin
provides connection between three epithelial cells, thus playing a critical role in forming an epi-
thelial barrier against paracellular flux of ions and solutes, which is essential to maintain the
ion composition of inner ear fluids and proper hearing function [5]. In humans, mutations in
the MARVELD?2 gene lead to nonsyndromic, bilateral, prelingual moderate to profound deaf-
ness [4, 7]. However, the Marveld2 knock-in mice (ortholog mutation to human c.1498C>T,
p-Arg500*) had progressive hair cell degeneration accompanied by rapidly progressing hearing
loss, although the endocochlear potential and function of stria vascularis were unaffected. Ul-
trastructural changes of TJ’s in the sensory epithelium of the inner ear may selectively change
the paracellular permeability of ions or small molecules, resulting in a toxic microenvironment
for cochlear hair cells [8].

The nonsyndromic autosomal recessive deatness locus DFNB49 was initially mapped by
Ramzan et al. (2005) in two Pakistani families. To date, six deafness causing recessive muta-
tions in this gene have been identified in 15 families worldwide [4, 7, 9, 10]. Initially, these mu-
tations were only found in patients of Pakistani origin [4, 7]. But more recently, the mutation
¢.1331+2 T>C (IVS4+2T>C) has also been identified in the European Roma population, pos-
sibly contributing significantly to the deafness etiology within this ethnic group [10]. Mutations
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in the MARVELD?2 gene may therefore represent an important cause of nonsyndromic hearing
loss in both of these populations with a possible common ancestry.

The Romanies are a unique population that according to many relevant historical studies
migrated from South Asia into Europe between the 5™ and 10" century [11, 12]. Genome-
wide studies estimate that the initial founder Roma population originated from Northwest
India approximately 1.5 thousand years ago. They migrated through the Middle East and
spread into Europe about 850-900 years ago [12, 13]. Here, the Roma population forms a con-
glomerate of genetically isolated founder subpopulations [14], characterized by high inbreeding
rate [15] and increased frequency of multiple autosomal recessive disorders compared to the
majority Caucasian population.

Studies on several hereditary disorders occurring in Roma populations from Central Europe
have been performed, including congenital glaucoma [16-18], phenylketonuria [19], heredi-
tary thrombophilia [20] and hemochromatosis [21] in Slovakia; pontocerebellar hypoplasia
type 1 [22] and Charcot-Marie-Tooth disease type 4 [23] in the Czech Republic; carnitine-re-
sponsive cardiomyopathy [24] and galactokinase deficiency [25] in Hungary. The most fre-
quent genetic cause of hearing loss identified so far in the Slovak Roma population is the
c.71G>A (p.Trp24*) mutation in GJB2 gene [26]. This corresponds to data from several other
European countries [27-29].

In our present study, the previously detected prevalence of the MARVELD2 mutation in
Czech Roma patients is taken into account with the above mentioned unique geographic and
demographic history of the Roma population in Europe, and with respect to the common geo-
political history shared by three neighboring countries (Slovakia and Czech Republic in former
Czechoslovakia twenty years ago or Slovakia, Czech Republic and Hungary in Austro-Hungari-
an Empire one hundred years ago). Thus, we sought to determine: 1) The prevalence of MAR-
VELD?2 mutations in the Slovak and Hungarian hearing impaired Roma patients, 2) whether
mutations found in the Roma population of the three Central European countries have a com-
mon origin, and 3) evaluate a possible linkage to the presumed common ancestor with the
Pakistani population.

Patients and Methods
Study source population and inclusion criteria

Slovakia. One hundred forty-three unrelated hearing impaired Roma individuals without
biallelic GJB2/GJB6 mutations were selected for MARVELD? analysis. Of these, DNA samples
from 86 patients came from DIABGENE Laboratory, IEE SAS. They were collected at boarding
schools for hard of hearing located throughout Slovakia (Bratislava, Kremnica, Lu¢enec, Krés-
nohorské Podhradie, Levoca, Presov) and at the ORL department of the University Hospital in
Bratislava in the frame of nation-wide screening for hereditary hearing loss in Slovakia (2010-
2013). Another 57 samples originated from Dept. of Molecular Biology, Faculty of Natural Sci-
ences, Bratislava and were selected from a DNA repository containing samples from previous
studies on nonsyndromic deafness and samples sent by clinical geneticists.

A control group of 200 unrelated normal hearing Roma individuals was selected and tested
for presence of the c.1331+2T>C mutation to assess its frequency in the general Roma
population.

To screen for the ¢.1331+2T>C mutation in Slovak patients of non-Roma origin, a control
group of 375 GJB2 negative unrelated Slovak (Caucasian) patients, matched for the hearing
loss phenotype (nonsyndromic severe to profound bilateral sensorineural hearing loss of pre-
lingual onset), was also tested.
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All participants provided their written informed consent to participate in this study. This
study has been approved by the Ethics Committee of the University Hospital in Bratislava,
Slovakia.

Hungary. Eighty-five unrelated hearing impaired Roma patients, irrespective of their
GJB2 status, were analyzed for the presence of the identified ¢.1331+2T>C mutation in MAR-
VELD?2 gene. They originated from Northeastern Hungary (Borsod- Abatj-Zemplén County),
near the Slovakian border.

The control group composed of 502 unrelated normal hearing Roma individuals was used
to estimate the mutation frequency in the Hungarian Roma population. Approximately half of
the controls also came from the Northeast Borsod-Abauj-Zemplén County, and the other half
from the Baranya County in the southern part of Hungary.

Czech Republic. Five MARVELD?2, ¢.1331+2T>C homozygous DNA samples from 3
families, identified in a previous study [10], were genotyped for common haplotype determina-
tion analysis.

Pakistan. Four homozygous patients with MARVELD? related deafness from two families,
one family harbouring the ¢.1331+2T>C mutation and the other with the ¢.1183-1G>A muta-
tion, were analyzed for a common haplotype. Family PKDF800 was enrolled from the Punjab
province, while family PKDF941 was originated from the Khyber Pakhtunkhwa province of
Pakistan. All patients were analyzed for a common haplotype.

MARVELD2 gene sequencing and detection of the ¢.1331+2T>C
mutation

Direct sequencing of the six exons and intron-exon boundaries of the MARVELD?2 gene was
performed using previously published primers [10]. PCR products were sequenced according
to standard procedures (Big Dye Terminator Sequencing Kit v3.1, Life Technologies, USA) and
analyzed on the ABI 3500 genetic analyzer (Life Technologies, USA). Sequences were com-
pared with reference sequence from GenBank NG_017201.1 using the SeqScape software (ver-
sion 2.7; Life Technologies, USA).

The identified ¢.1331+2T>C mutation was subsequently screened in population samples by
restriction digest detection after PCR amplification. DNA samples were amplified using 5
"CCCACCTGA TCT TCT TCC TC 3’ (forward) and 5’AAA GCC AGA TTT TAT TCA
TCCTCT A 3’ (reverse) primers and digested with Bsh1236I (BstUT) (Thermo Fisher Scientif-
ic, USA) to yield fragments of 727bp for the wild type allele and 480bp and 247bp for the mu-
tant allele.

In silico analysis of the novel variant

PolyPhen2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/index.shtml) [accessed 20 April 2014], SIFT
(http://sift.jcvi.org) [accessed 20 April 2014] and MutationTaster (mutationtaster.org) [ac-
cessed 20 April 2014] software were used to assess the potential pathogenicity of the

novel variant.

Haplotype analysis

Twenty one single nucleotide polymorphisms (rs542778, rs4699896, rs4976108, 1s67911569,
rs10059317, rs56103849, rs4252228, rs1168405, rs1168402, rs299086, rs299093, rs2434507,
1rs299075, rs299078, rs28652974, rs28409706, rs468467, rs188123810, rs467880, rs466930, and
rs2133729) spanning 5.34 megabases around the ¢.1331+2T>C mutation were genotyped.
Polymorphisms were selected from the dbSNP database with respect to their chromosomal po-
sition and minor allele frequency (MAF) value. Haplotype analysis was performed in seventeen
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¢.1331+2T>C homozygous patients: 5 Slovak probands, 7 Hungarian probands, 5 Czech (3
probands, 2 relatives) and 4 Pakistani patients from 2 families (2 relatives homozygous for
¢.1331+2T>C mutation and 2 relatives with homozygous mutation ¢.1183-1G>A).

A control group of 20 unrelated hearing impaired Roma patients and 36 unrelated normal
hearing Roma individuals without the ¢.1331+2T >C mutation was genotyped along to deter-
mine genetic variability of the selected SNP markers. All markers were genotyped by Sanger se-
quencing using ABI BigDye v3.1 chemistry after standard PCR amplification (5 PRIME master
mix; 5 PRIME, D) and ExoSAP (Affymetrix, USA) purification.

Audiological evaluation

Hearing thresholds were recorded by pure tone audiometry (PTA) or auditory steady state re-
sponses (ASSR), depending on the subject’s age and cooperation.

Results
DNA analysis of the MARVELD2 gene in Slovak patients

Screening of 143 unrelated hearing impaired Roma individuals from Slovakia detected the
¢.13314+2T>C mutation in a homozygous state in five (3.5%) and in a heterozygous state in
one affected individual. Subsequent sequencing of MARVELD? did not reveal any other patho-
genic mutations. Additionally, five polymorphisms (c.98C>T, c.898T>A, c.1146+105G>A,
c.1147-9T>G, c.1331+42G>A) were identified in homozygous state in five individuals and
one variant of unknown pathogenicity (c.950G>A) (rs148416461) was found in heterozygous
form. Bioinformatic tools predicted the c.950G>A variant to be probably pathogenic (Poly-
Phen2 score = 1.000; SIFT score = 0; MutationTaster score = 43).

Screening of 200 unrelated normal hearing Romanies revealed nine individuals heterozy-
gous for the ¢.1331+2T>C mutation. However, this mutation was not found in the group of
375 hearing impaired non-Roma (Caucasian) patients.

DNA analysis of the MARVELDZ2 gene in Hungarian Roma patients

Analysis of the ¢.1331+2T>C mutation in the group of 85 unrelated deaf Hungarian Romanies
identified seven homozygous and three heterozygous patients. In this group, the prevalence of

¢.1331+2T>C homozygotes was 8.23%. In the control group of 502 normal hearing Hungarian
Romanies, the ¢.1331+2T>C mutation was found in 5 heterozygous individuals.

Frequency of the ¢.1331+2T>C mutation

The observed frequency of the ¢.1331+2T>C allele in Slovak Roma hearing impaired patients
was 3.85% (95% CI = 1.6-6.1%), while in unaffected Slovak Roma population the frequency
was 2.25% (95% CI = 0.8-3.7%). The allele frequency of the mutation in the sample of Hungar-
ian hearing impaired Roma patients was 10.0% (95% CI = 5.5-14.5%), which is nearly three
times as much as in the Slovak deaf study group. On the other hand, the 0.5% (95% CI = 0.45-
1.70%) allele frequency in the Hungarian healthy Roma population was approximately four
times lower than in Slovak healthy Romanies. In the sample of 375 non-Roma Slovak patients
with hearing loss, the ¢.1331+2T>C mutation was not detected.

Haplotype analysis

To confirm the common ancestry of the ¢.1331+2T >C mutation in all patients from our study,
as well as among the Pakistani and Czech subjects where the mutation was first detected, we
analyzed 21 SNPs located within approximately 5.34 megabase region around the mutation.
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Fig 1. Common ancestral haplotypes of Slovak, Hungarian and Czech Romanies, and Pakistani patients. The haplotypes in Slovak (SK), Czech (C2),
Hungarian (HU) Roma and Pakistani patients with the ¢.1331+2T>C mutation, and haplotypes in Slovak Roma controls without the ¢.1331+2T>C mutation.
The ¢.1331+2T>C mutation is shown in bold. The common haplotype is highlighted in light grey.*The most similar haplotypes found in 5 out of 56 control
individuals. In the remaining 51 control individuals, haplotypes were significantly distinguishable.”The haplotype in Pakistani patients with c.1183-

1G>A mutation.

doi:10.1371/journal.pone.0124232.g001

The identified common haplotype defined by 18 SNP markers (approx. 3.89 megabases), was
shared by all Czech, Slovak and Hungarian Roma patients in a homozygous state, suggesting a
common ancestor for this mutation in Central European Roma patients (Fig 1). To determine
presence of the identified haplotype in the population sample, a selected subset of SNPs was
also genotyped in 56 unrelated Roma individuals without the mutation. The haplotype span-
ning 18 SNPs was not detected in a homozygous state in any of the analyzed control samples,
supporting the hypothesis of a common ancestry of this mutation among these patients. How-
ever, in five of control samples (showed in Fig 1), a shorter haplotype in homozygous state was
detected. The rest of genotyped control samples did not possess homozygous haplotypes simi-
lar to the identified disease haplotype. To further support the existence of the common risk
haplotype, the cosegregation of the identified haplotype with the ¢.1331+2T>C mutation was
analyzed within a single family. As shown in the Fig 2, alleles forming the risk haplotypes are
present in the affected and carrier individuals.

Fourteen common SNPs shared among two members of one Pakistani family and all Roma
patients carrying the homozygous c.1331+2T>C mutation were found. In contrast, members
of the second family of Pakistani origin harboring the c.1183-1G>A mutation possessed an
identical homozygous region with the both the Pakistani and Roma patients of only nine SNPs
wide (Fig 1).

Hearing loss phenotype in the homozygotes

Relevant audiological data were only available for Slovak hearing impaired subjects (n = 6)
from five families. The age of these patients ranged between 6-23 years. All of them suffered
from prelingual non-progressive bilateral moderate to profound sensorineural hearing loss
(Fig 3), with a downsloping audiometric curve in most of the affected individuals. The hearing
loss was partially compensated by conventional hearing aids in all but one subject with pro-
found hearing loss. None of the tested cochlear implant users carried mutation in the MAR-
VELD?2 gene.

In the Hungarian subgroup, all homozygous probands had bilateral severe to profound
deafness with minimal residual hearing. The hearing loss onset was also in the prelingual peri-
od (diagnosed between 0-12 years).
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Fig 3. Hearing thresholds recorded by PTA in Slovak homozygous subjects. P1, P2, P3, P5, P6—positive probands and P4—a family member. Dashed
line represents the calculated mean audiogram.

doi:10.1371/journal.pone.0124232.9003

Discussion
Prevalence and epidemiology of MARVELD2 mutations

To date, only eleven families of Pakistani, three of Roma and one of Iranian origin with MAR-
VELD?2-associated deafness are known in the existing literature [3, 4, 7, 10, 9]. The most fre-
quent mutation is the ¢.1331+2T>C, identified in nine families [4, 7, 10]. In our study, this
mutation was found in homozygous form in twelve additional Roma families originating from
two Central European countries (Slovakia and Hungary). The prevalence of MARVELD? relat-
ed hearing loss was 3.5% in the group of deaf Slovak Roma individuals and 8.23% in deaf Hun-
garian Roma individuals. In contrast to our initial expectations, these prevalences, particularly
in Slovakia, are lower than previously reported for the Roma population in the Czech Republic
(15.8%) [10]. The difference could be explained by the small sample size of the Czech study (3
positive of 19 tested families) [10], or by the effect of genetic drift between populations. In Paki-
stani population, the prevalence of MARVELD?2 deafness in the hearing impaired subjects has
been estimated at 1.30% [7, 30], which more closely resembles the data acquired in Slovakia.

When we look at the allele frequency of the ¢.1331+2T>C mutation, we can see a similar
contrast between the groups of Slovak (3.85%) and Hungarian (10.0%) deaf Romanies. Howev-
er, a 4.5 times higher difference in opposite direction was detected in the carrier rate of the
MARVELD2 mutation between control groups of healthy Slovak 4.5% (1:23) and Hungarian
1% (1:100) Roma individuals. The carrier rate in the Czech Romanies has been established at
2% (1:48) [10].

It is difficult to determine the exact prevalence of the ¢.1331+2T>C homozygotes in Slova-
kia due to missing data describing the number of deaf Romanies in the country. There are esti-
mates that approximately 10,200 individuals of the total population in Slovakia counting about
5.5 million are bilaterally deaf [31]. According to data from Universal Newborn Hearing
Screening Program gathered between 2009 and 2011, the incidence of congenital deafness in
Slovakia is 1.20 per 1000 newborns (unpublished data). Moreover, it is believed a further 2-3
cases per 1000 newborns have congenital hearing loss to a milder degree [32]. Furthermore, if
we consider that the Roma population in Slovakia represents about 7.45% of the total
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population [33] and the prevalence of ¢.1331+2T>C homozygotes in GJ/B2 negative hearing
impaired Romanies was shown to be 3.5%, we may estimate that MARVELD? related deafness
in Slovakia may affect up to approximately 80 families. This calculation does not take into ac-
count the inbreeding rate, which in Slovakia is the highest recorded for a European Roma pop-
ulation [15]. Thus, the actual prevalence may be even higher and further screening in Roma
subpopulations particularly in Eastern Slovakia will be required. Exact input data for Hungary
and Czech Republic are not available, although similar numbers of patients (adjusted to the
country populations) could be expected.

The other five pathogenic mutations of the MARVELD?2 gene, (c.1183-1G>A, ¢.1498C>T,
¢.1331+1G>A and c.1331+2delTGAG), to date only found in Pakistani [4, 7] and c.1543delA
in Iranian population [9], were not detected by sequencing of the six coding regions in any of
the 143 unrelated deaf Slovak Roma tested subjects. However, we have identified one variant
with unknown pathogenicity (c.950G>A) leading to amino acid exchange (Arginine to Gluta-
mine) at protein position 317. This variant was detected in five individuals in heterozygous
form. It was not present in the 1000 Genomes project Phase 1 release (www.ncbi.nlm.nih.gov/
variaton/tools/1000genomes/) [accessed 20 April 2014], but was detected in the NHLBI GO
Exome Sequencing Project in one of 6502 individuals in heterozygous form (http://evs.gs.
washington.edu/EVS/) [accessed 20 April 2014]. The structure-function relationship or clinical
effect of the ¢.950G>A substitution are not yet known. The I silico programs PolyPhen2,
SIFT and MutationTaster predicted c.950G>A to be probably pathogenic, with possible impact
on protein features or splicing of mRNA. Further studies are required to evaluate the impact of
this unknown variant.

By analyzing the ¢.1331+2T>C mutation in a Non-Roma (Caucasian) population (in a con-
trol group of 375 hearing impaired Slovak Caucasians), we have confirmed previous findings
that occurrence of this mutation in Europe is probably restricted to the Roma population, and
is still not known in Slavic Caucasian ethnicity [10].

Haplotype analysis

Until now, MARVELD2 homozygous patients in Europe have only been detected in Czech Re-
public [10], Slovakia and Northeastern Hungary (Fig 4). Their geographic distribution includes
different regions, despite a presumed isolation of certain Roma subpopulations (clans) in these
countries. Two Czech families are from the Northwest region (Usti nad Labem) and one from
South Bohemia (Ceské Budéjovice). Three Slovak families come from the Eastern (Pre$ov
County) and two from the Western (Nitra and Tren¢in County) part of the country. All Hun-
garian homozygous individuals originate from Northeastern Hungary (Borsod- Abatj-Zem-
plén County). But this is actually due to the fact that DNA samples of hearing impaired
Hungarian Roma patients were only available from this particular region.

When looking for the possible common ancestry, key historical events concerning the Cen-
tral European Roma population must be taken into account. These 3 neighboring countries
were inhabited by different Roma subpopulations. In the Czech Republic, nearly the entire
original population of Bohemian Romanies was exterminated during the World War II holo-
caust in the Nazi concentration camps. Subsequently, according to the communist regime’s so-
cial engineering projects in former Czechoslovakia, Roma were moved from their original rural
settlements in Slovakia (particularly from its eastern parts) to tenement blocks in Czech cities
[35, 36]. Consequently, the vast majority of current Czech Romanies also originate from Slova-
kia. Dominant Roma subpopulations in the Slovak Republic include Romungro (Carpathian
Roma) and Valachian (Olah) Roma. In Hungary, three major Roma groups, the Romungro
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doi:10.1371/journal.pone.0124232.g004

(inhabiting most of the country), Valachian (in Northern Hungary) and Boyash (mostly in

Southern Hungary) are recognized [37].

In the present study, we tested whether patients with the ¢.1331+2T>C mutation share a
common ancestral haplotype. In seventeen Roma patients (5 Slovak, 5 Czech and 7 Hungari-
an), we genotyped 21 biallelic polymorphisms spanning approxximately 5.34 Mb around the

mutation. Haplotype analysis revealed a common haplotype of 18 SNPs (approx. 3.9 Mb)

which was present in the homozygous state in all Roma ¢.1331+2T>C patients but none of the
56 control Roma individuals. These data support the hypothesis of common ancestor for the

¢.1331+2T>C mutation in all analyzed Slovak, Czech and Hungarian Roma patients.

The origin of the founder Roma population is considered to be in Northwest India [12]. So
tar, MARVELD? positive deafness cases are only known from Pakistan, Iran and Czech Repub-
lic (Central Europe) [4, 7, 9, 10], not from India. Studies on two other diseases (Neuronal cer-
oid lipofuscinosis and Congenital myasthenia syndrome) have already revealed a presumed
common ancestor for Roma and Pakistani populations [38, 39]. We therefore additionally ana-
lyzed two ¢.1331+2T>C Pakistani patients, whose haplotype was identical to European Roma
patients and consists of fourteen SNPs (approx. 3.36Mb). This may indicate the same origin of
¢.1331+2T>C mutation in Roma and Pakistani patients. When we compared two Pakistani
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families, each containing different MARVELD2 mutations, we only found 9 shared SNP mark-
ers (Fig 1).

Hearing loss phenotype in ¢.1331+2T>C homozygous carriers

The phenotypes of six Slovak patients with MARVELD? related deafness (Fig 3) correspond to
available literature data. Although most of the patients carrying biallelic ¢.1331+2T>C muta-
tion suffer from profound deafness, hearing loss resulting from this mutation may range from
moderately-severe to profound, with certain inter- and intrafamilial variability [3, 4, 7, 10].
The mean audiograms calculated from hearing thresholds in our six patients show a milder de-
gree of hearing loss compared to all previous studies. Patients in whom serial audiograms were
available, seemed to have a stable, non-progressive hearing loss. It may indicate that the severi-
ty of hearing impairment is fixed in the early prelingual period and the interindividual variabil-
ity is not much affected by postnatal environmental factors. Unfortunately, exact audiological
data (pure tone thresholds) from Hungarian patients were not available as only severity and
age of onset of hearing loss were noted in the accessible clinical files. Based on these data, hear-
ing loss associated with MARVELD?2 mutations is not known to develop in children older than
2-3 years, and may be considered congenital in vast majority of the cases.

Conclusions

Our study provides the first record of MARVELD?2 related deafness in Slovakia and Hungary.
It is also only the second study dealing with MARVELD2 mutations in SNHL in Europe, as
well as in the Roma population in general. We demonstrate distinct variability in prevalence
of the ¢.1331+2T>C mutation in different Central European Roma populations, which is cur-
rently the only mutation of the tricellulin gene identified in this ethnicity. Haplotype analysis
of the c.1331+2T>C mutation supports the hypothesis of a common ancestry for Slovak,
Czech and Hungarian Roma patients, as well as a common origin of the mutation in Roma
and Pakistani patients. From clinical point of view, we recommend testing for the c.1331
+2T>C mutation in G/B2 negative Roma cases with early-onset SNHL. However, in contrast
to the previous study in Czech Roma, our results did not provide as much support to regard it
as one of the most important genetic causes of nonsyndromic deafness in Romanies. Future
studies focused on other Roma subpopulations throughout Europe (particularly in the Medi-
terranean area) may further illuminate the relative importance of MARVELD?2 gene as a deaf-
ness cause in Roma. According to recent data and our opinion, its testing is not necessary in
the majority (Caucasian) population.
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