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Introduzione

L’ipoacusia insorta in epoca preverbale rappresenta una delle patologie piu frequenti,
interessando circa 1/1000 bambini nei paesi piu sviluppati.

L’etiopatogenesi di circa il 60% di queste forme di perdita della capacita uditiva ¢
attribuita attualmente a cause genetiche !'*”; esse vengono distinte in:

1. Forme sindromiche (30% dei casi) in cui oltre alla sordita vi sono segni e sintomi a
carico di altri apparati quali ad esempio endocrino, oculare, renale, cardiaco (Sindrome di
Usher, di Alport, di Pendred, etc.).

2. Forme non sindromiche (70% dei casi): in cui I’ipoacusia non risulta legata ad altre

patologie.
Negli ultimi anni sono stati fatti notevoli progressi nell’identificazione dei geni coinvolti
nelle ipoacusie, ma resta ancora molto da fare per quanto riguarda non solo I’identificazione
dei geni responsabili dell’ipoacusia ma anche i meccanismi molecolari alla base di questa
patologia.

Si ritiene che piu di un centinaio di geni possono essere coinvolti nelle forme ereditarie
non sindromiche: molti di essi non sono stati ancora identificati.

Da un punto di vista nosografico le ipoacusie a carattere genetico si distinguono in base

alle modalita di trasmissione in:

® Autosomica recessiva: (80-85% dei casi)
Le mutazioni a carico del gene GJB2 che codifica per la connessina 26 sono ritenute
responsabili di pit del 50% di queste forme di sorditd, almeno a livello del bacino del
Mediterraneo . Le percentuali nel resto del mondo sono varie: 30% nel Nord Europa, 40%
negli Stati Uniti, 22% in Brasile, 25% in Estremo Oriente, 17% in Ghana e 15% in Australia
(5)

1l locus contenente il gene GJB2 ¢ localizzato sul cromosoma 13 © La prima mutazione

scoperta a carico di tale gene fu individuata per in famiglie consanguinee della Tunisia "’ ma

un importante contributo fu dato, in seguito, da studi effettuati in 19 famiglie caucasiche ®
Le connessine sono una famiglia di proteine di membrana largamente espresse
nell’organismo umano (finora ne sono stati identificati pit 20 tipi diversi); ogni connessina &

costituita da quattro domini transmembrana con due loops extracellulari ed uno



citoplasmatico e si combina in esameri formare un complesso che viene definito connessone
(fig. 1); ogni connessone, a sua volta, interagisce con un altro connessone di una cellula
adiacente per formare canali intercellulari o gap junctions: tali strutture sono molto importanti

per gli scambi di elettroliti, secondi messaggeri e metaboliti **.
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Fig. 1. Struttura di una gap junction

Grazie a studi effettuati nell’epitelio sensoriale dell’orecchio interno di rettili, volatili e
mammiferi ¢ stato possibile accertare e individuare i diversi tipi di connessina che
costituiscono le “gap junctions” delle cellule sensoriali dell’orecchio interno dei mammiferi.
Da questi studi ¢ emerso che nella coclea dei mammiferi sono presenti quattro isotipi (cx 26,
¢x30, cx31, cx43) mentre nell’organo vestibolare ne sono presenti tre (cx26, cx30, cx43). La
cx26 e la cx30 sono state trovate nella regione basale della stria vascolare, nelle cellule del

lembo spirale e nelle cellule di sostegno dell’organo del Corti (Fig. 2).



Fig. 2- Sezione della coclea: in viola zone di espressione di cx26 e cx30

La cx31 ¢ collocata nelle cellule situate a livello della prominenza spirale, una regione

dove la ¢x30 non ¢ espressa e la percentuale di cx26 ¢ molto bassa (Fig. 3).

Figura 3- Sezione della coclea: in viola zone di espressione di cx31

La cx43 ¢ stata individuata solo in alcuni tipi di fibrociti 10,

La mutazione pi comune nella connessina 26 ¢ la delezione in posizione 35 di una

singola guanina da una sequenza di sei guanine (35delG); questa mutazione causa un



prematuro stop della sintesi della proteina ®) Oltre alla 35 del G, che ¢ la piu frequente, sono
state riscontrate anche altre mutazioni poco comuni come la 167delT e la 235delC &

Clinicamente 1’ipoacusia associata alla mutazione 35delG ¢ ad insorgenza preverbale, ¢
neurosensoriale e non & progressiva s

Mutazioni nella cx 26 possono anche essere, in rari casi, cause di sordita autosomiche
dominanti: Sono state individuate nove mutazioni responsabili di sordita dominanti tra cui:
M34T, W44C, W44S, R75W, D66H ™12,

Anche se la maggior parte delle sordita ereditarie ¢ imputata ad una mutazione del gene
GJB2 in una condizione di omozigosi, sono stati trovati casi in cui non erano presenti
mutazioni della cx26 o si presentava una condizione di eterozigosi quindi la mutazione di un
solo allele. Studi su questi casi hanno suggerito la presenza di altri geni coinvolti nella sordita
e collocati sullo stesso punto nel cromosoma. Questa ipotesi ¢ stata confermata dal
ritrovamento di due delezioni che non riguardano il gene GJB2 ma interessano il gene GJB6
che codifica per la connessina 30, localizzato nello stesso locus di GJB2. Queste delezioni
chiamate del(GJB6-D13S1830) e del(GIB6-D13S1854), sono state trovate in soggetti
omozigoti o in doppia eterozigoti con la mutazione di GJB2 (13.14)

Studi hanno dimostrato che la prima delezione (del(GJB6-D13S1830)), ¢ molto frequente
in Spagna, Francia, Inghilterra, Israele e Brasile, ¢ meno frequente negli USA, Belgio e

Australia e molto rara nel Sud Italia (15). La seconda delezione, identificata piui recentemente,

anch’essa molto frequente in Spagna, ¢ stata identificata solo nel Nord Italia.
Inoltre ¢ stato riscontrato che mutazioni di GJB6 possono essere responsabili di sordita

. ) . (16
autosomiche dominanti ( ).

Anche altre mutazioni nei geni che codificano per le restanti connessine presenti in
percentuali minori nell’orecchio interno possono essere coinvolte nei disturbi uditivi e
causare sordita dominanti, recessive o partecipare nelle forme sindromiche. I geni interessati
sono: GJB1 che codifica per la connessina 32, una mutazione in questo gene pud causare la

forma X-linked Charcot-Marie-Thoot di tipo 1 (17); GJB3 che codifica per la connessina 31:

(18)

una mutazione in questo gene puo portare sia sordita che disturbi cutanei =, a seconda di

dove ¢ collocata la mutazione.



e Autosomica dominante: (10-15%)

Attualmente molto interesse in letteratura ¢ rivolto verso il locus della regione q13-q14 del
cromosoma 11 (fig. 4), che codifica per la miosina non convenzionale VIIA, uno dei membri
di una vasta famiglia di proteine motrici che si muovono lungo i filamenti citoplasmatici di

actina.

Fig. 4 — Locus della myosina VIIA

Il gene della miosina VIIA ¢ composto da 49 esoni (compreso il primo esone non
tradotto) con un trascritto principale (mRNA) di 7643 coppie di basi. Il codone di inizio
(ATG) ¢ localizzato nel secondo esone (in posizione 273) mentre il codone di stop (TGA) ¢

localizzato nell’esone 49 (fig. 5).
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Fig. 5 — Struttura del gene della myosina VIIA



Mutazioni a carico di questo gene possono essere implicate anche in alcune forme
sindromiche ereditate in maniera autosomica recessiva come la sindrome di Usher 1B (19’20), e

(21,22)

la sua variante atipica , ma soprattutto in forme distinte di sordita, ereditate, invece, in

maniera autosomica dominante (DFNAT11) @1.23.24)

In partcoloare Liu et al. *" hanno riscontrato una delezione di nove coppie di basi
nell’esone 22, responsabile della creazione di dimeri aberranti non funzionali; Bolz et al. @3
hanno individuato una mutazione dissenso a livello dell’esone 21 capace di modificare un sito
della proteina legante la calmodulina; Lijendijk et al. ®* hanno, invece, ravvisato una
mutazione dissenso nell’esone 13 capace di determinare una sostituzione di Asn con Ile.
Grazie ad un modello molecolare costruito dagli autori si ¢ realizzato che tale mutazione cade

nel dominio della testa della proteina, proprio nel sito responsabile dell’idrolisi dell’ ATP.

® X linked: (3%)
si esprime solo nei maschi quando il gene ¢ recessivo come avviene per il gene POU3F54
codifica per un fattore trascrizionale che controlla lo sviluppo embrionale e Ia

differenziazione cellulare dell’orecchio interno.

e  Mitocondriali: (1%).
Trattandosi di mutazioni che vanno ad incidere sul corretto funzionamento dei mitocondri,
praticamente ubiquitari nell’organismo, danno vita per lo pit di forme sindromiche, in cui,
chiaramente, vengono maggiormente colpiti i tessuti a pill alto fabbisogno di ATP. Tra queste
sindromi ricordiamo:

- MELAS - mitochondrial myopathty, encefalopathy, lactic acidosis and stroke-like

episodes (25:26)

Sintomi: ictus, miopatia mitocondriali, acidosi lattica sordita;
- MERFF - myoclonic epilepsy with ragged red fibers @n
Sintomi: miocolono epilessia, atassia, deterioramento cognitivo, atrofia ottica, sordita;
- KSS - sindrome di Kearn Sayre “**”
Sintomi: oftalmoplegia progressiva, alterazioni della pigmentazione retinica, disturbi del
ritmo cardiaco, disfunzioni cerebellari, crisi comiziali, deterioramento cognitivo.

- Diabete mellito associato a sordita %,



Esistono, tuttavia, anche delle forme non sindromiche, che interessano cioe esclusivamente la
coclea: in tali forme si riscontrano mutazioni a carico generalmente di due geni del DNA

mitocondriale (mtDNA):

e gene 12SrRNA

Tale gene codifica per la subunita 12S del rRNA mitocondriale: una riduzione in termini
quantitativi di tale rRNA comporta un decremento delle capacita di sintesi proteica, andando
ad incidere in particolar modo sui complessi LIII e IV della catena respiratoria e, quindi, sulla
sintesi di ATP @',
Una alterazione in termini qualitativi potrebbe invece creare dei siti di interazione con
antibiotici aminoglicosidici con conseguente effetto tossico simile a quello sfruttato contro i
batteri.
Le mutazioni piu frequenti a carico di 12SrRNA sono rappresentate da:

- A1555G %Y,

- 961delTCn (34);

- T1391C %,

¢ Gene tRNA(ser)
Tale gene codifica per il tRNA della serina. Le mutazioni influiscono, tuttavia, sul
processing del precursore del tRNA(ser) comportando, quindi, non un’alterazione
qualitativa ma una diminuzione del 60-70%dei livelli di tale RNA transfer .
Tale decremento comporta la conseguente diminuzione complessiva della sintesi proteica
mitocondriale ed accumulo di polipeptidi anomali o di proteine incomplete a livello
endocellulare, con effetto tossico per le cellule stesse @GN,
Le mutazioni piu frequenti a carico di tale gene sono rappresentate da:
- A7445G ©Y;
- 7472inC ®%;

- T7510CeT7511C “O,



Scopi della ricerca

1) eseguire un attento screening audiologico-genetico delle ipoacusie, in particolare delle
forme non sindromiche che oltre ad essere quelle pil frequenti, pongono le maggiori difficolta
diagnostico-etiologiche non manifestando altri segni e sintomi extrauditivi. In particolare si &
cercato di stabilire la prevalenza delle principali mutazioni genetiche coinvolte nella
patogenesi della ipoacusia nell’ambito della popolazione presa in esame. Nello stesso tempo,
in particolari casi in cui era possibile allargare lo studio ad altri componenti della famiglia, ¢
stato possibile individuare la presenza di alcune mutazioni mai descritte finora;

2) allestire una procedura metodologica audiologico-genetica utile nella diagnosi precoce
dell’ipoacusia e che possa essere tradotta in una precoce riabilitazione protesica dei soggetti
con conseguente recupero dell’udito e delle capacita verbali del bambino;

3) approntare uno specifico software dedicato alla elaborazione dei singoli esami audiometrici
in modo da cercare di abbinare un particolare genotipo ad una specifica tipologia di ipoacusia:
tale correlazione genotipo-fenotipo permette di operare nella pratica clinica un corretto

couseling genetico.



Casistica e Metodologia

L’indagine ¢ stata eseguita su soggetti ipoacusici identificati nell’Unita di Audiologia
dell’Universita Federico II di Napoli, nell’Istituto Smaldone di Napoli e Salerno ed in varie
strutture ospedaliere Campane in base alle seguenti caratteristiche:
- eta compresa tra 2 mesi e 56 anni;
- ipoacusia congenita o postverbale insorta prima dei 40 anni di eta
- almeno 25 dB di perdita nell’orecchio migliore (I’orecchio migliore & stato valutato
con la media dei valori delle frequenze 500, 1000, 2000, 4000). Per le misure fuori
scala ¢ stato inserito il valore di 125 db.
I criteri di esclusione erano rappresentati da:
- prematurita, basso peso e sofferenza ipossica alla nascita, iperbilirubinemia, traumi
cranici;
- infezioni batteriche o virali contratte durante la gravidanza o postatali,
- assunzione di farmaci ototossici;
- esposizione a traumi acustici;
- forme sindromiche.
Sono stati selezionati 191 pazienti affetti da ipoacusia neurosensoriale bilaterale; tali soggetti
sono tutti di origine Campana tranne 5 che sono di origine non Campana e 3 adottati, su cui
quindi non si hanno notizie familiari.
In una prima fase ¢ stata effettuata un’attenta analisi anamnestica dei soggetti selezionati, in
modo da poter individuare eventuali altri familiari con una significativa perdita uditiva,
compilare un albero genealogico il piu dettagliato possibile ed escludere forme sindromiche
ed ipoacusie dovute a cause diverse da quelle genetiche. In tal modo ¢ stato possibile avere
informazioni sul tipo di trasmissione della patologia nella famiglia in esame per individuare
per esempio forme recessive, dominanti o sporadiche.
Tutti i soggetti inclusi nello studio, i genitori ed alcuni parenti prossimi sono stati poi
sottoposti ad una attenta valutazione audiologico che ha previsto I’effettuazione di diversi
esami strumentali:
- Esame audiometrico tonale standard e automatico: per la valutazione della soglia

uditiva, del tipo di sordita e delle caratteristiche dell’audiogramma.



- Audiometria vocale: per I’esame dell’intellegibilita delle parole e della comprensione
verbale.

- Impedenzometria: studio delle curve timpanometriche e dei riflessi stapediali.

- ABR: valutazione obiettiva della soglia e della conduzione nervosa dello stimolo.

- Indagini sull’apparato vestibolare: ricerca Ny spontaneo, di posizione e di
posizionamento, valutazione del VOR, Head Shaking test e potenziali evocati

vestibolari.

Per lo studio genetico si & proceduto, previo consenso informato scritto, ad un prelievo di 10
ml di sangue venoso, che sono stati conservati in EDTA, a temperatura ambiente, ed inviati
per I’analisi molecolare entro 48 ore al laboratorio di genetica. La seconda fase della ricerca
ha infatti previsto 1’estrazione del materiale biologico (DNA/RNA) dai campioni di sangue
presso I'Istituto Internazionale di Genetica e Biofisica di Napoli, in collaborazione con il
Servizio di Genetica Medica dell’Ospedale Casa di Sollievo della Sofferenza di S. Giovanni
Rotondo (Fg).

La ricerca delle mutazioni ¢ stata innanzitutto realizzata mediante sequenziamento diretto,
analizzando in primo luogo il gene GJB2 (connessina 26). Nei casi in cui veniva
identificata una sola mutazione (eterozigosi) si procedeva alla ricerca di mutazioni nel gene
GJB6 (connessina 30), e all’eventuale presenza delle due delezioni (del GJB6-D13S1830 e
del GIB6-D13S1854) a monte del gene GJB6 recentemente identificate come causa di
ipoacusia .

Nel caso di identificazione di mutazioni nuove, prima di attribuire all’alterazione
molecolare un significato patologico & stato necessario realizzare le verifiche
universalmente note nel campo della ricerca (escludere che non si tratti di un
polimorfismo, segregazione con la patologia, saggi per la verifica di funzionalita, etc.).

Per tutti i soggetti in cui non venivano identificate mutazioni nei suddetti geni si ¢ realizzata
un’analisi di “linkage” genetico per individuare il locus contenente il gene responsabile della
patologia. In tali casi (si tratta di tre famiglie) si ¢ allargata I’indagine ad un numero quanto
piu vasto di familiari, in modo da ottenere dati precisi circa la sede della mutazione e la sua

modalita di trasmissione.
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Risultati

Tra i 191 soggetti selezionati e analizzati, sono stati individuati:
-54 soggetti appartenenti a famiglie con modalita di trasmissione autosomica recessiva;
-27 soggetti appartenenti a famiglie con modalita autosomica dominante;
-110 soggetti sporadici.
Sono state analizzati, inoltre, in dettaglio i componenti appartenenti a tre diverse famiglie
in cui la mutazione interessava rispettivamente:

» il gene GJB2 (ma veniva ereditata secondo una modalita di trasmissione autosomica
dominante),

» il locus nella regione q13-q14 del cromosoma 11, che codifica per la miosina non
convenzionale VIIA;

» il gene 12SrRNA, ubicato sul DNA mitocondriale (mtDNA).

I soggetti selezionati sono stati innanzitutto sottoposti ad analisi molecolare per il gene
GJB2 che codifica per la connessina 26. Sono stati identificati 24 soggetti omozigoti per la
delezione 35delG, di cui 14 soggetti sporadici ed i rimanenti 10 appartenenti al gruppo
degli autosomici recessivi. La percentuale di omozigoti nel gruppo dei 191 pazienti risulta
quindi di 12.5% (24/191).

Prendendo in considerazione solo i casi sporadici e familiari recessivi (164 soggetti), la
percentuale di omozigoti risulta di 14,6%, mentre considerando solo i casi con trasmissione
autosomica familiare recessiva (54 soggetti) la percentuale degli omozigoti risulta essere
44%.

Dei 24 soggetti omozigoti identificati, 2 presentano un’ ipoacusia di grado moderato con
una perdita compresa trai41 e i 70 db; 3 presentano un’ ipoacusia di grado severo con una
perdita compresa tra 71 e 95 db; 19 presentano un’ipoacusia di grado profondo con una

perdita superiore a 95 db.
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Nessun soggetto presenta ipoacusia di grado lieve (21-40 dB). 1l tipo di ipoacusia &
congenito € non progressivo: sono tutti soggetti giovani con eta inferiore ai 32 anni e non

c’¢ correlazione tra il tipo di perdita uditiva e I’eta. (Tab. 1 e Fig. 6).

Omozigoti 35delG
Sigla soggetto

125 250 500 1000 2000 4000 8000
A0l 90 100 110 115 125 125
GOS8 85 90 85 105 105 125 125
A129 45 45 70 80 75 80 90
A10 95 100 115 120 115 125
G19 90 100 105 110 115 125
Al8 35 40 45 65 55 55 65
All5 85 90 115 120 125 125
G24 80 100 110 125 125 125 125
A23 45 65 80 80 65
G26 40 40 65 60 60
O1 90 105 110 120 110 105
G28 75 90 95 110 125 125
G32 80 90 95 90 75
AT7 80 95 125 125 125 125
A85A 80 90 100 105 115 125 125
G36 75 80 95 125 125 125
02 90 90 110 110 125 125

Al134 85 85 90 100 105 125 125
G41 75 85 85 100 105 100 100
AS51 90 90 100 125
G51 95 95 105 105 115 125
G56 70 80 90 100 110 120 125
A65 90 80 95 100 115 115 125
03 75 85 100 110 125 125 125

Tab. 1. Perdite uditive dei soggetti omozigoti 35delG



Omozigoti 35delG
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Fig. 6. Curve audiometriche dei soggetti omozigoti 35delG

Tra i soggetti presi in esame 8 individui sono risultati doppi eterozigoti per la 35delG su un
allele ed un’altra mutazione nota sull’altro allele, tra cui 2 sporadici e 6 recessivi. (Tab. 2 e

Fig. 7). Considerando tutti i soggetti (191) la percentuale di doppi eterozigoti ¢ del 4,1%,

considerando solo i casi sporadici e recessivi (164) la percentuale risulta del 4,8%.
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Codice

Eta Mutazione soggetto Perdita uditiva
125 |250 | 500 | 1000 |2000 |4000 |8000

3anni |35delG/167delT |A17 40 |45 |60 |70 75 65 65
14 anni | 35delG/del E120 | A79 40 140 |50 60 60
24 anni |35 delG/E47X | A83-1 60 |70 |70 |85 85 75 70
20 anni | 35delG/W77R | A125 50 |60 |75 |75 85 65 70
10 anni | 35delG/L90OP A25-1 25 |35 |45 55 80 75
3anni |35delG/Y65X A37 65 |60 |80 (80 70 75 85
11 anni |35delG/R127H | A46 60 |80 |85 85 100 | 125
39 anni | 35delG/G12V All3 45 160 |70 |70 70 70 75

Tab. 2. Perdite uditive e mutazioni identificate nei soggetti doppi eterozigoti 35delG/altro.

dB HL

140

125

Doppia eterozigosi 35delG/altro

Frequenza (Hz)
250 500 1000 2000 4000

8000

100

120

—e—A17
—s—A79
A83-
A125
—x— A25-
—e—A37
——A46
——A113

1

1

Fig. 7. Curve audiometriche dei soggetti doppi eterozigoti 35delG/altro.
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Il soggetto A46 (mutazione R127H), I'unico che presenta un’ipoacusia di tipo profondo &

di origine non campana. Tale mutazione non ¢ stata riscontrata in nessun altro soggetto

esaminato.

Sono stati individuati 2 soggetti doppi eterozigoti non 35delG tra cui 1 recessivo e 1

sporadico (2/191=1%; 2/164=1,2%) (Tab. 3 e Fig. 8).

Sigla
eta mutazione |soggetto Perdita uditiva
125 |250 |500 | 1000 {2000 |4000 |8000
19 anni V271/F83L | A67 40 |35 |45 |90 115 |115 |125
54 anni V153I/L90P | A108 25 |35 |45 |55 65 70 85

Tab. 3. Perdite uditive e mutazioni identificate nei soggetti doppi eterozigoti non 35delG.

Le mutazioni V271 ed F83L sono state riscontrate solo nel soggetto A67 anch’esso di

origine non campana.

dB HL

20

40

60

80

100

120

140

Doppia eterozigosi non 35delG
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.
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Figura 8. Curve audiometriche dei soggetti doppi eterozigoti non 35delG.

15



Sono stati individuati 4 soggetti con una singola eterozigosi 35delG, 2 recessivi e 2

sporadici (Tab. 4 e Fig. 9); considerando tutti i soggetti in esame, la percentuale di

individui con questa caratteristica ¢ del 3,6%; considerando solo i casi sporadici e

recessivi, la percentuale ¢ del 4,2%.

Sigla soggetto Perdita uditiva
125 250 |500 |1000 2000 4000 8000
G58-1I-1 70 75 90 100 105 115 125
A56 80 85 100 |105 95 85 80
A7l 55 60 65 75 75 75 100
A90 35 50 45 50 55
Tab. 4. Perdite uditive nei soggetti con singola eterozigosi 35delG.
Singola eterozigosi 35delG
Frequenza (Hz)
125 250 500 1000 2000 4000 8000
0
20 A
40 1 —o—G58-II-1
£ 60 _= AS6
Q80 - ___= A71
100 el A90
120 -
140

Fig. 9. Curve audiometriche dei soggetti con singola eterozigosi 35delG.
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Ancora, trai 191 soggetti ne sono stati identificati 8 con singola eterozigosi non 35delG tra

cui 3 con familiaritd recessiva e 5 sporadici (8/191=4,1%; 8/164=4,8%) (Tabella 5 e

Figura 10).

Mutazione Sigla soggetto Perdita uditiva
125 | 250 |500 | 1000 [2000 |4000 |8000

c579del A A36-C 80 |80 |85 95 85
V371 A26 15 |35 |45 |40 50 75 70
V1531 A54 45 |50 |60 |75 80 75 80
V1531 A97 45 |50 |60 |85 105 115 |[125
G160S A130 70 |70 |80 80 80
L90P A138 15 |10 |25 |50 65 60 70
V1531 A139 80 |85 |85 |85 85 70 75
L90P A140 110 |100 [110 |115 [120 |125

Tab. 5. Perdite uditive e mutazioni identificate nei soggetti con singola eterozigosi non 35delG.

Singola eterozigosi non 35delG

Frequenza (Hz)
125 250 500 1000 2000 4000 8000

0
20
—o—c579delA A36-C
40 A —8— V371 A26

V153I A54

60 % V1531 A97
80 ’H‘if—?iﬁf\;*//% __ | |—%—G160S A130

dB HL

—e— | 90P A138

100 ~ —+— V1531 A139
——L90P A140
120 =

140

Figura 10. Curve audiometriche dei soggetti con singola eterozigosi non 35delG.
I soggetti con mutazione su un singolo allele sono stati analizzati anche per la ricerca di
mutazioni nei geni GJB6 (analizzando la presenza delle due delezioni a monte di tale

gene, riportate in letteratura come causative di ipoacusia).
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Per tutti i soggetti esaminati non ¢ stata identificata alcuna mutazione nel gene GJB6.
Per i rimanenti soggetti non ¢ stato possibile, al momento, identificare con certezza una
causa genetica. Nella Tab. 6 e sono riportati i valori audiometrici di un campione di 22

soggetti sporadici e con trasmissione familiare recessiva.

Idiopatici Sporadici/Fam. Rec. :gene non identificato

125 250 500 1000 2000 4000 8000
G10 55 75 95 90 95 90 65
A04 40 45 60 85 95 95 125
A0S 45 40 40 45 65
Al3 90 85 90 105 100 125
Al6 25 30 35 50 55 60 70
A20 50 60 80 100 110 100 125
A21 75 105 125 125 125 125 125
A28 25 35 50 50 60 60
A39 90 95 100 115 120 125 125
A49 80 95 110 125 125 125 125
A64 25 20 30 60 65 70 60
A68 40 60 70 80 110 125 125
A104 |25 20 20 20 30 40
A106 |35 35 40 60 70 70
Al18 |75 85 90 105 125 125 125
A122 |20 25 35 45 45 45
Al124 |85 95 105 110 90 90
Alll 90 100 110 115 125 125
A100 |25 30 35 60 80 85
A8l 40 40 50 55 55 50
A78 75 90 95 100
G23 35 30 45 50 60
A80 60 65 90
A127 |20 20 20 20 20 65
A121 35 45 65 65 65
A103 |85 90 95 105 110 105 125
GO1 65 80 100 95 100 85 90
G04-1 |60 60 80 80 85 75 65
A59 45 50 65 90 75 70

Tabella 6. Perdite uditive identificate nei soggetti idiomatici sporadici e familiari recessivi

per cui non é stato identificato il gene.



Nella fig. 11 vengono illustrati i relativi esami audiometrici.

Idiopatici Sporadici/Fam. Recessivi:gene non identifical

Fraquenza (Hz)
125 250 500 1000 2000 4000 8000

20
40 -
60 -
80 -
100
120
140

dB HL

——G10
—=— AO4
A05
A13
—x— A16
—e— A20
—— A21
—— A28
A39
A49
A64
A68
A104
A106

Fig. 11. Curve audiometriche nei soggetti idiomatici sporadici e familiari recessivi per cui

non ¢ stato identificato il gene.

Le perdite uditive di tali soggetti, al contrario di quanto mostrato nella Figura 6, in cui

erano riportate quelle dei soggetti omozigoti 35delG, mostrano una grande variabilita

riguardo al tipo di ipoacusia (da lieve a profondo).
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Individuazione di una famiglia con mutazione di GJB2 a trasmissione autosomica

dominante

La nostra attenzione si ¢ soffermata inoltre sull’unica famiglia in cui la trasmissione era
autosomica dominante; sono stati valutati con le indagini audiologiche descritte e con

analisi genetica fino ad ora sette soggetti, di eta compresa trai 16 ed i 53 anni (fig. 11).

I —O

: e W m

T3EN T3SN T35M

5
° o

T3SN Ta5N

TS5N

Fig. 11- Albero geneaologico

I dati strumentali sono riassunti nella tab. 7 ; di particolare interesse & stato il rilievo di
alterazioni vestibolari, finora mai riscontrate nei soggetti affetti da alterazioni della sintesi

di connessina; in particolare:

- in sei pazienti (86%) erano presenti anomalie quali nistagmo verticale in basso
(1soggetto), ipofunzione labirintica bilaterale in tre pazienti, ipofunzione labirintica
monolaterale in due soggetti;

- 1 potenziali vestibolari hanno mostrato alterazioni nell’86% dei casi: erano assenti
bilateralmente in un soggetto, vi era una differenza di ampiezza interaurale in tre

soggetti ed in uno era presente una riduzione di ampiezza bilaterale.
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Pz. | Eta| Audiometria | Ty | Ty | RSDx | RSSn | ABR | OAEs | OAE Esame VEMPS | VEMPS
tonale Dx | Sn Dx Sn vestibolare Dx Sn
B.A. |53 Ipoacusia | Tipo | Tipo | Assenti | Assenti | Assenti | Assenti | Assenti | Ny verticale | Prescon | Prescon
neuros. bilat. A A in basso amp amp
ridotta ridotta
B.C. |47 | Anacusiadx, | Tipo | Tipo | Assenti | Assenti | Assenti | Assenti | Assenti Ipofunz Assenti Assenti
ipoacusia A A labir.dx
neurosens sn
B.V. |26 Ipoacusia | Tipo | Tipo | Assenti | Assenti | Assenti | Assenti | Assenti | Ipofunz.labir | Presenti Presenti
neuros bilat A A bilat, >sin
B.M. |24 | Anacusiasn. | Tipo | Tipo | Assenti | Assenti | Assenti | Assenti | Assenti | Preval labir | Pres con | Prescon
Ipoacusia A A dx amp amp
neurosens dx ridotta ridotta
B.R. 20 Residui Tipo | Tipo | Assenti | Assenti | Assenti | Assenti | Assenti Normale Presenti, | Presenti,
uditivi A A ridotti, ridotti,
con differ | con differ
interaurale | interaurale
B.P. 16 Ipoacusia Tipo | Tipo | Assenti | Assenti | Assenti | Assenti | Assenti | Ipofunz labir | Presenti Presenti
neuros. bilat A A bil con differ | con differ
interaurale | interaurale
B.S. 14 Residui Tipo | Tipo | Assenti | Assenti | Assenti | Assenti | Assenti | Ipofunz labir | Presenti Presenti
uditivi A A bil con differ | con differ

interaurale | interaurale

Tab. 7 — indagini audio-vestibolari

In base all’indagine genetica tutti i soggetti sono risultati eterozigoti per una nuova
mutazione del gene della connessina 26,dovuta ad una mutazione di una base (C—A) al

nucleotide 164, risultante in una sostituzione della treonina con 1’ asparagina al codone 55

(mutazione T55N) (figura 12)

B

normal sequence

! \ll
LA A

T55N C—A at nuclecticde 164

A

Fig. 12. Cromatogrammi indicanti la mutazione in soggetti sani (A) e malati (B).
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Studi funzionali (esperimenti di transfezione cellulare) sembrano indicare che la proteina
cosi mutata, sebbene espressa in quantita simili a quella del soggetto normale, difetti nel

traffiking intracellulare e non riesca a raggiungere il suo sito sulla membrana (fig. 13).

Cx-EYFP bright field

Cx26wt

Cx30wt

Cx26T55N

Cx26wt +
Cx26 TS5N

Cx30wt +
Cx26 TS5N

Fig. 13 Localizzazione della Cx26 wt e mutata a livello intracellulare
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Individuazione di una famiglia portatrice di una mutazione del gene della myoVIIA

L’analisi dell’albero genealogico nella famiglia in esame ha evidenziato in tutti i soggetti

affetti una trasmissione autosomica dominante (fig. 14)

0—4 ‘——o

[ 1A Az [
]un ||m iuz |||s |||s [ ]é')r [ ]é [ ]*1 WAz JUCAN S A2 | s T | |||m ]um [ |||23 024 |||zs I3 |||zr iz |||2.9 [
At Az WE  NEPNT O Pz LETRN EVY T CRURRIELY CRT witp Pie at N2 Nz Nz N NE NE N

Fig. 14. Albero genealogico.
Le caratteristiche cliniche erano quelle di una sordita late onset (I’eta media di insorgenza era
di 6-7 anni) ma con costante progressione nel corso degli anni. L’entita dell’ipoacusia era, in

media, di grado grave (fig. 15)

125 250 500 1000 2000 3000 4000 6000 8000
. . . . . . . .

20

30

40
i —— Sn

50 = Dx

60

70 \://\-

80

90 +

dBHIL

100

Fig. 15 - Audiogramma medio della famiglia in esame
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L’analisi di linkage ha evidenziato un Lod Score statisticamente significativo (2.78) con il
locus localizzato nella regione q13-q14 del cromosoma 11, che codifica per la miosina non
convenzionale VIIA. In tale locus, nella famiglia oggetto dello studio, ¢ stata riscontrata una
nuova mutazione mai descritta finora: si tratta di una variazione nucleotidica che da origine ad

un cambiamento aminoacidico (Ala-Val) nella zona amino-terminale della proteina.
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Individuazione di una famiglia portatrice di una mutazione mitocondriale

In un’altra famiglia la trasmissione mostrava i chiari aspetti di una trasmissione
matrilineare, per cui ¢ stata messa subito in evidenza una ereditarieta mitocondriale;
allargando il numero di familiari esaminati, si ¢ notato, pero, che in alcuni componenti di
tale famiglia era comunque presente una mutazione a carico di Cx26 che seguiva una

modalita di trasmissione mendeliana classica (fig. 16 e tab. 8)

A——o0

I-1 I-2

A Al A | Al AW A
-1 | -2 1-3 | 11-4 1I-5 | -6 -7 | 1I-8 09 (1-10 O-11) 0-12 [-13] [-14 11-15 [0-16  11-17 | 1I-18
7 8 15 16 4 33

m-12 34 5 ¢ 9 10 111213 14 17 181920 21 2223 24 25 26 97 28 29 303 33

Fig. 16. Albero genealogico
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SiglaCx26 imtDNA Ipoacusia Problemi vestibolari
(G296A) |A1530G

CL -3 | + + Perdita grave bilaterale da 2000 in su | Ipofunzione labirintica dx
61 aa
CS -7 | - + Perdita da 2000 in poi Nistagmo spontaneo diretto a dx. Ipofunzione
56 aa sinistra
SD -8 | + + Perdita da 3000 in poi Ipofunzione dx
46 aa
SS A15-§ + + Perdita da 2000 in poi Nistagmo spontaneo diretto a sx.
39 aa
CA I-11 | + + Perdita da 2000 in poi Nella norma
48 aa
VM 12 | - - Normoudente Nella norma
45 aa
CcM 11-13 | + + Dip monolaterale a 6-8 KHz Ipofunzione labirintica sx
55 aa
CL 115 | + + Perdita sulle basse frequenze e da Nella norma
46 aa 000 in poi
CA o) - - Profondo dip monolaterale a 4 KHz Nella norma
31aa
cc 12| + - Normoudente Nistagmo spontaneo diretto a sx; Ipofunzione
26 aa labirintica dx
CG /14| NE NE  |Normoudente Nella norma
32 aa Lievissimo dip monolaterale a 8 KHz
CcC H-15| + + Dip a 6Khz, monolaterale Nistagmo spontaneo diretto a sx; Ipofunzione
27 aa destra
CT N-16| + + Perdita da 1000 in poi, protesizzata Nistagmo spontaneo diretto a dx. Ipofunzione
24 aa sinistra

CA|lI-17| + + Normoudente Nistagmo spontaneo diretto a sx; Ipofunzione
21 aa destra
CG 22| - - Normoudente Ipofunzione labirintica sx
24 aa
CA 1-23| - - Ipoacusia monolaterale profonda Nella norma
22 aa
PN 26| + + Normoudente Nella norma
25 aa

I soggetti 11.7 e 1I-8 sono cugini: le mamme sono sorelle

Tab. 8 indagini audio-vestibolari.
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Discussione e Conclusioni

La sordita ¢ una patologia largamente diffusa nella popolazione. Attualmente pero, per
molti soggetti I’eziologia rimane sconosciuta; a tal fine, in questo lavoro di tesi sono stati
analizzati soggetti prevalentemente di origine Campana. I soggetti sono stati analizzati da
un punto di vista audiologico e genetico per la ricerca delle mutazioni nei geni attualmente
identificati come i maggiori responsabili delle ipoacusie neurosensoriali non sindromiche.
Il contributo del gene GJB2 nelle sordita neurosensoriali non sindromiche varia in diverse
popolazioni e questa eterogenita genetica ¢ enfatizzata anche dalla variazione della
frequenza di specifiche mutazioni tra le diverse popolazioni.

La frequenza della mutazione 35delG da conto di circa il 70% degli alleli mutati nel Nord-
Sud Europa. La frequenza della 35delG ¢ ancora piu alta nei paesi vicino al Mediterraneo.
Nei soggetti esaminati in questo studio la percentuale degli alleli mutati (35delG) risulta
essere di circa 75% (60/80). Considerando solo i soggetti con origine Campana la
percentuale ¢ di 78 % (60/76). Per le altre mutazioni identificate nella zona codificante del
gene GJB2, si puo riscontrare che le mutazioni piu frequenti sono la V1531 (5 alleli) e la
LI90OP (4 alleli).

I risultati ottenuti confermano I’'importanza del gene GJB2 nella patogenesi delle sordita
neurosensoriali. Nel campione Campano esaminato inoltre non sono state riscontrate
mutazioni nel gene GJB6.

Per quanto, poi, riguarda la correlazione genotipo-fenotipo, diversamente da come

41) - .. . . .. . .
@D in cui si evidenzia una distribuzione bimodale (moderata e

riportato in letteratura
profonda) per le perdite uditive dei soggetti omozigoti, si puo invece osservare che nel
campione Campano esaminato la distribuzione degli esami audiometrici nei soggetti con
omozigosi 35delG (Fig. 6) presenta perdite uditive prevalentemente profonde con una
percentuale del 79% (19/24). Nei campioni idiopatici (Fig. 11) si osserva invece una
distribuzione degli audiogrammi molto pil ampia. Per le altre categorie non & possibile
fare una chiara correlazione genotipo-fenotipo ad eccezione della conferma del dato che
per quanto riguarda le ipoacusie a trasmissione autosomica dominante, le perdite uditive
sono post-verbali e piu lievi rispetto a quelle dei soggetti con mutazioni recessive.

Infine ¢ da segnalare 1’individuazione di tre famiglie in cui il carattere sordita veniva

ereditato con modalita di trasmissione diverse; in particolare:
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» famiglia 1: il gene GJB2 presentava una nuova mutazione T55N ereditata secondo

una modalita autosomica dominante: nei membri di tale famiglia, inoltre,
I’ipoacusia neurosensoriale profonda & accompagnata da anomalie della funzione
vestibolare .

Questa nuova mutazione sembrerebbe determinare una alterazione della proteina tale
da renderle difficile il raggiungimento del suo sito naturale di azione, ovvero la
membrana cellulare;

famiglia 2: ¢ stata identificata una nuova variazione nucleotidica che dava origine ad
un cambiamento aminoacidico (Ala-Val) nella zona amino-terminale della proteina: la
mutazione da noi trovata non ¢ ancora associata ad un modello molecolare per cui nel
prossimo futuro la ricerca mirera ad individuare il processo biochimico deficitario alla
base del deficit funzionale della proteina nell’ambito della famiglia in esame.

Altri obbiettivi rimangono da un lato la migliore conoscenza delle funzioni della
miosina VIA nella fisio-patologia dell’audizione e dall’altro spiegare perché mutazioni
a carico di un gene espresso non solo nell’orecchio ma anche in altri tessuti (retina,
testicolo, polmone e rene) diano in realta luogo solo a deficit uditivi (funzione
vicariante da parte di altre proteine?);

famiglia 3: I’esame dell’albero genealogico esprime chiaramente, soprattutto nella
discendenza diretta di II-7 e II-8 (che sono, peraltro, tra loro cugini) una trasmissione
della mutazione mitocondriale secondo classica linea matrilineare.

Come spesso accade, tuttavia, nelle ipoacusie a carattere genetico ad un particolare
genotipo non corrisponde necessariamente lo stesso fenotipo, essendo quest’ultimo
influenzato da quattro ordini di fattori:

a) la contemporanea presenza di una mutazione a carico del gene della Cx 26
riscontrata, nel caso della famiglia oggetto di studio, oltre che in II-8 anche
in altri discendenti maschi (ed in una donna) in seconda generazione. Tale
mutazione, essendo a carico di un gene nucleare, segue una trasmissione
mendeliana  classica completamente differente dalla ereditarieta
mitocondriale;

b) le condizioni di omoplasmia ovvero di eteroplasmia della mutazione
mitocondriale;

c) l’eta dei pazienti. E’ verosimile, infatti, che soggetti giovani, pur essendo

portatori di una o di entrambe le mutazioni, non abbiamo ancora sviluppato
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d)

un danno cocleare clinicamente evidenziabile ovvero di gravita
paragonabile a quella di altri soggetti con lo stesso genotipo;

fattori ambientali, come eventuali infezioni virali (da sospettare sempre
soprattutto nelle forme monolaterali) ovvero 1’impiego di antibiotici
aminoglicosidi (peraltro non utilizzati dai membri della famiglia oggetto

dello studio).
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