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Bevezetés

A hallasvesztés a leggyakrabban el6forduld érzékelé funkciot érintd betegség. A
kiilonboz6 tipusu hallasvesztések kialakulasa nagyobb részben genetikai eredetii. Az 6rok16d6
hallasvesztések kb. 70 %-ban egyetlen gén hibajara vezethetdk vissza és nagy résziik nem jar
egylitt mas tiinetekkel. Az elmult években intenziv kutatbmunka eredményeként szamos
lokuszt térképeztek és sok hallasvesztés kialakulasaért felelds gént azonositottak. Ujabb gének
azonositasa és a gének altal kodolt még ismeretlen funkcidju fehérjék megismerése tovabb
segiti a hallas folyamatanak megértését, lehetévé teszi a hatékonyabb genetikai diagnosztikat,
és a terapias lehetdségek tervezését.

Az SZBK Enzimologiai Intézetének Funkcionalis Genomika munkacsoportja 2000-
ben definialta 6nallé szerkezettel rendelkezé doménként az LCCL modult, amelyet kiilonb6z6
multidomén fehérjék épitéelemeként egyre tobb fehérjében azonositanak. E domén tipust
elészor a Limulus polyphemus C faktoraban, a Coch-5b2 (cochlin) fehérjében, és az Lgll (late
gestation lung) fehérjében azonositottak és jellemezték, innen szarmazik az LCCL elnevezés.
A bels6 ful extracellularis matrixanak f6 komponense a cochlin fehérje, amely egy LCCL
domént és két A tipust von Willebrand faktor domént (VWFAL és vVWFA?2) tartalmaz.

Kimutattak, hogy a cochlin LCCL doménjében lokalizalodé mutaciok DENA9 tipust,
autoszomalis domindns 6roklédésmenetli, nem-szindromas hallasvesztést okoznak. Mivel az
LCCL domén mutacioi fontos szerepet jatszanak a betegség kialakulasaban,
munkacsoportunkban  részletes  szerkezet-funkcio  vizsgalatok kezdddtek.  Kiilfoldi
munkacsoporttal egytittmiikodésben 2001-ben meghataroztak az LCCL domén NMR

szerkezetét és kimutattak, hogy a DFNA9-et okozé mutaciok az LCCL domén konzervativ

Célkitiizések

1. A kutatdsokba bekapcsolodva doktori munkam egyik célja tovabbi mutaciok keresése és
azonositasa volt a magyar populdcioban, abban a reményben, hogy 10j tipusi mutdciok

vizsgalata segitségilinkre lesz a betegség patomechanizmusanak tisztazasaban.

1.1. A DFNAO klinikai tiinetei alapjan hallaskarosodott személyek kivalasztasa genetikai

analizisre



1.3. A mutans LCCL domének expresszidja és doménszerkezetre gyakorolt hatasanak

vizsgalata.

2. A cochlin fehérje pontos funkcidjanak meghatarozasa, hallasban bet6ltott szerepének
megismerése is fontos feladat, hiszen err6l maig keveset tudunk. Ezért célul tiiztem ki a
cochlin kiilonb6z6 doménjei és a belsé fiil extracellularis matrixanak komponensei kozott
kialakulé kolcsonhatasok vizsgalatat, amelyek elésegitik a cochlin bioldgiai funkcidjanak
megertését.
2.1. A cochlin fehérje LCCL és A tipusti von Willebrand faktor doménjeinek expresszioja,
szerkezeti jellemzése.
2.2. A cochlin fehérje LCCL, vWFAL, és vVWFA2 doménjei ¢és kiilonbozo extracellularis
matrix fehérj¢k kozotti kolcsonhatasok vizsgalata, a kolcsonhatasok —kinetikai

paramétereinek meghatarozasa.

Alkalmazott modszerek

Genetikai analizis: A Semmelweis Orvostudomanyi Egyetem, Fiil-Orr-Gégészeti, Fej- és
Nyaksebészeti Klinikan cochlearis implantacios listarol valasztottam ki azokat a betegeket,
akik megfeleltek a DFNA9 diagnosztikai kritériumainak. 14 kiilonb6z6 csaladbol 17 érintett
személy és 50 egészséges kontroll személy genomialis DNS mintajanak elemzésével kerestem
mutaciokat a COCH gén LCCL domént kodolo régidjaban. A COCH gén LCCL doménjét
kodolé 4. és 5. exonjat amplifikaltam, és dideoxi szekvenalassal meghataroztam a
szekvenciat. Annal a betegnél, akinél eltérést talaltam a szekvencidban, az érintett DNS
szakasz klonozasaval, majd szekvenalasaval meghataroztam a mutacio pontos helyét és
tipusat.

Klénozas: A COCH/LCCL_V104del és COCH/LCCL_I109N mutans doméneket kodold
DNS szakaszt tartalmazd pMed23, valamint a COCH/LCCL, COCH/LCCL I109N,
COCH/vWFAL, és COCH/VWFA2 doméneket kodoldo DNS szakaszt tartalmazé pPICZaA
expresszids vektor konstrukciokat standard rekombinans DNS technologiai modszerekkel

allitottam el6.



A fehérjék expresszidja és tisztitidsa: A rekombinans fehérjék expresszidja Escherichia coli
IM109 és Pichia pastoris GS115 sejtekben tortént. Az expresszalt fehérjék tisztitasat nikkel-
Sepharose affinitas kromatografiaval és gélfiltralassal végeztem.

SDS poliakrilamid gélelektroforézis: A fehérje mintak Osszetételének elemzéséhez 11-22
%-os linearis poliakrilamid gradiens géleket hasznaltam, redukalé és nem-redukald
koriilmények kozott.

Fehérje szekvenalas: A megtisztitott fehérjék N-terminalis szekvenalasat egy Applied
Biosystems471A fehérje szekvenalo késziilékkel végeztiik.

Spektrofotometria: A rekombinans fehérjék koncentraciojat  spektrofotometriasan
hatéroztam meg a kovetkezo extinkcids koefficienseket hasznalva: coch/LCCL, 10930 M
cm’; coch/vWFA2, 13075 M'em™.

Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszképia: A rekombinans cochlin/vWFA2 domén CD
spektrumait  195-250 nm  kozotti  hullimhossz  tartomanyban, JASCO  J-720

222 nm-en kovettem, 25-85 °C kozotti tartomanyban, majd az olvadasi hémérsékletet a
gorbék elsdrendli derivaltjaibol hataroztam meg, a spektropolariméter spektrum analizis
programjaval.

Szekvencia elemzések: A kiilonb6z6é fajokbdl szarmazod cochlin/LCCL domének aminosav
szekvenciainak tobbszoros illesztéséhez a CLUSTAL W programot hasznaltam.
Kolcsonhatas vizsgalatok: A coch/VWFA2 domén, valamint a coch/LCCL domén ¢és a
human L., II. és IV. tipust kollagének kozotti kolesonhatasok vizsgalatat feliileti plazmon
rezonancia (SPR) analizissel végeztem BlAcore X késziilékkel. A kinetikai paraméterek
meghatarozasahoz a BlAevaluation 4.0 szoftvert hasznaltam.

A kiilonbozé  kétértéki fémionok hatasat a coch/VWFA2 domén és a kollagének

kolcsonhatasara szintén SPR-rel vizsgaltam.

Eredmények

1. Uj LCCL domént érinté muticiok azonositisa és a mutaciok hatasanak vizsgalata

1.1. Magyar populaciobdl a siiket betegek genomialis DNS-ének szekvencia elemzése soran,



tipus®, heterozigota formaban megjelend mutaciot, amely DFNA9 tipust hallasvesztést
eredményez. Ez a magyar populacioban azonositott elsd, a vilagon a hetedik azonositott

COCH gént érinté mutacio tipus, amely a DFNAO hallasvesztéshez kotheto.

1.2. A mutacioval érintett DNS szakasz klonozasaval meghataroztam a mutacié pontos helyét
és tipusat: egy, az S.exonban, a 367-369. nukleotidokat érintd delécid, amely a cochlin fehérje
eltolodasa nélkiil. A tobbi DFNA9 betegnél ¢és a vizsgalt kontroll személyeknél nem talaltam

mutaciot az LCCL domént kodolo régioban.

1.3. A beteg személy DNS-ét templatként hasznalva rekombinans uton, bakterialis
expresszios rendszerben eléallitottam a V104del mutans LCCL domént, valamint kétlépéses

PCR mutagenezis technikaval a korabban azonositott [109N mutans LCCL domént.

1.4. A munkacsoportunk altal korabban expresszalt mutansok tobbségével egyezben, a vad
tipusit LCCL domén esetében sikerrel alkalmazott refoldalasi protokollt hasznalva, az altalam
expresszalt Vall04del és 1109N mutans LCCL domén esetében sem alakult ki a fehérje nativ

szerkezete, hanem oldhatatlan aggregatum formajaban kicsapodott.

1.5. Az LCCL domén meglévé szerkezeti informacidinak alapjan e két mutans fehérje
esetében megallapitottam, hogy a mutdciok konzervalt aminosavakat érintenek és karos
hatdsuk az LCCL domén szerkezetének kialakitasaban esszencialis [B-struktirak

destabilizalasaban nyilvanul meg.

2. A human cochlin C terminalis A tipusii von Willebrand faktor (vWFA2) doménjének

szerkezeti jellemzése

2.1. A munkam masodik részében rekombinans uton eléallitottam a human cochlin fehérje C-
terminalis A tipust von Willebrand faktor doménjét (VWFA2).

2.2. A coch/vWFA2 domén CD-spektuma alapjan megallapitottam, hogy a domén a vWFA-
domén csalad tobbi tagjahoz hasonld szerkezettel rendelkezik. Hédenaturacid soran a

rekombinans fehérje kooperativ modon omlik dssze, olvadaspontja 52 °C.
3. Fehérje kolcsonhatasok vizsgalata

3.1. Felszini plazmon rezonancia (SPR) mérésekkel megallapitottam, hogy a rekombinans

human coch/VWFA2 domén kotédik a human 1., II., és IV. tipusu kollagénekhez, mig a



rekombinans human coch/LCCL domén nem mutat affinitast egyik kollagén tipushoz sem. A
szenzorgramok elemzésébdl meghataroztam, hogy a coch/vWFA2 domén 1., I1., és IV. tipusu
kollagénekkel kialakitott kélcsonhatasanak egyensulyi disszocidciés allandéi: 7,97x10™ M,

9,45x10® M, és 1,1x107 M.

3.2. 1 mM Ca *, ImM Mg %, vagy 100 uM Zn ** jelenlétében végzett felszini plazmon
rezonancia mérésekkel megallapitottam, hogy a kiilonb6z6 fémionok nincsenek hatassal a

human coch/vWFA2 domén kiilonbo6z6 tipust kollagénekkel kialakitott kolcsonhatasara.

Kovetkeztetések

1. A mutaciok hatasanak vizsgalatai megerésitették a DFNA9 patomechanizmusara
vonatkozo korabbi feltevéseket, amely szerint a mutaciok funkcionyeréses mechanizmus altal
hatnak: a mutans fehérje jelenléte és nem elégtelen mitkddése okozza a betegséget. A betegek
belsé fiilében megtalalhaté nem sejtes eredetii lerakodas, a hibas szerkezetit LCCL doménnel
rendelkez6 cochlin fehérjék aggregatuma, amely évek alatt, lassan felhalmozodava a belsé fiil

és progressziv jellege is.

2. Kimutattam, hogy a cochlin fehérje nagy affinitassal kotédik a Il-es tipusu
kollagénhez, megerdsitve a korabbi feltevést, hogy a cochlin és a Il-es tipusi kollagén
kolesonhatasa kulcsszerepet jatszik a cochlea és vesztibulum szerkezeti homeosztazisanak
fenntartasaban. A coch/VWFA2 domén az I-es és IV-es tipust kollagéneket is erésen koti, e
kolesonhatasok fiziologiai jelentdsége azonban nem ismert.

A fémek jelenlétében tortént mérések alapjan feltételezhetd, hogy a cochlin vVWFA2
doménje altali kollagén felismerési mechanizmus kiilonbozik a fémko6td motivummal (metal
ion dependent adhesion site, MIDAS) rendelkezd VWFA domént tartalmazo fehérjékétdl pl.
az integrinekétol.

A kolesonhatas vizsgalatok alapjan lehetséges tovabba, hogy a cochlin extracellularis
matrix komponensekkel kialakitando kolesonhatasat gatldé mutaciok akadalyozzak a normalis

cochlin fehérje mitkodését a belso fiilben, eldsegitve a hallasvesztés kialakulasat.
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