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Bevezetés 

A hallásvesztés a leggyakrabban el forduló érzékel  funkciót érint  betegség. A 

különböz  típusú hallásvesztések kialakulása nagyobb részben genetikai eredet . Az örökl d  

hallásvesztések kb. 70 %-ban egyetlen gén hibájára vezethet k vissza és nagy részük nem jár 

együtt más tünetekkel. Az elmúlt években intenzív kutatómunka eredményeként számos 

lokuszt térképeztek és sok hallásvesztés kialakulásáért felel s gént azonosítottak. Újabb gének 

azonosítása és a gének által kódolt még ismeretlen funkciójú fehérjék megismerése tovább 

segíti a hallás folyamatának megértését, lehet vé teszi a hatékonyabb genetikai diagnosztikát, 

és a terápiás lehet ségek tervezését.  

Az SZBK Enzimológiai Intézetének Funkcionális Genomika munkacsoportja 2000-

ben definiálta önálló szerkezettel rendelkez  doménként az LCCL modult, amelyet különböz  

multidomén fehérjék épít elemeként egyre több fehérjében azonosítanak. E domén típust 

el ször a Limulus polyphemus C faktorában, a Coch-5b2 (cochlin) fehérjében, és az Lgl1 (late 

gestation lung) fehérjében azonosították és jellemezték, innen származik az LCCL elnevezés. 

A bels  fül extracelluláris mátrixának f  komponense a cochlin fehérje, amely egy LCCL 

domént és két A típusú von Willebrand faktor domént (vWFA1 és vWFA2) tartalmaz. 

Kimutatták, hogy a cochlin LCCL doménjében lokalizálódó mutációk DFNA9 típusú, 

autoszomális domináns örökl désmenet , nem-szindrómás hallásvesztést okoznak. Mivel az 

LCCL domén mutációi fontos szerepet játszanak a betegség kialakulásában, 

munkacsoportunkban részletes szerkezet-funkció vizsgálatok kezd dtek. Külföldi 

munkacsoporttal együttm ködésben 2001-ben meghatározták az LCCL domén NMR 

szerkezetét és kimutatták, hogy a DFNA9-et okozó mutációk az LCCL domén konzervatív 

szerkezeti elemeit károsítják és a fehérje aggregációját okozzák. 

Célkit zések 

1. A kutatásokba bekapcsolódva doktori munkám egyik célja további mutációk keresése és 

azonosítása volt a magyar populációban, abban a reményben, hogy új típusú mutációk 

vizsgálata segítségünkre lesz a betegség patomechanizmusának tisztázásában.  

1.1. A DFNA9 klinikai tünetei alapján halláskárosodott személyek kiválasztása genetikai 

analízisre  



1.2. Új mutációk keresése és azonosítása a COCH gén LCCL domént kódoló régiójában. 

1.3. A mutáns LCCL domének expressziója és doménszerkezetre gyakorolt hatásának 

vizsgálata. 

 

2. A cochlin fehérje pontos funkciójának meghatározása, hallásban betöltött szerepének 

megismerése is fontos feladat, hiszen err l máig keveset tudunk. Ezért célul t ztem ki a 

cochlin különböz  doménjei és a bels  fül extracelluláris mátrixának komponensei között 

kialakuló kölcsönhatások vizsgálatát, amelyek el segítik a cochlin biológiai funkciójának 

megértését. 

2.1. A cochlin fehérje LCCL és A típusú von Willebrand faktor doménjeinek expressziója, 

szerkezeti jellemzése. 

2.2. A cochlin fehérje LCCL, vWFA1, és vWFA2 doménjei és különbözö extracelluláris 

mátrix fehérjék közötti kölcsönhatások vizsgálata, a kölcsönhatások kinetikai 

paramétereinek meghatározása.  

Alkalmazott módszerek 

Genetikai analízis: A Semmelweis Orvostudományi Egyetem, Fül-Orr-Gégészeti, Fej- és 

Nyaksebészeti Klinikán cochleáris implantációs listáról választottam ki azokat a betegeket, 

akik megfeleltek a DFNA9 diagnosztikai kritériumainak. 14 különböz  családból 17 érintett 

személy és 50 egészséges kontroll személy genomiális DNS mintájának elemzésével kerestem 

mutációkat a COCH gén LCCL domént kódoló régiójában. A COCH gén LCCL doménjét 

kódoló 4. és 5. exonját amplifikáltam, és dideoxi szekvenálással meghatároztam a 

szekvenciát. Annál a betegnél, akinél eltérést találtam a szekvenciában, az érintett DNS 

szakasz klónozásával, majd szekvenálásával meghatároztam a mutáció pontos helyét és 

típusát.  

Klónozás: A COCH/LCCL_V104del és COCH/LCCL_I109N mutáns doméneket kódoló 

DNS szakaszt tartalmazó pMed23, valamint a COCH/LCCL, COCH/LCCL_I109N, 

COCH/vWFA1, és COCH/vWFA2 doméneket kódoló DNS szakaszt tartalmazó pPICZ A 

expressziós vektor konstrukciókat standard rekombináns DNS technológiai módszerekkel 

állítottam el . 



A fehérjék expressziója és tisztítása: A rekombináns fehérjék expressziója Escherichia coli 

JM109 és Pichia pastoris GS115 sejtekben történt. Az expresszált fehérjék tisztítását nikkel-

Sepharose affinitás kromatográfiával és gélfiltrálással végeztem. 

SDS poliakrilamid gélelektroforézis: A fehérje minták összetételének elemzéséhez 11-22 

%-os lineáris poliakrilamid grádiens géleket használtam, redukáló és nem-redukáló 

körülmények között. 

Fehérje szekvenálás: A megtisztított fehérjék N-terminális szekvenálását egy Applied 

Biosystems471A fehérje szekvenáló készülékkel végeztük.  

Spektrofotometria: A rekombináns fehérjék koncentrációját spektrofotometriásan 

határoztam meg a következ  extinkciós koefficienseket használva: coch/LCCL, 10930 M-1 

cm-1; coch/vWFA2, 13075 M-1 cm-1.  

Cirkuláris dikroizmus (CD) spektroszkópia: A rekombináns cochlin/vWFA2 domén CD 

spektrumait 195-250 nm közötti hullámhossz tartományban, JASCO J-720 

spektropolariméterrel vettem fel. A méréseket 0,2 mg/ml koncentrációjú fehérje oldattal, 25 

mM Tris/HCl pH:8,0 pufferben, 25 oC-on végeztem. A rekombináns fehérje h denaturációját 

222 nm-en követtem, 25-85 oC közötti tartományban, majd az olvadási h mérsékletet a 

görbék els rend  deriváltjaiból határoztam meg, a spektropolariméter spektrum analízis 

programjával. 

Szekvencia elemzések: A különböz  fajokból származó cochlin/LCCL domének aminosav 

szekvenciáinak többszörös illesztéséhez a CLUSTAL W programot használtam. 

Kölcsönhatás vizsgálatok: A coch/vWFA2 domén, valamint a coch/LCCL domén és a 

humán I., II. és IV. típusú kollagének közötti kölcsönhatások vizsgálatát felületi plazmon 

rezonancia (SPR) analízissel végeztem BIAcore X készülékkel. A kinetikai paraméterek 

meghatározásához a BIAevaluation 4.0 szoftvert használtam. 

A különböz  kétérték  fémionok hatását a coch/vWFA2 domén és a kollagének 

kölcsönhatására szintén SPR-rel vizsgáltam. 

Eredmények 

1. Új LCCL domént érint  mutációk azonosítása és a mutációk hatásának vizsgálata 

1.1. Magyar populációból a süket betegek genomiális DNS-ének szekvencia elemzése során, 

egy beteg személynél azonosítottam a COCH gén LCCL domént  kódoló régiójában egy új 



típusú, heterozigóta formában megjelen  mutációt, amely DFNA9 típusú hallásvesztést 

eredményez. Ez a magyar populációban azonosított els , a világon a hetedik azonosított 

COCH gént érint  mutáció típus, amely a DFNA9 hallásvesztéshez köthet . 

1.2. A mutációval érintett DNS szakasz klónozásával meghatároztam a mutáció pontos helyét 

és típusát: egy, az 5.exonban, a 367-369. nukleotidokat érint  deléció, amely a cochlin fehérje 

LCCL doménjében a 104. pozícióban lév  valin delécióját eredményezte, a leolvasási keret 

eltolódása nélkül. A többi DFNA9 betegnél és a vizsgált kontroll személyeknél nem találtam 

mutációt az LCCL domént kódoló régióban. 

1.3. A beteg személy DNS-ét templátként használva rekombináns úton, bakteriális 

expressziós rendszerben el állítottam a V104del mutáns LCCL domént, valamint kétlépéses 

PCR mutagenezis technikával a korábban azonosított I109N mutáns LCCL domént. 

1.4. A munkacsoportunk által korábban expresszált mutánsok többségével egyez en, a vad 

típusú LCCL domén esetében sikerrel alkalmazott refoldálási protokollt használva, az általam 

expresszált Val104del és I109N mutáns LCCL domén esetében sem alakult ki a fehérje natív 

szerkezete, hanem oldhatatlan aggregátum formájában kicsapódott. 

1.5. Az LCCL domén meglév  szerkezeti információinak alapján e két mutáns fehérje 

esetében megállapítottam, hogy a mutációk konzervált aminosavakat érintenek és káros 

hatásuk az LCCL domén szerkezetének kialakításában esszenciális -struktúrák 

destabilizálásában nyilvánul meg. 

2. A humán cochlin C terminális A típusú von Willebrand faktor (vWFA2) doménjének 

szerkezeti jellemzése 

2.1. A munkám második részében rekombináns úton el állítottam a humán cochlin fehérje C-

terminális A típusú von Willebrand faktor doménjét (vWFA2). 

2.2. A coch/vWFA2 domén CD-spektuma alapján megállapítottam, hogy a domén a vWFA-

domén család többi tagjához hasonló szerkezettel rendelkezik. H denaturáció során a 

rekombináns fehérje kooperatív módon omlik össze, olvadáspontja 52 oC. 

3. Fehérje kölcsönhatások vizsgálata 

3.1. Felszíni plazmon rezonancia (SPR) mérésekkel megállapítottam, hogy a rekombináns 

humán coch/vWFA2 domén köt dik a humán I., II., és IV. típusú kollagénekhez, míg a 



rekombináns humán coch/LCCL domén nem mutat affinitást egyik kollagén típushoz sem. A 

szenzorgramok elemzéséb l meghatároztam, hogy a coch/vWFA2 domén I., II., és IV. típusú 

kollagénekkel kialakított kölcsönhatásának egyensúlyi disszociációs állandói: 7,97x10-8 M, 

9,45x10-8 M, és 1,1x10-7 M. 

3.2. 1 mM Ca 2+, 1mM Mg 2+, vagy 100 μM Zn 2+ jelenlétében végzett felszíni plazmon 

rezonancia mérésekkel megállapítottam, hogy a különböz  fémionok nincsenek hatással a 

humán coch/vWFA2 domén különböz  típusú kollagénekkel kialakított kölcsönhatására. 

Következtetések 

1. A mutációk hatásának vizsgálatai meger sítették a DFNA9 patomechanizmusára 

vonatkozó korábbi feltevéseket, amely szerint a mutációk funkciónyeréses mechanizmus által 

hatnak: a mutáns fehérje jelenléte és nem elégtelen m ködése okozza a betegséget. A betegek 

bels  fülében megtalálható nem sejtes eredet  lerakódás, a hibás szerkezet  LCCL doménnel 

rendelkez  cochlin fehérjék aggregátuma, amely évek alatt, lassan felhalmozódáva a bels  fül 

szöveteiben, a neuronok progresszív degenerációját okozza. Erre utal a betegség kései kezdete 

és progresszív jellege is. 

2. Kimutattam, hogy a cochlin fehérje nagy affinitással köt dik a II-es típusú 

kollagénhez, meger sítve a korábbi feltevést, hogy a cochlin és a II-es típusú kollagén 

kölcsönhatása kulcsszerepet játszik a cochlea és vesztibulum szerkezeti homeosztázisának 

fenntartásában. A coch/vWFA2 domén az I-es és IV-es típusú kollagéneket is er sen köti, e 

kölcsönhatások fiziológiai jelent sége azonban nem ismert.  

A fémek jelenlétében történt mérések alapján feltételezhet , hogy a cochlin vWFA2 

doménje általi kollagén felismerési mechanizmus különbözik a fémköt  motívummal (metal 

ion dependent adhesion site, MIDAS) rendelkez  vWFA domént tartalmazó fehérjékét l pl. 

az integrinekét l. 

A kölcsönhatás vizsgálatok alapján lehetséges továbbá, hogy a cochlin extracelluláris 

mátrix komponensekkel kialakítandó kölcsönhatását gátló mutációk akadályozzák a normális 

cochlin fehérje m ködését a bels  fülben, el segítve a hallásvesztés kialakulását. 
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