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I) Rappels sur la pathologie
Parmi les surdités isolées prélinguales, la surdité récessive DFNB1 (MIM220290) est la plus fréquente (20 à 40% suivant les études). Cette surdité  est le plus souvent liée à  des mutations du gène GJB2 (connexine 26) dont notamment la mutation récurrente 35delG. Toutefois, cette surdité peut aussi de façon plus rare être provoquée par des délétions de grande taille affectant le gène GJB6 localisé à proximité du gène GJB2. Dans la plupart des cas, une délétion récurrente appelée delGJB6-D13S1830 est observée soit à l’état homozygote soit plus régulièrement à l’état hétérozygote en association en trans avec une mutation du gène GJB2, ces deux mutations affectant donc des allèles parentaux différents. 

La surdité DFNB1 se caractérise par un début prélingual. Elle est toujours bilatérale et n’est jamais associée à des malformations de l’oreille interne. La surdité DFNB1 peut être légère à profonde et une corrélation génotype phénotype a pu être mise en évidence. Le gène GJB2 code la connexine 26.

 Les connexines sont des protéines transmembranaires qui s’assemblent en hexamères pour former à la surface des cellules des connexons. Chaque connexon d’une cellule s’assemble à un connexon de la cellule adjacente pour former une jonction communicante (gap junction). 21 gènes codent pour les connexines chez l’homme. Chaque connexine a un profil d’expression qui lui est propre. Lorsque plusieurs connexines sont exprimées dans un même tissu elles peuvent s’assembler pour former des connexons hétérotypiques. De même les jonctions communicantes formées par l’assemblage de 2 connexons peuvent être également homo ou hétérotypiques. 

Dans la cochlée, les connexines 26, 30, 31 et 43 sont exprimées. Les connexines 26 et 30 sont présentes dans les cellules de support des cellules sensorielles et dans leurs cellules adjacentes. Elles sont aussi présentes dans les fibrocytes du ligament spiral et du limbus spiral et dans les cellules intermédiaires et basales de la strie vasculaire.  Les jonctions communicantes forment donc deux réseaux dans la cochlée, un réseau épithélial et  un réseau conjonctif. Les fonctions de ces jonctions communicantes sont encore hypothétiques. Elles sont probablement spécifiques d’un tissu à l’autre. Elles permettent le passage d’ions et de molécules. Ce transport est hautement régulé. Leur répartition dans la cochlée suggère qu’elles jouent un rôle clé dans les échanges ioniques, le transport du K+ et la survie des cellules ciliées, mais aussi dans le potentiel endocochléaire de la strie vasculaire. 

Les différentes surdités dues à des atteintes des connexines sont soit isolées soit associées à des atteintes cutanées. En effet, de nombreuses connexines sont exprimées dans la peau, dont les connexines 26, 30 et 31.
Les différentes surdités dues à des atteintes des connexines :

	Connexine
	Gène
	Surdité isolée récessive
	Surdité isolée dominante
	Surdité + atteinte dermatologique

	CX26
	GJB2
	DFNB1

Prélinguale

Bilatérale

Sans malformation de l’oreille interne 
Légère à profonde
	DFNA3

Début avant 30 ans

Sans malformation de l’oreille interne 

	Surdité + PPK

Surdité + PPK mutilante (Syndrome de Vohwinkel)

Syndrome de KID

Syndrome de Bart Pumphrey

	CX26 et del CX30


	GJB2-GJB6 (del 13q11-12)
	DFNB1

Prélinguale

Bilatérale

Sans malformation de l’oreille interne 
Sévère à profonde
	
	

	CX30
	GJB6
	
	DFNA3

Apparition tardive
	-Syndrome de KID
- HED ( Syndrome de Clouston)*

	CX31
	GJB3
	Surdité **
	DFNA2 ?

Apparition tardive
	Surdité + Neuropathie périphérique

	CX43
	GJA1
	Surdité**
	
	


· *Syndrome s’accompagnant exceptionnellement de surdité

· ** Surdité décrite mais restant à confirmer

PPK : Kératodermie palmoplantaire

KID : Kéradermia, ichtyosis, deafness

HED : Hydrotic ectodermal dysplasia
Le gène GJB2 MIM121011 (Gap Junction protein Beta 2, 26 kDa) est localisé sur le chromosome 13 en 13q12.11 (chr13:19659609-19665037). Deux autres gènes de connexine encadrent GJB2 en position 13q12 : GJA3 en position centromérique (chr13:19614120-19615427), et GJB6 en position télomérique (chr13:19694102-19703067). GJB2 s’étend sur environ 5 kb et est composé de 2 exons, seul le deuxième exon est codant. Celui-ci comprend un cadre ouvert de lecture autorisant la synthèse d’un peptide de 226 aminoacides. L’ADNc du gène GJB2 a été cloné pour la première fois en 1992. Depuis, environ 150 variations nucléotidiques ont été rapportées incluant 25 polymorphismes. 

La liste de ces mutations est consultable sur le site http://davinci.crg.es/deafness/. Une base de données des mutations françaises est en cours d’élaboration ; elle est accessible sur http://www.umd.be/DFNB1-GJB2/. Les laboratoires français effectuant le diagnostic moléculaire du locus DFNB1 sont invités à soumettre les mutations DFNB1. Un mot de passe leur est transmis afin qu’il puissent consulter la base. Il est important de noter que la fréquence de certaines mutations récurrentes varie selon les origines ethniques. Ainsi, la mutation 35delG est la plus fréquente dans les populations d’origine caucasienne, en revanche les mutations 167delT et 235delC sont respectivement majoritaires dans les populations d’origine juives ashkénaze et asiatique. 

Le caractère délétère de certains allèles est encore controversé tel que les mutations M34T, V37I et R127H. Les résultats des études fonctionnelles, de l’étude de population contrôle et de l’étude de grandes séries de patients DFNB1 permettent de conclure en l’état actuel, que ces mutations lorsqu’elles sont présentes à l’état homozygote, ou lorsqu’elles sont  associées à une autre mutation du gène GJB2 en trans pourraient être soit non délétères soit  responsables d’une surdité légère ou moyenne.  Il n’est pas non plus exclu que la pénétrance de ces mutations soit conditionnée par l’existence d’une ou plusieurs autre mutation en cis non détectée (allèle double mutant).
Des grandes délétions du gène GJB6 et/ou des régions en 5’ du gène GJB6 ont été identifiées comme pouvant causer une surdité DFNB1. Ces délétions dont del(GJB6-D13S1830) et del(GJB6-D18S1854) peuvent être soit homozygotes soit associées en trans à une mutation de GJB2. 

II) Critères d’étude

Les Indications 

Elles concernent les patients et leurs apparentés à l’exclusion des mineurs non atteints. Les études familiales sont justifiées en cas de bénéfices directs pour les patients ou en cas de protocoles de recherche. Dans ces études familiales, l’ensemble des membres atteints et non atteints peuvent être prélevés au décours d’une consultation médicale spécialisée suivant le Décret n°2008-321 du 4 avril 2008 (JO 6 avril 2008). 

L’analyse du locus DFNB1 est justifiée chez les patients atteints car la surdité associée à une atteinte du gène GJB2 est le plus souvent profonde et présente à la naissance qui nécessite une prise en charge précoce permettant un développement du langage. 

En cas de surdité isolée

--> Etude du locus DFNB1
Chez des sujets atteints (cas sporadiques ou cas familiaux compatibles avec une transmission de type AR)
Surdité : 

· Prélinguale ou <10ans

· Bilatérale

· Sévérité: profonde à légère

· Stable ou évolutive

· Sans malformation de l’oreille interne (OI)

--> Etude de GJB2 exon 2
Chez des sujets atteints (cas familiaux avec une transmission de type AD)

             Surdité :

· Avant 30 ans

· Bilatérale

· Sévérité: profonde à légère

· Stable ou évolutive

· Sans malformation de l’oreille interne (OI)

En cas de surdité avec atteinte dermatologique

· Surdité + Kératodermie palmoplantaire

· Surdité + PPK mutilante (Syndrome de Vohwinkel)

· Syndrome de KID
· Etude de l’ exon 2 de GJB2
Le diagnostic prénatal d’une surdité isolée n’est pas pratiqué à ce jour

.III-Stratégie d’étude :

A-Surdité isolée (AR ou sporadique)

Etude du gène GJB2 séquence de référence : (NM_004004)
a-Proposant (Figure 1)
1- Recherche de la mutation c.35delG

2- Etude de l’exon 2 et des séquences flanquantes

· En présence de 2 mutations délétères 

· Etude familiale pour vérifier la ségrégation des mutations et arrêt

· En présence d’1 mutation délétère et d’1 mutation à effet variable



- surdité légère   ->  Etude familiale et arrêt



- surdité profonde ->  on continue en 3 et 4

· En présence d’1 mutation délétère ou absence de mutation -> on continue en 3 et 4

3- Recherche des délétions del(GJB6-D13S1830) et del(GJB6-D13S1854)

· En présence d’une délétion homozygote ou hétérozygote avec une mutation de GJB2 : Etude familiale et arrêt

· En l’absence de délétion et de mutation GJB2   -> Arrêt

· Si présence d’une délétion ou d’une mutation GJB2  -> on continue en 4

· En présence  d’une origine de l’Est de l’Europe -> on continue en 4

  4- Etude de l’exon 1
· En l’absence de mutation dans l’exon 1  

Cas sporadique arrêt

Cas familial informatif Etude des marqueurs de la région 13q12 ou arrêt
· En présence d’une mutation délétère de l’exon 1 et d’une mutation GJB2 ou d’une délétion de GJB6 ->  Etude de la ségrégation et arrêt
b- Conjoint  non atteint
L’étude comprendra l’analyse des exons 1 et 2  et la recherche des délétions de GJB6 
B-Surdité dominante ou syndromique

 Etude de l’exon 2 du gène GJB2
· En présence d’une mutation délétère : Etude de la ségrégation et arrêt

· En l’absence de mutation : arrêt ou étude d’autre gène en fonction de la pathologie.
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Compte rendu de l’analyse de GJB2 et des délétions de GJB6
· a) Surdité NS de l’enfant sporadique ou AR

· Présence de 2 mutations délétères dont la ségrégation a été vérifiée.

· Le génotype sera donné sous la forme [Mut 1]+[Mut 2]

· L’effet de chaque mutation sur l’audition sera précisé.

· Il sera précisé le rôle du génotype dans la surdité

· le risque de récurrence de 25% pour une prochaine grossesse du couple sera annoncé

· Il sera proposé une étude des apparentés

· Il sera indiqué sur le CR que le résultat devra être rendu accompagné d’un conseil génétique

· Présence des mutations à effet variable : M34T, V37I, R127H (Double hétérozygotes ou homozygotes)
· Rappeler la fréquence des porteurs hétérozygotes dans la population générale française : M34T : 1/40, V37I : 1/117, R127H : 1/75 environ

· Si la surdité est profonde ou sévère, la probabilité pour laquelle les mutations à effet variable  soient impliquées est faible 

· Si la surdité est légère ou moyenne, les mutations à effet variable  peuvent être impliquées  

· Présence d’ 1 mutation délétère

Vérifier que l’analyse des exons 1 et 2 ainsi que celle des délétions de GJB6 ont été effectuées (si non transfert du prélèvement à un labo effectuant les compléments de l’analyse)

· Indiquer la prévalence de la mutation trouvée dans la population générale si connue: 1/65 environ pour 35delG dans la population française

· Rappeler l’hétérogénéité des surdités

· Indiquer la sensibilité de la méthode (dHPLC 90% à 95%)

· Indiquer en conclusion que la surdité peut soit être due à GJB2 (la 2° mutation n’ayant pas été trouvée) soit être due à une autre cause

· Proposer une étude des apparentés sourds

· Il sera indiqué sur le CR que le résultat devra être rendu accompagné d’un conseil génétique

· Absence de mutation

Vérifier que l’analyse de l’exon 2 de GJB2 dans sa totalité et des délétions de GJB6 ont été effectuées ainsi que l’analyse de l’exon 1 dans les cas de consanguinité ou d’origine particulière (si non le transfert du prélèvement à un laboratoire effectuant les compléments de l’analyse sera effectué)

· Indiquer la sensibilité de la méthode (dHPLC 90-95%)

· Rappeler l’hétérogénéité génétique des surdités

· Cas des porteurs hétérozygotes d’une mutation délétère non atteints.

Proposer une consultation de conseil génétique.
· b) Surdité syndromique ou Dominante

· Présence d’une mutation délétère

· Vérifier la ségrégation de la mutation. Il pourra souvent s’agir d’une néomutation.

· Le résultat devra être rendu accompagné d’un conseil génétique

· Présence d’une mutation non décrite

· Vérifier la pathogénicité de la mutation (logiciel de simulation type Polyphen, SIFT, conservation de l’AA dans les espèces, localisation dans la protéine (être très prudent !). Vérifier la ségrégation de la mutation en cas de surdité dominante.
IV Annexes 

1)Fréquence allèlique des mutations dans 1718 patients DFNB1 (Snoeck et coll Am J Hum Genet 2005)

Non-Truncating mutations

	Mutation
	No. (%)
	Mutation
	No. (%)
	Mutation
	No. (%)

	M1?
	3 (0.10)
	I82M
	4 (0.13)
	R143W
	13 (0.42)

	T8M
	1 (0.03)
	V84L
	5 (0.16)
	E147K
	9 (0.29)

	G12V
	2 (0.07)
	L90P
	57 (1.86)
	M151R
	1 (0.03)

	K15T
	2 (0.07)
	L90V
	1 (0.03)
	V153I
	5  (0.16)

	I20T
	2 (0.07)
	M93I
	1 (0.03)
	D159N
	1 (0.03)

	V27I
	10 (0.33)
	V95M
	16 (0.52)
	C174R
	1 (0.03)

	R32C
	2 (0.07)
	H100L
	1 (0.03)
	R184P
	21 (0.74)

	R32H
	4 (0.13)
	H100P
	1 (0.03)
	R184W
	4 (0.13)

	M34I
	1(0.03)
	H100Y
	3 (0.10)
	S199F
	1 (0.03)

	M34T
	123 (4.01)
	S113R
	1 (0.03)
	N206S
	11 (0.36)

	I35S
	1 (0.03)
	E114G
	4 (0.13)
	T208P
	2 (0.07)

	V37I
	75 (2.45)
	E120del
	23 (0.75)
	
	

	A40E
	4 (0.13)
	R127H
	2 (0.07)
	
	

	G45E
	1(0.03)
	L132V
	1 (0.03)
	
	

	V52L
	1 (0.03)
	S138N
	1 (0.03)
	
	

	V63M
	2 (0.07)
	S139N
	3 (0.10)
	
	

	W77R
	15 (0.49)
	I140S
	1 (0.03)
	
	

	Q80P
	2 (0.07)
	R143Q
	1 (0.03)
	
	


Truncating mutations

	Mutation
	No. (%)
	Mutation
	No. (%)

	28delC
	1 (0.03)
	355del9
	1 (0.03)

	31del14
	1 (0.03)
	383ins7
	2 (0.07)

	31del38
	3 (0.10)
	511-512insAACG
	3 (0.10)

	35insG
	4 (0.13)
	558dup46
	1 (0.03)

	35delG
	2218 (72.44)
	631delGT
	2 (0.07)

	51del12insA
	5 (0.16)
	W24X
	47 (1.53)

	167delT
	91 (2.97)
	W44X
	1 (0.03)

	176del16
	1 (0.03)
	E47X
	43 (1.40)

	235delC
	19 (0.62)
	Q57X
	9 (0.29)

	269delT
	1 (0.03)
	C64X
	1 (0.03)

	269insT
	7 (0.23)
	Y65X
	2 (0.07)

	284insdupCACGT
	1 (0.03)
	W77X
	6 (0.20)

	290insA
	2 (0.07)
	Q124X
	2 (0.07)

	299-300delAT
	4 (0.13)
	Y155X
	1 (0.03)

	310del14
	52 (1.70)
	W172X
	2

	313insGG
	1 (0.03)
	C211X
	2

	328delG
	1
	del(GJB6)
	51

	333-334delAA
	5
	IVS1+1G>A
	23


 2-Liste des laboratoires de diagnostic moléculaire des surdité non-syndromique due à des atteintes du locus DFNB1 : GJB2 (connexine 26) et grandes délétions de GJB6 (connexine 30)
(Source :  Réseau "Maladies Neurologiques, Musculaires, Neurosensorielles et Retards Mentaux", Etat des lieux 2006)
	
	
	Gènes ou locus étudiés

	Ville
	Responsable
	GJB2
	Délétions GJB6

	Brest
	C. Férec
	X
	X

	Bordeaux
	C.Goizet
	X
	X

	Marseille
	R.Bernard
	X
	X

	Montpellier
	A.F.Roux
	X
	X

	Limoges
	C.Magdelaine
	X
	X

	Lille
	Claire-Marie Dhaenens
	X
	X

	Lyon
	Philippe Latour
	X
	X

	Trousseau 

Paris
	D.Feldmann
	X
	X

	Bicêtre

Paris
	A.Mantel
	X
	-

	Necker

Paris
	J.P.Bonnefont
	X
	

	Reims
	D. Gaillard
	X
	X

	Strasbourg
	Jean-Pierre Delaunoy
	X
	-

	Toulouse
	E.Bieth
	X
	X
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