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I. Zusammenfassung

H�rst�rungen sind klinisch, wie �tiologisch gesehen eine sehr heterogene

Erkrankungsgruppe. Sch�tzungsweise ein Kind auf 1000 Neugeborene leidet an

einer congenitalen H�rst�rung. Allein 50-60% der F�lle mit einer angeborenen

H�rst�rung k�nnen genetisch bedingt sein.

Die h�ufigste Ursache f�r genetisch-bedingte, sensorineurale, nicht-syndromale

H�rst�rung sind Mutationen im Connexin 26-Gen. Das Connexin 26-Gen kodiert f�r

das ãGap-Junction-Protein-§2Ò (GJB2). Dieses Protein spielt eine ma§gebliche Rolle

im Kaliumionen-Kreislauf des Corti`schen Organes des Innenohres und damit an der

Generierung von cochle�ren Aktionspotentialen, die dem Menschen den H�reindruck

vermitteln. Mutationen im Connexin 26-Gen k�nnen f�r bis zu 60% aller

sensorineuralen, genetisch-bedingten, autosomal-rezessiv vererbten H�rst�rungen

verantwortlich gemacht werden. Die H�rst�rungen, die durch Mutationen im

Connexin 26-Gen verursacht werden k�nnen, sind ph�notypisch sehr variabel und

k�nnen ãmittelgradigeÒ bis ãan Taubheit grenzendeÒ H�rverluste bei den betroffenen

Patienten verursachen.

In dieser Arbeit wurde eine molekulare Diagnostik f�r das Connexin 26 Gen etabliert

und ein Patientenkollektiv von 28 nicht-verwandten Probanden mit Verdacht auf

nicht-syndromale, sensorineurale H�rst�rung auf Sequenzvarianten in der

kodierenden Region des Connexin 26-Gens untersucht.

Die Untersuchungen ergaben, dass bei 36% (10/28) der Patienten Sequenzvarianten

in der kodierenden Region des Connexin 26-Gens aufzufinden waren. Bei 18% der

Patienten (5/28) konnten krankheitsverursachende Mutationen detektiert werden.

Darunter befanden sich drei Patienten mit einer homozygot vorliegenden 35delG-

Mutation. Bei zwei Patienten konnten ãcompound-heterozygotÒ vorliegende

Mutationen nachgewiesen werden, die f�r die Auspr�gung des Ph�notypes

verantwortlich gemacht werden k�nnen. Bei weiteren 18% der Patienten (5/28)

konnte nur auf einem Allel eine Sequenzvariante in der kodierenden Region des

Connexin 26-Gens detektiert werden. Diese heterozygot vorliegenden

Sequenzvarianten k�nnen, isoliert betrachtet, nicht f�r die Auspr�gung des

Ph�notypes verantwortlich gemacht werden. Bei diesen Patienten wird das Vorliegen

eines heterogen bedingten Krankheitsbildes vermutet, bzw. k�nnten Mutationen in
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nicht analysierten Genregionen (z. B. Promotorbereich bzw. 5«-UTR) des Connexin

26-Gens vorliegen.

Im Weiteren wurde versucht, eine Genotyp-Ph�notyp Korrelation bei den detektierten

Sequenzvarianten durchzuf�hren. Die H�rst�rungen, die bei den Patienten mit

krankheitsverursachenden Mutationen diagnostiziert wurden, zeigten sich sehr

variabel in ihrem Auspr�gungsgrad. Sie reichten von ãmittelgradigÒ, bis ãan Taubheit

grenzendeÒ H�rverluste. Selbst eine ph�notypische Unterscheidung zwischen

Patienten mit heterozygot vorliegenden, autosomal-rezessiven Mutationen und

Patienten mit heterozygoten Sequenzvarianten, bei denen bisher unklar ist, ob es

sich um krankheitsverursachende Sequenzvarianten in der kodierenden Region von

Connexin 26 handelt, war nicht m�glich.

Zur Bestimmung der Heterozygotenfrequenz von Connexin 26 Mutationen innerhalb

der gesunden, deutschen Bev�lkerung, wurde die DNA von 100 Kontrollpersonen im

Alter von 18-60 Jahren analysiert.

Bei 7 von 100 (7%) untersuchten Probanden konnten heterozygot vorliegende

Sequenzvarianten in der kodierenden Region des Connexin 26-Gens detektiert

werden. Bei zwei untersuchten Kontrollpersonen konnten heterozygote 35del-G-

Mutationen diagnostiziert werden. Dieses Untersuchungsergebnis entspricht einer

Heterozygotenh�ufigkeit von 2% f�r diese Sequenzvariante innerhalb der deutschen

Population. Damit entspricht die H�ufigkeit der Heterozygotenfrequenz  f�r diese

Mutation, der des deltaF508 Allels im CFTR-Gen bei der Mukoviscidose.

Mutationen im Connexin 26-Gen k�nnen f�r eine gro§e Anzahl der F�lle von nicht-

syndromaler, sensorineuraler H�rst�rung verantwortlich gemacht werden. Bei der

Heterogenit�t der klinisch ausgepr�gten H�rst�rungen erscheint es sinnvoll die

molekulargenetische Diagnostik des Connexin 26-Gens auch auf Patienten mit

leichtgradigen H�rst�rungen auszuweiten, bei denen der Verdacht auf einen nicht-

syndromalen, sensorineuralen Hintergrund besteht. Eine m�glichst fr�hzeitige

Diagose der H�rst�rung erm�glicht dem Patienten und dem behandelnden Arzt eine

rasche Einleitung einer individuell angepassten Therapie und damit die Chance auf

eine komplikationsarme, sozio�konomische Entwicklung in der Gesellschaft.
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II. Einleitung

1. Anatomie und Funktion des menschlichen Ohres

Das Ohr ist psychologisch gesehen eines der wichtigsten Sinnesorgane des

Menschen, dient es doch der sprachlichen Kommunikation, ohne die ein Individuum

aus der Gesellschaft ausgeschlossen sein kann (Deetjen und Speckmann, 1992). Es

liegt, vor mechanischen Einfl�ssen gesch�tzt, im h�rtesten Knochen des Sch�dels,

dem Felsenbein (Os temporale). Anatomisch und funktionell wird das Ohr in drei

Abschnitte gegliedert: Das �u§ere Ohr, das Mittelohr und das Innenohr (Abb. 1).

Das �u§ere Ohr (Auris externa) besteht aus der Ohrmuschel (Auricula), dem

�u§eren Geh�rgang (Meatus acusticus externus) und dem Trommelfell (Membrana

tympani). Die Ohrmuschel ist auf Grund ihrer Trichterform geeignet Schallwellen zu

sammeln und sie dem Geh�rgang zuzuleiten. Am Trommelfell werden diese

Schallph�nomene an das Mittelohr weitergeleitet.

Das Mittelohr besteht aus einem pneumatisch gef�llten Hohlraumsystem, der

Paukenh�hle, ausgekleidet von Schleimhaut. In der Paukenh�hle befindet sich die

Geh�rkn�chelchenkette, die aus drei Knochen besteht, die syndesmotisch

miteinander verbunden sind: Hammer (Malleus), Amboss (Incus) und Steigb�gel

(Stapes). Die Schallwellen, die �ber das Trommelfell an die Geh�rkn�chelchenkette

�bergeben werden, werden am ovalen Fenster an die H�rschnecke (Cochlea) des

Innenohres weitergeleitet.

Das Innenohr besteht aus dem H�r- und dem Gleichgewichtsorgan. Man differenziert

innerhalb des Innenohres ein kn�chernes von einem h�utigen Labyrinth. Das

kn�cherne Labyrinth, gebildet von der Felsenbeinpyramide, ist gef�llt mit Perilymphe.

Darin ãschwimmtÒ das h�utige Labyrinth (Schiebler und  Schmitt, 1977). Die

H�rschnecke (Cochlea) bildet den vorderen Abschnitt des kn�chernen Labyrinths

und zeigt 2,5 korkenzieherartige Windungen. Die H�rschnecke wird in zwei Etagen

unterteilt. Die obere Etage, Scala vestibuli, geht an der H�rschneckenspitze

(Helicotrema) in die untere Etage (Scala tympani) �ber. Beide Gangsysteme

beinhalten, wie das gesamte kn�cherne Labyrinth, Perilymphe. Der Endolymphgang

der Cochlea, der Ductus cochlearis, liegt am Boden der Scala vestibuli und beinhaltet

das Corti`sche Organ. Der Ductus cochlearis wird von der Scala vestibuli durch die

Reissner«sche Membran, von der Scala tympani durch eine Basilarmembran getrennt

(Abb. 2). Das Corti`sche Organ befindet sich auf der Basilarmembran und besteht

aus  hochprismatischen Sinnes- und St�tzzellen. Hier werden Schallph�nomene
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mechanoelektrisch transduziert und damit in eine Form gebracht, die der Mensch

zentral, im Bereich der H�rrinde, verarbeiten kann und die ihm so den H�reindruck

vermitteln.

1.1 Der H�rvorgang

Die Schallwellen werden durch das �u§ere Ohr aufgenommen und �ber das

Mittelohr an das Innenohr weitergeleitet, um mit Hilfe des Corti`schen Organes an

einem frequenzspezifischen Areal (basal, am Beginn des H�rschneckenganges,

hohe Frequenzen, apikal, an der H�rschneckenspitze, tiefe Frequenzen) der Cochlea

in mechanoelektrische Impulse �berf�hrt zu werden: �ber die Bewegung der

Tektorialmembran, die Bestandteil des Corti`schen Organes ist und in die die

Stereozilien der �u§eren Haarzellen eingelagert sind, werden diese Stereozilien

abgebogen und f�hren so zu einer �ffnung von Ionenkan�len. Durch diese

ge�ffneten Ionenkan�le str�men Kaliumionen aus der kaliumreichen Endolymphe,

entlang eines Konzentrationsgef�lles, unterst�tzt durch ein elektrisches Potential von

150 mV, in die �u§eren Haarzellen und f�hren so zur Depolarisation und Entstehung

von cochle�ren Aktionspotentialen, die, nach Modifikation und Weiterleitung zur

H�rrinde, den H�reindruck vermitteln (Kubisch et al., 2000). Die in die �u§eren

Haarzellen eingestr�mten Kaliumionen werden �ber ãgap-junctionsÒ zur Stria

vascularis geleitet und von dort wieder in die Endolymphe sezerniert (Martin et al.,

1999).

2. Schwerh�rigkeit

Dem Geh�r kommt eine tragende Rolle beim Erlernen von Sprache zu. Ohne

Sprache und Geh�r kann die Beziehung zwischen Menschen auf Dauer stark

beeintr�chtigt sein. Diese Beeintr�chtigung hat sehr starke Auswirkungen auf die

sozio�konomische Entwicklung der betroffenen Personen, daher sollte, bei

diagnostizierter H�rst�rung, auf eine fr�hzeitige Therapieeinleitung im Sinne des

Patienten geachtet werden. Dies ist im Besonderen zu fordern, wenn es sich bei

Patienten um Kinder handelt, die sich noch in der Sprachentwicklung befinden (Ptok

1997). Gefordert wird insbesondere eine fr�hzeitige Diagnosestellung, um dem

Patienten die sensiblen Reifungsphasen von H�rbahn und h�rverarbeitenden

Zentren im 18-24 Lebensmonat zu erm�glichen.
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Abb. 2: A: Querschnitt der Cochlea
B: Schematische Darstellung des Corti«schen Organes
(modifiziert nach Robertson und Morton, 1999 )
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In der westlichen Welt kommen 0,1-0,2% aller lebendgeborenen Kinder mit

H�rst�rungen zur Welt. Fast die H�lfte der Weltpopulation erleidet, bei Erreichen des

achtzigsten Lebensjahres, einen partiellen oder vollst�ndigen H�rverlust.

Grunds�tzlich wird zwischen 2 Formen des H�rverlustes unterschieden: Manifestiert

sich die H�rst�rung innerhalb der ersten beiden Lebensjahre, bzw. vor dem Erlernen

von Sprache, so wird die H�rst�rung als pr�lingual bezeichnet. Tritt der H�rverlust

nach dem Erlernen von Sprache auf, wird er als postlingual definiert.

Pr�linguale Schwerh�rigkeit tritt oftmals bedingt durch genetische Ursachen oder als

Folge von fr�hkindlichen Infektionen (z.B.: Toxoplasmose, R�teln oder Cytomegalie)

oder infolge von akustischen Traumata auf.

Postlinguale H�rst�rungen finden Ihre Ursache meist in Form von alterungsbedingten

Ver�nderungen, als Folge von traumatisch bedingten L�sionen (L�rm, mechanische

Traumata), bzw. als Folge von Infektionen, oder werden ebenfalls auf Grund von

angeborenen Gendefekten verursacht, die sich nach Erlernen von Sprache

manifestieren (Avraham et al., 1997).

Im angloamerikanischen Sprachgebiet werden die H�rst�rungen nach Schweregrad

des H�rverlustes, ausgedr�ckt in dB (Schalldruckpegel), eingeteilt (Kalatzis und Petit,

1998). Eine f�r den deutschsprachigen Raum g�ltige Klassifikation lehnt sich

weitgehend daran an (Gross et al., 1999), und ist in Tabelle 1 zusammenfassend

dargestellt.

Bez�glich der anatomischen Ursachen werden formal bei den Schwerh�rigkeiten

konduktive (schalleitungsbedingt), sensorineurale (schallempfindungsbedingt),

kombinierte und zentrale Formen unterschieden (Kalatzis und Petit, 1998).

H�rverlust in dB Einteilung ãdeutschÒ H�rverlust in dB EinteilungÒenglischÒ

27-40 dB leicht 27-40 dB mild

40-69 dB mittel 41-55 dB moderate

70-94 dB hochgradig 56-70 dB moderate severe

>94 dB resth�rig, bzw.taub 71-90 dB severe

>90 dB profound

Tab. 1: Deutsch- und englischsprachige Einteilung der H�rst�rungen nach dem
Grad des H�rverlustes, gemessen in Schalldruckpegel (dB).
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Handelt es sich um konduktiven H�rst�rungen, so ist der Defekt im Bereich von

�u§erem Ohr oder Mittelohr lokalisiert. Daraus ergeben sich Probleme, die die

Schalleitungsf�higkeit des Ohres beeinflussen.

Unter sensorineuralen Defekten versteht man H�rverluste, deren Ursachen im

Bereich des Innenohres, oder aber im Verlauf des H�rnerven und des Hirnstammes

zu finden sind. Hierbei kommt es zu H�rst�rungen, die  auf Grund einer verminderten

Generierung von Aktionspotentialen im Bereich der Cochlea zu Stande kommen. In

Deutschland (alte Bundesl�nder) gibt es sch�tzungsweise 7000-8000 hochgradig

schwerh�rige Kinder (Gross et al. , 1999). Drei bis vier Prozent aller Schulkinder

leiden an einer leichtgradigen H�rst�rung. Damit ergibt sich f�r Deutschland eine

Gesamtzahl von weit �ber 500 000 Kindern mit therapiebed�rftiger H�rst�rung. Die

Sch�tzung dieser  Zahlen beinhaltet allerdings noch nicht die jugendlichen Patienten,

die unter zentralen H�rst�rungen leiden (Gross et al., 1999).

3. Genetisch bedingte Schwerh�rigkeit

Die genetisch bedingte Schwerh�rigkeit kann mit einer H�ufigkeit von bis zu zwei auf

1000 Lebendgeborene beobachtet werden (Denoyelle et al., 1999; Estivill et al.,

1998).

Ein weiteres Individuum auf 1000 Lebendgeborene zeigt eine genetisch bedingte

Pr�disposition, eine H�rst�rung im Laufe des Lebens zu entwickeln (Kalatzis und

Petit, 1998). Das bedeutet, dass bei ca. 60-70% aller beobachteten

Schwerh�rigkeiten eine genetische Ursache zu Grunde liegen kann (Kalatzis und

Petit,1998; Green et al., 1999). Bei den genetisch bedingten Schwerh�rigkeiten

handelt es sich um eine �tiologisch, wie klinisch gesehen, sehr heterogene

Erkrankungsgruppe (Green et al., 1999).
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Das bedeutet, dass es verschiedene Arten der heredit�r bedingten Schwerh�rigkeit

gibt, die sich in Lokalisation und Auspr�gung unterscheiden k�nnen. Bisher sind

mehr als hundert Gendefekte beschrieben worden, die mit H�rst�rungen assoziiert

sein k�nnen (Denoyelle et al., 1999). Die bisher bekannten Genloci sind mit

Ausnahme des Y-Chromosoms �ber das gesamte menschliche Genom verteilt

(Griffith und Friedmann, 1999) (siehe Abb. 3).

Auch in der Subgruppe der heredit�r-bedingten Schwerh�rigkeiten werden alle oben

beschriebenen formalen Formen beobachtet. Es k�nnen allerdings zwei gro§e

Gruppen der genetisch bedingten H�rst�rungen voneinander abgegrenzt werden, die

syndromalen Formen und die nicht-syndromalen Formen der genetisch-bedingten

H�rst�rungen (Keats und Berlin, 1999).

4. Genetisch bedingte, syndromale Formen der Schwerh�rigkeit

Syndromale Formen der genetisch bedingten Schwerh�rigkeit kommen mit einer

H�ufigkeit von bis zu 20-30% aller genetisch bedingten Schwerh�rigkeiten vor

(Kalatzis und Petit, 1998). Bei diesen Formen der H�rst�rung ist das Symptom des

H�rverlustes kombiniert mit weiteren ph�notypischen Ver�nderungen, die durch

Fehlbildungen anderer Organsysteme bedingt sind. Hierbei k�nnen Fehlbildungen

beobachtet werden, die alle Organsysteme betreffen k�nnen.

Die bisher beobachteten Gendefekte, die die syndromalen Formen der genetisch

bedingten Schwerh�rigkeit verursachen k�nnen, betreffen sowohl autosomale, wie

auch X-chromosomale Genloci, deren Genprodukte u.a. extrazellul�r (z.B. Alport-

Syndrom), cytoskeletal (z.B. Usher type IB) und mitochondrial (z.B. ãNon-insulin-

dependent-diabetes-mellitusÒ (NIDDM)) aufzufinden sind.

Es finden sich weiterhin genetisch-bedingte Defekte, die Gene betreffen, deren

Genprodukte Enzyme (z.B. Hurler-Syndrom), Enzym-Liganden (z.B. Waardenburg-

Hirschsprung-Syndrom),  Transkriptionsfaktoren (z.B. Waardenburg-Hirschsprung-

Syndrom), Rezeptoren (z.B. Muenke-Syndrom) und Ionenkan�le (z.B. Jervell und

Lange-Nielsen-Syndrom) sind (Kalatzis und Petit  1998).

Die bisher analysierten Genloci, deren Genprodukte und die dazugeh�rigen

bekannten Syndrome sind in Tabelle 2 zusammenfassend dargestellt.
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Expressions-

kompartiment

Genname Genprodukt Form der Schwerh�rigkeit

(Syndrom)

chromosomale

Lokalisation

Extrazellul�re

Matrixkomponente

COLAA3,

COLAA4

TypIV(a3a4)-

Kollagen

Alport, autosomal-rezesiv 2q35-37

COLAA5,

COLAA6

TypIV(a5a6)-

Kollagen

Alport, x-linked Xq22

COLA2AI TypII(a)-Kollagen Stickler 12q13.1-13.3

KAL Anosmin-1 X-linked Kallmann`s Xp22.3

NDP Norrin Norrie Xp11.3

Enzyme IDUA a-Liduronidase Hurler 4q16.3

IDS Iduronate-2-

Sulfatase

Hunter Xp27.3

ERCC3 Helicase Cockayne`s 2p21

Transkriptions-

faktoren

PAX3 PAX3 Waardenburg Typ1/3 2p36

MITF MITF Waardenburg Typ 2 3p12.3-14.1

SOX10 SOX10 Waardenburg-Hirschsprung 22q13

EYA1 EYA1 Branchio-Oto-Renal 8q13.3

SALL1 SALL1 Townes-Brocks 16q21.1

Zytoskelettale-

Komponenten

NF2 Merlin Neurofibromatose Typ II 22q12

MYO7A Myosin VIIA Usher-Typ IB 11q13.5

Bestandteile

von Ionenkan�len

KvLQT1 KvLQT1 Jervell and Lange-Nielsen 11p15.5

KCNE minK Jervell and Lange-Nielsen

Rezeptor, Liganden FGFR2 FGFR2 Crouzon 10p25-26

EDNRB Endothelin-B-

Rezeptor

Waardenbug-Hirschsprung 13q22

EDN3 Endothelin3 Waardenbug-Hirschsprung 22q13.2-13.3

Putative

Sulfattransporter

PDS Pendrin Pendred 7q31

Mitochondriale

Gene

tRNA transfer RNA NIDDM, MELAS mitochondrial

tRNA transfer RNA MERF, MERF/MELAS mitochondrial

Putatives

nucleol�res

Phosphoprotein

TCOF1 Treacle Treacher-Collins 5q32-33.1

Tab. 2: Genloci und Genprodukte, die genetisch-bedingte syndromale Schwerh�rigkeit
verursachen k�nnen und ihre zellul�re Expression ( modifiziert nach Kalatzis und
Petit 1998).
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5. Genetisch bedingte nicht-syndromale Formen der Schwerh�rigkeit

Die genetisch-bedingten, nicht-syndromalen Schwerh�rigkeiten kommen mit einer

H�ufigkeit von bis zu 70% aller heredit�ren H�rst�rungen vor (Denoyelle et al., 1998;

Kalatzis und Petit, 1998). Mit Hilfe von Positionsklonierungsstrategien konnten in den

letzten Jahren 40 verschiedene Genloci im humanen Genom lokalisiert und sp�ter

identifiziert werden (Keats und Berlin, 1999). Die genetisch bedingten, nicht-

syndromalen Schwerh�rigkeiten k�nnen X-chromosomal, autosomal-dominant,

autosomal-rezesseiv, wie auch mitochondrial vererbt werden. Anhand dieser

m�glichen Erbg�nge erfolgt eine Einteilung der nicht-syndromalen H�rst�rungen in 4

verschiedene Kategorien. Dabei steht DFN f�r X-chromosomal-gebundene

Vererbung und wird in 1-3% der F�lle beobachtet. DFNA steht f�r einen autosomal-

dominanten Erbgang und kommt in 15 % der F�lle vor. Bei 85% der Patienten wird

ein autosomal-rezessiver Erbgang beobachtet, der mit DFNB bezeichnet wird

(Denoyelle et al., 1998; Kalatzis und Petit 1998).

Expressionskompartiment Genname Genprodukt Form der

Schwerh�rigkeit

Art des H�rverlustes Chromosome

n-lokalisation

Extrazellul�re

Matrixkomponente

TECTA a-Tectorin DFNA8/12 Prelingual; sensorineural 11q22-24

Transkriptionsfaktor POU3F4 POU3F4 DFN3 Pelingual,sensorineural,

kombiniert

Xp21.1

POU4F3 POU4F3 DFNA15 Pelingual,sensorineural,

kombiniert

5p31

Zytoskelettale

Komponenten

MYO7A Myosin VII A DFNB2 Pelingual, sensorineural 11q13.5

DFNA11 Postlingual, sensorineural 11q13.5

MYO15 Myosin XV DFNB3 Pelingual, sensorineural 17q11.2

diaphanous Diaphanous I DFNA 1 Postlingual, sensorineural 5q31

Cx26 Connexin 26 DFNB1 Pelingual, sensorineural 13q11-12

DFNA3 Pelingual, sensorineural 13q12

Membrankomponenten PDS Pendrin DFNB4 Pelingual, sensorineural 7q31

Mitochondriale Gene

12srRNA 12SrRNA MINSDP Postlingual, sensorineural mitochondrial

tRNAser tRNAser MINSDP Postlingual, sensorineural mitochondrial

Tab. 3: Genloci und Genprodukte, die genetisch-bedingte nicht-syndromale Schwerh�rigkeit
verursachen k�nnen und ihr zellul�res Verteilungsmuster (modifiziert nach Kalatzis und
Petit, 1998)
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Es kommen auch mitochondriale Erbg�nge vor, die als MINSD bezeichnet werden

(Kalatzis und Petit, 1998). Aktuell sind 20 DFNB-, 14 DFNA- und 4 DFN-Genloci

bekannt (Kalatzis und Petit,  1998).

Die autosomal-rezessiven Formen der genetisch bedingten, nicht-syndromalen

Schwerh�rigkeiten  werden am h�ufigsten beobachtet. Diese Formen sind mit den

h�chsten H�rverlusten assoziiert, d.h. es kann zur Auspr�gung von H�rverlusten

kommen, die als ãresth�rigÒ, bzw. ãan Taubheit grenzendÒ (>90 dB) bezeichnet

werden (Kalatzis und Petit, 1998).

Einzelne Genloci im Kontext der genetisch bedingten nicht-syndromalen

Schwerh�rigkeit k�nnen jedoch H�rst�rungen verursachen, die mittels

unterschiedlicher Erbg�nge an die folgenden Generationen weitergegeben werden

k�nnen (Kalatzis und Petit  1998). Hierbei sind exemplarisch Mutationen innerhalb

einzelner Genloci zu nennen, die DFNB2 und DFNA11 (beide betreffen das Gen

MYO7A) verursachen, ebenso wie Mutationen innerhalb der Genloci DFNB1 und

DFNA3 (beide betreffen das Connexin 26-Gen) (Kalatzis und Petit 1998). Die Genloci

und betroffenen Genprodukte, die die genetisch-bedingten, nicht-sydromalen Formen

der H�rst�rungen verursachen k�nnen, sind in Tabelle 3 zusammenfassend

dargestellt.

6. Die Rolle von Connexin 26 im Context der genetisch bedingten, nicht-

syndromalen Schwerh�rigkeit

Bis zu 20% aller genetisch-bedingten, sensorineuralen H�rst�rungen und bis zu

50% der genetisch-bedingten, nicht-syndromalen Schwerh�rigkeit k�nnen durch ein

Gen, das auf Chromosom 13q11-12 lokalisiert ist, verursacht werden. Dabei handelt

es sich um das GJB2-Gen (Wilcox et al. 2000; Kelley et al., 1998; Cohn und Kelley,

1999; van Camp und Smith, 1998). Diese Gen kodiert f�r das ãGap-Junction Protein-

§-2Ò, das auch Connexin 26 genannt wird. Lokalisiert wurde das Connexin 26-Gen

durch eine Arbeitsgruppe um Willecke (1990) mittels Maus-Mensch-Zellhybriden. Die

chromosomale Lokalisation des Gens, als einer Kandidaten-genregion f�r

Schwerh�rigkeit, konnte mittels einer Kopplungsstudie 1994 durch Guilford und

Mitarbeiter erfolgen (Guilford et al., 1994). Identifikation und Analyse der Genstruktur

von Connexin 26 gelang Mignon und Mitarbeitern 1996. In Zusammenhang mit

H�rst�rungen wurde Connexin 26 von Kelsell und Mitarbeitern 1997 gebracht. Die

genomische Struktur von Connexin 26 umfasst zwei Exons, getrennt durch ein Intron.
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Das erste, nicht-kodierende Exon hat eine Gr�§e von 160 bp. Das zweite Exon

kodiert f�r das Genprodukt und hat  eine L�nge von 681 bp (Kiang et al., 1997). Das

eingeschobene Intron hat eine Gr�§e von 3147 bp. Das Genprodukt Connexin 26

besteht aus 227 AS und hat ein Molekulargewicht von 26 kDa. Dieses

Transmembranprotein besteht aus 2 Extrazellul�r-, 4 Transmembran- und 3

Intrazellul�rdom�nen (Abb. 4). Es wird in der Haut, in der  Mamma lactans, in der

Placenta, in Hepatocyten, im Myometrium des Uterus, im Pancreas, im Intestinum

und in der Cochlea exprimiert (Kelsell et al., 1997; Lautermann et al., 1998) .

In der Cochlea der Ratte zeigen sich starke Expressionsmuster von Connexin 26

insbesondere in der  Stria vascularis, in der Basilarmembran, im Limbus spiralis und

im Ligamentum spirale (Schulte und Steel, 1994; Spicer und Schulte, 1996; Kalatzis

und Petit 1998; Holme und Steel, 1999; Lautermann et al., 1998; Kikuchi et al.,

1995). Connexin 26 geh�rt zur Genfamilie der Connexine, die an der Ausbildung von

Transmembrankan�len in ãgap-junctionsÒ beteiligt sind. Die Familie der Connexine

wird in zwei Gruppen eingeteilt, in Alpha-Connexine (GJA) und Beta-Connexine

(GJB), die auf Grund Ihrer Prim�rstruktur voneinander unterschieden werden (Kumar

und Juliar, 1996). Bisher sind insgesamt 14 Gene der Connexin-Genfamilie

identifiziert, die auf Grund ihres Molekulargewichtes voneinander unterschieden

werden (Martin, 1999).

Abb. 4: Proteinstruktur von Connexin 26 mit 2 Extrazellul�rdom�nen (E 1-2),
4 transmembran�sen Einheiten (TM 1-4) und 3 intrazellul�ren Dom�nen (ID1-3)
(modifiziert nach Kelley et al., 1998)

Extrazellul�r

Intrazellul�r

TM I

E1
E2

ID1 ID 3

TM II TM III TM IV
Zellmembran

ID2
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Die N-terminal gelegene Intrazellul�rdom�ne (ID 1) bildet gemeinsam mit der ersten

Transmembrandom�ne (TM I) einen Komplex, der dem Transmembranprotein als

Spannungssensor dient. Die Extrazellul�rdom�nen E1 und E2 sind die agierenden

Proteinbestandteile bei der Connexin-Connexin-Interaktion (siehe Abb. 5). Die

intrazellul�re Schleife (ID 2) und die C-terminal-gelegene Intrazellul�rdom�ne (ID 3)

bilden den funktionelle Komplex, der f�r das so genannte ãpH-gatingÒ verantwortlich

ist (Verselis et al., 1994).

Den Zusammenschluss von 6 Connexin-Molek�len einer Zelle zu einer hexa-

metrischen Struktur, wird als Connexon bezeichnet. Ein Connexon einer Zelle bildet

funktionell einen halben Transmembrankanal (Martin, 1999). Durch die

Aneinanderlagerung zweier Connexone, zweier benachbarter Zellen, kommt es zur

Ausbildung eines kompletten, funktionst�chtigen Transmembrankanals (Lautermann,

1998). Die Connexonstruktur, bzw. der Zusammenschluss mehrerer Connexone zu

einer interzellul�ren Verbindung ist in Abb. 5 schematisch dargestellt.

Die durch die Connexinfamilie gebildeten Transmembrankan�le unterscheiden sich

in Ihrer Ionenpermeabilit�t, bzw. in ihrer Porengr�§e (Lautermann et al., 1998).

Das Molekulargewicht, der durch sie passiv transportierten Molek�le kann bis zu

einem kDa betragen. Haupts�chlich passagieren durch diese Transmembrankan�le

in ãgap-junctionsÒ  Ionen, Metaboliten und ãsecond messengerÒ (Dermizel und Strain,

Einzelne Connexone

Gap-junctionJonenkan�le

Connexon

Connexon

Connexine in hexametrischer Anordnung

Abb. 5: A:Schematische Darstellung einer gap-junction mit zugeh�rigen Transmembrankan�len
zwischen zwei Zellen
B: Aufbau eines Transmembrankanals und Darstellung einzelner Connexone.
(modifiziert nach McGuirt und Smith, 1999)
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1993; White et al., 1995; White und Bruzzone, 1996; Lautermann et al., 1998). Im

Bereich der Cochlea ist Connexin 26 ma§geblich an der Ausbildung von

Kaliumionen-Kan�len in ãgap-junctionsÒ zwischen �u§eren Haarzellen und

umgebenden nutritiven Zellen und St�tzzellen im Corti`schen Organ beteiligt (Martin

et al., 1999). Es wird vermutet, dass das Protein daher einen ma§geblichen Einflu§

auf die Generierung von cochle�ren Aktionspotentialen hat, da dieser Vorgang

haupts�chlich �ber das Verschieben von Kalium-Ionen aus der cochle�ren

Endolymphe in die �u§eren Haarzellen der Stria vascularis gew�hrleistet wird

(Kubisch et al.,  2000).

Mutationen im Connexin 26-Gen k�nnen zur Ausbildung von sensorineuraler,

genetisch-bedingter, nicht-syndromaler Schwerh�rigkeit f�hren (Murgia et al., 1999).

Insgesamt sind bisher 49 verschiedene Mutationen im Connexin 26-Gen beschrieben

worden, von denen 45 autosomal-rezessiv  und 4 Mutationen  autosomal-dominant

vererbt werden k�nnen. In der kaukasischen Population kann in �ber 50% der F�lle

bei Mutationen im Connexin 26-Gen eine bestimmte Mutation dieses Gens

beobachtet werden (Abe et al., 2000; Antoniadi et al., 1999; Denoyelle et al., 1999;

Cohn et al., 1999). Es handelt sich dabei um die 35delG-Mutation. Diese Frameshift-

Mutation wird autosomal-rezessiv vererbt und f�hrt zur Generierung eines Stop-

Codons in Codon 13, das zum Kettenabbruch der Proteinbiosynthese f�hrt. Diese

Mutation bewirkt, dass in 34-50% der diagnostizierten F�lle, diese Mutation zu der

schwersten Form der pr�lingualen, sensorineuralen Art der Schwerh�rigkeit mit

H�rverlusten von >90 dB f�hrt (resth�rig). Weitere Mutation k�nnen in verschiedenen

Populationen weltweit, mit unterschiedlichen H�ufigkeiten, beobachtet werden. Diese

sind im ãWorld Wide WebÒ, auf der Connexin 26-Homepage, (http://www.iro.es/

cx26deaf.html), regelm�§ig aktualisiert, zu finden. Neben den Mutationen sind hier

auch Daten zu bisher bekannten Polymorphismen ohne Krankheitswert im Connexin

26-Gen ver�ffentlicht. Es handelt sich hierbei um den Austausch von Basen, bzw.

Aminos�uren im Connexin 26-Gen bei untersuchten Kontrollpersonen, die scheinbar

an keiner Form der H�rst�rung erkrankt sind. Bisher sind 7 verschiedene

Polymorphismen beschrieben, deren H�ufigkeit in einzelnen Populationen variiert.
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7. Ver�nderungen im Connexin 26-Gen und klinische Variabilit�t des
ph�notypischen Auspr�gungsgrades

Die H�rst�rungen, die durch Mutationen im Connexin 26-Gen entstehen k�nnen,

insbesondere durch die 35delG-Mutation, wurden bisher als ãan Taubheit grenzend,

bzw. resth�rigÒ beschrieben, was einen H�rverlust  von mindestens 90 db zur Folge

hat (Murgia et al., 1999). In letzter Zeit verdichten sich die Hinweise, dass auch

mildere Verlaufsformen der syndromalen und nicht-syndromalen-genetisch bedingten

Schwerh�rigkeit durch Mutationen im Connexin 26-Gen verursacht werden k�nnen

(Murgia et al., 1999; Wilcox et al., 2000). Diese Daten unterstreichen die Wichtigkeit,

die Connexin 26 im Kontext der genetisch bedingten, sensorineuralen

Schwerh�rigkeit spielt und fordern eine eingehendere Genotyp-Ph�notyp-Analyse

bei bekannten Mutationen im GJB 2-Gen.

8. Ziele dieser Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist der Aufbau einer molekulargenetischen Diagnostik

und die Durchf�hrung eines Mutationsscreening im Connexin 26-Gen. Hierf�r wurden

Patienten im Alter von 0-18 Jahren mit sensorineuralen, nicht-syndromalen

H�rst�rungen rekrutiert. Mit Hilfe der molekulargenetischen Befunde wurde versucht,

bei diagnostizierten Ver�nderungen im Connexin 26-Gen unter zu Hilfenahme der

individuellen Audiogramm- oder Bera-Befunde, eine Genotyp-Ph�notyp-Korrelation

abzuleiten. Zur Bestimmung der H�ufigkeit heterozygoter Gentr�ger in der deutschen

Normalbev�lkerung wurde eine molekulargenetische Analyse der kodierenden

Region von Connexin 26 bei 100 gesunden, nicht verwandten, deutschen Probanden

durchgef�hrt. Dies sollte Aufschlu§ �ber die Frequenz von mutierten Connexin 26-

Allelen innerhalb der deutschen Bev�lkerung geben.
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III. MATERIAL UND METHODEN

1. MATERIAL

1.1 Ger�te und Zubeh�r

Autoklav G�ssner, Hamburg

Brutschrank Heraeus, Hanau

DNA-Sequenzer, Model 373A Applied Biosystems/Perkin Elmer,

USA

DNA-Sequenzer, Model 310 Applied Biosystems/Perkin Elmer,

USA

Electrophoresis Power Supply AGS, Heidelberg

Fluorometer TKO 100 Hoefer Scientific Instruments,

San Fransisco, USA

Hamilton Spritze Hamilton, Bonaduz, Schweiz

Heizblock Eppendorf Thermostat 5320 Eppendorf, Hamburg

Hoefer SE 600 Series, Gel Sandwich Pharmacia, Schweden

assembly

Horizontal Electrophoresis System Owl Scientific, Inc., USA

pH-Meter CG 836 Schott, Hofheim

Photometer:

Pharmacia Novospec II Pharmacia, Schweden

Gene Quant II Pharmacia Biotech, Schweden

Bio Rad Smart Spec 2000 Biometra, G�ttingen

Pipetten:

Eppendorf Eppendorf Ger�tebau, Hamburg

Gilson Gilson, Frankreich

Rotator GFL, Burgwedel

Spannungsgeber:

Modell Consort E455 Consort, Belgien

MWG-Biotech
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PCR-Maschinen:

Trio-Thermoblock TB1 Biometra, G�ttingen

PE 9600 Perkin Elmer, New Jersey, USA

Waagen:

Sartorius Modell 2254 Sartorius, G�ttingen

Mettler Modell PM 2000 Mettler, Schweiz

Wasserb�der:

Sch�ttelwasserbad Typ 1083 GFL, Burgwedel

Zentrifugen:

Zentrifuge 5415 C Eppendorf, Hamburg

Megafuge 1.0 Heraeus, Osterode

 Sorvall GLC-2B Du Pont, Dreieich

        Sorvall RT 6000 K�hlzentrifuge Du Pont, Dreieich

1.2 Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben, wurden Chemikalien von den Firmen Difco (Detroit,

USA), Gibco BRL (Gaithersburg, USA), Hoechst (Frankfurt), Merck (Darmstadt), Roth

(Karlsruhe) und Sigma (Deisenhofen) verwendet.

1.3 Enzyme

 Taq-DNA-Polymerase USB, Cleveland, USA

Proteinase-K Boehringer, Mannheim

1.4 Nukleotide

Desoxyribonukleotide (dNTPs) Pharmacia, Uppsala, Schweden

1.5 DNA-Gr�§enstandards

100 bp Ladder Gibco BRL, Eggenstein
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1.6 Oligonukleotide

Oligonukleotide (Primer) Metabion, Deutschland

1.7 Fertigsysteme zur DNA-Sequenzierung

ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Perkin Elmer, New Jersey, USA

Sequencing Ready Reaction Kit

1.8 Fertigsysteme zur Aufreinigung von DNA

QIAGEN PCR Purification Kit QIAGEN, Hilden

1.9 Puffer und L�sungen

Alle Puffer und L�sungen wurden mit A. dest. angesetzt und ggf. autoklaviert oder

sterilfiltriert.

Ethidiumbromid-Stamml�sung 10 mg/ml Ethidiumbromid

6x Gelladepuffer 2,5 mg/ml Bromphenolblau

150 mg/ml Ficoll 400

RCLB-Puffer 10mM Tris/HCl

10mM NaCl

5mM MgCl2

SE-Puffer 75 mM NaCl

25mM Na2EDTA, pH 8,0

5x TBE-Puffer 0,5 M Tris

0,5 M Bors�ure

10 mM EDTA
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SSCA-Ladepuffer Formamid 32% deionisiert

20 mM EDTA

0,05 % (w/v) Bromphenolbau

0,05 % (w/v) Xylencyanol

10 x Taq-Puffer 0,1 M Tris/HCl, ph 8,0

20 mM MgCl2

0,5 M KCl

1% Triton-X 100

TE-Puffer 10 mM Tris/HCl

1 mM EDTA

1.10 Computer-Software

     Verwendete Computer Auswerte-Software

Programm Anwendung Autor/Firma
Primer 3 Primergenerierung Whitehead Insti tut for

B iomedica l  Research,
1991(http://www-
genome.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer/primer3_www.cgi)

EASY Store
EASY RH-3

Gelbilddokumentation,
Fragmentgr�§en-
bestimmung

Herolab, St. Leon-Roth
Herolab, St. Leon-Roth

Sequencher V 3.1.1 Generierung von DNA-
Sequenz�berlappung

Gene Codes, Ann Arbor

Standard Base Caller
Adaptive Base Caller

Sequenzauswertung Perkin Elmer, USA

StatXact4 Statistikprogramm Cytel-Software, USA

2.1 Patientengut

Zur Mutationsanalyse im Connexin 26-Gen standen 28 Patienten im Alter von zwei

bis 18 Jahren mit isolierten sensorineuralen H�rst�rungen zur Verf�gung. Bei 5

dieser Patienten bestand auf Grund der Familienanamnese der Verdacht auf einen

famili�rÐbedingten Hintergrund der Erkrankung. Bei 20 der Patienten des Kollektivs

schien es sich anamnestisch um eine sporadisch auftretenden Erkrankung zu
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handeln, w�hrend bei den �brigen 3 Patienen  anamnestisch keine Angaben zur

Verf�gung standen. Die Patienten wurden durch die Abteilung f�r P�daudiologie und

Phoniatrie betreut. Zur Symptomerkennung und Diagnosesicherung wurden f�r diese

Studie die audiometrischen Arbeitsmethoden: Ohrmikroskopie, sowie die

Tympanometrie, H�rschwellenaudiometrie und BERA (brain stum evoked response

audiometrie, dt. Elektrische Reaktionsaudiometrie (ERA)) angewandt.

2.2 P�daudiologische Untersuchungsmethoden zur Diagnosesicherung bei
Verdacht auf genetisch bedingte, nicht-syndromale, sensorineurale
H�rst�rung

Alle p�daudiologischen Untersuchungsmethoden wurden ausschlie§lich in der

Abteilung f�r P�daudiologie und Phoniatrie des MZ f�r Hals-Nasen-Ohrenheilkunde

durchgef�hrt.

2.2.1 Ohrmikroskopie

Die Ohrmikroskopie dient der Inspektion des �u§eren Geh�rganges und des

Trommelfelles. Diese Methode kann ein Hinweis auf morphologische Ver�nderungen

des Mittelohres geben, die ihrerseits eine Schallleitungsschwerh�rigkeit  zur Folge

haben k�nnen. Mit Hilfe dieser Methode k�nnen konduktive H�rst�rungen

ausgeschlossen werden.

2.2.2 Tympanometrie

Diese Methode stellt eine indirekte Tubenfunktionspr�fung dar, indem sie die

Auswirkungen mangelnder Paukenbel�ftung in Form eines Unterdruckes, bzw. eines

Paukenergusses, registriert (Lehnhardt, 1987). Die Methode l�sst damit R�ck-

schl�sse auf die Funktionsf�higkeit des Mittelohres zu, und dient damit dem

Ausschluss von H�rst�rungen, die durch L�sionen in diesem Bereich des Ohres,

bedingt sein k�nnen.
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2.2.3 Audiogramm

Das Tonschwellenaudiogramm wird mit Hilfe eines Audiometers erstellt. Audiometer

erzeugen elektrische Wechselstr�me verschiedener Frequenz und Intensit�t (vgl.

DIN 45620 ãAudiometer zur H�rschwellenbestimmungÒ). Die Wechselstr�me

betreiben Luftschall- und Knochenschallh�rer, die einen m�glichst reinen, von

Oberwellen freien Ton abstrahlen. Die Verwendung von obertonfreien T�nen f�r die

H�rdiagnostik geht auf OHM, v. HELMHOLTZ und BEZOLD zur�ck und gilt seither

als unwidersprochen (Lehnhardt, 1987). Mit Hilfe des Audiogrammes wird die

H�rschwelle bestimmt, die, subjektiv,  vom Patienten angegeben wird, zu welchem

Zeitpunkt er die Oberton freien T�ne der verschiedenen Frequenzen (0,5kHz; 1kHz;

2kHz; 4kHz und 8kHz) registriert. Daraus lassen sich R�ckschl�sse auf eventuelle

H�rverluste in diesen Frequenzbereichen schlie§en, die in dB (Schalldruckpegel)

angegeben werden. Diese Art der H�rschwellenbestimmung l�sst R�ckschl�sse auf

die Funktion des Innenohres, insbesondere der Cochlea, zu. Damit dient das

Audiogramm also der seitengetrennten frequenzspezifischen Erfassung des

H�rverlustes, sowie der Differenzierung von H�rst�rungen.

2.2.4 Die Elektrische Reaktionsaudiometrie (ERA)

Die ERA ist der Oberbegriff f�r Verfahren zur Untersuchung von Geh�reigenschaften

mit Hilfe der Registrierung elektrischer Spannungen physiologischen Ursprunges, die

durch einen akustischen oder elektrischen Reiz ausgel�st werden k�nnen und

�blicherweise als ãAkustisch Evozierte PotentialeÒ (AEP) bezeichnet werden, die an

der Kopfhaut abgeleitet werden k�nnen. Es handelt sich hierbei um eine objektive

Methode zur Bestimmung der H�rschwelle.  Im anglo-amerikanischen Sprachraum

wird die ERA als ãBrainstem Evoked Response AudiometryÒ (BERA) bezeichnet. In

dieser Arbeit dienten zwei Arten der BERA der Diagnosesicherung:

a.) ãClick-BERAÒ

Hierbei dient ein akustischer ãClickÒ-Reiz der Ausl�sung der FAEP (fr�he akustisch

evozierte Potentiale). Mit dieser Methode k�nnen Aussagen �ber die H�rschwelle im

Bereich von ca. 1-4kHz getroffen werden, eine definitive Aussage �ber den

frequenzabh�ngigen H�rschwellenverlauf kann aus dem Me§ergebnis jedoch nicht

unmittelbar abgeleitet werden (St�rzebecher et al., 1995)
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b.)Ònotched-noise-BERAÒ

Hierbei ist ein Reiz, der als ãGau§-burstÒ bezeichnet wird, f�r die Ausl�sung der

FAEPs,  verantwortlich. Zur Gewinnung von frequenzspezifischen FAEPs muss

sichergestellt werden, dass stets nur der interressierende, ausreichend schmale

Frequenzbereich der Basilarmembran antwortf�hig ist, indem die �brigen Bereiche

durch eine geeignete Maskierung desynchronisiert werden. Das erforderliche

Maskierungsverfahren nennt man ãnotched-noiseÒ-Maskierung. Damit lassen sich

Aussagen treffen �ber die H�rschwelle im Bereich von 0,5; 1; 2; 4- kHz

(St�rzebecher et al., 1995).

Beide in dieser Arbeit angewandten Formen der BERA wurden nach den ERA-

Empfehlungen der ãArbeitsgemeinschaft Deutschsprachiger Audiologen und

NeuroontologenÒ (ADANO) von 1994 durchgef�hrt .

2.3 Probanden-DNA zur Abkl�rung der Heterozygotenfrequenz in der
deutschen Bev�lkerung

F�r die Untersuchung von Sequenzauff�lligkeiten im Connexin 26-Gen diente eine

Kontrollgruppe von 100 deutschen, nicht verwandten, m�nnlichen und weiblichen

Personen ohne bekannte H�rst�rungen im Alter von 18-60 Jahren. Die DNA dieser

Kontrollgruppe stand f�r die Untersuchung dem Zentrum f�r Humangenetik zur

Verf�gung.
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3. MOLEKULARGENETISCHE METHODEN

3.1 Isolierung genomischer DNA aus menschlichen Leukozyten

(modifiziert nach M�ller et al. 1988)

Die Extraktion genomischer DNA aus den kernhaltigen Leukozyten des

menschlichen Blutes erfolgte nach Zellyse und anschlie§endem Proteinabbau durch

die Aussalzmethode. Nachteilig an dieser Methode war ein m�glicher DNA-Verlust im

Pr�zipitationsschritt, da DNA, die an den noch vorhandenen Proteine gebunden war,

mit ausgef�llt wurde. Zur Lyse der Erythrozyten wurden 10 ml EDTA-Blut (Frischblut

oder nach Lagerung bei Ð20°C) mit 30 ml RCLB-Puffer versetzt, und f�r 15 min auf

Eis unter regelm�§igem Schwenken der R�hrchen inkubiert. Durch die

anschlie§ende Zentrifugation (10.000 U/min, 4°C, 10 min) sedimentierten die nicht

lysierten Leukozyten. Der �berstand mit den lysierten Erythrozyten und dem in den

sp�teren Arbeitsschritten st�renden H�moglobin, wurde verworfen. Anschlie§end

wurde das Sediment erneut mit 25 ml RCLB-Puffer gewaschen und zentrifugiert. Die

im Sediment befindlichen Leukozyten wurden in 5 ml SE-Puffer resuspendiert, mit

250ml 10%iger SDS-L�sung und Proteinase K (10mg/ml) versetzt und anschlie§end

bei 37°C unter konstantem Schwenken f�r 16-18 Stunden oder bei 55°C f�r 3

Stunden inkubiert. Um einen m�glichst vollst�ndigen Verdau zu erreichen, folgte

nach Zugabe von weiteren 5 ml SE-Puffer  eine erneute Inkubation f�r 10 min bei

55°C . Nach der Lyse der Leukozyten wurden die Proteine durch die Zugabe von 1/3

Volumen ges�ttigter NaCl-L�sung dehydriert und pr�zipitiert. Daf�r wurde dieser

Ansatz f�r 15 s kr�ftig gesch�ttelt und die Proteine in einer anschlie§enden

Zentrifugation (10.000U/min, RT, 10 min) sedimentiert. Aus dem �berstand erfolgte

die F�llung der DNA durch die Zugabe von 40 ml Ethanol abs. . Anschlie§end wurde

die genomische DNA in 70% Ethanol gewaschen und f�r 12-24h bei 4°C auf einem

Rotator in TE-Puffer gel�st.
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3.2 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration von doppelstr�ngiger DNA wurde durch die Messung der Absorp-

tion bei 260 nm bestimmt. Bei dieser Wellenl�nge und bei einer Schichtdicke der

K�vette von 1 cm entsprach eine Absorption von 1,0 einer DNA-Doppel-

strangkonzentration von 50mg/ml. Proben der doppelstr�ngigen DNA wurden um den

Faktor 50 verd�nnt, um Absorptionswerte in einem Bereich hinreichender

Genauigkeit (A260 0,1-1,0) zu erhalten. Um Aufschluss �ber eine m�gliche Protein-

kontamination zu erhalten, wurde die Absorption bei 280 nm ermittelt. Bei

proteinfreier doppelstr�ngiger DNA lag der Wert des Quotienten A260:A280 bei ca. 1,8

(Sambrook et al. 1989).

3.3 Gelelektrophorese (Sambrook et al., 1989)

DNA-Fragmente konnten entsprechend ihrer Gr�§e im elektrischen Feld aufgetrennt

werden. Da die Phosphatreste dem Molek�l eine negative Ladung verliehen,

wanderten sie in einem elektrischen Feld von der Kathode zur Anode. Die

Laufeigenschaften in einem Agarosegel wurden vom Molekulargewicht und von der

Konformation der DNA, der H�he der angelegten Spannung, der Konzentration des

Gels und des verwendeten Ladepuffers beeinflu§t.

3.3.1 Agarosegelelektrophorese

F�r die gelelektrophoretische Auftrennung von PCR-Produkten wurden 2%ige

Agarosegele, die 0,025mg/ml Ethidiumbromid enthielten, verwendet. Als Lauf- und

Gelpuffer wurde 0,5 X TBE eingesetzt. Zum Absenken der DNA in die Geltaschen

wurde 1/10 Volumen Probenpuffer zugef�gt. Die Auftrennung der PCR-Produkte

erfolgte in ca. 30 min bei 250 Volt. Als DNA-L�ngenstandard wurde der 100 bp-

Marker (Gibco, BRL) verwendet. Nach der Elektrophorese wurde die DNA auf einem

UV-Transluminator (302 nm) sichtbar gemacht, und die fotografische Dokumentation

erfolgte mit dem Geldokumentationssystem Herolab EASY-System.

3.4 Polymerasekettenreaktion (Saiki et al., 1989)

Mit der Polymerasekettenreaktion (PCR: Polymerase chain reaction) konnten

definierte DNA-Abschnitte aus einer geringen DNA-Ausgangsmenge in vitro

amplifiziert werden.
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F�r die PCR ben�tigte man DNA-Fragmente, deren Sequenz am 5«- und am 3«-Ende

bekannt waren, damit aus diesem Bereich Oligonukleotide (Primer) abgeleitet

werden konnten. Das Grundprinzip der PCR unterteilte sich in drei Reaktionsschritte,

die zyklisch 25-35 mal durchlaufen wurden. Zuerst wurde die doppelstr�ngige DNA

bei 94¡C denaturiert, im zweiten Schritt lagerten sich die Oligonukleotide an die DNA

(Annealing). Dies geschah bei Temperaturen von 50¡C bis 65¡C (die Temperatur

hing von der L�nge und der Basenzusammensetzung der Oligonukleotide ab). Im

dritten Schritt begann die Synthese, bei der die Oligonukleotide als Startpunkt

dienten. Die Polymerase lagerte sich an die Oligonukleotide an und synthetisierte bei

72¡C einen komplement�ren Strang (Extension), dies erfolgte immer von 5«- in 3«-

Richtung. Bei jedem neuen Zyklus konnte die neu synthetisierte DNA ebenfalls als

Matrize dienen. Dies f�hrte zu einer exponentiellen Vermehrung der gew�nschten

DNA-Sequenz.

3.4.1 Generierung von Oligonukleotiden

Um Sequenzabschnitte mit Hilfe der PCR zu amplifizieren, ben�tigte man

Oligonukleotidpaare (Primerpaare). F�r die Generierung von Primerpaaren mu§te ein

Teil der Sequenz bekannt sein, daher sind f�r die Auswahl von Primern einige

Punkte zu beachten: Die Primer sollten eine hohe Spezifit�t und eine L�nge von

etwa 16-20 Basenpaaren aufweisen und dar�berhinaus keine Motive enthalten, die

Haarnadelschleifenbildung oder Primerdimerisierung beg�nstigten. Es war ebenfalls

wichtig, dass die Anlagerungstemperatur beider Primer in etwa gleich hoch waren.

Die Auswahl der Primer wurde in dieser Arbeit mit dem Softwareprogramm ãPrimer 3Ò

des Whitehead Institute for Biomedical Research durchgef�hrt (http://www-

genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi).

3.4.2 PCR-Bedingungen zur Amplifikation des Connexin 26-Gens aus

genomischer DNA

Die PCR-Bedingungen f�r neugenerierte Primerpaare wurden standardm�§ig mit

genomischer DNA unter folgenden Bedingungen ausgetestet:
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Reaktionsansatz: 50 µl

10xPCR-Puffer    5 µl

dNTPs (20mM) 0,5 µl

Primer forward (100 ng/µl) 0,5 µl

Primer reverse (100 ng/µl) 0,5 µl

Taq-Polymerase (4 U/µl) 0,25 µl

DNA (100 ng/µl) 1,0 µl

A. bidest. ad 50 µl

Da ein Thermocycler mit beheizbarem Deckel zur Verf�gung stand, mu§ten die PCR-

Proben nicht mit Paraffin �berschichtet werden.

Folgendes PCR-Programm wurde standardm�§ig benutzt:

                    Schritt 1: 5 min 94¡C

                    Schritt 2: 1 min 95¡C

                    Schritt 3: 1 min 58¡C

                    Schritt 4: 1 min 72¡C

                    Schritt 5: 10 min 72¡C

                    Schritt 6: ¥ 4¡C

                    Schritte 2-4 wurden 35x wiederholt.

Dem letzten Zyklus wurde eine 10 min DNA-Synthesephase angeschlossen, um

doppelstr�ngige DNA als Produkt zu erhalten. Zur �berpr�fung der PCR wurden die

Produkte in einem 2%igem Agarosegel aufgetrennt.

3.5 Aufreinigung von PCR-Produkten mittels QIAquick PCR Purification Kit

F�r die anschlie§ende Sequenzierung war eine Abtrennung der amplifizierten PCR-

Fragmente von Primer-, Enzymresten und Salz unumg�nglich, da diese Reagentien

die folgende Sequenzreaktion in einem erheblichen Ma§e negativ h�tten

beeinflussen k�nnen. Die Reinigung erfolgte mittels QIAquick PCR Purification Kit

gem�§ Herstellerangaben (Qiagen). Dabei wurde das PCR-Produkt mit einem

ethanolhaltigen Puffer versetzt, auf eine S�ule gegeben, durch mehrere

Zentrifugations- und Waschschritte gereinigt, und schlie§lich in H2O eluiert. Zur
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Kontrolle und zur Absch�tzung der DNA-Konzentration wurden 2ml des Eluates in

einem Agarosegel aufgetrennt.

3.6 Mutationsanalyse im Connexin 26-Gen bei klinischem Verdacht auf

genetisch bedingte isolierte sensorineurale H�rst�rung

Bei 28 Probanden mit klinischem Verdacht auf genetisch bedingte isolierte

sensorineurale H�rst�rung und 28 Familienangeh�rigen dieser Probanden, wurde

die kodierende Sequenz des Connexin 26-Gens durch PCR amplifiziert. Die Wahl

der  Primerpaare erfolgte so, dass sechs �berlappende Fragmente von 134 bp bis

280 bp generiert wurden und flankierende Sequenzabschnitte enthalten waren. Die

Oligonukleotide sind in Tab. 5 dargestellt. Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe der

Einzelstrangkonformationsanalyse (SSCA) auf Abweichungen im Migrationsverhalten

in einem nicht-denaturierenden Polyacrylamidgel �berpr�ft, und auff�llige Fragmente

zur Identifizierung und Charackteriesierung der Sequenzvarianten mit Hilfe der

Heterozygotensequenzierung analysiert.

Tab. 6:Oligonukleotidpaare (Primerpaare) zur Amplifizierung der kodierenden
Region des Cx 26-Gens. Bei allen Oligonukleotiden betrug die
Anlagerungstemperatur 58°C.

Primer-
benennung

Basenabfolge von 5`-
nach 3`-Ende

GC-Gehalt

1f gaagtctccctgttctgtcct 52,4%
1r atgagcaggccgactttgtc 55%
2f tcttttccagagcaaaccgc 50%
2r gacacgaagatcagctgcag 55%
3f ccaggctgcaagaacgtgtc 60%
3r tttgatctcctcgatgtcct 45%
4f accggagacatgagaagaag 50%
4r acctacacacaagcagcatcttc 47,6%
5f gaaggtccgcatcgaaggct 60%
5r tgcaatcatgaacactgtga 40%
6f cactgtggactgctttgtgt 50%
6r catccctctcatgctgtct 52,6%
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3.6.1 Einzelstrang-Konformations-Analyse (SSCA) (Orita et al., 1989)

Bei der SSCA wurden die PCR-Produkte denaturiert und lagen so als Einzelstr�nge

vor. Sie wurden auf ein nicht denaturierendes Polyacrylamidgel aufgetragen, wobei

die Einzelstr�nge Sekund�rstrukturen ausbilden konnten, die durch schwache

intermolekulare Wechselwirkungen zustande kamen (z.B. Wasserstoff-

br�ckenbindung). Es konnten eine oder mehrere stabile Formen auftreten, wobei die

Einzelstrangkonformation die Migrationsgeschwindigkeit im elektrischen Feld

bestimmte.

Schon die Substitution, bzw. Deletion einer Base konnte zu einer

Konformations�nderung der einzelstr�ngigen DNA f�hren und so das Laufverhalten

im Gel ver�ndern. Entscheidend f�r die Sensitivit�t der Methode war die optimale

DNA-Fragmentl�nge, die 150-270 bp nicht �berschreiten sollte. Die Effizienz war

aber auch vom Ort der Mutation, vom GC-Gehalt der Sequenz und der Art der

Mutation abh�ngig. Eine wichtige Rolle spielten zudem die Gelzusammensetzung

und die Laufbedingungen bei der Detektion von Mutationen (Sheffield et al., 1993).

Das Funktionsprinzip der SSCA ist schematisch in Abb. 4 dargestellt. In der

vorliegenden Arbeit wurde standardm�§ig die Auftrennung der PCR-Fragmente im

12% Acrylamidgel bei 20°C, einer Spannung von 500 V und einer Laufzeit von 2h

durchgef�hrt. Folgende Chemikalien wurden f�r die Gelbereitung verwandt:

                  Acrylamid (40%) 9 ml

                  Bisacrylamid (2%) 3,6 ml

                 10 xTBE 3  ml

                  A. bidest. ad 30 ml

                  APS (10 %) 280 µl

                  TEMED 18 µl

Das Gel wurde zwischen zwei sorgf�ltig gereinigte Glasplatten gegossen, die durch

Spacer (0,75 mm) voneinander getrennt waren. Als Laufpuffer diente 0,5xTBE. Vom

PCR-Ansatz wurden 10 µl aliquotiert und mit 8 µl des denaturierendem SSCA-

Ladepuffers gemischt und 5 min bei 96¡C denaturiert. Bis zum Auftrag auf das Gel

erfolgte die Inkubation der Proben auf Eis. 5 µl dieses Ansatzes wurden mit der

Hamilton-Spritze in die Geltaschen aufgetragen.
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Abb. 6:  �bersichtsschema der Einzelstrang-Konformations-Analyse (SSCA)
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3.7 Silbernitratf�rbung von Polyacrylamid-Gelen (hier SSCA-Gelen)

Eine der sensitivsten Nachweismethoden von DNA und Proteinen in einem

Polyacrylamidgel ist die Reduktion von Silbernitrat. Hierzu wurde das Gel mit

Silbernitrat behandelt. Das Silbernitrat wurde durch Formaldehyd bei einem erh�hten

pH-Wert zu metallischem Silber reduziert. Diese Reduktion wurde durch

Makromolek�le, in diesem Fall DNA, beschleunigt (Nielson und Brown, 1984).

Beim Nachweis von DNA in Polyacrylamidgelen durch Silbernitrat-F�rbung gab es

eine Vielzahl von Variationsm�glichkeiten. In dieser Arbeit wurde nach der Methode

von Budowle et al. 1991 gearbeitet (Budowle et al., 1991).

Das Gel wurde zur Fixierung f�r 5 min in eine L�sung mit 10% Ethanol abs. und

0,5% Eisessig gegeben. Die L�sung wurde dekantiert und f�r 10 min wurde eine 1 %

Salpeters�ure zugegeben. Durch diesen Schritt konnte man eine Reduktion des

Hintergrundes auf dem Gel erreichen. Anschlie§end wurde das Gel 2-3 mal kurz mit

A. dest. gesp�lt. Nun wurde das Gel 30 min in einer 12 mM AgNO3-L�sung

geschwenkt. Man dekantierte die Silbernitratl�sung ab und wusch das Gel wieder 2-3

mal kurz mit A. dest.. Im n�chsten Schritt wurde das Silbernitrat mit einer 280 mM

NaCO3-L�sung mit 0,019% Formaldehyd reduziert. Bei diesem Schritt wurde zuerst

2x etwa 100 ml der L�sung zugegeben und direkt wieder verworfen, um das freie

Silbernitrat zu reduzieren und vom Gel zu entfernen. Dann wurden 500 ml dieser

L�sung zugegeben und so lange unter st�ndigem Schwenken in der F�rbeschale

belassen, bis die Banden deutlich zu sehen waren. Im letzten Schritt wurde die

Reaktion in einer 10 %igen Eisessigl�sung gestoppt. Zu dieser L�sung gab man

etwa 50 ml Glycerin, um die Elastizit�t des Gels zu erhalten.

Das Gel wurde anschlie§end zwischen zwei feuchte permeable Membranen

blasenfrei gelegt und f�r 16 h in einem Geltrockenrahmen getrocknet.

3.8 DNA-Sequenzierung

Die Taq-Cycle-Sequenzierung wurde mit den DNA-Sequenzier-Automaten ãModel

373AÒ und ãModel 310Ò der Firma Applied Biosystems (Perkin Elmer) durchgef�hrt.

Bei diesen beiden Ger�ten handelte es sich um einen Plattensequenzierger�t

(373A), und um ein Kapillarsequenzierger�t (310A). Bei der Taq-Cycle-

Sequenzierung wurde die statistische Kettenabruchmethode nach Sanger (Sanger et

al., 1977) modifiziert. Diese Methode benutzte die F�higkeit von DNA-Ploymerasen
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in vitro, die komplement�re Kopie eines DNA-Stranges zu synthetisieren. Der

abzulesende Strang mu§te f�r eine effiziente DNA-Synthese als Einzelstrang

vorliegen. Die Synthese wurde initiiert durch ein kurzes Oligonukleotid, das sich

durch seine Komplementarit�t an die 5`-Region der zu identifizierenden DNA-

Sequenz anlagerte. Dieses kurze, angelagerte Oligonukleotid besa§ eine freie 3`-

Hydroxylgruppe, die von der Polymerase genutzt wurde, um eine

Phosphodiesterbr�ckenbindung zu dem folgenden 2`-Desoxy-Nukleosidtriphosphat

zu kn�pfen, falls dieses komplement�r zur Base des Matrizenstranges an dieser

Stelle war. Diese Reaktion verl�ngerte das Oligonukleotid um eine Base. Durch die

Verwendung einer Mischung von 2`-Desoxy-Nukleotiden und 2`3`-Didesoxy-

Nukleotiden, denen die freie 3`-Hydroxylgruppe fehlte, kam es zum zuf�lligen

Kettenabbruch, wenn die DNA-Polymerase ein komplement�res 2`3`-

Didesoxynukleotid einbaute. So entstand eine Population von Oligonukleotidstr�ngen

mit identischen 5`-Enden, deren 3`-Ende aber bez�glich der L�nge variierte

(Sambrock et al. 1989). Als DNA-Polymerase wurde zur Zeit entweder die T7-

Polymerase oder die Taq-Polymerase verwendet. Die T7-DNA-Polymerase

produzierte ein gleichm�§igeres Sequenzmuster, hatte aber den Nachteil, dass sie

nicht hitzestabil war. Die niedrige Reaktionstemperatur der T7-Polymerase-Reaktion

von 37°C erm�glichte den Einsatz der DNA-Matrize nur als Einzelstrang, da

andernfalls die Renaturierung zum Doppelstrang die Polymerisation verhindert h�tte.

Um ein detektierbares Signal bei einem einmaligen Ablesen des Matrizenstranges zu

erhalten, mu§te dieser in gro§en Mengen bereitgestellt werden.

Eine Vereinfachung der Sequenzierung wurde durch den Einsatz der Taq-DNA-

Polymerase erreicht. Durch die Hitzestabillit�t der Taq-DNA-Polymerase konnte in

der Sequenzreaktion der DNA-Doppelstrang verwendet werden. Die Anlagerung des

Oligonukleotides und die Polymerisation fanden bei Temperaturen, die eine

Renaturierung des Doppelstranges verhindern, statt. Zus�tzlich konnte durch die

Hitzestabilit�t der Taq-DNA-Polymerase der Matrizenstrang mehrmals durch eine

Temperaturerh�hung denaturiert werden. Durch das wiederholte Ablesen reichten

schon geringe Mengen an Matrizen-DNA aus, um ein detektierbares Signal zu

erhalten. Nachteil der Taq-DNA-Polymerase war eine nicht einheitliche

Signalintensit�t der einzelnen Nukleotide durch die Diskriminierung einzelner

Nukleotide in bestimmten Sequenzmotiven.
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Zur Detektion des neu synthetisierten DNA-Stranges wurde in dieser Arbeit die

Fluoreszenz-Terminator-Methode angewandt.

Bei dieser Methode fehlten den Didesoxynukleotiden, die zur Kettenverl�ngerung

n�tige 3«-Hydroxygruppe der Ribose. Daf�r waren sie mit 4 verschiedenen

Fluoreszenzfarbstoffen auf Rhodaminbasis markiert, die differierende

Emmissionsmaxima besa§en (ddATP: ãJOEÒ-gr�n; ddGTP: ãFAMÒ-blau; ddCTP;

ãTAMRAÒ-gelb; ddTTP; ãROXÒ-rot). Durch diese unterschiedliche Farbgebung war es

m�glich die unterschiedlichen Nukleotide einer Spur zu analysieren. In einem

Sequenziergel liefen die unterschiedlich langen PCR-Produkte eines Ansatzes ihrer

Gr�§e nach an einem Argonlaser vorbei, der die Fluoreszenzfarbstoffe anregte. Da

die vier Basen durch unterschiedliche Farbstoffe markiert waren, konnte die gesamte

Reaktion in einem Reaktionsgef�§ angesetzt werden. Die Auswertung der einzelnen

Emissionen der Fluoreszenzfarbstoffe wurde durch den Einsatz eines Filtersets

sichergestellt, weil die Emmissionsmaxima der Farbstoffe sich �berlagerten. Die

Bandbreite des Filterset ( Filterset A) betrug: 540, 560, 580 und 600 nm .

3.8.1 Sequenzieransatz: Taq-Cycle-PCR

In dieser Arbeit wurde das BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaktion Kit

vers. 1.1 von Applied Biosystems verwendet. Das Kit enthielt eine modifizierte Taq-

Polymerase, Desoxynukleotide und fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide in

Konzentrationen, die eine Synthese von PCR-Produkten zwischen 10 und 700 bp

sicherstellten (lt. Angabe des Herstellers). Der Sequenzieransatz variierte je nach der

Konzentration der Ausgangs-DNA. In dieser Arbeit  wurden aufgereinigte PCR-

Produkte sequenziert. Diese PCR-Produkte wurden mit dem PCR-Purification-Kit von

QIAGEN nach Anleitung des Herstellers aufgereinigt (siehe Kapitel 2.5).

Sequenzieransatz (aus einem PCR-Produkt):

            Terminator Ready Reaktion Mix 4 µl

            Aufgereinigtes PCR-Produkt X µl (75 ng)

            Primer (10 pmol/µl) 0,5 µl

            A. bidest. ad 10 µl

            Der Ansatz wurde auf Eis , unter Lichtabschlu§, pipettiert.
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PCR-Programm:

Die Reaktionsgef�§e wurden in vorgeheizte Bl�cke der PCR-Maschine gestellt.

Daraufhin wurde das unten aufgef�hrte Programm gestartet:

                 Schritt 1: 20 sec 96¡C

                 Schritt 2: 10 sec 58¡C

                 Schritt 3: 4 min 60¡C

                 Schritt 4: 4 min 60¡C

                 Schritt 5 ¥ 4¡C

                 Schritte 1 bis 3 wurden 30x wiederholt.

3.8.2 Aufreinigung der PCR-Produkte

Zur Abtrennung der �bersch�ssigen Terminatoren, da vor allem die

fluoreszenzmarkierten ddNTPs zu einer �berlagerung bei der Sequenzauswertung

f�hren konnten, wurden die Proben einer Salz-Alkohol-F�llung und anschlie§enden

Reinigung unterzogen, wobei oben erw�hnte Terminatoren, st�rende Salze und

Proteine entfernt wurden.

Die Proben wurden mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat und 2,5 Volumen Ethanol

abs. gemischt und 30 min bei 14.000 rpm zentrifugiert, anschlie§end mit 70%igem

Ethanol gewaschen. Der �berstand wurde vorsichtig abgenommen und die Proben

unter Lichtabschlu§ getrocknet.

Nach dem Trocknen wurden die Pellets in Probenpuffer aufgenommen. Die Proben

wurden f�r die beiden Sequenzier-Automaten in unterschiedlichen Probenpuffern

aufgenommen. F�r das Modell 373A wurden die Proben in 4 µl Probenpuffer (5:1

deionisiertes Formamid zu 50 mM EDTA) resuspendiert. F�r das Modell 310 wurden

die Proben in 20 µl ãTemplate Suppression ReagentÒ der Firma Perkin Elmer

aufgenommen, anschlie§end f�r 5 min bei 94¡C denaturiert und bis zum Auftrag auf

das Sequenziergel des Plattensequenzierers,  bzw. bis zur Plazierung auf den

Probenschlitten des Kapillarsequenzierger�tes, auf Eis gelagert.



Material und Methoden                                                                                                         35

3.8.3 Sequenzierung am Sequenzier-Automat 373 A

Bei dem Sequenzierautomaten 373A von Perkin Elmer handelte es sich um einen

Plattensequenzierger�t. Die Glasplatten f�r das Sequenzgel wurden vor dem

Gebrauch sorgf�lltig mit einem Detergens  (Alconox) und A. dest. gereinigt und

anschlie§end mit Isopropanol 99% sorgf�ltig gereinigt und getrocknet. Die Spacer

(0,3 mm) wurden auf die R�nder der Glasplatte gelegt, die Glasplatten

zusammengesetzt und mit Klammern fixiert. Das Gel bestand aus:

Harnstoff 30g

50% Acrylamid 7,2ml

10xTBE-Puffer 6ml

A. bidest 25,3ml

Den Harnstoff l�ste man im 50¡C Wasserbad. Die denaturierenden Eigenschaften

des Harnstoffs sorgen daf�r, dass die DNA im Gel einzelstr�ngig vorliegt. Die Gel-

L�sung wurde �ber einen 2 µm Faltenfilter  filtriert. Die Polymerisation des Gels

wurde mit 20 µl TEMED und 280 µl 10 %iger Amoniumpersulfatl�sung gestartet.

Direkt im Anschlu§ wurde das Gel zwischen die Glasplatten gegossen. Der Vorkamm

wurde eingesetzt, und das Gel wurde 2 h in horizontaler Lage auspolymerisiert.

Nach Einbau des Gels in die Sequenzie-Maschine wurde der Auftragskamm

eingesetzt, so dass die Z�hne etwa 1 mm in das Gel hineinragten, die

Pufferkammern wurden mit 1xTBE gef�llt und der Gelvorlauf bei 37 Watt f�r 1 h

gestartet. Die Proben wurden alternierend in jede zweite Geltasche aufgetragen.

Nach 10 min Laufzeit wurde die zweite H�lfte der Proben geladen. Die

Elektrophorese erfolgt 14-16 h bei 37 Watt. Nach anschlie§ender Sichtung der vom

Computer ausgewerteten Spuren des Geles, die die aufgetragenen Sequenzier-

Proben repr�sentierten, wurden diese von Hand, mit Hilfe des Programms Edit View,

editiert, bevor sie abschlie§end mit Hilfe des Computer-Programmes Sequencer

3.1.1 . ausgewertet wurden.

3.8.4 Auftrennung des Sequenzieransatzes (Model 310)

Bei dem Ger�t 310 von Perkin Elmer handelte es sich um ein

Kapillarsequenzierger�t, bei dem die Gelmatrix (POP6 von Perkin Elmer) �ber ein

Pumpsystem in eine Glaskapillare gepumpt wurde. Diese Gelmatrix wurde nach

jedem Lauf automatisch ausgetauscht. Die Proben wurden im Reaktionsgef�§ auf

dem Transportschlitten des Kapillarsequenzger�tes plaziert, so dass die DNA-
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Proben von dem Ger�t eigenst�ndig aus den Reaktionsgef�§en aufgenommen

wurden. Die Sequenzierdaten wurden mit dem Computerprogramm Standard Base

Caller (Applied Biosystems, Perkin Elmer)  so nachbearbeitet, dass sie anschlie§end

mit Hilfe des Computerprogrammes Sequencer 3.1.1 ausgewertet und beurteilt

werden konnten.

3.9 Statistische Methoden

Zur Entscheidung, ob ein genetisches Merkmal ein Risikofaktor darstellt, wurden

�bliche statistische Verfahren angewandt (Terwilliger und Ott, 1994).

Dabei wurde untersucht, ob die Unterschiede zweier Stichproben durch

zufallsbedingte Streuung zu erkl�ren waren (Nullhypothese H0), oder ob tats�chlich

ein Effekt vorlag (Alternativhypothese H1). Mit einem statistischen Test ( x2, Fisher,

McNemar, Cochran-Armitage) wurde aus den Beobachtungsdaten die jeweilige

Testgr�§e errechnet und der zugeh�rige p-Wert ermittelt.

Der p-Wert ist die Wahrscheinlichkeit, mit der sich die vorliegenden Ergebnisse (oder

noch extremere) zuf�llig ergeben k�nnten, d.h. der p-Wert ist die Wahrscheinlichkeit,

mit der man sich irrt, wenn man die Nullhypothese H0 ablehnt. Wenn diese

Wahrscheinlichkeit gering ist (kleiner als das zuvor vereinbarte Signifikanzniveau A),

wird H0 verworfen und das Ergebnis als statistisch signifikant bezeichnet. Meist (so

auch in der vorliegenden Arbeit) setzt man A gleich 0.05.

Au§erdem wurden Odds Ratio (OR) und Konfidenzintervall (CI) berrechnet.

Die OR gibt an, um welchen Faktor das Krankheitsrisiko einer Person steigt, wenn

sie Tr�ger eines bestimmten Allels oder Genotyps ist. Bei Krankheiten mit niedriger

Pr�valenz wird die OR gleich dem relativen Risiko. Um die Genauigkeit der OR

beurteilen zu k�nnen, wurde das zugeh�rige CI angegeben.

Ein CI  ist der Wertebereich, der mit einer vorgegebenen Vertrauenswahr-

scheinlichkeit (1-A) die wahre OR enth�lt. Ein gro§es CI ist Indiz f�r eine starke

Varaibillit�t der Daten. Enth�lt das CI die 1, ist das Ergebnis nicht signifikant. Da wie

�blich eine Irrtumswahrscheinlichkeit A gleich 5% gew�hlt wurde, werden 95% CI

angegeben.
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IV. Ergebnisse

Das menschliche Connexin 26-Gen (GenBank Acc.No.: NM_004004) ist auf dem

langen Arm des Chromosoms 13q11-q12 lokalisiert. Es besteht aus zwei Exons,

wobei das Exon 2 eine Gr�§e von 681 bp besitzt, und f�r das Gap-junction-Protein-

b-2 (GJB2) kodiert. Es handelt sich dabei um ein Transmembranprotein, dessen

Struktur in der Abb. 2 schematisch dargestellt ist.

Ein Patientenkollektiv, bestehend aus 28 Patienten mit dem klinischen Verdacht auf

genetisch bedingte nicht-syndromale Schwerh�rigkeit, wurde auf Mutationen im

Connexin 26-Gen untersucht. Das Kollektiv bestand aus 15 m�nnlichen Patienten

und 13 weiblichen Patientinnen. Das Alter der Patienten betrug 0-18 Jahre. Das

Kollektiv setzte sich aus 21 deutschen, 6 t�rkischen und einem pakistanischen

Patienten mit heredit�ren, sensorineuralen H�rst�rungen zusammen.

Von diesen 28 Patienten bestand bei 5 Patienten (18%) der Verdacht auf eine

isolierte Schwerh�rigkeit, die einen famili�ren Hintergrund hat, w�hrend es sich bei

20  Patienten (71%) um eine sporadisch auftretende Form der H�rst�rung handelte.

Bei 3 von 28 Patienten (11%) lagen �ber den famili�ren Hintergrund der H�rst�rung

anamnestisch keine Angaben vor. Der Grad der Auspr�gung der H�rst�rung

innerhalb des Patientenkollektivs war sehr heterogen. Ein Patient aus diesem

Kollektiv zeigte eine ãleichtgradigeÒ H�rst�rung. Ein weiterer Patient dieser Gruppe

konnte als ãleicht-mittelgradigÒ eingestuft werden. Eine Gruppe von 12 Patienten

zeigte eine ãmittelgradigeÒ H�rst�rung. 1 Patient hatte eine ãmittel-hochgradigeÒ

H�rst�rung. Bei 7 Patienten wurde  eine ãhochgradigeÒ H�rst�rung diagnostiziert. 6

Personen zeigten eine H�rst�rung, die als ãan Taubheit grenzend, bzw. resth�rigÒ zu

bezeichnen war. Eine �bersicht, �ber die im Patientenkollektiv beobachteten

H�rst�rungen ist in Tabelle 7 zusammenfassend dargestellt.
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1. Etablierung der Polymerasekettenreaktion (PCR) zur molekulargenetischen

Analyse der kodierenden Region des Connexin 26-Gens

Zur Analyse der kodierenden Region und der 5`- bzw. 3`-flankierenden

Sequenzabschnitte der kodierenden Region im Exon 2 von Connexin 26 wurden 6

Primerpaare mit Hilfe der in der Genbank vorhanden Sequenz (Acc. No.:

NM_004004) ausgew�hlt. Folgende Auswahlkriterien wurden bei der Auswahl der

Primer ber�cksichtigt: Zum einen sollten sie eine L�nge von 280 bp nicht

�berschreiten, zum anderen sollten die generierten PCR-Produkte sich so

�berlappen, dass eine komplette Analyse der kodierenden Region des Gens

gew�hrleistet war (Primer 1f/r-6f/r, Tab. 8).

F�r die Einzelstrangkonformationsanalyse (SSCA) wurden die einzelnen PCR-

Produkte der Primerpaare 1f/r-6f/r auf ihr ver�ndertes Migrationsverhalten bei den

einzelnen Probanden �berpr�ft.

F�r die Sequenzanalyse wurden die Primer in der Kombination 1f/3r und 3f/6r f�r

eine erste Amplifikation der kodierenden Region verwendet (Abb. 7, Spur  und ). Die

Laufeigenschaften der PCR-Produkte in einem 2%igen Agarosegel sind in Abb. 7

Auspr�gungsgrad der
Schwerh�rigkeit

Anzahl der betroffenen
Patienten

Patient/
Labornummer

Leichtgradig (27-40dB) 1(3,57%) Cx24

Leicht-mittelgradig (27-69dB) 1(3,57%) Cx53

Mittelgradig (40-69dB) 12(42,86%) Cx01,Cx06, Cx10, Cx14, Cx16,
Cx17, Cx21, Cx22, Cx25, Cx42,
Cx52, Cx56

Mittel-hochgradig (40-94dB) 1(3,57%) Cx40

Hochgradig (70-94dB) 7(25%) Cx09, Cx20, Cx28, Cx29, Cx33,
Cx46, Cx49

Resth�rig (>94 dB) 6(21,43%) Cx05, Cx11, Cx15, Cx27, Cx30,
Cx44

Tab. 7: �bersicht �ber die Auspr�gungsgrade der Schwerh�rigkeit, die
bei den 28 untersuchten Patienten zu beobachten waren
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dargestellt. Die Bezeichnung und die Gr�§e der einzelnen Produkte sind in Tab. 8

aufgef�hrt.

Tab. 8: Zusammenfassende Darstellung der verwendeten Primerpaarkombinationen
und der Gr�§e der generierten PCR-Produkte.
F�r die die SSCA wurden die Primerpaarkombinationen 1f/r-6f/r verwendet.
F�r die Heterozygotensequenzierung fanden die Primerpaarkombinationen
1f/3r und 3f/6r Verwendung.

DNA-Fragment-

bezeichnung

 Verwendete Primer

Kombinationen

L�nge des generierten

PCR-Produktes

in Basenpaaren (bp)

Fragment 1 1f/1r 237 bp

Fragment 2 2f/2r 280 bp

Fragment 3 3f/3r 195 bp

Fragment 4 4f/4r 134 bp

Fragment 5 5f/5r 220 bp

Fragment 6 6f/6r 202 bp

Fragment  1/3 1f/3r 447 bp

Fragment 3/6 3f/6r 558 bp
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Abb. 7: Darstellung der Gr�§e der PCR-Produkte Fragment 1-6 (Spur 1-6)
und Fragment 1/3 (Spur 8), wie Fragment 3/6 (Spur 9),
aufgetragen auf einem 2%igen Agarosegel, absch�tzbar anhand eines 100 bp-
Markers (Spur 7 und 10)
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2. Einzelstrangkonformationsanalyse (SSCA) zur Detektion von
Sequenzvarianten bei Patienten mit klinischem Verdacht auf genetisch
bedingte nicht-syndromale Schwerh�rigkeit

Die Einzelstrangkonformationsanalyse (SSCA) ist eine sensitive Nachweismethode

zur Analyse von DNA-Sequenzver�nderungen. Das Prinzip der Methode basiert auf

der Untersuchung des Migrationsverhalten von DNA-Einzelstr�ngen im nicht-

denaturierendem Polyacrylamidgel. Hierbei wird die Laufeigenschaft der

Einzelstr�nge im elektrischen Feld schon durch Substitution bzw. Deletion einer

Base im Vergleich zum Wildtyp ver�ndert und im gef�rbten Gel sichtbar gemacht

(siehe Abb. 4).

In der vorliegenden Arbeit wurde das Migrationsverhalten der DNA-Fragmente 1-6

(s.Tab. 8), die mittels PCR amplifiziert wurden unter konstanten  SSCA-Bedingungen

(500V, 2h, RT) untersucht (s. II.2.6.1).

In der SSCA wurden alle 28 Patienten, mit klinischem Verdacht auf genetisch-

bedingte, nicht-syndromale Schwerh�rigkeiten und eine Kontrollgruppe, bestehend

aus 50 gesunden, nicht-verwandten Deutschen, auf Ver�nderungen im

Migrationsverhalten der DNA-Einzelstr�nge �berpr�ft.

Insgesamt zeigten 4 von 28 untersuchten Patienten ein aberrantes Bandenmuster im

Vergleich zur gesunden Kontrollperson.

Drei von 4 Patienten zeigten eine Ver�nderung der Laufeigenschaften der DNA-

Einzelstr�nge im Vergleich zur verwendeten Kontrolle (Abb. 8A, Spur K) bei der

Analyse des PCR-Produktes von Fragment 1 (Abb. 8A, Spur 1, 5 und 6).

Ein Patient zeigte eine Ver�nderung der Laufeigenschaften der DNA-Einzelstr�nge

im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 8B, Spur K) bei Analyse des PCR-Produktes von

Fragment 4 (Abb. 8B, Spur 1).

Um annehmen zu k�nnen, ob es sich bei diesen aberranten Bandenstrukturen um

Mutationen handeln k�nnte, oder ob Polymorphismen vorlagen, wurden 100

Chromosomen, die aus einem Kontrollpersonengut der Arbeitsgruppe zur Verf�gung

standen, mittels der SSCA mit DNA-Fragment 1-6 (Tab. 8) auf Bandenaberrationen

untersucht. Es lie§en sich weder das Aberrationsmuster, was bei den 3 Patienten in

der SSCA mit DNA-Fragment 1 beobachtet werden konnte, noch das aberrante

Bandenmuster, was in der SSCA-Analyse bei den Patienten mit DNA-Fragment 4

auftrat, wiederfinden. Daraus kann geschlossen werden, dass es sich bei diesen

Patienten mit den auff�lligen Bandenstrukturen in der SSCA um Personen handelt,
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die Mutationen im DNA-Fragment 1 bzw., die eine Mutation im DNA-Fragment 4 des

Connexin 26-Gens aufwiesen.

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass die untersuchten Kontrollpersonen

(n=50) zeigten in keinem der 6 untersuchten PCR-Produkte (1f/r-6f/r) eine

Ver�nderung der Laufeigenschaft der DNA-Einzelstr�nge.

Die unterschiedliche Wirkung von einem Einzelbasenaustausch, bzw. einer Deletion

auf das Migrationsverhalten der DNA-Einzelstr�nge und des DNA-Doppelstranges in

der SSCA ist in der Abb. 8 dargestellt.

Abb. 8: Darstellung der Einzelstrangkonformationsanalyse der DNA-Fragmente 1 und 4.
A:  Darstellung der SSCA von DNA-Fragment 1. Spuren 1,5 und 6 zeigen eine
Ver�nderung der Laufeigenschaften der DNA-Einzelstr�nge. (Spur K : gesunde
Kontrollperson, Spur 1-7: Patient Cx05, Cx42, Cx53, Cx20, Cx09, Cx15, Cx06)
B: Darstellung der SSCA von DNA-Fragment 4. Spur 1 zeigt eine Ver�nderung der
Laufeigenschaften der DNA-Einzelstr�nge (Spur K : gesunde Kontrollperson, Spur 1-3:
Patient Cx14, Cx 16, Cx21).

(*) markiert den aberranten Einzelstrang.

K

A

1 2 3 4 5 6 7

* * *

B

K 1 2 3

*
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3. Sequenzanalyse

Zur weiteren Analyse des Connexin 26-Gens bei den Patienten mit Auff�lligkeiten in

der Einzelstrangkonformationsanalyse wurde die Methode der Heterozygoten-

sequenzierung gew�hlt. Hierf�r wurden die zwei PCR-Produkte mit den

Primerkombi-nationen 1f/3r und 3f/6r generiert und in der Folge einer

Sequenzreaktion mit  dem BigDye Terminator Cycle Sequencing-Kit  zugef�hrt. Bei

der Heterozygotensequenzierung werden die zwei Allele gleichzeitig analysiert. Die

Sequenzierung der PCR-Produkte erfolgte sowohl auf dem ãforwardÒ- wie auf dem

ãreverseÒ-DNA-Strang. Dies sollte sicherstellen, dass bei dem Vorliegen von zwei

unterschiedlichen Sequenzver�nderungen,  keine Sequenzvariante �bersehen wird.

Im weiteren erfolgte die Analyse zur Bestimmung von Sequenzvarianten im

Connexin 26-Gen bei 100 gesunden, nicht-verwandten, deutschen Kontrollpersonen,

um eine Aussage �ber die Heterozygotenfrequenz in der deutschen Normal-

bev�lkerung zu erhalten.

3.1 Heterozygotensequenzierung der kodierenden Region des Connexin 26-
Gen bei Patienten mit klinischem Verdacht auf genetisch bedingte nicht-
syndromale Schwerh�rigkeit

Das Ergebnis der Heterozygotensequenzierung zeigte, dass bei 10 von 28

untersuchten Patienten (35,7%) Sequenzvarianten in der kodierenden Region des

Connexin 26-Gen detektiert werden konnten. Bei 5 dieser Patienten wurden

Mutationen gefunden, die als Ursache f�r die klinische Auspr�gung der H�rst�rung

verantwortlich gemacht werden konnten. 5 weitere Patienten zeigten eine

Sequenzvariante, die nicht allein verantwortlich f�r die ph�notypische Auspr�gung

sein kann. Bei den krankheitsverursachenden Mutationen handelte es sich zum

einen in drei F�llen um die homozygote 35delG-Mutation,  zum anderen konnten bei

zwei Patienten compound-heterozygote Mutationen analysiert werden. In Tabelle 9

ist das Ergebnis der Heterozygotensequenzierung zusammengefasst. In der Folge

sollen die aufgefundenen Mutationen im einzelnen vorgestellt werden.
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3.1.1 Mutationen im Connexin 26 Gen bei Patienten mit klinischem Verdacht
auf genetisch bedingte nicht-syndromale, sensorineurale
Schwerh�rigkeit

3.1.1.1 Homozygote 35delG-Mutation

Bei 3 von 28 Patienten (Cx05,Cx09,Cx15) wurde eine homozygote 35delG-Mutation

nachgewiesen. Diese Mutation wurde erstmals von Zelante und Mitarbeitern (1997)

beschrieben. Es kommt an Position 30-35 der kodierenden Region des Gens zu

einer Deletion eines Guanins. Daher wird diese Mutation auch als 30delG

bezeichnet. Durch die Deletion eines Guanins in Codon 12 kommt es zu einer

Verschiebung des Leserahmens (Frameshift), die im folgenden Codon 13  ein Stop-

Codon generiert. Die Mutation liegt in der ersten intrazellul�ren Dom�ne des

Transmembranproteins. Den Patienten mit einer homozygoten 35delG-Mutation fehlt

Art der

Mutation

Anzahl der
Patienten

Sequenzvariante
mit (+) / ohne (-)
Krankheitswert

Patienten /
Laborkennummer

homozygot 35delG 3   (30%) + Cx5,9,15

35delG/wt 2   (20%) - Cx42,53

35delG/101T®C 1   (10%) + Cx20

167delt/250G®T 1   (10%) + Cx6

380G®A/wt 1   (10%) ? Cx14

457G®A/wt 2   (20%) - Cx16,21

Tab. 9: Zusammenfassende Liste aller detektierten  Sequenzvarianten mit und
ohne Krankheitswert im Connexin 26-Gen aus dem  untersuchten
Patienten-Kollektiv mit klinischem Verdacht auf genetisch bedingte, nicht-
syndromale Schwerh�rigkeit.

?: Bei dieser Sequenzvariante ist bisher ungekl�rt, ob sie f�r die ph�notypische Auspr�gung der

Erkrankung verantwortlich sein kann, oder ob es sich um einen Polymorphismus handelt.

wt: Wildtypallel
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somit das gesamte GJB2-Proteinprodukt. In Abb. 9 ist exemplarisch die homozygote

35delG-Mutationen dargestellt.

3.1.1.2 35delG/101T>C

Bei Patient Cx20 konnte eine compound-heterozygote 35delG/101T®C-Mutation

nachgewiesen werden. Bei dieser  Mutation lag neben einer 35delG-Mutation auf

einem der beiden Allele, eine 101T®C-Basenaustausch auf dem zweiten Allel vor.

Dieser Basenaustausch von einem Thymidin zu einem Cytosin an Position 101 f�hrte

auf Aminos�ureebene zu einem Austausch der Aminos�ure Methionin (M) zu

Threonin (T) an der Position 34. Dieser Aminos�ureaustausch ist in der ersten

membran�sen Dom�ne des Transmembranproteins Connexin 26 lokalisiert. In

Abbildung 9 wird diese compound-heterozygote Mutation dargestellt. Leider stand

bei diesem Patienten kein Untersuchungsmaterial der Angeh�rigen zur Verf�gung,

so dass die Segregation der einzelnen Sequenzver�nderungen nicht dargestellt

werden konnte.

Abb. 9: Darstellung der homozygoten 35delG-Mutation in der
Heterozygotensequenzierung.
Kontrolle: gesunde Kontrollperson.
Pfeil: Lokalisation der Deletion eines Guanins an Position 35 der
kodierenden Region von Connexin 26

35delG

Kontrolle

Patient
Cx 09
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A

B

Kontrolle

Patient
(Cx20)

Kontrolle

Patient
(Cx20)

Abb. 10: Darstellung der compound-heterozygoten Mutation 35delG/101T®C bei
Patient Cx20.
A: stellt das 35delG-Allel in der forward-Sequenz im Vergleich zur gesunden
Kontrolle dar.
B: stellt das 101T®C Allel im Vergleich zur gesunden Kontrolle auf dem
Reversen-Strang dar.
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3.1.1.3 167delT/250G®T

Mit der Mutation 167delT/250G®T bei Patient Cx06 konnte eine weitere compound-

heterozygote Mutation in unserem Patienten-Kollektiv nachgewiesen werden.

Bei der 167delT-Mutation kommt es zu einem Basenverlust an Position 167 der

kodierenden Region von Connexin 26. Diese Basendeletion f�hrt zu einer vorzeitigen

Generierung eines Stop-Codon in Codon 55 (Frameshift). Diese

Sequenzver�nderung ist in der 1 Extrazellul�rdom�ne des Proteins lokalisiert.

Bei der Sequenzvariante 250G®T kommt es zu einem Basenaustausch der Base

Guanin zu Thymidin an Position 250 des kodierenden Region des Genes. Dieser

Basenaustausch hat einen Aminos�ureaustausch in Codon 84 zur Folge. Hierbei

erfolgt ein Austausch der AS Valin zur AS Leucin in der Proteinsequenz. Dieser

Austausch ist im Bereich der 2 Transmembran-Dom�ne lokalisiert.

Bei diesem Patienten  konnten die nicht betroffenen Eltern auf Sequenz-

ver�nderungen im Connexin 26-Gen untersucht werden. Das Allel mit der 167delT-

Mutation segregierte von der Mutter  (Cx08) zum Patienten. Das Allel mit der

250G®T-Variante des Connexin 26-Gens erhielt der Patient vom Vater (Cx09). Die

Mutation des Patienten, sowie die heterozygoten Sequenzvarianten der Eltern des

Patienten, sind neben dem Stammbaum der Familie in Abb. 11 dargestellt.

.

3.1.2 Heterozygote Sequenzvarianten im Connexin 26-Gen bei Patienten mit
klinischem Verdacht auf genetisch bedingte, nicht-syndromale,
sensorineurale Schwerh�rigkeit

3.1.2.1 35delG/wt

Bei zwei (Cx42,53) Patienten konnte eine heterozygote 35delG-Mutation detektiert

werden, bei denen neben dem mutierten Allel, noch ein gesundes Allel

nachgewiesen werden konnte. Diese Mutation f�hrt urs�chlich nicht zur

ph�notypischen Auspr�gung der sensorineuralen H�rst�rung. Auf die Darstellung

dieser heterozygoten Sequenzvariante wurde verzichtet, da diese

Sequenzver�nderung schon  bei Patient Cx 20 gezeigt werden konnte (Abb. 10 A).
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Abb. 10: Darstellung  der detektierten compound-heterozygoten Mutation 167delT/250G>T (CX06), mit
Stammbaum der Familie und Darstellung der heterozygoten Sequenzvarianten im Connexin 26-
Gen bei den Eltern(CX07 mit 250G>T/wt und Cx08 mit 167delT/wt) des Patienten.

Abb. 11: Darstellung  der Segregation des 167delT-Allel (vom Vater: Cx07) und 250GT-
Allel (von der Mutter: Cx08) auf Patient Cx06 mit genetisch bedingter nicht-
syndromaler, sensorineuraler Schwerh�rigkeit.

wt: nicht betroffenes Allel

Cx 06

167delT

frameshift

250 G->T
V84L

167delT /
250 G->T

Cx 07 Cx 08

Cx 07

Cx 08

Cx 06

167delT / wt 250 G®T / wt

Allel 1 Allel 2
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3.1.2.2 457G®A

Bei 2 Patienten (Cx16, Cx21) wurde ein Basenaustausch 457G®A entdeckt. Hierbei

handelt es sich um einen Austausch eines Guanins  zu einem Adenin. Durch diesen

Basenaustausch an Position 457 der kodierenden Sequenz wird an Position 153 die

AS  Valin durch die As Isoleucin ersetzt. Bei dieser Sequenzvariante scheint es sich

um eine Sequenzvariante ohne Krankheitswert zu handel, die in der Literatur als

Polymorphismus beschrieben ist (Hilbert et al., personal communication). Lokalisiert

ist dieser Bereich in der 3 Transmembrandom�ne des Connexin 26-Proteins. Eine

Darstellung der Sequenzver�nderung findet sich in Abb. 12.

Abb. 12: Darstellung Sequenzvariante 457G®A in der
Heterozygotensequenzierung
Kontrolle: gesunde Kontrollperson
Pfeil: Position des Basenaustausches Guanin zu Adenin

Kontrolle

Patient Cx21
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3.1.2.3 380G®A

Eine weitere heterozygote Sequenzvariante konnte bei Patient Cx14 detektiert

werden. Hierbei handelt es sich um einen Basenaustausch von Guanin zu Adenin in

einem Allel an Position 380 der kodierenden Sequenz von Connexin 26. Auf

Aminos�ureebene kommt es zu einem Austausch von Arginin (R) zu Histidin (H) in

Codon 127. Diese Sequenzver�nderung und der damit verbundene AS-Austausch ist

in der Literatur noch nicht beschrieben. Da die Eltern des betroffenen Patienten nicht

untersucht werden konnten, ist bisher unklar, ob es sich bei diesem Ereignis um eine

Sequenzvariante ohne Krankheitswert, oder um eine autosomal-dominante Form der

nicht-syndromalen sensorineuralen Schwerh�rigkeit handelt. Dieser Aminos�ure-

austausch ist in der 2 intrazellul�re Dom�ne des Transmembranproteins lokalisiert.

Dargestellt wird diese Sequenzvariante in Abb. 13.

Abb. 13: Darstellung Sequenzvariante 380G®A in der
Heterozygotensequenzierung
Kontrolle: gesunde Kontrollperson
Pfeil: Position des Basenaustausches Guanin zu Adenin

Kontrolle

Patient Cx14



Ergebnisse 50

Die Lokalisation der detektierten Sequenzvarianten (n=6, bei 10 Patienten) aus dem

untersuchten Patientenkollektiv (28 Patienten) sind in Tabelle X zusammenfassend

dargestellt. In Abb. 14 ist die Lage der detektierten Mutationen innerhalb der

funktionellen Dom�nen des Transmembranproteins Connexin 26 schematisch

dargestellt.

Abb 14: Schematische Darstellung der Lage der detektierten Sequenzvarianten bei Patienten dieser Studie
im Protein Connexin 26.

TM I-IV :Transmembran-Dom�ne;
 E1-2: Extrazellul�r-Dom�ne;
 I1-3: Intrazellul�r-Dom�nen.
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3.2 Heterozygotensequenzierung der kodierenden Region von Connexin 26
bei 100 gesunden, nicht-verwandten, deutschen Kontrollpersonen zur
Bestimmung der Heterozygotenfrequenz im Connexin 26-Gen

Studien aus j�ngster Zeit konnten nachweisen, dass Mutationen im Connexin 26-

Gen eine der h�ufigsten Ursachen f�r die genetisch-bedingte nicht-syndromale Form

der Schwerh�rigkeit ist. Insbesondere eine einzelne Mutation (homozygote 35delG-

Mutation) wurde in den meisten F�llen von rezessiver famili�rer, wie auch

sporadischer Form der angeborenen Schwerh�rigkeit als Ursache bei Kaukasiern

verantwortlich gemacht (Gasparini et al., 2000). Weitere Studien wurden in

verschiedenen L�ndern zur Bestimmung speziell der 35delG-Heterozygotenfrequenz

durchgef�hrt. Auch f�r Deutschland wurde die Heterozygotenfrequenz mit 1/50

bestimmt. In der vorliegenden Arbeit sollte nicht nur die Heterozygotenfrequenz f�r

die 35delG-Mutation untersucht werden, sondern die gesamte kodierende Region

nach Sequenzvarianten abgesucht werden.

Zur Bestimmung der Herterozygotenfrequenz in der kodierenden Region des

Connexin 26-Gen in der deutschen Bev�lkerung, wurde bei 100 gesunden, nicht-

verwandten, deutschen m�nnlichen und weiblichen Probanden im Alter zwischen 18

und 60 Jahren die kodierende Region des Connexin 26-Gen analysiert. Die 100

Probanden stammten aus dem Kontrollpersonengut, die dem Zentrum f�r

Humangenetik zur Verf�gung standen.

Von 100 untersuchten Kontrollpersonen wurde bei insgesamt 7 Probanden (7%) eine

Sequenzvariante in der kodierenden Region von Connexin 26 gefunden. Hierbei

wurden bei zwei Probanden eine 35delG-heterozygote-Mutation, in zwei F�llen eine

101T®C-Mutation in einem Allel und bei zwei weiteren Kontrollpersonen eine

457G®A/wt- Sequenzvariante detektiert. Bei einer Kontrollperson konnte eine bisher

unbekannte Sequenzvariante in der kodierenden Region von Connexin 26 analysiert

werden. Dabei handelt es sich um einen Basenaustausch von Cytosin zu Thymin an

der Position 557 (557C®T). Dadurch kam es zu einem Aminos�ureaustausch in

Codon 186. Ein Threonin (T: ACG) wurde durch ein Methionin (M: ATG) ersetzt.

Diese Ver�nderung ist in der 2 Extrazellul�rdom�ne des Transmembranproteins

lokalisiert. Diese Sequenzvariation ist in Abbildung 15 dargestellt. Die detektierten

Sequenzvarianten bei 100 deutschen, nicht-verwandten, gesunden Kontrollpersonen,

sind in Tabelle 10 zusammengefasst. Die Lage der Varianten ist in Abb. 14

schematisch dargestellt.
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Tab. 10: Detektierte Sequenzvarianten im Connexin 26-Gen bei 100 gesunden, nicht-
verwandten, deutschen Probanden. In Klammern ist die H�ufigkeit in Prozent
dargestellt.

Sequenz-

varianten

Anzahl der beobachteten
F�lle

35delG/wt 2 (2%)

101T®C 2 (2%)

457G®A 2 (2%)

557C®T 1 (1%)

Abb. 15: Darstellung Sequenzvariante 557C®T in der Heterozygoten-
sequenzierung
Kontrolle: gesunde Kontrollperson
Pfeil: Position des Basenaustausches Guanin zu Adenin bei Proband GM
286

Kontrolle

GM 286
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4. Genotyp-Ph�notyp-Korrelation anhand der audiometrischen Unter-

suchungsbefunde

Bei allen 28 Personen aus dem Patientenkollektiv lagen audiometrische

Untersuchungsbefunde vor, die eine Klassifizierung der H�rst�rung erm�glichten.

Einen umfassenden �berblick �ber die audiometrischen Untersuchungsergebnisse

der einzelnen Patienten ist in Tab. 16 im Anhang zusammenfassend dokumentiert.

In diesem Kapitel wird versucht eine m�gliche Korrelation zwischen dem Genotyp

und dem klinischen Ph�notyp darzustellen.

4.1 Audiometrischen Untersuchungsbefunde bei Patienten ohne Connexin

26-Sequenzvarianten

Bei 18 Personen aus dem Patientenkollektiv (64,29%), mit dem klinischen Verdacht

auf genetisch bedingte, sensorineurale, nicht-syndromale Schwerh�rigkeit, konnten

keine Sequenzauff�lligkeiten in der kodierenden Region des Connexin 26-Gens

festgestellt werden. In dieser Patientengruppe konnten alle Grade von H�rst�rungen

(von leichtgradig, bis resth�rig, bzw. an Taubheit grenzend) beobachtet werden (Tab.

11). Die audiometrischen Untersuchungsergebnisse der einzelnen Patienten sind,

getrennt nach dem Befund f�r das linke Ohr und das  rechte Ohr,  in Abb. 16 C

dargestellt.

Auspr�gungsgrad der
Schwerh�rigkeit

Anzahl der
Patienten

Prozentsatz (auf 18
Patienten)

leichtgradig 1/18 (5,56%)

mittelgradig 7/18 (38,89%)

mittelgradig-hochgradig 1/18 (5,56%)

hochgradig 5/18 (27,78%)

resth�rig 4/18 (14,29%)

Tab. 11: �berblick �ber die Verteilung der verschiedenen Grade der H�rst�rungen bei
Patienten ohne Auff�lligkeiten in der kodierenden Region von Connexin 26.
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4.2 Audiometrische Untersuchungsbefunde bei Patienten mit

Sequenzvarianten im Connexin 26-Gen

Bei 10 von 28 untersuchten Patienten (35,71%) mit klinischem Verdacht auf

genetisch-bedingte, nicht-syndromale, sensorineurale Schwerh�rigkeit konnten

Mutationen, bzw. Sequenzvarianten ohne Krankheitswert in der kodierenden Region

des Connexin 26-Gens gefunden werden.

4.2.1 Audiometrische Untersuchungsbefunde bei Patienten mit Mutationen in

Connexin 26

Bei 5 von 10 Patienten mit Sequenzvarianten  konnten Mutationen in der

kodierenden Region von Connexin 26 detektiert werden. Bei drei dieser Mutationen

handelte es sich um die homozygoten 35delG-Mutationen. Bei zwei weiteren

Patienten konnte jeweils eine compound-heterozygote Mutation (167delT/250G>T

bzw. 35delG/101T>C) als Ursache f�r die Auspr�gung der H�rst�rung festgestellt

werden. Bei dieser Patientengruppe konnten mittelgradige bis an Taubheit

grenzenden H�rverluste festgestellt werden. Anhand der audiometrischen Daten

scheint eine Korrelation zwischen dem Auspr�gungsgrad der H�rst�rung und der Art

der Mutation zu bestehen. So zeigen Patienten mit einer homozygoten 35delG-

Mutation einen weitaus h�heren H�rverlust im Gegensatz zu Patienten mit

compound-heterozygoten Mutationen. Diese m�gliche Korrelation muss aaber durch

grr�§ere Untersuchungszahlen noch erl�utert werden. Die Tabelle 12 gibt einen

�berblick �ber die Kategorien der beobachteten H�rst�rungen bei Patienten mit

Mutationen in der kodierenden Region von Connexin 26. Die audiometrischen

Untersuchungsbefunde sind in Abb. 16 dargestellt

35delG compound-heterozygotAuspr�gungsgrad
der H�rst�rung

Anzahl der
Patienten

Prozent Anzahl der
Patienten

Prozent

mittelgradig 1/2 50%

hochgradig 1/3 33,3% 1/2 50%

resth�rig 2/3 66,6%

Tab. 12: Auspr�gungsgrad der Schwerh�rigkeit bei Patienten mit Mutationen im
kodierenden Bereich von Connexin 26
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4.2.2 Audiometrische Untersuchungsergebnisse bei Patienten mit

heterozygoten Sequenzvarianten in der kodierenden Region des

Connexin 26-Gen

Bei 5 von 10 Patienten konnten heterozygote Sequenzvarianten in der kodierenden

Region von Connexin 26 detektiert werden, die alleine nicht f�r die ph�notypische

Auspr�gung der H�rst�rung verantwortlich gemacht werden k�nnen. Bei diesen

heterozygoten Sequenzvarianten handelt es sich bei zwei Patienten um eine

heterozygote 35delG-Mutation, bei weiteren zwei Patienten um eine 457G®A-

Sequenzvariante. Bei einem Patienten konnte die bisher unbekannte

Sequenzvariante 380G®A detektiert werden. Die Tabelle 13 gibt einen �berblick

�ber die Kategorien der beobachteten H�rst�rungen bei Patienten mit

Sequenzvarianten in der kodierenden Region von Connexin 26, die urs�chlich nicht

alleine mit den bei den Patienten vorhandenen H�rst�rungen assoziiert werden

k�nnen.

Tab. 13: Auspr�gungsgrad der Schwerh�rigkeit bei Patienten mit
heterozygoten Sequenzvarianten im kodierenden Bereich von
Connexin 26

Auspr�gungsgrad der

H�rst�rung

Anzahl der untersuchten

F�lle

leicht-mittelgradig 1/5

mittelgradig 4/5
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B

C

A

Abb. 16: Audiometrische Befunde  der Patenten mit Verdacht auf genetisch-bedingte
sensorinuerale Schwerh�rigkeit.
A: Audiometrische Befunde bei Patienten mit krankheitsverursachenden Mutationen
im Connexin 26-Gen.
B: Audiometrische Befunde bei Patienten mit heterozygoten Sequenzvarianten im
Connexin 26-Gen.
C: Audiometrische Befunde bei Patienten ohne  Sequenzvarianten im Connexin 26-
Gen (9 Audiometribefunde).
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5. Zusammenfassende Auswertung der molekulargenetisch erhobenen

Untersuchungsdaten

In Tabelle 14 sind die molekulargenetisch erhobenen Untersuchungsergebnisse f�r

das untersuchte Patientenkollektiv, wie f�r das untersuchte deutsche

Kontrollkollektiv, getrennt nach detektierter Sequenzvariante, dargestellt. Es wird die

Verteilung der detektierten Sequenzvarianten innerhalb der vorstellbaren Genotypen

f�r die Sequenzvarianten dargestellt, um eine Vergleichbarkeit der erhobenen

Untersuchungsdaten innerhalb der untersuchten Probandenkollektive zu

vereinfachen.

GenotypenBezeichnung der
Mutation auf

Nukleotidebene

Beschreibung der
Mutation auf

Aminos�ureebene
Patienten

(n=28)
Kontrollpersonen

(n=100)
+/+      3/28     (10,71%) +/+         0/100       (0%)

35delG Frameshift +/-       3/28     (10.71%) +/-          2/100       (2%)
-/-      22/28     (78,58%) -/-         98/100     (98%)

 +/+     0/28            (0%) +/+          0/100      (0%)
101T>C M34T +/-       1/28       (3,57%) +/-           2/100      (2%)

 -/-     27/28     (96,43%) -/-          98/100    (98%)

+/+       0/28           (0%) +/+          0/100      (0%)
167delT Frameshift +/-        1/28      (3,57%) +/-           0/100      (0%)

 -/-      27/28    (96,43%) -/-        100/100  (100%)

+/+       0/28           (0%) +/+          0/100      (0%)
250G>T V84L +/-        1/28      (3,57%) +/-            0/100     (0%)

 -/-      27/28    (96,43%) -/-         100/100     (0%)

+/+       0/28           (0%) +/+           0/100     (0%)
380G>A R127H +/-        1/28      (3,57%) +/-            0/100     (0%)

 -/-      27/28    (96,43%) -/-         100/100 (100%)

 +/+      0/28           (0%) +/+           0/100     (0%)
457G>A V153I  +/-       2/28      (7,14%) +/-            2/100     (2%)

 -/-      26/28    (92,86%) -/-           98/100   (98%)

 +/+      0/28           (0%) +/+            0/100    (0%)
557C>T M186T  +/-       0/28           (0%) +/-             1/100    (1%)

 -/-      28/28       (100%) -/-            99/100  (99%)

Tab. 14: Detektierte Sequenzvarianten bei den 28 untersuchten Patienten und
100 Kontrollpersonen in der kodierenden Region des Connexin 26-Gen.
Gezeigt wird die Aufteilung der untersuchten Patienten und
Kontrollpersonen auf die m�glichen Genotypen, bezogen auf die
Sequenzvarianten.

+/+ : betroffen
+/-  : heterozygot gesund

-/-   : gesund
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In Tabelle 15 ist die Allelverteilung der detektierten Sequenzvarianten in der

kodierenden Region von Connexin 26 im Patientenkollektiv, der Allelverteilung im

gesunden, deutschen Kontrollkollektiv gegen�bergestellt.

Bezeichnung der
Sequenzvariante

Umschreibung der
Sequenzvariante Patienten Kontrollkollektiv

35delG Frameshift 9/56 (16,07%) 2/200 (1%)

101T>C M34T 1/56 (1,79%) 2/200 (1%)

167delT Frameshift 1/56 (1,79%) 0/200 (0%)

250G>T V84L 1/56 (1,79%) 0/200 (0%)

380G>A R127H 1/56 (1,79%) 0/200 (0%)

457G>A V153I 2/56 (3,57%) 2/200 (1%)

557C>T M186T 0/56 (0%) 1/200 (0,5%)

Tab. 15: Darstellung der Allelverteilung, der in der Untersuchung  detektierten Sequenzvarianten
im Patientenkollektiv (28 Personen, entspricht 56 untersuchte Allele) und im
Kontrollpersonenkollektiv (100 Personen, entspricht 200 untersuchte Allele).
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V. Diskussion

�tiologie der H�rst�rungen

H�rst�rungen sind klinisch, wie �tiologisch gesehen eine sehr heterogene

Erkrankungsgruppe (Keats und Berlin, 1999; Pfister 1998). Unter statistischen

Aspekten betrachtet, kommen weltweit 0,5 bis ein Kind auf 1000 Lebendgeborene

mit einer congenitalen H�rst�rung zur Welt (Gasparini et al., 2000; Kalatzis und Petit,

1998; Keats und Berlin, 1999; Kelsell et al., 1997; Lench et al., 1998; Murgia et al.,

1999; Mc Guirt und Smith, 1999; Morell et al., 1998). F�r die USA bedeutet das

beispielsweise, dass t�glich etwa 33 betroffene Kinder mit congenitalen

H�rst�rungen geboren werden (ASHA: American Speech-Language Hearing

Association, 1999). Diese Zahlen verdeutlichen, dass diese angeborene

Erkrankungsform zu den h�ufigsten, entwicklungsbedingten Fehlbildungen geh�rt.

Sch�tzungsweise 50-60% der congenitalen H�rst�rungen k�nnen, nach Ausschluss

anderer zur Ausl�sung der Krankheit verantwortlicher Faktoren, genetisch bedingt

sein. Nicht-genetische Faktoren k�nnen z. B. perinatale Komplikationen oder  fetale

Infektionen sein (z.B. Mumps, Toxoplasmose, R�teln, Cytomegalie), (Kalatzis und

Petit, 1998; Keats und Berlin, 1999; Murgia et al., 2000; Morell et al., 1998; Rabionet

et al., 2000; Cohen und Gorlin, 1995).

Bei den genetisch-bedingten H�rst�rungen werden die syndromalen, von den nicht-

syndromalen Formen der Schwerh�rigkeit unterschieden (Rabionet et al., 2000; Scott

et al., 1998; Sobe et al., 2000; Denoyelle et al., 1998; Steel, 1999). Ca. 20-30% der

genetisch bedingten Schwerh�rigkeiten z�hlen zu den  syndromalen Formen der

H�rst�rungen, bei denen neben dem Symptom der Schwerh�rigkeit noch weitere

klinische Symptome vorliegen, die weitere Organsysteme betreffen (Kalatzis und

Petit, 1998; Denoyelle et al., 1998; Keats und Berlin, 1999). Bisher sind mehr als

hundert Syndrome beschrieben, bei denen die Schwerh�rigkeit eine klinische

Komponente des Syndroms darstellt (Skvorak et al., 1999; Kalatzis und Petit, 1998).

Die verbleibenden 70-80% der genetisch bedingten H�rst�rungen geh�ren zu den

nicht-syndromalen Formen. Diese k�nnen autosomal-rezessiv (DFNB), autosomal-

dominant (DFNA), X-chromosomal (DFN) und mitochondrial vererbt werden (MINSD)

(Kalatzis und Petit, 1998; Keats und Berlin, 1999).
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Eines der Hauptgene, dessen Gendefekte zur Auspr�gung einer nicht-syndromalen,

sensorineuralen H�rst�rung f�hren k�nnen, ist das Connexin 26-Gen. Dieses Gen

als eine Kandidatengenregion f�r nicht-syndromale, sensorineurale Schwerh�rigkeit

wurde mittels Kopplungsanalyse auf dem langen Arm des Chromosom 13 (13q11-12)

lokalisiert (Guilford et al., 1994). Die Klonierung und Aufkl�rung der Genstruktur

gelang Kiang et al. (1997). Die genomische Strukturanalyse von Connexin 26 ergab,

dass das Gen aus zwei Exons (Exon 1: 160bp, Exon 2: 681bp) und einem 3149 bp

gro§en Intron besteht (Kiang et al., 1997). Die kodierende Region befindet sich in

Exon 2 (681 bp) und kodiert f�r ein Protein mit 227 Aminos�uren. Es handelt sich

dabei um das ãGap-Junction-Protein-§-2Ò (GJB2). Dieses GJB2-Protein ist unter

anderem im Bereich des Corti`schen Organes der H�rschnecke des menschlichen

Ohres an der Ausbildung von Transmembrankan�len beteiligt. Expressionsstudien

konnten zeigen, dass Connexin-26 zwischen �u§eren Haarzellen und umgebenden

Zellen in der Stria vascularis des Corti`schen Organs, lokalisiert ist (Lautermann et

al., 1998). Es wird vermutet, dass das Protein einen ma§geblichen Einflu§ an der

Generierung von cochle�ren Aktionspotentialen hat, da dieser Vorgang

haupts�chlich �ber eine Verschiebung von Kaliumionen aus der cochle�ren

Endolymphe in die �u§eren Haarzellen der Stria vascularis gew�hrleistet wird.

In Zusammenhang mit nicht-syndromalen, autosomal-rezessiv vererbten

H�rst�rungen wurde Connexin 26 durch den Nachweis von Mutationen in zwei

betroffenen Familien gebracht (Kelsell et al., 1997). Bisher sind eine Vielzahl von

Untersuchungen weltweit bei betroffenen Patienten im Connexin 26-Gen

durchgef�hrt worden. Diese Studien konnten zeigen, dass bei ca. 60% der Patienten

Mutationen innerhalb dieses Gens mit der Auspr�gung einer nicht-syndromalern,

sensorineuralen Schwerh�rigkeit assoziiert sind. Dies entspricht einem Anteil von bis

zu 20% aller pr�lingual auftretenden H�rst�rungen (Wilcox et al., 2000). Damit

scheinen Mutationen im Connexin 26-Gen eine ma§gebliche Rolle im Kontext der

genetisch bedingten Schwerh�rigkeit zu spielen.

Bisher konnten �ber 50 verschiedene Mutationen im Connexin 26-Gen analysiert

werden. Von diesen Mutationen folgen 48 einer autosomal-rezessiven Vererbung. Im

Einzelnen handelt es sich um 17 ãFrameshift-MutationenÒ, 9 ãNonsense-Ò und 21

ãMissensemutationenÒ. Ausserdem konnte eine ãSplicesite-VarianteÒ detektiert

werden. Diese Mutationen sind �ber die gesamte Genregion von Connexin 26

verteilt.
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Neben den autosomal-rezessiven Mutationen sind bisher 5 weitere Mutationen

beschrieben, die einem autosomal-dominanten Erbgang folgen. Von diesen

Mutationen sind 4 in der Extrazellul�rdom�ne 1 (EC1) und eine Mutation in der

Transmembrandom�ne 1 (TM1) lokalisiert. Neben den mit dem klinischen Bild

einhergehenden Mutationen werden 8 Polymorphismen ohne Krankheitswert

beschrieben. Dar�berhinaus sind 4 Sequenzvarianten bekannt, bei denen die

Auswirkung auf das klinische Bild noch nicht gekl�rt werden konnte. Die bisher

bekannten Sequenzvarianten in der kodierenden Region des Connexin 26-Gens sind

im Anhang zusammenfassend dargestellt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung einer molekularen Diagnostik und

Analyse der kodierenden Region des Connexin 26-Gens bei einem Patientenkollektiv

(n=28). Die Patienten im Alter zwischen 0-18 Jahren, mit klinischem Verdacht auf

nicht-syndromale, sensorineurale H�rst�rung, wurden durch die Klinik f�r

P�daudiologie und Phoniatrie rekrutiert. Bei dem untersuchten Patientenkollektiv

handelt es sich um 15 m�nnliche und 13 weibliche Probanden. Neben 22 deutschen,

geh�rte ein pakistanischer und 5 t�rkische Probanden zum untersuchten Kollektiv.

Die Patienten innerhalb des Kollektives wiesen einen ãmittelgradigenÒ,  bis ãan

Taubheit grenzendenÒ H�rverlust auf.

Zu Beginn der Arbeit erfolgte eine Etablierung von PCR-Reaktionen mit 6

verschiedenen Oligonukleotidpaaren, die die kodierende Region von Connexin 26

und angrenzende Sequenzabschnitte im 5`- bzw. 3`-Bereich des Gens abdeckten.

Um ein effizientes und umfassendes Mutationsscreening innerhalb eines gro§en

Patientenkollektives durchzuf�hren, kann auf verschieden Labormethoden

zur�ckgegriffen werden. Hierbei muss methodisch grunds�tzlich zwischen zwei

m�glichen Verfahrensweisen unterschieden werden. Die eine M�glichkeit besteht in

der Sequenzanalyse von definierten DNA-Fragmenten. Eine andere M�glichkeit

besteht in der Auftrennung von DNA-Fragmenten in Polyacrylamidgelen (PAA).

Diese kann z. B. �ber die denaturierende Gradientengelelektrophorese (DGGE), die

Heteroduplexanalyse (HA) und die Einzelstrangkonformationsanalyse (SSCA)

erreicht werden. Diese Methoden basieren auf Elektrophoreseverfahren, bei denen

�ber ein abweichendes Migrationsverhalten der DNA-Fragmente Sequenz-

ver�nderungen detektiert werden k�nnen (Grompe 1993).

Hierbei erreicht die DGGE eine hohe Sensitivit�t, erfordert jedoch eine

zeitaufwendige Etablierung der Methode (Myers et al., 1987).
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Der Optimierungsaufwand der HA ist zwar geringer, die Methode erreicht dabei

jedoch eine geringere Sensitivit�t, die  ca. 80% betragen kann (White et al., 1992;

Prosser 1993).

In der vorliegenden Arbeit wurde die SSCA zur Mutationsanalyse bei Patienten mit

nicht-syndromaler, sensorineuraler H�rst�rung gew�hlt. Die SSCA verbindet einen

geringen Etablierungs- und Arbeitsaufwand mit einer ca. 95%igen Sensitivit�t der

Methode (Sheffield et al., 1993). DNA-Fragmente mit einem auff�lligen

Migrationsverhalten wurden anschlie§end mit Hilfe der Heterozygotensequenzierung

analysiert, um die verantwortliche Sequenzvariante zu detektieren.

Durch Variation der Elektrophoresebedingungen der Einzelstrangkonformations-

analyse, gew�hrleistet �ber Variation der Konzentration des Polyacrylamidgeles (

10% bzw. 12%) und der Umgebungstemperatur (10¡C, 15¡C und 20¡C), wurde

versucht, die Sensitivit�t der Methode zu maximieren. Die Gr�§e der untersuchten

PCR-Fragmente lag zwischen 120-280bp, in Einklang mit der aus der Literatur

angegebenen optimalen Fragmentl�nge zwischen 100-300 bp (Sheffield et al.,

1993). Als Standardanalysebedingungen wurden ein 12%-PAA-Gel bei einer

Trenntemperatur von 20¡C gew�hlt.

Bei diesen Analysebedingungen konnten 4 Sequenzvarianten in dem untersuchten

Patientenkollektiv nachgewiesen werden. In der sich anschlie§enden

Sequenzanalyse konnten 3 homozygote 35delG-Mutationen und eine heterozygote

Sequenzvariante (380G®A) diagnostiziert werden.

In der nachfolgenden Sequenzanalyse der kodierenden Region von Connexin 26 bei

dem Patientenkollektiv (n=28), konnten hingegen bei 10 Patienten

Sequenzauff�lligkeiten detektiert werden. Der Vergleich dieser beiden

Untersuchungsergebnisse erbrachte, dass trotz der Optimierungsversuche nur eine

40%ige Sensitivit�t f�r die SSCA erreicht werden konnte. Der Grund hierf�r k�nnte

sein, dass insbesondere bei  GC-reichen DNA-Fragmenten, Sequenzvarianten nicht

zu einer Konformations�nderung des DNA-Einzelstranges f�hren und dabei nicht

durch ein ver�ndertes Migrationsverhalten dargestellt werden k�nnen.

Unter Ber�cksichtigung der notwendigen Sequenzierung bei einem ver�nderten

Migrationsverhalten der DNA-Fragmente in der SSCA und der Tatsache, dass nur

eine geringe Sensitivit�t der Methode erreicht werden konnte, wurden die

aufgereinigten PCR-Produkte der untersuchten Patienten und der Kontrollguppe

einer sofortigen Sequenzanalyse unterzogen. Die Heterozygotensequenzierung,
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unter Umgehung der SSCA, f�hrte zur Reduktion der notwendigen Arbeitsschritte

und der verwendeten Arbeitszeit, die ben�tigt wurden, um eine Sequenzvariante zu

detektieren. Diese methodischen Schwierigkeiten wurden auch von anderen

Arbeitsgruppen erkannt. Dementsprechend findet man eine eine Vielzahl von

Arbeiten, in denen �ber eine Direktsequenzierung berichtet wird (Abe et al., 1999;

Brobby et al., 1998; Casademont et al., 2000; Denoyelle et al., 1997, 1998 und 1999;

Estivill et al., 1998; Gasparini et al., 2000; Kelsell et al.,1997; Kelley et al., 1998;

Rabionet et al., 2000; Sobe et al., 2000; Scott et al., 1998; Wilcox et al., 1999).

Im Zusammenhang der methodischen Ans�tze zur Untersuchung von

Sequenzvarianten, sind zwei weitere Detektionsmethoden zu nennen, die angewandt

wurden:  die Allelspezifische-Oligonucleotid-Hybridisierung nach PCR-Amplifikation

(Antoniadi et al., 1999; Gasparini et al., 2000; Rabionet und Estivill 1999) und der

Restriktionsverdau nach PCR-Amplifikation (Storm et al., 1999). Beide  Methoden

zielen auf die Detektion von definierten Mutationen. Da in der vorliegenden Arbeit die

gesamte kodierende Region und nicht nur eine definierte Mutation  in dem Patienten-

kollektiv untersucht werden sollte, kamen diese beiden methodischen Ans�tze nicht

zur Anwendung.



Diskussion 64

Molekulargenetische Analyse im Connexin 26 Gen

Patienten mit Sequenzvarianten in Connexin 26

Die bei 5 von 28 Patienten diagnostizierten Mutationen k�nnen als krankheits-

verursachende Sequenzver�nderungen im Connexin 26-Gen klassifiziert werden. Bei

drei der 5 Mutationen handelt es sich um homozygot vorliegende 35delG-Mutationen.

Bei dieser Sequenzvariante handelt es sich um einen Verlust einer Guanin Base an

der Position 30-35 der kodierenden Region des Gens, der zur vorzeitigen

Generierung eines Stop-Codons in Codon 13 des Proteins f�hrt (Frameshift-

Mutation). Es resultiert daraus ein verk�rztes und damit funktionsloses 12-

Aminos�ure-Polypeptid, statt eines 227 Aminos�ure-Connexin 26-Proteins (Cohn

und Kelley, 2000).

Bei den beiden anderen diagnostizierten, krankheitsverursachenden Mutationen

handelt es sich um sogenannte ãcompound-heterozygotÒ vorliegende Mutationen, die

ebenfalls zur Auspr�gung der H�rst�rung f�hren k�nnen. Hierbei zeigte ein Patient

eine 167delT/250G®T, der zweite Patient eine 35delG/101T®C Mutation.

Die 35delG/101T®C-Sequenzvariante konnte bereits von Wilcox et al. (2000) als

krankheitsverursachende Mutation beschrieben werden. Die in dieser Arbeit

beschriebene 167delT/250G®T  Mutation hingegen ist bisher unbekannt. Wie in

Abb. IV.11 gezeigt werden konnte, segregierten die betroffenen Allele jeweils von

den heterozygoten Eltern an das betroffene Kind, bei dem sie zur Auspr�gung der

nicht-syndromalen, sensorineuralen H�rst�rung f�hrten.

Insgesamt konnten bei 18% der Patienten in der vorliegenden Untersuchung

krankheitsverursachende Mutationen detektiert werden. Untersuchungen in anderen

Patientenkollektiven ergaben eine weitaus h�here Detektionsrate (bis zu 60%)

(Green et al., 1999; Kelley et al., 1998; Murgia et al., 1999, Lench et al., 1998;

Rabionet et al., 2000; Sobe et al., 2000). Dies k�nnte u.a. darauf zur�ckzuf�hren

sein, dass bei diesen Untersuchungen klinisch-anamnestisch strengere Einschlu§-

kriterien zur Auswahl der Patienten angelegt wurden.

Neben Patienten mit krankheitsverursachenden Mutationen konnten bei 5 der

untersuchten F�lle heterozygote Sequenzvarianten detektiert werden. Dabei

handelte es sich um Mutationen, die nur ein Allel betreffen und somit nicht alleine f�r

die Auspr�gung des Ph�notypes verantwortlich gemacht werden k�nnen. Dabei

zeigten 2 von 28 untersuchten Personen eine heterozygote 35delG-Mutation



Diskussion 65

(35delG/wt).  Bei zwei weiteren Patienten konnte die Sequenzvariante 457G®A und

bei einem weiteren Probanden wurde die Sequenzvariante 380G®A auf einem Allel

des Gens detektiert.

�hnliche H�ufigkeiten f�r heterozygote Connexin 26 Sequenzvarianten wurden von

Wilcox et al. (2000) und Sobe et al. (2000) beschrieben. In diesen Studien konnten

bei bis zu 12% der untersuchten Patienten mit sensorineuralen H�rst�rungen,

heterozygote Sequenzvarianten im Connexin 26-Gen diagnostiziert werden.

Da anzunehmen ist, dass es sich bei den meisten Schwerh�rigkeiten, die durch

Mutationen im Connexin 26-Gen ausgel�st werden um autosomal-rezessive

Erkrankungen handelt, bleibt die Frage nach der �tiologie der Erkrankung bei diesen

5 Patienten ungekl�rt. Eine m�gliche Ursache f�r die Auspr�gung des Ph�notypes

w�re durch eine weitere Mutationen in nicht-kodierenden Bereichen des Connexin

26-Gens bei den betroffenen Patienten zu suchen. Hierf�r k�men z.B. Mutationen in

genregulierenden Abschnitten im 5`- bzw. 3`-Bereich des Connexin 26-Gens

(Promotor- bzw. Enhancer-Bereiche) in Betracht. Es k�nnte sich bei den

H�rst�rungen der 5 Patienten jedoch auch um heterogen-bedingte Erkrankungen

handeln, bei denen eine weitere Mutation in einem anderen Gen, wie z.B. der

Connexin-Genfamilie vorliegt. Eine andere M�glichkeit besteht darin, dass materno-

fetale Infektionen, intrauteriner oder perinataler Art, bzw. klinisch versteckt

abgelaufene Infektionen fr�hkindlicher Art, die anamnestisch nicht erfasst werden

konnten, zur Entstehung der sensorineuralen H�rst�rung bei den 5 betroffenen

Patienten gef�hrt haben.

Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse erbrachten, dass 9 der 15

diagnostizierten Allele mit Sequenzvarianten bei den untersuchten Patienten 35delG-

Allele waren. Diese Mutation scheint eine besondere Rolle im Kontext der nicht-

syndromalen, sensorineuralen Schwerh�rigkeit zu spielen. Diese Region innerhalb

des Connexin 26 Gens, die aus einer 6-fachen Wiederholung der Base Guanin

besteht, wird in einem �berproportial hohe Ma§  von Deletionen betroffen und stellt

somit einen sogenannten Mutationshotspot dar. Sie wird bei bis zu 60% der

mutierten Connexin 26-Allele bei Patienten mit autosomal-rezessiven bzw.

sporadisch auftretenden Schwerh�rigkeiten detektiert (Abe et al., 2000; Antoniadi et

al., 1999; Denoyelle et al., 1997,1999; Cohn et al., 1999 Cohn et al., 1999, 2000;

Zelante et al., 1997; Carraquillo et al., 1997; Lench et al., 1998). Die homozygot

vorliegende 35delG-Mutation z�hlt zu den h�ufigsten Ursachen f�r nicht-syndromale,
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sensorineurale Schwerh�rigkeit in Europa. Weltweit besagen Sch�tzungen ,dass bis

zu 10% aller diagnostizierten kindlichen H�rst�rungen durch diese Mutation

verursacht werden. Das bedeutet, dass bis zu 20% aller genetisch bedingten

Schwerh�rigkeiten insgesamt durch die homozygote 35delG-Mutation verursacht

sein k�nnen (Kelley et al., 1998). Damit hat die35delG-Mutation von Connexin 26

eine vergleichbare H�ufigkeit wie das DF508-Allel im CTFR-Gen, das zur

Auspr�gung der Mukoviszidose f�hrt (Denoyelle et al., 1999; Cohn und Kelley,

2000). Diese Zahlen k�nnen auch in der vorliegenden Arbeit best�tigen werden.

Die compound-heterotygot vorliegende Sequenzvariante 35delG/101T®C, die in

dieser Arbeit bei einem Patienten diagnostiziert werden konnte, zeigt auf einem Allel

eine 35delG-Sequenzvariante. Auf dem zweiten Allel konte eine 101T®C-

Sequenzvariante nachgewiesen werden. Wilcox und Mitarbeiter konnten diese

Mutation mit Krankheitswert bei einem Patienten mit genetisch-bedingter, nicht-

syndromaler, sensorineuraler H�rst�rung nachweisen (Wilcox et al., 2000). Die

101T®C-Sequenzvariante f�hrt auf Proteinebene zu einem Aminosa�reaustausch

an der Position 34 von Methionin zu Threonin (M34T). Diese Missense-Mutation,

konnte erstmals von Kelley et al. (1997) bei Patienten amerikanischen Abstammung

nachgewiesen werden, und wird in der Literatur sehr kontrovers diskutiert.

So wird diese heterozygote Mutation (M34T/wt) bei einer Familie als Ursache f�r eine

autosomal-dominante Form der H�rst�rung beschrieben (Kelsell et al., 1997).

In einer anderen betroffenen Familie f�hrt diese heterozygote Sequenzvariante zur

Auspr�gung eines autosomal-rezessiv vererbten Ph�notypes, da von dem nicht-

betroffenen Vater das 101T®C Allel an seinen betroffen Sohn segregierte

(101T®C/283G-A) (Kelley et al., 1998). Scott et al. (1998) hingegen definierten die

M34T-Sequenzvariante als Polymorphismus, da diese Sequenzvariante auch in einer

gesunden, amerikanischen Kontrollpopulation nachgewiesen werden konnte. Das

Vorkommen eines  101T®C-Allels bei nur einem Patienten in dieser Arbeit mit einer

krankheitsverursachenden Mutationen in der kodierenden Region des Connexin 26-

Gens, neben einem 35delG-Allel, l�sst den Schluss zu, dass es sich bei dieser

Sequenzvariante um eine autosomal-rezessive Mutation handeln k�nnte. Diese

Hypothese wird dar�berhinaus durch die hier durchgef�hrten Untersuchungen

innerhalb der deutschen Normalbev�lkerung unterst�tzt. Bei 2 von 100 gesunden

Probanden konnte diese Sequenzvariante diagnostiziert werden.
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Ausserhalb Europas lassen sich verschiedenen Sequenzvarianten im Connexin 26-

Gen nachweisen, die in Europa nur selten diagnostiziert werden.  So konnte z.B. in

Japan die 235delC-Sequenzvariante in 73% der mutierten Allele nachgewiesen

werden (Abe et al., 1999). Morell et al., 1998 konnten in einer amerikanischen

Population von Ashkenazi-Juden eine H�ufigkeit von 80% f�r die 167delT-

Sequenzvariante nachweisen. In der israelischen Bev�lkerung hingegen konnte

dieses Allel nur bei 40% der untersuchten und betroffenen Allele diagnostiziert

werden (Sobe et al., 2000). Untersuchungen in der ghanesischen Bev�lkerung

ergaben, das ein weiteres Allel (143C-T) in 29% der ver�nderten Allele bei den

untersuchten Patienten mutiert war (Brobby et al., 1998). Diese

populationsspezifischen Mutationen  geben einen m�glichen Hinweis auf einen

sogenannten ãFounder-EffektÒ. Auf diesen wird im folgenden Abschnitt noch n�her

eingangen.

Heterozygotenfrequenz und Founder-Effekt

Um die H�ufigkeit von heterozygoten Gentr�gern f�r Connexin 26-Sequenzvarianten

innerhalb der gesunden, deutschen Bev�lkerung zu bestimmen, wurden 100

gesunde, deutsche m�nnliche und weibliche Probanden im Alter zwischen 18-60

Jahren auf Ver�nderungen in der kodierenden Region des Connexin 26-Gens

untersucht. Insgesamt konnten dabei 7 heterozygot vorliegende

Sequenzver�nderungen detektiert werden. Dies entspricht einer

Heterozygotenh�ufigkeit von 7%.  Umgerechnet auf die sequenzierten Allele,

bedeutet das, dass 7 von 200 untersuchten Allelen, Sequenzvarianten im Connexin

26-Gen aufzeigten, was auf die Allele betrachtet einer H�ufigkeit von 3,5%

entspricht. In anderen Populationen konnten vergleichbare H�ufigkeiten f�r

Sequenzvarianten in der kodierenden Region des Connexin 26-Gens ermittelt

werden, die ebenfalls bis zu 7% betrugen (Green et al., 1999; Kelley et al., 1998;

Scott et al., 1998).

Bei der vorliegenden Untersuchung konnten zwei heterozygote 35delG-Mutationen

detektiert werden. Dies entspricht einer H�ufigkeit von 1:50 f�r diese

Sequenzvariante innerhalb der deutschen Normalbev�lkerung. Diese

Untersuchungsergebnisse entsprechen dem Ergebnis eines Untersucherkonsortiums

um Gasparini aus dem Jahr 2000 f�r die deutsche Bev�lkerung. Gasparini et al.

(2000) konnte zeigen, dass in Bezug auf die Heterozygotenfrequenz f�r die 35delG-
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Mutation in den verschiedenen europ�ischen Kontrollgruppen ein Nord-S�d-Gef�lle

besteht. Das Untersucherkonsortium konnte eine zunehmende H�ufigkeit der

heterozygoten 35delG-Sequenzvariante von 1:79 in Nordeuropa, auf 1:35 in

S�deuropa ermitteln (siehe Tab. 16). Andere Untersuchergruppen konnten innerhalb

europ�ischer und amerikanischer Populationen, kaukasischer Herkunft,

vergleichbare Zahlen von bis zu 4% Heterozygotenh�ufigkeit f�r die 35delG-Mutation

ermitteln (Estivill et al., 1998;  Morell et al., 1998;  Kelley et al., 1998; Green et al.,

1999; Scott et al., 1998; Storm et al., 1999).

Bez�glich des Nord-S�d-Gef�lles, das in Hinblick auf die Heterozygotenh�ufigkeit

der 35delG-Sequenzvariante, mit einer H�ufigkeitszunahme von Nordeuropa nach

S�deuropa, mit Maximalwerten f�r den mediterranen Mittelmeerraum beobachtet

wird, gibt es in der Literatur mehrere Erkl�rungsmodelle: Zum einen k�nnte ein

Selektionsvorteil f�r die betroffenen Personen mit dem mutierten 35delG-Allel, in den

betroffenen Regionen (S�deuropa) existieren. Dies ist zum Beispiel auch im Falle der

Sichelzellan�mie (b-Thalass�mie) f�r mediterrane Populationen beschrieben. Hierbei

haben heterozygote Gentr�ger gegen�ber der normalen Population einen

Selektionsvorteil bei Infektion mit Plasmodium falciparum (Malaria). Die auftretenden

heterozygoten Sequenzvarianten sind dabei populationsspezifisch. (Strachan et al.,

1999)

Als weiteren m�glichen Faktor, f�r die unterschiedlich Heterozygotenfrequenzen des

mutierten 35delG-Allels in der europ�ischen Population, wird das Auftreten eines

sogenannten ãFounder-EffektesÒ in Betracht gezogen.

Als ãFounder-EffektÒ bezeichnet man das Verteilungsergebnis eines Allels, das

innerhalb einer geographisch oder/und soziokulturell-bedingt isolierten Population

�ber Generationen verteilt wird. Aus diesem Verteilungseffekt entsteht innerhalb

dieser isolierten Population, im Vergleich mit anderen Populationen, eine h�here

Heterozygotenfrequenz.

Infolge der so entstandenen hohen Heterozygotenfrequenz innerhalb dieser

Population, kommt es zu einer �berdurchschnittlich h�ufigen Auspr�gung autosomal-

rezessiv vererbter Erkrankungen.  Dies f�hrt in geographisch isolierten Populationen

zu hohen Erkrankungszahlen wie z. B. bei einer Form der palmoplantaren

Hyperkeratosis (Mal de Meleda) auf der Insel Meleda vor der kroatischen K�ste

(Strachan et al., 1999). Haplotypanalysen von Carrasquillo und Morell (1997)
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konnten jedoch zeigen, dass die 35delG-Mutation nicht Ergebnis eines ãFoundersÒ

sein kann, sondern mehrfach, unabh�ngig voneinander entstanden sein muss.

Ein Zusammenspiel dieser verschiedenen Ursachen innerhalb der kaukasischen

Population, die zu der hohen Heterozygotenh�ufigkeit der 35delG-Sequenzvariante

f�hren, scheint der wahrscheinlichste L�sungsansatz dieser Problematik zu sein.

Dar�berhinaus deutet die geringe H�ufigkeit der heterozygoten 35delG-Mutation in

S�dostasien auf ihren genetischen Ursprung in Europa, bzw. im mittleren Osten hin

(Gasparini et al., 2000, Abe et al., 1999). Die H�ufigkeiten der 35delG-Mutation in

den verschiedenen Populationen sind in der Tab. 16  zusammenfassend dargestellt.

Ausser der 35delG-Mutation konnten weitere heterozygote Mutationen bei den

untersuchten Probanden aus der gesunden, deutschen Bev�lkerung detektiert

werden. Neben dem von Hilbert et al. (P.C.) bereits beschriebenen Polymorphismus

ohne Krankheitswert 457G®A, konnte eine bisher unbekannte Mutation bei einer

Person detektiert werden. Dabei handelte es sich um eine 557C®T Missense-

Mutation. Diese Sequenzvariante k�nnte eine autosomal-rezessive Mutation, ein

Polymorphismus oder eine autosomal-dominante Mutation, mit Auspr�gung eines

klinisch sehr milden Ph�notypes, in der kodierenden Region des Connexin 26-Gens

sein. Eine abschlie§ende Bewertung dieser Sequenzvariante kann nicht erfolgen, da

weder audiologische Untersuchungsbefunde des Probanden, noch

Untersuchungsdaten der Angeh�rigen bekannt sind. Kl�rung k�nnte die Detektion

einer weiteren 557C®T-Sequenzvariante bei einem betroffenen Patienten bringen,

die dann Aufschluss �ber die Segregation des mutierten Allels und den oder die zu

erwartenden Ph�notypen bringen k�nnte.
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Land Diagnostizierte 35delG-Allele,

bezogen auf untersuchte Personen

Heterozygotefrequenz Referenz

Europa

D�nemark 2/95 1/47,5 Gasparini, 2000

Norwegen 1/190 1/190 Gasparini, 2000

Estland 5/113 1/22,5 Gasparini, 2000

England 0/119 0/119 Gasparini, 2000

Deutschland 4/200 1/50 Gasparini, 2000

Deutschland 2/100 1/50 Eigene Daten

Belgien 9/360 1/40 Storm et al., 1999

Belgien 1/190 1/190 Gasparini, 2000

Holland 2/89 1/44,5 Gasparini, 2000

Frankreich 1/200 1/200 Gasparini, 2000

Tschechien 4/195 1/48,7 Gasparini, 2000

Slowenien 1/182 1/182 Gasparini, 2000

Bulgarien 1/157 1/157 Gasparini, 2000

Portugal 4/179 1/45 Gasparini, 2000

Spanien 5/200 1/40 Gasparini, 2000

Italien 8/255 1/32 Gasparini, 2000

Italien und Spanien 9/280 1/31 Estivill et al., 1998

Griechenland 14/395 1/28 Antoniadi et al., 1999

Griechenland 12/400 1/33 Gasparini, 2000

Malta 4/144 1/36 Gasparini, 2000

T�rkei 4/150 1/37,5 Gasparini, 2000

Nordamerika

Ashkenazi-Juden 4/551 1/138 Morell et al., 1998

Schwarzamerikaner 0/173 0/50 Morell et al., 1998

am. Asiaten 0/53 0/50 Morell et al., 1998

Am. kaukasischer

Herkunft

1/173 1/173 Morell et al., 1998

weisse Amerikaner 14/560 1/40 Green et al., 1999

weisse Amerikaner 1/100 1/100 Scott et al., 1998

weisse Amerikaner 2/96 1/48 Kelley et al., 1998

Asien

Japan 0/96 0/50 Abe et al., 2000

Diverse

Kaukasier 0/119 0/50 Denoyelle et al  1997

Tab. 16: Heterozygotenverteilung des 35delG-Allels in diversen Subpopulationen, geordnet nach
Kontinenten
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Genotyp-Ph�notyp-Korrelation

Homozygote und Compound-heterozygote Mutationen in der kodierenden Region

von Connexin 26 f�hren zum klinischen Bild der nicht-syndromalen, sensorineuralen

H�rst�rung. Dabei kann der Auspr�gungsgrad der H�rst�rung sehr variabel sein und

von  ãleicht-mittelgradigÒ bis an ãTaubheit grenzendÒ  klassifiziert werden (Murgia et

al. 1999). Dies f�hrte zu der �berlegung, ob eine Genotyp-Ph�notyp Korrelation bei

den betroffenen Patienten m�glich ist.

Bei den 5 Patienten mit Mutationen im Connexin 26-Gen hatten 20%(1/5) einen

ãleicht-mittelgradigenÒ H�rverlust, 40%(2/5) einen ãmittelgradigenÒ bis

ãhochgradigenÒ  H�rverlust und 40%(2/5) einen ãan Taubheit grenzendenÒ H�rverlust.

Interessanterweise zeigen die Patienten mit einer homozygoten 35delG-Mutation

eine ausgepr�gte Variabilit�t in ihrem H�rverlust. So zeigte 1 Patient einen ãmittel-

hochgradigenÒ H�rverlust. Bei zwei weitere Patienten mit einer homozygoten 35delG-

Mutatiopn konnten ãan Taubheit grenzendeÒ H�rverluste festgestellt werden. Wie

zuvor dargestellt wird bei dieser Mutation kein funktionst�chtiges Protein gebildet.

Der variable H�rverlust ist physiologisch nicht erkl�rbar. Eine M�glichkeit k�nnte

sein, dass andere Mitglieder der Connexin-Familie unter bestimmten Vorraussetzung

die Funktion von Connexin 26 partiell �bernehmen k�nnten. Ein weiterer

interessanter Aspekt ist die Beobachtung, dass ein sogennanter ãModifierÒ (DFNM1)

vorliegende Mutationen in Connexin 26 kompensieren und somit einen positiven

Effekt auf homozygot Betroffene aus�bt (Riazuddin et al. 2000). Weiterhin ist zu

diskutieren, ob Umweltfaktoren, wie z. B. L�rmbelastung additiv, oder synergistisch

bei Connexin 26-Mutation zur Modifikation der Auspr�gung der H�rst�rung beitragen

k�nnen.

Eine Tendenz zur akzentuierten Hochtonschwerh�rigkeit, wie ihn eine Gruppe um

Wilcox et al. (2000) bei Patienten mit Connexin 26-Sequenzvarianten,

diagnostizieren konnte, kann mittels der vorliegenden Untersuchung nicht best�tigt

werden.

In der vorliegenden Untersuchung konnte bei den untersuchten Patienten mit

krankheitsverursachenden Mutationen in der kodierenden Region des Connexin 26-

Gens keine Progressivit�t der ausgepr�gten H�rst�rung beobachtet werden, da

lediglich die audiologischen Untersuchungsergebnisse der einzelnen Patienten  vor

Therapiebeginn ber�cksichtigt wurden. Eine Aussage �ber die Frage der

Progredienz des ausgepr�gten Ph�notypes ist nur mittels einer Folgeuntersuchungs-
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reihe (follow-up) bei den Patienten mit Mutationen in der kodierenden Region des

Connexin 26-Gens in der  Zukunft zu kl�ren.

Die Variation der klinisch ausgepr�gten H�rst�rung bei Patienten mit homozygoter

35delG-Mutation in der kodierenden Region des Connexin 26-Gens innerhalb einer

Familie, wie von Murgia et al. (1999) und Wilcox et al. (2000) beschrieben, konnte in

der vorliegenden Untersuchung auf Grund fehlendem Untersuchungsmaterial der

Angeh�rigen nicht untersucht werden.

Bei den 5 Patienten mit heterozygoten Mutationen konnte ein ãmittelgradigerÒ

H�rverlust diagnostiziert werden. Dabei zeigte sich, dass keine

Differenzierungsm�glichkeit von Patienten mit krankheitsverursachenden Connexin

26-Mutationen und dieser Gruppe m�glich ist. Selbst Patienten, die keine Mutation in

Connexin 26 aufwiesen, zeigten in ihren Audiogrammbefunden eine sehr hohe

Variabilit�t des Ph�notypes auf. Daraus l�sst sich schlie§en, dass eine Genotyp-

Ph�notyp-Korrelation f�r Patienten mit krankheitsverursachenden Mutationen zur Zeit

nicht m�glich ist. Weitere molekulargenetische und physiologische, wie

pathophysiologische Untersuchungen, die die komplexen Zusammenh�nge bei der

Entwicklung des Innenohres und die Physiologie des H�rvorganges besser

verstehen lernen, werden es vielleicht in der Zukunft m�glich machen, diese Fragen

zu beantworten.

F�r die verbleibenden 18 Patienten, bei denen keine Sequenzvarianten in der

kodierenden Region des Connexin 26-Gens nachgewiesen werden konnten, m�ssen

weitere Analysen von anderen bekannten Genen, die den Ph�notyp der nicht-

syndromalen Schwerh�rigkeit verursachen k�nnen, durchgef�hrt werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass bei autosomal-rezessiven, nicht-

syndromalen, sensorineuralen H�rst�rungen mit mindestens mittelgradigem

H�rverlust eine Molekulardiagnostik im Connexin 26-Gen gerechtfertigt ist.
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VI. Ausblick

Beeintr�chtigungen des H�rens, im Sinn einer H�rst�rung oder Taubheit, sind der

h�ufigste, diagnostizierte, sensorische Defekt des Menschen (Deetjen und

Speckmann, 1992). Die Auswirkungen dieses Defektes k�nnen f�r den betroffenen

Patienten, das pers�nliche Umfeld und die umgebende Gesellschaft sehr bedeutsam

sein. Je st�rker und fr�her die Erkrankung ausgepr�gt ist, desto schwerer wirken sich

die Folgen auf Sprachentwicklung und Sprachverm�gen des betroffenen Patienten

aus (Ptok, 1997). F�r die Gesellschaft stellen die verschiedenen Formen der

H�rst�rungen ein volkswirtschaftliches Problem dar. In den Vereinigten Staaten von

Amerika wird sch�tzungsweise ein Betrag in H�he von 50 Mrd. $US  pro Jahr f�r die

Versorgung und Therapie der Volkserkrankung H�rst�rung ausgegeben (ASHA,

1999). Der Leidensdruck der betroffenen Patienten und der finanzielle Aufwand stellt

ein Indiz daf�r dar, wie wichtig es f�r die Patienten, die behandelnden �rzte und das

Gesundheitswesen ist, Fortschritte in der  Erkenntnis der Pathophysiologie des

H�rens zu machen, um in der Zukunft noch effektivere Therapiestrategien entwickeln

zu k�nnen. Insbesondere der molekulargenetischen Forschung ist es in den letzten

Jahren zu verdanken, dass gravierende Fortschritte, erm�glicht durch

Verbesserungen im Bereich der Genlokalisation, Genidentifikation und DNA-

Sequenzierung, im Themenkomplex der heredit�ren H�rst�rungen, gemacht wurden.

Die Einf�hrung des Neugeborenenh�rscreenings erm�glicht schon jetzt die

Diagnosestellung von angeborenen H�rst�rungen. In den n�chsten Jahren wird,

aufgrund des rasanten Fortschrittes, die M�glichkeit der Durchf�hrung von

Untersuchungen an gr�§eren Kollektiven, nach Ausschluss aller anderen, m�glichen

Ursachen der angeborenen H�rst�rung, auf genetisch-bedingte Schwerh�rigkeit,

�ber die Neuentwicklung und Verbesserung der DNA-Chiptechnologie, m�glich sein.

Die dar�ber gewonnene Diagnose kann dann die notwendige Therapieeinleitung

erm�glichen, bevor es zu Defiziten in der Sprachentwicklung der betroffenen Kinder

kommen kann.

Ver�nderungen im Connexin 26-Gen k�nnen f�r bis zu 60% aller sensorineuralen,

genetisch-bedingten, autosomal-rezessiv-vererbten, nicht-syndromalen H�rst�rungen

verantwortlich gemacht werden (Kelley et al., 1998). Die H�rst�rungen, die durch

Sequenzvarianten im Connexin 26-Gen verursacht werden k�nnen, sind eine klinisch

gesehen sehr heterogene Erkrankungsgruppe, die von ãleichtgradigenÒ bis ãan

Taubheit grenzendeÒ H�rst�rungen umfassen kann (Murgia et al., 1999). Diese
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bisher un�bersichtliche Palette an klinisch ausgepr�gten Ph�notypen, rechtfertigt

auch in n�herer Zukunft die Untersuchung von Patienten mit dem klinischen

Verdacht auf genetisch-bedingte, nicht-syndromale Schwerh�rigkeit, auf

Ver�nderungen im Connexin 26-Gen. Insbesondere ist eine Untersuchung von

Patienten mit ãleichtgradigenÒ H�rst�rungen zu fordern, um zu sehen, welchen

Stellenwert Ver�nderungen im Connexin 26-Gen in diesem Patientenkollektiv haben.

Von sehr grosser Bedeutung ist auch die bisher unbeantwortete Frage, ob die durch

Connexin 26-Mutation hervorgerufene H�rst�rung eine progressiv-fortschreitende

Erkrankung ist, oder, ob es sich um einen konstant ausgepr�gten Ph�notyp handelt.

Diese Frage kann nur mittels Folgeuntersuchungsreihen der Patienten mit

diagnostizierten Connexin 26-Mutationen gekl�rt werden. Die profunde Kenntnis

dieser Zusammenh�nge k�nnte in Zukunft bedeuten, dass Patienten, mit

H�rst�rungen, bedingt durch Gendefekte, deren Genprodukte eine zentrale Rolle in

der Kaliumhom�ostase des Innenohres spielen, unter Umst�nden mit Hilfe von

Pharmaka therapiert werden k�nnen, die modulierend in den Kaliumhaushalt des

Innenohres eingreifen k�nnten (Kubisch et al., 2000). Abgesehen von diesen

pharmakologisch m�glichen Therapiem�glichkeiten, stehen schon heute andere,

sehr effektive Therapieoptionen, invasiver oder nicht-invasiver Natur, zur Verf�gung.

Dazu z�hlen Cochleaimplantate, wie immer funktionellere und f�r den Patienten

komfortablere H�rger�te. Die zuk�nftig m�gliche Modifikation und Weiterentwicklung

dieser heute schon existenten Therapiem�glichkeiten, k�nnte �ber noch detailliertere

Kenntnisse in der Pathophysiologie und Molekulargenetik des H�rvorganges und der

H�rst�rungen gew�hrleistet sein. Dieser Fortschritt k�nnte dann auch detaillierte

Aussagen bez�glich der m�glichen ausgepr�gten Ph�notypen erm�glichen. Damit

w�re dann eine umfassende humangenetische Beratung der betroffenen Patienten,

bzw. deren Familie, bez�glich der zu erwartenden Auspr�gungsform und

Progressivit�t der H�rst�rung m�glich.
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VII. Abk�rzungen

A Adenin

Acc. No. Identifikationsnummer der Genbank

AS Aminos�ure

APS Ammoniumperoxidisulfat

ASHA American society of hearing association

bds beidseits

bidest. bidestilliert

bp Basenpaare

C Cytosin

cDNA komplement�re DNA

Cx26 Connexin 26

dB Dezibel

dest. destilliert

DNA Desoxyribonukleins�ure

DGGE Denaturierende Gradientengelelektrophorese

dNTP 2`-Didesoxyribonukleosid-5`-triphosphat

EDTA Ethylendiamintetraessigs�ure

FAEP fr�h-akustisch-evozierte-Potentiale

G Guanin

GJA gap-junction-protein der a-Klasse

GJB gap-junction-protein der §-Klasse

GJB2 gap-junction-protein-§2

HA Heteroduplexanalyse

ICD international classification of diseases

Kap. Kapitel

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

Mb Megabase

mRNA messenger-RNA

OR odds ratio

o.p.B. ohne pathologischen Befund

PAA Polyacrylamid
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PCR Polymerasekettenreaktion

RNA Ribonukleins�ure

rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

s sporadisch

SDS Sodium Dodecyl Sulfat

SSCA Einzelstrangkonformationsanalyse

T Thymin

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

U Unit

UTR untranslatierte Region

w/v Gewicht pro Volumen
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IX. Anhang

Kasuistik eines Patienten (CX06) mit genetisch-bedingter, nicht-

syndromaler, sensorineuraler Schwerh�rigkeit

CX06, Patient, m�nnlich, geboren 1991

CX06 wurde erstmals im Alter von 2 Jahren und 8 Monaten mit Verdacht auf

Schwerh�rigkeit und Sprachentwicklungsverz�gerung in der Klinik f�r Phoniatrie und

P�daudiologie des Medizinischen Zentrums f�r Hals-Nasen-Ohrenheilkunde der

Philipps-Universit�t-Marburg vorgestellt.

Diagnose: -Beidseitige, genetisch bedingte, mittel-hochgradige Schallempfindungsschwer-

h�rigkeit, ann�hrend pantonaler Auspr�gung (ICD 10: H90.3)

-Audiogen bedingte Sprachentwicklungsst�rung (ICD 10: F 80.1)

Therapie: Beidseitige H�rger�teversorgung

Nach Befragung der Eltern des Patienten handelt es sich bei dem Kind um einen 2-

j�hrigen Jungen mit  Zustand nach sekund�rer Sectio caesarea bei Geburtsstillstand

in der Austreibungsperiode und pathologischem CTG. APGAR- und pH-Werte

postnatal nicht bekannt. Einen Monat vor Erstvorstellung, im Alter von 2 Jahren,

erfolgte eine Adenotomie und beidseitige Paukendrainage bei nicht altersgem�§er

Sprachentwicklung. Die Eltern berichten: ãVor dem Eingriff sei keine Reaktion auf

laute T�ne seitens CX06 erfolgt, nach dem Eingriff erfolgte eine geringgradig-

einzustufende Reaktion von CX06  auf sehr laute T�neÒ.

Bei Befragung der Eltern stellt sich heraus, dass es, weder in der Familie der Mutter,

noch in der Familie des Vaters, Hinweise auf eine genetisch-bedingte, sensorineurale

H�rst�rung gibt.

Der k�rperliche Untersuchungsbefund erbrachte keine �u§erlichen

Dysmorphiezeichen. Die Ohrmikroskopie und die Spiegelbefunde, die in der Hals-

Nasen-Ohrenheilkunde �blicherweise durchgef�hrt werden, zeigten keine als

pathologisch einzustufenden Auff�lligkeiten.
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Die psychoakustisch-audiometrischen Untersuchungsverfahren erbrachten einen

beidseits mittel-hochgradigen, ann�hrend pantonal ausgepr�gten H�rverlust �ber

Luft- und Knochenleitung.

Die   objektiv-audiometrischen Untersuchungsverfahren ergaben:

Tympanometrie: beidseits unauff�lliger Befund.

Fr�h Akustisch Evozierte Potenziale (FAEP): Potentialschwelle f�r Clickreize links 70

dB, rechts 60dB nHL. Ohne Hinweis auf schalleitungsbedingte H�rverlustkompo-

nente im Pegellatenzdiagramm.

CX07, Vater des Patienten, geboren 1962

Bei CX07 handelt es sich um den Vater des Patienten CX06. CX07 gibt bei

Befragung an, dass es keinen Hinweis auf genetisch-bedingte H�rst�rungen in

seiner  Familie g�be. Er selbst k�nne gut h�ren und leide unter keiner bekannten

H�rst�rung. Audiometrisch lassen sich bei Herrn CX07 keine Anzeichen f�r eine

sensorineurale H�rst�rung nachweisen.

CX 08, Mutter des Patienten, geboren 1962

Bei CX08 handelt es sich um die Mutter des Patienten CX06. Auch bei Ihr gibt es

weder familienanamnestisch, noch eigenanamnestisch Hinweise auf eine genetisch-

bedingte, nicht-syndromale, sensorineurale H�rst�rung. Alle audiometrisch erfassten

Untersuchungsbefunde von Frau CX08 stellen sich ohne pathologischen Befund dar.

Fragestellung:

Bei klinisch-anamnestischem Verdacht auf genetisch-bedingte, sporadische, nicht-

syndromale, sensorineurale Schwerh�rigkeit wurden Mutationsanalysen im Connexin

26-Gen bei dem Patienten CX06 und dessen Eltern CX07 und CX08 durchgef�hrt.

Molekulargenetischer Befund:

Es wurde eine molekulargenetische Untersuchung des Connexin 26-Gens auf

Chromosom 13q11-12 durchgef�hrt. Die Analyse der kodierenden Region ergab in

der Einzelstrangkonformationsanalyse einen Hinweis auf das Vorliegen von
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Sequenzver�nderungen im 5`-Bereich des Gens. In der nachfolgenden

Sequenzanalyse wurden bei dem Patienten CX06 eine 167delT-Mutation und eine

250G®T-Mutation diagnostiziert. Die molekulargenetische Untersuchung des

Connexin 26-Gens der Eltern ergab, dass der Patient CX06 die 167delT-Mutation

von der Mutter, bzw. die 250G®T-Mutation vom Vater ererbt hat. Beide Eltern haben

einen Heterozygotenstatus f�r Ihre Mutation und sind damit bei autosomal-

rezessivem Erbgang ph�notypisch nicht betroffen. Der ãcompound-heterozygoteÒ

Status des Patienten hingegen f�hrt mit gro§er Wahrscheinlichkeit zur Auspr�gung

einer genetisch-bedingten, nicht-syndromalen, autosomal-rezessiv-vererbten,

sensorineuralen H�rst�rung.

Bewertung:

Die Untersuchung der kodierenden Region von Connexin 26 in der

Heterozygotensequenzierung ergab den Hinweis auf eine Compound-Heterozygotie

f�r die Mutation 167delT/250G®T. Diese Mutationen in zwei Allelen sind in ihrer

Summe f�r die Auspr�gung der autosomal-rezessiven Form der

Schallempfindungsschwerh�rigkeit verantwortlich. Da es sich bei dieser H�rst�rung

um eine erbliche Erkrankung handelt, wird den Eltern des Patienten eine

humangenetische Beratung angeboten, da sie jeweils Tr�ger einer heterozygoten

autosomal-rezessiv-vererbten Mutation im Connexin 26-Gen sind. Dem Patienten

selbst wird selbstverst�ndlich bei beginnender Familienplanung eine

humangenetische Beratung nahegelegt. Den Stammbaum der Familie und die

molekulargenetisch erhobenen Untersuchungsbefunde sind in Abb. 17 dargestellt.
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Abb. 17: Darstellung  der Segregation des 167delT-Allel (vom Vater: Cx07) und 250GT-
Allel (von der Mutter: Cx08) auf Patient Cx06 mit genetisch bedingter nicht-
syndromaler, sensorineuraler Schwerh�rigkeit.

wt: nicht betroffenes Allel

Cx 06

167delT

frameshift

250 G->T
V84L

167delT /
250 G->T

Cx 07 Cx 08

Cx 07

Cx 08

Cx 06

250G®T / wt 167delT/wt

Allel 1 Allel 2
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Patientendaten P�daudiologische Befunde Verwendete Untersuchungsmethoden Molekulargenetischer Befund
Lfd. Pat.-
Nr.

Geschlecht Alter
bei Diag.

Auspr�gungs-
grad

Frequenz-
spez.

Ein-
/Beid-
seitig

Art Ohr-
mikroskopie

Tympano-
gramm

Tongeh�r-
schwelle

Click
-ERA

Notched-
noise-ERA

Famili�r/
sporadisch

Molekulargenetischer Befund

Cx01 M 8 Mittelgradig 35,45,40,50
30,35,35,45

Bds. SN o.p.B. o.p.B. + - - S Cx26 o.p.B.

Cx05 W 3 Resth�rig 90,95,100,85
95,100,90,85

Bds. SN o.p.B. o.p.B. + - - S 35delG

Cx06 M 2 Mittelgradig 40,60,55,50
50,50,65,55

Bds. SN o.p.B. o.p.B. + - - S 167delT/250G®T

Cx09 W 5 Hochgradig 40,65,70,90
30,55,65,70

Bds. SN o.p.B. o.p.B. + - - S 35delG

Cx10 M 7 Mittelgradig 25,30,45,50
15,30,45,60

Bds. SN o.p.B. o.p.B. + - - F Cx26 o.p.B.

Cx11 M 11 Resth�rig 85,95,95,100
80,95,90,105

Bds. SN o.p.B. o.p.B. + - - F Cx26 o.p.B.

Cx14 W 5 Mittelgradig 50,60,60,45
50,70,65,60

Bds. SN o.p.B. o.p.B. + - - S 380G®A/wt

Cx15 W 1 Resth�rig >100dB alle Bds. SN o.p.B. - - + + S 35delG

Cx16 M 2 Mittelgradig 60,50,70,50
50,50,60,50

Bds. SN Pauken-
r�hrchen bds.

- - + + S 457G®A/wt

Cx17 W 1 Mittelgradig 40,55,60,60
45,60,65,65

Bds. SN o.p.B. o.p.B. + - - S Cx26 o.p.B.

Cx20 M 1 Hochgradig 70,70,70,80
70,70,70,80

Bds. SN o.p.B. o.p.B. - + + S 35delG/101T®C

Cx21 W 5 Mittelgradig 45,50,55,55
45,50,55,40

Bds. SN o.p.B. o.p.B. + - - F 457G®C/wt

Cx22 W 4 Mittelgradig 45,60,60,55
45,60,60,50

Bds. SN o.p.B. o.p.B. + - - F Cx26 o.p.B.

Cx24 M - Leichtgradig 10,15,30,20
0,10,25,30

Bds. SN o.p.B. o.p.B. + - - Nicht
bekannt

Cx26 o.p.B.

Cx25 W 5 Mittelgradig 10,60,65,60
10,55,65,65

Bds. SN o.p.B. o.p.B. + - - S Cx26 o.p.B.

Cx27 W 5 Resth�rig 65,85,75,75
95,90,80,80

Bds. SN o.p.B. o.p.B. + - - S Cx26 o.p.B.

Cx28 W 6 Hochgradig 70,90,90,75
65,100,90,70

Bds. SN o.p.B. o.p.B. + - - S Cx26 o.p.B.

Tab. 16: Zusammenfassende Darstellung der klinisch und molekulargenetisch erhobenen
Untersuchungsdaten der in der vorliegenden Studie untersuchten Patienten
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Lfd. Pat.-
Nr.

Geschlecht Alter
bei Diag.

Auspr�gungs-
grad

Frequenz-
spez.

Ein-
/Beid-
seitig

Art Ohr-
mikroskopie

Tympano-
gramm

Tongeh�r-
schwelle

Click
-ERA

Notched-
noise-ERA

Famili�r/
sporadisch

Molekulargenetischer Befund

Cx29 W 6 Hochgradig 15,45,60,60
10,50,60,65

Bds. SN o.p.B. o.p.B. + - - S Cx26 o.p.B.

Cx30 M - Resth�rig >100dB alle Bds. SN o.p.B. o.p.B. + - - Nicht
bekannt

Cx26 o.p.B.

Cx33 M - Hochgradig 55,35,50,40
40,40,60,80

Bds. SN Paukenergu§ o.p.B. + - - S Cx26 o.p.B.

Cx40 M 3 Mittel-
Hochgradig

70,70,70,65
75,75,65,70

Bds. SN o.p.B. o.p.B. + - - S Cx26 o.p.B.

Cx42 M 6 Mittelgradig 40,60,55,35
40,55,50,30

Bds. SN o.p.B. o.p.B. + - - S 35delG/wt

Cx44 M 1 Resth�rig >100dB alle Bds. SN o.p.B. o.p.B. + - - F Cx26 o.p.B.

Cx46 W - Hochgradig 80,70,60,60
80,60,30,70

Bds. SN o.p.B. o.p.B. + - - Nicht
bekannt

Cx26 o.p.B.

Cx49 M 5 Hochgradig 90,90,85,75
80,85,85,80

Bds. SN Pauken-
r�hrchen bds.

- + - - S Cx26 o.p.B.

Cx52 M 4 Mittelgradig 20,30,35,45
15,30,35,45

Bds. SN o.p.B. o.p.B. + - - S Cx26 o.p.B.

Cx53 M 6 Leicht-
Mittelgradig

20,20,25,35
20,15,25,35

Bds. SN o.p.B. o.p.B. + - - F 35delG/wt

Cx56 W 7 Mittelgradig 10,20,35,30
10,20,20,15

Bds. SN Pauken-
r�hrchen bds.

- + - - S Cx26 o.p.B.

M: m�nnlich
W: weiblich
Bds.: beidseits
dB: Dezibel
SN: sensorineural
o.p.B.: ohne pathologischen Befund
S: sporadisch
F: famili�r
+: Untersuchungsergebnis vorhanden
-: kein Untersuchungsergebnis vorhanden
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Mutationsname Beschreibung
der Mutation

Effekt der
Mutation

Lage der Mutation
innerhalb der

Proteindom�ne

Refferenz

-3170G to A /
IVS+1G to A

G to A at -3170 Splice site none Denoyelle et al. 1999
Green et al. 1999

M1V A to G at 1 Protein starting at
Met 34

IC1 Estivill et al. 1998

31del14 del of 14 nt at 31 Frameshift IC1 Murgia et al. (1999)

31del38 del of 38 nt at 31 Frameshift IC1 Denoyelle et al. 1997

G12V G to T at 35 Gly at 12 into Val IC1 Rabionet et al. 2000

35delG/30delG del of G at 30-35 Frameshift IC1 Zelante et al. 1997

35insG ins of G at 30-35 Frameshift IC1 Estivill et al. 1998

51del12insA del of 12 nt at 52 Frameshift IC1 Sobe et al. 2000
Sagi et al.

S19T G to C at 56 Ser at 19 into Thr IC1 Rabionet et al. 2000

W24X G to A at 71 Trp at 24 into Stop TM1 Kelsell et al. 1997

M34T1 T to C at 101 Met at 34 into Thr TM1 Kelsell et al. 1997

V37I G to A at 109 Val at 37 into Ile TM1 Kelley et al. 1998
Rabionet et al. 2000

A40E C to A at 119 Ala at 40 into Glu EC1 L. Perroni P.C .

W44X G to A at 132 Trp at 44 into Stop EC1 Green et al. 1999

G45E G to A at 134 Gly at 45 into Glu EC1 Abe et al.

E47X G to T at 139 Glu at 47 into Stop EC1 Denoyelle et al. 1997

167delT del of T at 167 Frameshift EC1 Zelante et al. 1997

Q57X C to T at 169 Gln at 57 into Stop EC1 Wilcox et al. 1999

176-191del16 del of 16 nt at 176 Frameshift EC1 Abe et al.
Kudo et al. 2000

Y65X C to G at 195 Tyr at 65 into Stop EC1 Estivill et al. 1998

W77R T to C at 229 Trp at 77 into Arg TM2 Carrasquillo et al. 1997

W77X G to A at 231 Trp at 77 into Stop TM2 Kelsell et al. 1997

235delC del of C at 233-235 Frameshift TM2 Abe et al.
Fuse et al. 1999

Tab. 17: Autosomal-rezessive Mutationen im Connexin 26-Gen
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V84L G to C at 250 Val at 84 into Leu TM2 Kelley et al. 1998

L90P T to C at 269 Leu at 90 into Pro TM2 Murgia et al. (1999)
Denoyelle et al. 1999

269insT ins of T at 269 Frameshift TM2 Denoyelle et al. 1999

V95M G to A at 283 Val at 95 into Met IC2 Kelley et al. 1998

Y97X not described Tyr at 97 into Stop IC2 L. Perroni P.C.

H100Y C to T at 298 His at 100 into Tyr IC2 Green et al. 1999

299-300delAT del of AT at 299 Frameshift IC2 Abe et al.

314del14 / 312del14
/ 310del14

del of 14 nt at 314 Frameshift IC2 Denoyelle et al. 1997
Denoyelle et al. 1999

Kelley et al. 1998
333-334delAA del of AA at 333-

335
Frameshift IC2 Kelley et al. 1998

S113R T to G at 339 Ser at 113 into
Arg

IC2 Kelley et al. 1998

delE120 del of Glu at 119 or
120

Del of Glu 120 IC2 Denoyelle et al. 1999

K122I A to T at 365 Lys at 122 into Ile IC2 Green et al. 1999

Q124X C to T at 370 Gln at 124 into
Stop

IC2 Scott et al. 1998b

Y136X C to A at 408 Tyr 136 into Stop IC2 Fuse et al. 1999
Abe et al.

Kudo et al. 2000
R143W C to T at 427 Arg at 143 into Trp IC2 Brobby et al. 1998

E147K G to A at 439 Glu at 147 into
Lys

TM3 Murgia et al. P.C.

486insT ins of T at 486 frameshift EC2 Antoniadi et al. P.C.

509del14 del of 14nt from 509 frameshift EC2 Antoniadi et al. P.C.

509insA ins of A at 509 Frameshift EC2 Denoyelle et al. 1999

515del17 del of 17aa at 515 Frameshift EC2 L. Perroni P.C .

P175T C to T at 523 Pro at 175 into Thr EC2 Denoyelle et al. 1999

R184P G to C at 551 Arg at 184 into
Pro

EC2 Denoyelle et al. 1997

R184W C to G at 550 Arg at 184 into Trp EC2 Wilcox et al. 2000

S199F C to T at 596 Ser at 199 into
Phe

EC2 Green et al. 1999

631delGT del of GT at 631-
632

Frameshift IC3 Kelley et al. 1998



93Tab.18: Autosomal-dominante  Mutationen im Connexin 26-Gen

Mutationsname Beschreibung
der Mutation

Effekt der
Mutation

Lage der Mutation
innerhalb der

Proteindom�ne

Refferenz

M34T T to C at 101 Met at 34 into Thr TM1 Kelsell et al., 1997

W44S G to C at 131 Trp at 44 into Ser EC1 Gasparini et al. P. C.

W44C G to C at 132 Trp at 44 into Cys EC1 Denoyelle et al., 1998

G59A C to G at 176 Gly at 59 into Ala EC1 Heathcote et al., 2000

R75 W T to G at 223 Arg at 75 into Trp EC1 Richard et al., 1998

Mutationsname Beschreibung
der Mutation

Effekt der
Mutation

Lage der Mutation
innerhalb der

Proteindom�ne

Refferenz

R98Q G to A at 293 Arg at 98 into Gln IC2 Green et al. 1999

R127H G to A at 380 Arg at 127 into His IC2 Estivill et al., 1998

R127C C to T at 379 Arg at 127 into Cis IC2 Hilbert et al. P. C.

K224Q A to C at 670 Lys at 224 into
Gln

IC3 Antoniadi et al. P. C.

Tab. 19: Sequenzver�nderungen im Connexin 26-Gen, bei denen unklar ist, ob
es sich um eine autosomal-rezessive, eine autosomal-dominante
Mutation, oder um einen Polymorphismus handelt

Tab. 20: Polymorphismen im Connexin 26-Gen

Mutationsname Beschreibung
der Mutation

Effekt der
Mutation

Lage der Mutation
innerhalb der

Proteindom�ne

Refferenz

V271I G to A at 79 Val at 27 into Ile TM1 Kelley et al., 1998
Fuse et al., 1999
Kudo et al., 2000

Abe et al.
F83L C to G at 249 Phe at 83 into Leu TM2 Scott et al., 1998b
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Abe et al.
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Kudo et al., 2000
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