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Abstract der publizierten Originalarbeit (deutsche Ubersetzung)

Die Préavalenz einer Horschadigung/Schwerhorigkeit wird mit etwa 1 auf 1000 Neugeborene
angegeben. Um eine hohere Rate an detektierten Mutationen bei betroffenen Patienten mit
erblicher Schwerhdrigkeit zu erreichen, wurde ein dreistufiges Mutations-Screening-
Programm etabliert mit der Untersuchung des GJB2-Gens im ersten Schritt, nachfolgender
Untersuchung von GJB1, GJB3 und GJB6 (2. Schritt) und bei negativem oder heterozygotem
Ergebnis einer Testung von GJAL, GJB4, SLC26A4 und PJVK (3. Schritt).

Zur naheren Klassifizierung der Schwerhdrigkeit wurden audiometrische Untersuchungen der
Patienten, speziell auch zur Charakterisierung der audiologischen Merkmale von Betroffenen
mit Mutationen im GJB2-Gen, durchgefihrt.

In 59 (31,3 %) der 188 Patienten konnte die Schwerhdrigkeit kausalen Mutationen im GJB2-
Gen zugeschrieben werden, wovon 45 (23,9 %) eine Homozygotie fir die 35delG-Mutation
und 14 (7,4 %) eine Compound-Heterozygotie fir Mutationen in der codierenden Region des
Exon 2 im GJB2-Gen aufzeigten.

Demgegeniber konnten keine relevanten Mutationen im Exon 1 des GJB2-Gens
nachgewiesen werden. Bei 22 (11,7 %) der Patienten zeigte sich eine singulére rezessive
Mutation in GJB2, GJB3, GJB6 oder SLC26A4 ohne Nachweis einer weiteren Mutation auf
dem zweiten Allel.

Unsere Studie zeigte einen signifikanten Unterschied im AusmaR der Schwerhorigkeit bei
Patienten mit Mutationen im GJB2-Gen. 45 (455 %) GJB2-Kasuistiken konnten in 99
Patienten mit schwerer bis an Taubheit grenzender Schwerhdrigkeit gegentiber 14 (17,7 %)
Fallen in 79 Patienten mit maRiggradiger Schwerhdrigkeit detektiert werden, wahrend in 10
Betroffenen mit milder Schwerhorigkeit keine Mutation nachgewiesen werden konnte (p <
0,0001).

In Anbetracht der hohen phanotypischen Variabilitat der Auspragung der Schwerhdrigkeit in
Patienten mit identischem Genotyp (sogar intrafamiliér) lasst sich keine eindeutige Genotyp-
Phénotyp-Korrelation erstellen. Basierend auf dem detektierten Mutationsspektrum und
entsprechenden Mutationsfrequenzen, insbesondere im GJB2-Gen, sollte ein stufenweises
Screening-Programm angeboten werden, welches in Zukunft eine bessere Stratifizierung von
Patienten mit  Schwerhorigkeits-/Taubheitssyndromen im  Sinne eines  besseren

therapeutischen Outcome erméglicht.



DEUTSCHE ZUSAMMENFASSUNG
der publizierten wissenschaftlichen Originalarbeit

Identification and genotype/phenotype correlation of mutations in a large German cohort with

hearing loss

(im Sinne von 8 6 Abs. 7 PromO)

Aufgrund von Copyright-Richtlinien bezlglich der Originalarbeit, welche im European
Archive of Otorhinolaryngology veroffentlicht wurde, wird hier ausschlielRlich die deutsche

Zusammenfassung vorgelegt.

Ein entsprechender Verweis zur Originalpublikation bzw. der Online-Version ist

untenstehend aufgefthrt:

http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00405-014-3157-5



http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00405-014-3157-5

Einleitung

Die Préavalenz von Schwerhorigkeits-/Taubheitssyndromen wird mit etwa 1 auf 1000
Neugeborene beziffert und stellt somit die haufigste angeborene Erkrankung dar. Sofern diese
bei Geburt nicht friihzeitig erkannt wird, ziehen diese hdufig Beeintrachtigungen sowohl der
lautsprachlichen als auch geistigen Entwicklung nach sich. Aus diesem Grund ist eine
frihzeitige Diagnostik unabdingbar, um ebensolche negativen Auswirkungen im Bereich der
Kommunikation, sozialen Integration und Interaktion zu vermeiden.

In diesem Sinne wird die Durchfihrung des sog. Neugeborenen-Horscreenings durch
Messung der otoakustischen Emissionen (OAE) oder gegebenerfalls mittels Durchfiihrung
einer Hirnstammaudiometrie (brainstem evoked response audiometry = BERA) empfohlen.
Eltern, welche im Rahmen dieser Untersuchungen mit der Diagnose eines schwerhdrigen
Kindes konfrontiert werden, werden sich an den Arzt mit der Frage nach der Ursache und der
prognostischen Entwicklung der vorliegenden Schwerhorigkeit wenden, so dass hier
entsprechenden klinischen und genetischen Untersuchungen besondere Bedeutung zukommt.
Aufgrund der Heterogenitat von Schwerhorigkeits-/Taubheitssyndromen und der hohen
phéanotypischen Variabilitat in Bezug auf Manifestationsalter, Typ, Schweregrad, Symmetrie
sowie einer moglichen erblichen Komponente gestaltet sich der Prozess der Ursachenfindung
oftmals schwierig.

Etwa die Halfte der Falle wird exogenen Faktoren wie Friihgeburtlichkeit, pra- und
postnatalen Infektionen oder Geburtstraumata sowie der Pharmakotoxizitdt bestimmter
Medikamente zugeschrieben, wéhrend die restlichen 50% einer erblich bedingten Ursache

zugeordnet werden.

Im Rahmen dieser wissenschaftlichen Arbeit wird der Fokus auf ein Patientenkollektiv gelegt,
bei denen eine isolierte (nicht-syndromale) Schwerhorigkeit vorliegt, d.h. ohne weitere
klinische Symptome, welche innerhalb eines klinisch-apparenten Syndromenkomplex mit der
Schwerhorigkeit assoziiert werden (wie z.B. Usher-, Alport-, Jervell-Syndrom uvm.).

Der Vererbungsmodus ist in bis zu 80% der Falle autosomal-rezessiv (gegenuber 15-20%
autosomal-dominanten und 5% mitochondrialen Erbgangen). Hiervon sind wiederum etwa
50% trotz der genetischen Heterogenitat mit Mutationen im GJB2-Gen assoziiert (bei tber
180 Loci und 89 Genen, welche mit Schwerhdrigkeit in Verbindung gebracht werden). Jedoch
kann eine Untersuchung aller Genloci bzw. identifizierter Gene aus 6konomischen Griinden

nicht fiir den Einzelfall angeboten werden.



Um ein entsprechend effektives Screening-Programm auf molekularer Ebene einzurichten,
wurde eine sequenzielle molekulargenetische Diagnostik aufgebaut, welche in erster Linie die
Untersuchung von GJB2, GJB3, GJB6 und GJB1 beinhaltet. Patienten mit wildtypischer oder
heterozygoter Sequenz wurden in einem zweiten Schritt auf Mutationen in neu aufgebauten
Genanalysen fur GJB4, GJAL, SLC26A4 und DFNB59 untersucht. Die Zielsetzung dieser
Studie  war, die  molekulargenetische  Untersuchung  von  Patienten  mit
Schwerhdrigkeitssyndromen in Deutschland in dem Bewusstsein hervorzuheben, dass diese in
der Zukunft eine zunehmende Rolle in der klinischen Praxis einnehmen wird. Insbesondere
muss betont werden, dass die Familienplanung von betroffenen Eltern nicht unwesentlich
durch das Risiko des Wiederauftretens beeinflusst wird, so dass eine entsprechende
genetische Beratung von Eltern mit schwerhorigen Kindern in jedem Fall empfehlenswert

erscheint.



Material und Methoden

In die Studie wurden 211 betroffene Patienten der Klinik und Poliklinik fur Hals-Nasen-
Ohren-Heilkunde am Universitatsklinikum Regensburg eingeschlossen (100 weibliche und
111 ménnliche Probanden, mittleres Alter 13,7 Jahre). Die Teilnahme erfolgte freiwillig,
ebenso wurde die Patienten (bzw. deren Eltern) nach international gelaufigen Statuten fur den
Respekt der Personlichkeit, der medizinischen Ethik und des Medizinrechts entsprechend
informiert, auch was Risiken und mdgliche Konsequenzen einer molekulargenetischen
Untersuchung anbelangt.

23 der genannten 211 Patienten wurden aufgrund einer syndromalen Schwerhérigkeit bzw.
einer exogenen Ursache (Neugeborenen-Meningitis, USHER-Syndrom, CHARGE-Syndrom,
Ohrmalformation u.a.), welche im Zusammenhang mit der diagnostizierten Schwerhdrigkeit
steht, initial selektiert und nicht fiir eine weitere Untersuchung in der Studie berticksichtigt,
sofern sich keine anderen Indikationen fir eine genetische Testung ergaben.

Die korperliche Untersuchung der Funktion des auditorischen Systems erfolgte altersadaptiert
mittels otoakustischer Emissionen bzw. Hirnstammaudiometrie (BERA) bei Neugeborenen
sowie durch Erstellung eines Reintonaudiogramms (RTA) bei Kindern und Erwachsenen
(Frequenzbereich zwischen 125- 8000 Hz). Eine Subklassifikation des Schweregrads der
Horschadigung erfolgte in folgende Gruppen: mild (20-40 dB), moderat (41-70 dB), schwer
(71-90 dB) bzw. an Taubheit grenzend (> 90dB). Eine asymmetrische Horleistung wurde ab
einem Unterschied von 15 dB als signifikant angesehen, eine Progredienz bzw.
Verschlechterung der Horleistung bei einer Differenz von 15 dB innerhalb von 3 Jahren.

Zur Durchfiihrung molekulargenetischer Untersuchungen wurde DNA-Material aus vendsem
EDTA-BIlut oder Mundschleimhautabstrichen der Patienten extrahiert (QIAamp DNA Blood
Midi Kit und QlAamp DNA Mini Kit for buccal swabs, Qiagen GmbH, Hilden, Germany).
Zur Durchfiihrung von Untersuchungen in einem gesunden Kontrollkollektiv wurde DNA-
Material von 150 Medizinstudenten im Rahmen des Blockpraktikums am Institut fir
Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin des Universitatsklinikums Regensburg
entnommen. Die Teilnahme an der Studie erfolgte nach ausdricklicher Information und
Einwilligung der Probanden, auch unter den bereits genannten Statuten des ethischen und

medizinischen Rechts sowie unter dem Schutz der Personlichkeit.



Die Untersuchung der Gene GJB2, GJB3, GJB6 und GJB1 (1. Schritt) wie auch der Gene
SLC26A4, DFNB59, GJAL und GJB4 (2. Schritt) erfolgte nach dem Prinzip der Polymerase-
Chain-Reaction (PCR) bzw. Sanger-Sequenzierung der codierenden Regionen, Exon-Intron-
Grenzen sowie der Splicing-Stellen unter Verwendung exonflankierender Oligonukleotid-
Primer (PCR-Bedingungen und Reaktionskit in der Original-Publikation bzw. online im
Supplementary Material aufgefiihrt). Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte gemaR
Protokoll (QIAquick PCR purification KIT, Qiagen GmbH, Hilden, Germany) mit
Visualisierung auf Ethidiumbromid-gefarbten  Agarose-Gelen. Die anschlieRenden
Sequenzierungschritte (Cycle-Sequencing, bidirectional DNA sequencing) erfolgten mittels
ABI Big-Dye terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (PE Applied Biosystems, Darmstadt,
Germany) im Sequenz-Analyzer ABI Prism Genetic Analyzer 3100xI capillary sequencer (PE
Applied Biosystems, Darmstadt, Germany). Zur Auswertung wurde ein Abgleich mit der
Referenzsequenz aus dem NCBI (National Center for Biotechnology Information) unter
Verwendung der SEQUENCHER-Software (Gene Codes, Ann Arbor, MI, USA) durchgefiihrt
und die detektierten Genverdanderungen mit Mutationsdatenbanken (Humane Gene Mutation
Database, HGMD), SNP-Datenbanken (short genetic variations, single-nucleotide-
polymorphism database) abgeglichen.

Die Detektion von in der Literatur beschriebener Deletionen im GJB6-Gen (del(GJB6-
D13S1830) und del(GJB6-D13S1854)) erfolgte gemal Protokoll nach del Castillo et al.
(Quellenangabe Nr. 26 und 34 in Original-Publikation).

Die statistische Auswertung erfolgte mittels MedCalc, Version 11.5.0.0 (MedCalc Software,
Mariakerke, Belgium).



Ergebnisse

Von den 211 genannten Patienten (ausschlieRlich der 23 vorab selektierten mit syndromaler
oder exogener Ursache der Schwerhdrigkeit) stellten sich 122 Patienten als sporadische Falle
gegentiber 66 multiplen intrafamilidren Kasuistiken mit zumindest einem betroffenen
Verwandten 1. Grades dar. Darunter zeigten sich 10 Patienten mit milder, 79 mit
maRiggradiger sowie 39 mit schwergradiger und 60 mit an Taubheit grenzender
Schwerhdrigkeit, welche in den meisten Féllen bilateral und symmetrisch ohne Zeichen der
Progredienz auftrat. Lediglich 16 Patienten wiesen eine Progredienz der Schwerhdorigkeit auf
gegenuber 31 Fallen mit asymmetrischem Horverlust (vgl. auch Figure 1 der Original-
Publikation).

Zur Evaluation der Heterozygoten-Frequenz erbrachte die Untersuchung von 150 gesunden
Kontrollprobanden den Nachweis der (h&ufigen) 35delG-Mutation im GJB2-Gen in 4
Personen, entsprechend einer Haufigkeit von 2,7% bzw. einer Pravalenz von 1/37 in der

Referenzgruppe.

In der Zusammenschau konnten 18 verschiedene Mutationen in 90 Patienten nachgewiesen
werden, wohingegen sich im Restkollektiv der 98 Patienten die Untersuchung von GJB2,
GJB3, GJB6 und GJB1 keine mit Schwerhdrigkeit assoziierte oder neue (bisher nicht

beschriebene) Mutation nachweisen lieR (vgl. Table 2 der Original-Publikation).

In der angeschlossenen sequenziellen Untersuchung dieser Patienten fir SLC26A4, DFNB59,
GJAL und GJB4 zeigten sich im SLC26A4-Gen zwei Sequenzveranderungen mit einer
Splicing-Stelle und einer intronischen Genveranderung (vgl. Table 3 der Original-
Publikation). Daruiberhinaus wurden 22 verschiedene Polymorphismen (SNPs), welche in der
dbSNP-Datenbank registriert sind, detektiert.

Mutationen, die mit nicht-syndromaler Schwerhérigkeit assoziiert sind (Connexin deafness

homepage, http://davinci.crg.es/deafness) wurden als pathogen eingestuft, bei bislang nicht in

der Literatur oder Mutations-Datenbanken beschriebenen Sequenzverédnderungen mit unklarer
Pathogenitdt wurde ein Abgleich der entsprechenden Sequenzregion in Bezug auf die
Konservierung im Vergleich verschiedener Spezies durchgefihrt (BLAT genome browser,

http://genome.ucsc.edu/cqi-bin/hgBlat).



http://davinci.crg.es/deafness
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat

Im Folgenden wird auf die Resultate der einzelnen, in dieser Studie untersuchten Gene
eingegangen.

GJB2

Die mit Abstand haufigste Mutation innerhalb der deutschen Bevélkerung ist die Deletion an
Stelle ¢.35delG, welche in 65 Patienten detektiert wurde, entsprechend einer
Mutationshaufigkeit von 29,2% (110/376 Allele) mit 45 homozygoten (23,4%) und 12
compound-heterozygoten (6,3%) Patienten. In 8 Patienten lie sich neben einer singuléren
35delG-Variante auf einem Allel keine zweite Mutation im GJB2-Gen nachweisen. 2
Patienten wiesen eine Homozygotie fur Non-35delG-Mutationen auf (1,1%) neben zwei
weiteren Patienten mit einer singuldren Non-35delG-Mutation, wohingegen in 119 Patienten
kein Nachweis einer Sequenzveranderung im GJB2-Gen gelang (hierzu vgl. auch Table 1 und
Table 2 der Original-Publikation).

Zur Erstellung einer  Genotyp-Phénotyp-Korrelation wurde die Verteilung des
Mutationsspektrums auf das Ausmal der Schwerhdrigkeit extrapoliert (hierzu vgl. Figure 2
der Original-Publikation). Dabei liel? sich keine Mutation im GJB2-Gen bei den Patienten mit
milder Schwerhdorigkeit nachweisen. Unter Verwendung des Chi-Quadrat-Tests zeigte sich
eine signifikante Veranderung im Vergleich des Patientenkollektivs von milder bzw.
maRiggradiger Schwerhorigkeit (14 von 89 Patienten, (15,7%)) gegeniber 45 Patienten
(45,5%) aus den verbliebenen 99 Patienten mit schwerer bzw. an Taubheit grenzender
Schwerhdrigkeit, welche ebenfalls biallelische Mutationen im GJB-Gen aufzeigten. Zudem
erbrachte die Auswertung den Hinweis, dass Patienten mit homozygoter 35delG-Mutation
eine signifikant gravierendere Schwerhdrigkeit als solche mit einer 35delG/non-35delG bzw.
non-35delG/non-35delG Allelvariante aufweisen.

Bei der Diskriminierung der Mutationsrate und phéanotypischen Konstellation zwischen
intrafamilidren (35) und sporadischen Féllen (32) ergaben sich im direkten Vergleich keine
signifikanten Unterschiede. Allerdings zeigten sich in der genealogischen Auswertung von
zwei intrafamilidren Kasuistiken eine phanotypische Varianz bei gleichem Genotyp. Jeweils 3
der vier Kinder mit identischem Genotyp wiesen eine schwere bis an Taubheit grenzende
Schwerhdrigkeit auf, welche mit Cochlea-Implantaten versorgt wurde, wohingegen beim
vierten Kind in beiden Familien lediglich eine milde Form der Schwerhdrigkeit bekannt ist,
welche mit Horgeraten ausgeglichen wurde (hierzu vgl. auch Figure 3 der Original-
Publikation).



GJB6

Die Untersuchung des GJB6-Gens (codierende Regionen, Exon-Intron-Grenzen, 2
Deletionen) erbrachte den Nachweis von 3 unterschiedlichen, bisher nicht beschriebener
Sequenzveranderungen in 3 Patienten (vgl. Table 2 der Original-Publikation), jedoch in
heterozygoter Form ohne Nachweis einer zweiten Mutation (auch nicht in den anderen
Genen), so dass sich Hinweise fir eine digenische Vererbung ebenfalls nicht ergaben. Diese

Sequenzveranderungen liel3en sich auch im Kontrollkollektiv nicht nachweisen.

GJB1 und GJB3

Auch im GJB3-Gen lieRen sich 3 Sequenzveranderungen (vgl. Table 2) nachweisen, welche
bisher nicht in der Literatur beschrieben wurden, sich jedoch auch im Kontrollkollektiv nicht
detektieren lielen. Die Untersuchung des GJB1-Gens verblieb sowohl in 188 Patienten wie

auch in 150 Kontrollen ohne Nachweis einer Sequenzverénderung.

Im Anschluss hierzu wurde sequenziell die Testung von SLC26A4, GJAl, GJB4 und
DFNB59 (= PJVK) in 39 Patienten, welche eine wildtypische oder heterozygote Sequenz in

den bisher beschriebenen Genen aufwiesen, durchgefihrt.

SLC26A4

Bei fehlendem Nachweis einer Mutation in den codierenden Regionen des SLC26A4-Gens
konnte in zwei Geschwistern eine in der Literatur beschriebene Splicing-Variante an Position
€.1001+1G>A (auch als IVS8+1G>A nach alter Nomenklatur) nachgewiesen werden. Eine
weiterflhrende Kklinische Untersuchung dieser Patienten erbrachte einen erweiterten
vestibularen Aquadukt (EVA) in einem der beiden Geschwister, was mit der Beschreibung in
vorhergehenden Studien korreliert, dass bei einzelnen Patienten das klinisch offensichtliche
Symptom der Horverlust ist und ein EVA erst im Verlauf festgestellt wird, sofern
entsprechende Untersuchungen angeschlossen werden.

Eine intronische Mutation mit unklarer Pathogenitdt konnte an Position ¢.1544+9C>T
detektiert werden, welche bislang in der Literatur nicht beschrieben ist, jedoch ein
Nukleotidaustausch von C>G an derselben Position. Dieser wird laut HGMD-Datenbak als

signifikante Splicing-Variante in VVerbindung mit einem Pendred-Syndrom eingestuft.
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GJAL, GJB4 und DFNB59 (PIVK)

Neben 4 in der NCBI-Datenbank registrierten single nucleotid polymorphisms (SNPs)
konnten keine mit Schwerhdrigkeit assoziierten Sequenzveranderungen in diesen Genen
isoliert werden.

Probatorisch wurde die Testung von GJB2, GJB3, GJB6 und GJB1 in den zun&chst
selektierten 23 Patienten mit syndromaler bzw. exogen assoziierter Schwerhdrigkeit
veranlasst, dabei zeigten sich zwei Patienten mit einseitiger Schwerhdorigkeit heterozygot flr
die beschriebene (hdufige) 35delG-Sequenzverédnderung im GJB2-Gen, zudem zeigte sich ein
weiterer Patient mit Zustand nach Neugeborenen-Meningitis heterozygot flr eine c.682-
683insA Mutation im GJB6-Gen.

11



Diskussion

Die Pradominanz von Mutationen im GJB2-Gen bei autosomal-rezessiv vererbter nicht-
syndromaler Schwerhdrigkeit wurde bereits in zahlreichen Studien aufgefiihrt. In diesem
Zusammenhang wurden die entsprechenden Heterozygotenfrequenzen in Europa und speziell
Deutschland mit einer Prévalenz von bis 1/50 angegeben. In unserer Studie zeigte sich eine
Prévalenz von 1/37 bzw. eine Frequenz von 2,7%, welche im Vergleich zu anderen deutschen
Studien mit Frequenzen zwischen 0,4% und 1,58% bemerkenswert hoch ausféllt. In der
Erwartungshaltung einer relativ hohen Mutationsrate im GJB2-Gen, speziell bezuglich der
35delG-Mutation mit hier nachgewiesener Frequenz von 29,2% findet sich eine Haufigkeit in

vergleichbarer Hohe auch in anderen Studien.

Zusammenfassend konnten in 59 (31,3%) aus 188 Patienten pathogene Mutationen im GJB2-
Gen nachgewiesen werden, vermehrt bei Kasuistiken mit intrafamilidrer Schwerhdrigkeit
(43,9%) gegenlber sporadischen Fallen (24,6%). In Anbetracht der Tatsache, dass 78,9% der
GJB2-assozierten Schwerhdrigkeits-Félle mit der haufigen 35delG-Mutation in Verbindung
gebracht werden, muss die diagnostische Wertigkeit einer Untersuchung des GJB2-Gens
innerhalb der deutschen Population, nicht nur in familidren, sondern auch in sporadischen

Fallen ausdriicklich betont werden.

Zumal allgemein postuliert wird, dass GJB2 fur bis zu 50% aller genetisch bedingten
Schwerhdrigkeits-/Taubheitssyndrome verantwortlich ist, muss in Erwagung gezogen werden,
dass der in unserer Studie erbrachte (im internationalen Vergleich relativ niedrige)
Prozentsatz von 31,3% mit unterschiedlicher Wichtung von Einzelfaktoren im Studiendesign
zusammenhéngen  kann. Ein Vergleich mit anderen  Studien und deren
Mutationsdetektionsraten wird im Hinblick auf die Variabilitdt des Studienaufbaus, die
lokoregiondren demographischen Einfliisse sowie Ausmall bzw. Durchfiihrung der Analysen
erschwert. Gemessen an der von Studien im deutschen Raum angesetzten Raten von zwischen
6,4% und 16,7% fur Patienten mit biallelischen Mutationen im GJB2-Gen erscheint der von
uns erbrachte Prozentsatz von 31,3% relativ hoch, so dass die Assoziation von GJB2 mit
nicht-syndromaler Schwerhorigkeit in Deutschland etwas uberbewertet imponiert, jedoch
nach wie vor die flhrende Ursache flir Schwerhorigkeits-/Taubheitssyndrome mit genetischer

Grundlage ist.
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Die im Vergleich zu gesunden Probanden signifikant gesteigerte Rate an monoallelischen
35delG-Mutationstragern im Patientenkollektiv fuhrt zu der Annahme, dass mdglicherweise
eine zweite Mutation im GJB2-Gen oder einem anderen Gen, welche durch direkte
Sequenzierung nicht erfasst wird (Mutation in der Promoter-Region, intronische Mutation
oder Splicing-Mutation) kausativ zur Ausbildung des klinischen Bildes der Schwerhorigkeit
beitragt. Einschlagige Studien (Pollak et al., Nr. 48 der Literaturangaben in der Original-
Publikation) konnten jedoch keine Sequenzveranderungen in der Promoter-Region in GJB2
detektieren, wahrend Matos et al. (Nr. 49) eine basale Promotor-Mutation nachwiesen, welche
die Promoter-Aktivitat deaktiviert. Hinzu kommt, dass eine (in den meisten Instituten ibliche)
standardisierte PCR-Amplifikation der codierenden Region des Exon 2 im GJB2-Gen groRe
Deletionen ebensowenig erfasst wie auch Variationen in der Promoter-Region des GJB2-

Gens, welche maglicherweise die hohe Rate monoallelischer Patienten erklaren kdénnten.

Hinweise fur einen digenischen Vererbungsmodus der Schwerhdrigkeit, speziell der in der
Literatur mehrmals beschriebenen GJB2/GJB6-kombinierten Deletionen del(GJB6-
D13S1830) und del(GJB6-D13S1854) ergaben sich im vorliegenden Patientenkollektiv nicht.

Die beschriebene Mutation V371 im GJB2-Gen konnte in einem Patienten mit milder
Schwerhdrigkeit in homozygoter Allelkombination detektiert werden, passend zu der nach
Pollak et al. erwéhnten Tatsache, dass diese zumeist mit relativ milder Schwerhdérigkeit in

Verbindung gebracht wird und in Einzelfallen mit reduzierter Penetranz nicht bemerkt wird.

In Bezug auf die Erstellung einer Genotyp-Phéanotyp-Korrelation, insbesondere der 35delG-
Mutation im GJB2-Gen zeigte sich, dass diese signifikant mit einer schwergradigen bzw. an
Taubheit grenzenden Schwerhorigkeit assoziiert ist (Chi-Quadrat-Test), zumal sich im
Patientenkollektiv mit milder Schwerhérigkeit keine Mutation im GJB2-Gen detektieren lieR.
Dies unterstiitzt die Annahme, dass der Nachweis einer pathogenen Mutation insbesondere
bei Patienten mit schwergradiger bzw. an Taubheit grenzender Schwerhorigkeit
wahrscheinlicher ist. Dennoch sollten Patienten mit leichtgradiger Schwerhorigkeit nicht
allein aus diesem Grund von einer molekulargenetischen Untersuchung ausgeschlossen

werden.

Eine eindeutige Korrelation zwischen einer bestimmten Mutation und einer entsprechenden

phéanotypischen Auspragung, welche im Rahmen einer pradiktiven genetischen Beratung von
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betroffenen Eltern eminent hilfreich wére, lasst sich im Einzelfall nicht erstellen. Hierzu
mussen die in dieser Studie beschriebenen Kasuistiken von intrafamiliarer Schwerhorigkeit
erwéhnt werden. Bei identischem Genotyp von jeweils vier Geschwistern zeigte sich dennoch
eine phanotypische Variabilitat mit milder Schwerhérigkeit in einem Kind, wéhrend die drei
Geschwister eine schwergradige bzw. an Taubheit grenzende Schwerhdrigkeit zeigten. Es ist
anzunehmen, dass das klinische Bild und die Entwicklung von schwerhdrigen Patienten, auch
bei intrafamilidren Fallen, durch Umweltfaktoren oder mdglicherweise andere genetische
Faktoren beeinflusst werden, die nicht in erster Linie mit einem Horverlust bzw. einem

Schwerhdrigkeitssyndrom assoziiert werden.

Diese Annahme kann auch fur das folgende Ergebnis der vorliegenden Studie geltend
gemacht werden. Interessanterweise lieen sich auch in den primar aus Grinden einer
offenbar syndromalen oder exogenen Schwerhorigkeit selektierten 23 Patienten in 3 Fallen
eine Sequenzverénderung nachweisen, speziell in 2 Féllen die hdufige 35delG-Mutation im
GJB2-Gen sowie im dritten Fall eine Insertion im GJB6-Gen (c.682-683insA). In Anbetracht
der hohen Heterozygotenfrequenz der 35delG-Mutation in der Normalbevolkerung muss ein
Zufallsereignis in Erwagung gezogen werden, der Sachverhalt kann jedoch auch als Hinweis
gewertet werden, dass Gene in Verbindung mit nicht-syndromaler Schwerhorigkeit auch in
Fallen von  syndromalen oder exogen  zugeschriebenen  Schwerhdrigkeits-

/Taubheitssyndromen involviert sind.

Unter der Annahme einer moglichen Interaktion von Sequenzveranderungen im GJB1- und
GJB3-Gen bei entsprechenden Expressionsprofilen in der Entwicklung der Hérschnecke am
Mausmodell, konnte in keinem der Patienten eine homozygote oder compound heterozygote
Sequenzveranderungen in diesen Genen detektiert werden, ebensowenig in GJB6, SLC26A4,
DFNB59 und GJAL, welche die diagnostische Liicke bei molekulargenetischen Testungen
von schwerhorigen Patienten erklaren konnten. Die Rolle einzelner Sequenzveranderungen im
GJB3-Gen (K56Q, R101Q und R106H) und GJB6-Gen (V190A, M203V, 682insA), welche
in entsprechenden Datenbanken (HGMD und dbSNP) oder in der Literatur nicht beschrieben
worden sind, bleibt unklar, zumal sich keine zweite Sequenzveranderung nachweisen lief3,
welche bei autosomal-rezessivem Erbgang einen moglichen Zusammenhang zwischen

Genotyp und Phanotyp erklaren konnte.
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In der Untersuchung des SLC26A4-Gens, welche in einem zweiten Schritt bei wildtypischer
oder heterozygoter Sequenzveranderung im Patientenkollektiv durchgefuhrt wurde, wiesen
zwei Geschwister eine heterozygote Mutation an Position ¢.1001+1G>A (Splicing-Stelle) auf.
Diese Mutation spielt im Vergleich zur kaukasischen Bevolkerung im asiatischen Raum eine
groRere Rolle bei Schwerhorigkeitssyndromen. Mutationen in Splicing-Stellen des SLC26A4-
Gens werden (auch bei Heterozygotie) mit einem erweiterten vestibuldaren Aqudadukt
assoziiert, wie dies auch in unserer Studie der Fall ist. In Ubereinstimmung mit einer anderen
europdischen Studie in Frankreich (Albert et al.,, Quellenangabe Nr. 64 der
Originalpublikation) sind wir ebenfalls der Ansicht, dass die Rolle von SLC26A4 bei nicht-
syndromaler Schwerhdrigkeit nicht unterschétzt werden sollte und auch bei der kaukasischen
Bevolkerung im Einzelfall beriicksichtigt werden sollte. Ahnlich wie bei GJB2 wird in
vorhergehenden Studien ein hoher Prozentsatz von schwerhérigen Patienten mit
Heterozygotie fur eine Mutation im SLC26A4-Gen beschrieben, so dass die Frage aufkommt,
inwieweit diese monoallelischen Sequenzveranderungen als pathogen eingestuft werden
kdnnen, speziell im Fall von Patienten mit Schwerhdrigkeit und erweitertem vestibuléren
Aquadukt.

Anzumerken ist, dass eine Sequenzanalyse mittels standardisierter PCR-Reaktion grofie
Deletionen von Exonen oder Genregionen, welche fur die Regulation und Translation (z.B.
Promoter- und Enhancer-Region) zustandig sind, nicht erfasst. In der Literatur werden Falle
von schwerhdrigen Patienten mit erweitertem vestibuldren Aquadukt beschrieben, welche
eine singuldre Mutation sowohl im SLC26A4-Gen als auch im FOXI1-Gen aufzeigten, wobei
letztgenanntes Gen als Transkriptions-Aktivator-Gen fur SLC26A4 fungiert. Diese Tatsache
unterstitzt die Vermutung, dass SLC26A4 gerade in Fallen mit nicht-syndromaler
Schwerhdrigkeit und monoallelischen Mutationen involviert ist. Bei geschatzten 6-15% von
schwerhdrigen Patienten in der kaukasischen Bevolkerung mit erweitertem vestibuldren
Aquéadukt oder Mondini-Dysplasie wird die These unterstiitzt, dass die molekulargenetische
Untersuchung von SLC26A4 auch in Féllen von offenbar nicht-syndromaler Schwerhdrigkeit
angeboten werden sollte, um eine héhere Detektionsrate an Mutationen zu erreichen und (im
Falle eines positiven Mutationsstatus) weiterfiihrende klinische Untersuchungen anzustreben
(z.B. Dbildgebende Verfahren zur Frage eines erweiterten vestibuldren Aquadukts,
Funktionsstérungen der Schilddrise uvm.).

Zusatzlich wurde im SLC26A4-Gen in einem Patienten die Sequenzverédnderung an Position
IVS13+9C>T detektiert, welche in der Literatur als intronische Variante beschrieben wird.

Jedoch wird an selber Position ein Nukleotidaustausch von C>G als signifikante Splicing-
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Variante (HGMD-Datenbank) angesehen. Dies impliziert die Frage, ob eine unterschiedliche
Sequenzveranderung an gleicher Stelle denselben pathogenen Effekt hat.

Die Ergebnisse unserer Studie zeigen, dass eine Korrelation von Genotyp zu Phanotyp bei
Schwerhorigkeits-/ Taubheitssyndromen, speziell fir GJB2 und SLC26A4 mit hoher
Variabilitdt vergesellschaftet ist und in Hinblick auf die Konsequenzen beziglich
prognostischer Aussagen und genetischer Beratung von betroffenen Patienten bzw. Familien
zurlickhaltend interpretiert werden sollte.

Die Behandlung von Patienten mit Schwerhorigkeits-/Taubheitssyndromen sollte in
interdisziplinarer Zusammenarbeit von Hals-Nasen-Ohren-Arzten mit  Schwerpunkt

Audiologie und Phoniatrie sowie Humangenetikern und Sprachtherapeuten erfolgen.
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Zusammenfassung

Um ein effektives molekulargenetisches Screening-Programm fir hoérgeschadigte Kinder
aufzubauen, wurde eine Stufendiagnostik eingerichtet, welche in erster Linie die
Untersuchung von GJB2, GJB3, GJB6 und GJB1 durch direkte Sequenzierung in einem daftr
eingerichteten Patientenkollektiv beinhaltete. In einem zweiten Schritt wurde in einem
Kollektiv von hierfir wildtypischen oder heterozygoten Patienten die Analyse von GJB4,
GJAL, SLC26A4 und DFNB59 angeschlossen.

In unserem Kollektiv aus deutschen hoérgeschadigten Patienten zeigten sich in 31,3% der Félle
Mutationen im GJB2-Gen als urséchlich fur die diagnostizierte nicht-syndromale
Schwerhdrigkeit. Die hohe prozentuale Variabilitdit im direkten Vergleich mit anderen
Studien muss unterschiedlichen Auswahlkriterien bzw. der jeweiligen Selektion von Patienten
im Studiendesign zugeschrieben werden.

Die im GJB2-Gen am hdufigsten detektierte Mutation (del35G) wird verstarkt mit dem
Klinischen Bild einer schwergradigen bzw. an Taubheit grenzenden Schwerhorigkeit
assoziiert. Hinweise flr einen digenischen Vererbungsmodus, speziell die bereits
beschriebene Verbindung von GJB2 mit GJB6, ergaben sich im vorliegenden
Patientenkollektiv nicht.

Bei Nachweis von lediglich 2 heterozygoten Mutationen im SLC26A4-Gen in 3 Patienten
spielt das Pendred-Syndrom mit erweitertem vestibuldren Aquéadukt in der kaukasischen
Bevolkerung eine untergeordnete Rolle, sollte jedoch speziell in Féllen mit bislang frustran
verlaufender Mutationssuche in Erwégung gezogen werden.

Der Aufbau zusatzlicher Genanalysen (DFNB59, GJAL, GJB4) erbrachte keinen Nachweis
von pathogenen Sequenzverdnderungen, welche die zugrundeliegende Schwerhorigkeit
erklaren kdnnten. Letztendlich erscheint die Fokussierung auf GJB2 beim Mutationsscreening
von Patienten mit nicht-syndromaler Schwerhdrigkeit am effektivsten.

Die Zielsetzung unserer Studie war, die Mdglichkeiten eines genetischen Screenings von
Patienten mit Schwerhdrigkeitssyndromen hervorzuheben und insofern Hals-Nasen-Ohren-
Arzte zu ermutigen, betroffene Patienten und deren Familien auf die zunehmende Bedeutung
genetischer Untersuchungen hinzuweisen und sie dementsprechend zu informieren, auch in
dem Bewusstsein, dass die Familienplanung von Eltern mit betroffenen Kindern nicht
unwesentlich durch das Risiko des Wiederauftretens beeinflusst wird, so dass eine
entsprechende genetische Beratung von Eltern mit schwerhorigen Kindern in jedem Fall

empfehlenswert erscheint.

17



Angesichts der Tatsache, dass bei vielen schwerhorigen Patienten lediglich eine einzelne
(heterozygote) Mutation nachgewiesen werden kann, sollte diesem Gesichtspunkt einer
offenbar fehlenden Mutation auf dem anderen Allel im Rahmen weiterer Studien
nachgegangen werden.
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