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1. Einleitung

1.1. Schwerhorigkeit

Nicht-syndromale, sensorineurale Schwerhdrigkeit ist die haufigste Krankheit
der Sinnesorgane des Menschen. Etwa 1 von 1000 Kindern wird mit
pralingualer Schwerhdrigkeit geboren und in etwa 50 % der Falle ist die
Krankheit vererbt (Morton, N. E. 1991). Das Vererbungsmuster ist in 70% der
Falle autosomal-rezessiv, zu 15% autosomal-dominant, zu 1-3% x-
chromosomal und unter 1% der Falle mitochondrial vererbt. Erbliche
Schwerhorigkeiten werden in syndromale, bei denen aufier Horbeeintrachtigung
noch weitere klinische Symptome vorkommen und nicht-syndromale, isolierte,
Schwerhorigkeiten unterschieden. Aktuell sind mehr als 70 Loci, die in
Verbindung mit nicht-syndromalen Formen von Schwerhorigkeit stehen,
identifiziert (http://dnalab-www.uia.ac.be/dnalab/hhh/). Ein Locus, DFNB1, ist fur
einen groRen Anteil nicht-syndromaler, autosomal-rezessiv vererbter
Schwerhorigkeit  verantwortlich. Die autosomal-rezessiven Formen der
genetisch bedingten, nicht-syndromalen Schwerhdrigkeiten werden am
haufigsten beobachtet. Diese Formen sind mit den hochsten Horverlusten
assoziiert, d.h. es kann zur Auspragung von Horverlusten kommen, die an
Taubheit grenzend (>90 dB) bezeichnet werden (Kalatzis, V. & Petit, C. 1998).

Das am haufigsten beteiligte Gen in DFNB1 ist GJB2, welches das Connexin 26
Protein verschlusselt. Aufgrund der komplexen Innenohrphysiologie nimmt man
an, dass es mindestens 100 Gene und Genprodukte gibt, die beim Horvorgang
eine tragende Rolle spielen und deren Defekte zu einer Horschwache flhren
konnten (Petit, C.et al. 2001). Es ist bis jetzt nur ein Bruchteil der Gene
bekannt, wobei die meisten in den letzten 10 Jahren identifiziert wurden.
Schwerhorigkeiten konnen von unterschiedlicher Auspragung sein und werden
klinisch entsprechend des Schweregrades, des Beginns der Beeintrachtigung,

des involvierten Frequenzbereichs und weiteren Kriterien eingeteilt (Tabelle 1).



Kriterien

Kategorie

Schweregrad
(Frequenz 2-4 kHz)

-normal: <20 dB

-mild: 21-40 dB
-mittelgradig: 41-70 dB
-hochgradig: 71-95 dB
-taub: >95 dB

Erkrankungsalter

-pralingual: vor Sprachentwicklung

-postlingual: nach Sprachentwicklung

Typ

-konduktiv (Schalleitungs-SH): Aul3en-
und Mittelohrdefekt

-sensorineural (Schallempfindungs-
SH): cochlearer oder retrocochlearer
Defekt

-kombiniert

Involvierte Frequenzen

-niedrige Frequenzen: 250-500 Hz
-mittlere Frequenzen: 500-2000 Hz
-hohe Frequenzen: 2000-8000 Hz

Lokalisation

-rechtes/ linkes Ohr
-symetrisch/ asymetrisch: >10 dB
Differenz zwischen den Ohren fur

mindestens 2 Frequenzen

Entwicklung

-progressiv

-stabil

Syndromal/ Nicht-syndromal

-syndromal: mit anderen klinischen
Anomalien assoziiert
-nicht-syndromal: Schwerhdrigkeit

isoliert

Tabelle 1: Klassifikation von Schwerhoérigkeiten




Grundsatzlich wird zwischen 2 Formen des Horverlustes unterschieden:
Manifestiert sich die Horstorung innerhalb der ersten beiden Lebensjahre, bzw.
vor dem Erlernen von Sprache, so wird die Horstérung als pralingual
bezeichnet. Tritt der Horverlust nach dem Erlernen von Sprache auf, wird er als
postlingual definiert. Pralinguale Schwerhdrigkeit tritt oftmals bedingt durch
genetische Ursachen oder als Folge von fruhkindlichen Infektionen (z.B.:
Toxoplasmose, Roteln oder Cytomegalie) oder infolge von akustischen
Traumata auf. Postlinguale Horstorungen finden |Ihre Ursache meist in Form
von alterungsbedingten Veranderungen, als Folge von traumatisch bedingten
Lasionen (Larm, mechanische Traumata), bzw. als Folge von Infektionen, oder
werden ebenfalls auf Grund von angeborenen Gendefekten verursacht, die sich
nach Erlernen von Sprache manifestieren (Avraham, K. B. 1997).

Im angloamerikanischen Sprachgebiet werden die HoOrstérungen nach
Schweregrad des Horverlustes, ausgedruckt in dB (Schalldruckpegel),
eingeteilt.

Bezuglich der anatomischen Ursachen werden formal bei den
Schwerhorigkeiten konduktive (schalleitungsbedingt), sensorineurale
(schallempfindungsbedingt), kombinierte und zentrale Formen unterschieden
(Kalatzis, V. & Petit, C. 1998). Handelt es sich um konduktive Horstérungen, so
ist der Defekt im Bereich von duflerem Ohr oder Mittelohr lokalisiert. Daraus
ergeben sich Probleme, die die Schalleitungsfahigkeit des Ohres beeinflussen.
Unter sensorineuralen Defekten versteht man Horverluste, deren Ursachen im
Bereich des Innenohres, oder aber im Verlauf des HOrnerven und des
Hirnstammes zu finden sind. Hierbei kommt es zu Hoérstérungen, die auf Grund
einer verminderten Generierung von Aktionspotentialen im Bereich der Cochlea

zu Stande kommen.



1.2. Aufbau des menschlichen Innenohrs

Das Innenohr liegt im harten Knochen des Felsenbeins. Es besteht aus drei
schneckenformig gewundenen Kanalen und wird deswegen auch Cochlea
(Schnecke) genannt. Die drei Kanadle werden Scala vestibuli, Scala media und
Scala tympani genannt. Die Scala vestibuli und die Scala tympani werden durch
die Stapesfullplatte am ovalen Fenster bzw. durch die Membran am runden
Fenster abgeschlossen (Abbildung 1). Alle Skalen sind mit Flussigkeit gefulit,
die Scala media mit Endolymphe, die beiden anderen mit Perilymphe. Die
Perilymphe ist ein Ultrafiltrat des Blutplasmas, sie ahnelt in der
Zusammensetzung also  extrazellularen  Flussigkeiten und  enthalt
dementsprechend viel Natrium (140 mmol/l) und wenig Kalium. Die
Perilymphraume von Scala vestibuli und Scala tympani stehen an der
Schneckenspitze, dem Helikotrema, miteinander in Verbindung. Die
Endolymphe wird von der Stria vascularis, einem stoffwechselaktiven Bereich
an der seitlichen Schneckenwand, sezerniert. Endolymphe enthalt etwa 145
mmol/l Kalium und entsprechend wenig Natrium, ahnlich der intrazellularen
FllUssigkeit. Durch die lonenpumpen der Stria vascularis wird nicht nur das
Kalium in den Endolymphraum sezerniert, sie laden dadurch gleichzeitig auch
den Endolymphraum auf etwa +80 mV positiv gegeniber dem Perilymphraum
auf. Dieses funktionell wichtige Potential nennt man endolymphatisches
Potential. Schleifendiuretika blockieren die lonenpumpen der Stria, bei einer
Uberdosierung bricht das endolymphatische Potential zusammen und es
entstehen Horstorungen. Der Endolymphraum wird gegen die Scala vestibuli
durch die Reillner-Membran begrenzt, diese hauchdinne Membran muss Peri-

und Endolymphe voneinander trennen (Abbildung 2).
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Abbildung 1: Aufbau der Cochlea (Quelle: Gray’s Anatomy of the Human Body, 20" U.s.
Edition)

Die Basilarmembran bildet die Grenze zur Scala tympani und tragt den
sensorischen Apparat, das Corti-Organ. Umgeben von Stutzzellen, finden sich
dort zwei Arten von Rezeptorzellen und zwar eine Reihe von inneren und drei
Reihen von auleren Haarzellen. An ihrer freien Oberflache tragen die
Haarzellen feine Harchen, die Stereovili, an der Spitze sitzen die ,tip links®,
kleine Eiweil3faden, wo sie an den Stereovili ansetzen liegen lonenkanale, hier
wird bei der Transduktion der Schallreiz in ein Rezeptorpotential umgesetzt.
Das Corti-Organ wird von der Tektorialmembran abgedeckt, es handelt sich um
ein gallertartiges Gebilde, an dessen Unterseite die Spitzen der langsten

Stereovili der aulleren Haarzellen angeheftet sind. Dies ist wichtig fur die
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Schalltransduktion. Die Haarzellen sind sekundare Sinneszellen, d.h. sie bilden
selbst keine Nervenfortsatze aus. Stattdessen werden sie von peripheren
Dendriten der Bipolarzellen des Ganglion spirale innerviert. Die Axone des
Ganglion spirale bilden den Hérnnerv und ziehen zum Nucleus cochlearis. Auch
efferente Fasern innervieren die Cochlea, die meisten enden an den aul3eren
Haarzellen, wenn diese Fasern vom zentralen Nervensystem aktiviert werden,

reduzieren sie die Empfindlichkeit des Ohres.

Scala vestibuli

1

Reissner-Membran

Stria
vascularis
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Tunnel auliere Basilarmembran
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MNervus vestibulocochlearis
(Ramus cochlearis)

Scala tympani

Abbildung 2: Schnitt durch die Hoérschnecke, Aufbau des Corti-Organs, (Quelle:

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/58/Cochlea-crosssection-de.png)
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1.3. Schallumsetzung im Innenohr

Die Schallumsetzung im Innenohr ist ein dreistufiger Vorgang.

Durch den Schallreiz gerat die Basilarmebran in Schwingung, zunachst
schwingt der Stapes, seine Fullplatte bewegt sich dadurch ein- und auswarts.
Dadurch werden die Schallwellen auf die Innenohrflissigkeiten und die
Membranen der Cochlea Ubertragen. Dies fuhrt zu einer wellenformigen
Bewegung (Wanderwelle) entlang der genannten Membranen. An sich haben
die entstehenden Wellen eine winzige Amplitude, es gibt jedoch zwischen
Stapes und Helikotrema einen Ort, wo die Wellen eine wesentlich grolere
Amplitude erreichen. Grundlage dieses Schwingungsverhaltens ist die vom
Stapes zum Helikotrema abnehmende Steife der Basilarmembran. Diese Steife
bestimmt, zusammen mit schwingenden Massen, an welchem Ort der
Basilarmembran die Schwingungsfahigkeit far eine bestimmte
Anregungsfrequenz optimal ist. Der Ort des Maximums hangt von der
Schallfrequenz ab. Hohe Frequenzen bilden das Maximum in der Nahe des
Stapes, niedrige in der Nahe des Helikotremas aus. Jede Frequenz wird einem
bestimmten Ort der Basilarmembran zugeordnet, man spricht von einer
Frequenz-Ortsabbildung.

Die Wellenbewegungen fuhren zu gleichzeitigen Auf- und Abbewegungen von
Basilarmembran und Tektorialmembran. Dabei kommt es vor allem im Bereich
des Maximums der Wellenbewegung zu Scherbewegungen zwischen beiden
Membranen, in deren Folge dort die Stereovili der auReren Haarzellen
abgebogen werden. Bei einer Aufwartsbewegung der Basilarmembran werden
dadurch die ,tip links“ gedehnt und lonenkanale (Transduktionskanale) in der
Membran der Vili o6ffnen sich. Bei Abwartsbewegungen werden die
Transduktionskanale wieder geschlossen. Die aulderen Haarzellen besitzen ein
normales Membranpotential von etwa -70 mV, dadurch entsteht zwischen dem
+80 mV positiv geladenen Endolymphraum und dem Zytoplasma der
Haarzellen eine Potentialdifferenz von etwa 150 mV. Entlang dieses
Potentialgefalles flieRen bei gedffneten Transduktionskanalen Kalium-lonen in

die Haarzelle und depolarisieren sie, es entsteht also ein Rezeptorpotential.
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Werden die Transduktionskanale wieder geschlossen, repolarisieren die Zellen
wieder, dazu Offnen sich an der seitlichen Zellwand gelegene
spannungsabhangige Kaliumkanale und das Kalium flie3t in die kaliumarmen
Extrazellularraume des Corti-Organs. Die aulieren Haarzellen erflllen bei der
Transduktion eine Doppelfunktion: Zum einen wird an ihnen der mechanische
Schallreiz transduziert. Zum anderen fuhrt das oszillierende Membranpotential
bei ihnen zu oszillierenden Langenanderungen. Dazu gibt es in ihrer
Zellmembran einen kontraktilen Apparat, der vom Membranpotential abhangt.
Mit seiner Hilfe verlangern bzw. verkirzen sich die aul3eren Haarzellen aktiv.
Sie produzieren also zusatzliche Schallenergie und verstarken die
Wanderwelle. Diese wird im Bereich des Maximums Uberhoht, dadurch wird die
Frequenzselektivitat verbessert.

Die Oszillationen der aul3eren Haarzellen besitzen die gleiche Frequenz wie der
auslosende Schallreiz. Sie erhohen also in einem lokal begrenzten Bereich der
Basilarmembran die Schwingungsamplitude der Wanderwelle. Durch die
verstarkte Schwingungsenergie werden nun auch die Stereovili der inneren
Haarzellen abgebogen. lhre ,tip links“ werden wiederum gedehnt bzw. entdehnt
und dadurch 6ffnen sich bzw. schliefen sich die an den inneren Haarzellen
befindlichen Transduktionskanale. Bei gedffneten Transduktionskanalen flie3en
Kalium-lonen ins Zellinnere, eine Depolarisation der inneren Harrzellen flhrt
Uber einen Calcium-Einstrom zu einer Ausschittung des Transmitters Glutamat,
am basalen Pol der Haarzelle. Dadurch werden die afferenten Nervenfasern
erregt, es entstehen Aktionspotentiale.

Somit ist der Transduktionsprozel3 im Innenohr ein dreistufiger Prozel3:

1. Zunachst bildet sich durch die passiven Eigenschaften der Basilarmembran
eine Wanderwelle aus.

2. Im Bereich des Wanderwellenmaximums werden die aufleren Haarzellen
erregt und oszillieren aktiv. Dies verstarkt lokal die Wanderwelle, so dass nun
auch

3. Die inneren Haarzellen erregt werden. Trotz der geschilderten Verstarkung
sind die Schwingungsamplituden der Basilarmembran winzig. Bei der

Horschwelle betragen die Auslenkungen etwa dem mittleren Durchmesser
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eines Wasserstoffatoms, damit ist das Ohr das empfindlichste Sinnesorgan des
Menschen.

Viele  Innenohrschwerhérigkeiten  beruhen  auf den  Ausfall des
Verstarkermechanismus, es resultieren dabei Horverluste von 30-50 dB, auch
das Frequenzauflosungsvermogen ist verschlechtert. Diese Verschlechterung
der Frequenzdiskrimination hat zur Folge, dass bei Innenohrschwerhorigkeit der
Schaden durch eine Erhéhung des Schalldrucks (Horgerat) nur unbefriedigend

kompensiert werden kann.

1.4. Connexine

Als Connexine bezeichnet man eine Familie von Transmembranproteinen, die
in Zellen Gap junctions bilden und den direkten Austausch von Molekulen bis zu
einer Grole von circa 1 kDa zwischen benachbarten Zellen ermdglichen.

Auf elektronenmikroskopischen Aufnahmen kann man erkennen, dass Gap
junctions eine dichte Packung mit einem regelmassigen hexagonalen Muster
aufweisen (Abbildung 3). Sie weisen eine zentrale Offnung von circa einem
Durchmesser von 2 nm auf, die Zentren benachbarter Kanale sind etwa 8,5 nm
voneinander entfernt. Die Dichte der Kanale einer Gap junction ist sehr hoch.
Alle polaren Molekule bis zu einer Grolde von circa 1 kDa kdnnen diese Zell-
Zell-Kanale passieren, z.B. anorganische lonen, Aminosauren, Nucleotide,
dagegen sind z.B. Proteine, Polysaccaride fur diese Kanale zu grol3. Gap
junctions sind wichtig fur die interzellulare Kommunikation. Die Zellen einiger
erregbarer Gewebe, zum Beispiel des Herzmuskels, sind Uber einen raschen
Strom von lonen durch diese Kanale miteinander gekoppelt, was eine schnelle
und synchrone Antwort auf Reize gewahrleistet. Gap junctions sind auch fur die
Ernahrung von Zellen wichtig, die weit von den Blutgefalien entfernt liegen, zum
Beispiel in der Augenlinse und im Knochen. Daruberhinaus spielen
kommunizierende Kanale bei der Regulation von Entwicklung und
Differenzierung eine bedeutende Rolle, zum Beispiel verwandelt sich wahrend
der Schwangerschaft der Uterus von einem ruhenden, den Fetus

beschutzenden Muskel mit dem Beginn der Geburt in einen sich
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kontrahierenden Muskel zum Aussto3 der Frucht. Die Bildung von Gap
Junctions zu diesem Zeitpunkt erzeugt ein Syncytium von Muskelzellen, die sich
synchron kontrahieren kénnen.

Bis jetzt sind 21 verschiedene Connexine des Menschen bekannt und 20
Connexine in der Maus. lhre GréRRe variiert zwischen 25 kDa und 60 kDa. Sie
besitzen vier Transmembrandomanen mit zwei extrazellularen Schleifen, die
aus antiparallelen B-Faltblattern aufgebaut sind. Ein Zell-Zell-Kanal besteht aus
zwolf Moleklilen Connexin, sechs Connexinmolekile bilden einen Halbkanal,
den man als Connexon bezeichnet. Jeweils zwei Connexone zweier

benachbarter Membranen bilden einen Gap junction-Kanal.

arge
— gap
junction

Abbildung 3: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von groBen und kleinen Gap
junctions zwischen Fibroblasten in einer Zellkultur (Quelle: Gilula, in Cell Communication
[R.P. Cox, ed.], pp. 1-29. New York: Wiley, 1974. Reprinted by permission of John Wiley &
Sons, Inc.)
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Zell-Zell-Kanale unterscheiden sich von anderen Membrankanalen in drei
Punkten:

1. Sie durchziehen zwei Membranen, nicht nur eine.

2. Sie verbinden Cytosol mit Cytosol, nicht das Cytosol mit dem
Extrazellularraum oder dem Lumen einer Organelle.

3. Die kanalbildenden Connexone werden von verschiedenen Zellen
synthetisiert.

Gap junctions entstehen rasch, wenn zwei Zellen in Kontakt gebracht werden,
ein einmal gebildeter Kanal bleibt sekunden- bis minutenlang gedffnet. Hohe
Calciumionenkonzentrationen und ein niedriger pH-Wert schliellen sie. Das
SchlieRen der Gap junctions durch Ca?* oder H* dient dazu, normale Zellen
gegen geschadigte oder absterbende Nachbarzellen zu isolieren. Der Hill-
Koeffizient betragt fiir das Ca?* -induzierte SchlieRen der Kanale 3, fiir das

H* -induzierte 4,5, was anzeigt, dass es sich um einen kooperativen Vorgang
handelt. Gap junctions werden aullerdem durch das Membranpotential und
hormonabhangige Phosphorylierungen kontrolliert. Die Untereinheiten eines
Connexons sind zylindrisch, etwa 2,5 nm im Durchmesser und 7,5 nm lang. Die
zentrale Offnung ist im extrazellularen Bereich etwa 2 nm weit, im Inneren der
Membran aber enger. Bei Calcium-Einwirkung drehen sich die Untereinheiten
jedes Connexons und verschieben sich so, dass ihre Langsachsen
anschlieBend starker parallel zur Kanalachse liegen. Die Anderung des
Neigungswinkels um nur 7,5 Grad bewirkt am zytoplasmatischen Ende jeder
Untereinheit eine recht grole Verschiebung von etwa 0,9 nm. Die Enden jedes
Untereinheitenpaares auf entgegengesetzten Kanalseiten bewegen sich
dadurch um 1,8 nm aufeinander zu, was den Kanal schliet. Es ist eine
bemerkenswerte Eigenschaft dieses Mechanismus, dass die Umschaltung ohne
grolRere Verdrehung jeder einzelnen Connexinketten erfolgt. Im offenen wie im
geschlossenen Zustand bleiben die polaren Bereiche der Untereinheiten dem
wassrigen Milieu zugewandt und die unpolaren im hydrophoben Kern der
Doppelschicht. Die Umschaltung ist leicht, weil sich die freie Energie im offenen
und geschlossenen Zustand nicht wesentlich unterscheidet. Eine relativ geringe

Koformationsanderung als Folge der Calcium-Bindung an einem Ende einer
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Untereinheit wird durch kooperative Gleit- und Drehbewegung der
Untereinheiten zu einer viel groleren am anderen Ende verstarkt. Dieser

allosterische Mechanismus dient wahrscheinlich generell zur Steuerung der

Aktivitat von Kanalen (Abbildung 4).

0ap juncticn
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transmembrane domains (M1-M4)
extraceliular loops (E1 and E2)
cytoptasric (L4 N]

Canmexon
(el A}

Cymaplasm

axtracellular

(CO0H)
Connexin structuns

Abbildung 4: Connexine und Gap junctions

(Quelle: http://de.wikipedia.org/wiki/Bild:Connexon_and_connexin_structure.svg)

17



Die Connexine werden aufgrund von Sequenz-Ahnlichkeiten in zwei Typen a
und B unterteilt. Sie werden von Genen mit der Nomenklatur GJA bzw. GJB
codiert. Die Connexin-codierenden Gene stellen eine Multi-Gen-Familie dar, die
aus mindestens 16 Genen besteht. Gap junctions, die aus unterschiedlichen
Connexinen bestehen, wurden bei vielen Saugern in fast allen Geweben
nachgewiesen mit Ausnahme von Spermien, Erythrozyten, Thrombozyten und
in endguiltig differenzierten Skelettmuskelzellen.

Verschiedene Erkrankungen sind auf Defekte in Connexin Genen zurlck zu
fuhren z.B. die Charcot-Marie-Tooth-Krankheit ist eine
Demyelinisierungskrankheit peripherer Nerven in vielen Fallen verbunden mit
Schwerhorigkeit und ist auf einen Defekt im Connexin 32 Gen zurlckzufuhren
(Shy, M. E.et al. 2007), die selten vorkommende Hautkrankheit
Erythrokeratodermia variabilis beruht auf einen Defekt im Connexin 31
(Stander, S.et al. 2005), aullerdem konnte die Beteiligung von
unterschiedlichen  Connexin  Genen bei der Krebsentstehung in
unterschiedlichen Organen nachgewiesen werden, wobei diese Gene als
Tumorsuppressorgene wirken (Schneider, B.et al. 2002).

Funf verschiedene Connexine kommen nach heutigem Erkenntnisstand im

Innenohr vor (Tabelle 2).
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Gen Locus Protein Schwerhorigkeitstyp | Referenz
GJAT 6921-23.2 | Connexin 43 | Sporadische Schwer- | (Willecke,
(Cx43) Horigkeit K.et al.
1990)
GJB1 Xq13.1 Connexin 32 | Charcot-Marie-Tooth- | (Bergoffen,
(Cx32) Syndrom J.et al. 1993)
GJB2 13912 Connexin 26 | DFNB1 (Guilford, P.et
(Cx26) DFNA3 al. 1994)
(Kelsell, D. P.et
al. 1997)
GJB3 1p35.1 Connexin 31 | DFNA2 (Xia, J. H.et al.
(Cx31) 1998)
(Lopez-Bigas,
N.et al. 2001)
GJB6 13912 Connexin 30 | DFNA3 (Chaib, H.et al.
(Cx30) 1994)
(Dahl, E.et al.
1996)

Tabelle 2: Connexin Gene, die im Innenohr exprimiert werden, und ihre zugehérigen

Proteine

Man vermutet, dald die Gap junctions am Rucktransport von Kaliumionen, die in
die Haarsinneszellen fliessen und die Depolarisation auslésen, in die
Endolymphe beteiligt sind (Kikuchi, T.et al. 1995); (Spicer, S. S. & Schulte, B. A.
1998). Die Kaliumionen koénnen vermutlich Uber zwei verschiedene Wege
transportiert werden. Das Kalium der inneren Haarzellen soll dabei Uber die
benachbarten Stutzzellen aufgenommen werden und dann entweder Uber die
inneren Sulkuszellen oder die Fibrozyten des Limbus spiralis zu den
Interdentalzellen  transferiert werden, welche dann das Kalium in die

Endolymphe abgeben. Das Kalium der du3eren Haarzellen soll entlang einer
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lateralen Route transportiert werden, und zwar Uber die Deiterschenzellen, die
Hensenzellen, die Claudiuszellen und die &auleren Sulkuszellen zu den
Fibrozyten des Spiralen Ligaments und schliesslich zur Stria vascularis, wo die
Kaliumionen wieder in die Endolymphe eintreten (Holme, R. H. & Steel, K. P.
1999) (Abbildung 5).

Knochen

Reissner-Membran

Scala media

Stria vascularis

Tektorialmembran

innere Haarzellen
auBere Haarzellen

Basilarmembran Scala tympani

Fasern des Hornervs

Endolymphe

Stereozilien

duRere Haarzellen

efferente Synapsen
Stiitzzellen

Basilarmembran n
Hornerv

Abbildung 5: Transport von Kalium-lonen in der Cochlea (modifiziert nach Spicer, S. S. &
Schulte, B. A. 1998)
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Connexine werden in unterschiedlichen hochspezialisierten Zellen der Cochlea
exprimiert, zum Teil bilden aber einige Zellen mehrere Connexine.
Histologische Untersuchungen des Innenohrs der Ratte zeigten, dass sich
Connexin 26 und Connexin 30 in der Cochlea, sowohl in den Stutzzellen des
Cortischen Organs, als auch in der Stria vascularis, vor allem im Bereich der
Basalzellen, im Ligamentum spirale, vor allem in den Fibrozyten Typ | nahe der
Stria vascularis und im Limbus spiralis nachweisen lassen, nicht jedoch als
direkte Verbindung zwischen den sensorischen Haarzellen (Lautermann, J.et al.
1998); (Kikuchi, T.et al. 1995). Das genaue Screening auf 13 verschiedene
Connexine hat ergeben, dass nur Connexin 26 und Connexin 30 in diesen
Geweben exprimiert werden (Forge, A.et al. 2003). Zwar lassen sich auch
Connexin 31 und Connexin 43 in der Cochlea nachweisen, sie finden sich

jedoch in anderen Kompartimenten der lateralen Cochleawand (Abbildung 6).
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Legende

BM: Basilarmembran

BSL: Lamina spiralis

CC: Claudius'sche Stutzzellen
DC: Deiters'sch Stutzzellen
ESC: Sulcus externus-Zellen
HC: Hensen'sche Stltzzellen
IDC: Labium vestibulare

IHC: Innere Haarzellen

IPC: Innere Pfeilerzellen

ISC: Sulcus internus-Zellen
Li: Limbus spiralis

OHC: AuRere Haarzellen
OPC: AuRere Pfeilerzellen
RM: Reissner'sche Membran
SG: Ganglion spirale cochleae
SL: Ligamentum Spirale

Abbildung 6: Querschnitt durch eine Cochlea der Ratte, blau angefarbt die Orte der

SM: Scala media

SP: Prominentia spiralis
ST: Scala tympani

StV: Stria vascularis
SV: Scala vestibuli

TM: Tectorialmembran

Expression von Connexin 26 (Lautermann, J.et al. 1998)



1.5. Das GJB2-/Connexin 26 Gen

Die genomische Struktur des Connexin 26 besteht aus zwei Exons, getrennt
durch ein Intron. Das erste, nicht-kodierende Exon hat eine Grofde von 160 bp.
Das zweite Exon kodiert flr das Genprodukt und ist 681 bp lang (Kiang, D. T.et
al. 1997). Das eingeschobene Intron hat eine Lange von 3147 bp. Das
Genprodukt Connexin 26 besteht aus 227 Aminosauren und hat ein
Molekulargewicht von etwa 26 kDa. Es wird in der Haut, der Mamma lactans,
der Placenta, dem Pankreas, den Hepatozyten, der Cochlea und im
Myometrium des Uterus exprimiert (Kelsell et al. 1997); (Lautermann et al.
1998). Das Protein Connexin 26 besitzt wie die anderen Gap junction Proteine
vier membranubergreifende Domanen, die durch eine intrazellulare und zwei
extrazellulare Schleifen verbunden sind, wahrend sein N-terminales Ende und

das Carboxyl- Ende zytoplasmatisch liegen (Abbildung 7).
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Extracellular

Plasma
200 Membrane

4 %1
@® Missense Mutation

Bl Nonsense Mutation

~* Frameshift

| 4 Deletion

Abbildung 7: Schematische Darstellung von Connexin 26 und der Cx26 Mutationen
NT=N-terminales Ende, M1, M2, M3 und M4=Transmembrandomidnen, E1 und
E2=Extrazellularraum, CL=Zytoplasmatische Bindungsstelle, CT=Carboxylende. Die
unterstrichenen Nummern neben dem Frameshift zeigen die Anzahl der Reste nach dem
Frameshift, bevor ein Terminationscodon gefunden wird. In der Polypeptidkette ist jeder
zwanzigste Rest durchnummeriert. Der Mutationstyp ist gemaR der Legende am Ende der
Abbildung gekennzeichnet (Kelley, P. M.et al. 1998)
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Die wichtige Rolle, die die Gap junctions durch Zellkommunikation bei der
Gewebsdifferenzierung spielen, fuhrte zum Bestreben, die einzelnen fur
Connexine kodierenden Gene genau zu lokalisieren. Nachdem GJBZ2 mittels
Southern-Blot und hybrider Zelllinien bereits auf das Chromosom 13 kartiert
worden war (Willecke, K.et al. 1990), wurde die Lokalisation durch In-Situ-
Hybridisierung auf Chromosom 13q11-q12 prazisiert (Mignon, C.et al. 1996).
Damit waren sowohl der Taubheitslocus DFNB1 als auch GJB2, der Locus fur
das Gap junction Protein Connexin 26, auf das Chromosom 13q911-12 kartiert
worden. Das Connexin 26 Gen ist hauptsachlich bei der Vererbung der
rezessiven Gehorlosigkeit beteiligt. Im Jahre 1997 zeigte eine Studie von Dr.
Kelsell aus London, dass Connexin 26 Mutationen fur tber 50 % der rezessiven
Schwerhorigkeit und Taubheit im Mittelmeerraum verantwortlich sind. Dies war
eine aulerst wichtige Entdeckung, da nachfolgende Arbeiten zeigten, dass
Connexin 26 Mutationen auch in den meisten anderen Bevdlkerungsgruppen
vorliegen: 30% in Nordeuropa, 40% in den USA, 22% in Brasilien, 25% im
Fernen Osten, 17% in Ghana und 15% in Australien. Diese Prozentzahlen
zeigen, dass die Studie des Connexin 26 Gens bedeutende Auswirkungen auf
die molekulare Diagnose und die Beratung der Patienten hat. Die meisten der
Connexin 26 Mutationen werden rezessiv vererbt, obwohl einige seltene
Mutationen entweder dominantem Horverlust oder syndromische Gehdorlosigkeit
verursachen, die mit Hautsymptomen einhergeht (Denoyelle, F.et al. 1997);
(Kupka, S.et al. 2000); (Toth, T.et al. 2004). Bis heute wurden mehr als 100
Connexin 26 Mutationen gefunden, die in der ,Connexin 26-Deafness” —
Webseite unter http://www.crg.es/deafness/cx26mut.php. aufgelistet sind.

In den in Europa beheimateten Bevdlkerungsgruppen ist die haufigste Mutation
die 35delG Mutation, welche fur 80% der Mutationen verantwortlich ist. Die
Tragerinzidenz variiert von 1/35 in Sudeuropa zu 1/79 in Nordeuropa. Dies
bedeutet, dass mindestens 3% der Bevolkerungsgruppen im Mittelmeerraum
gesunde Trager sind (Estivill, X.et al. 1998); (Kelley, P. M.et al. 1998); (Tekin,
M.et al. 2001); (Gabriel, H.et al. 2001). In anderen Bevodlkerungsgruppen
beobachtet man sehr haufig folgende Mutationen: z. B. die 235delC-Mutation in
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Ostasien (Japaner, Chinesen und Koreaner), die R143W-Mutation in Ghana
und die W24 X-Mutation bei Indern und Romas (Liu, X. Z.et al. 2002).

In der Familie der Connexin Proteine gibt es zwei weitere Connexine, 30 und
31, die Connexin 26 ahnlich sind und ebenfalls Gehdrlosigkeit verursachen.
Das GJB6-/Connexin 30 Gen wurde auch auf Chromosom 13q12 lokalisiert, es
wurde nachgewiesen, dass Mutationen in GJB6 ebenfalls zu Schwerhdrigkeit
fuhrten (Grifa, A.et al. 1999). Connexin 26 und Connexin 30 werden beide im
Innenohr exprimiert, ihre Untereinheiten kdnnen sich in der Cochlea zu einem
"Functional Gap“ zusammenschlieBen (Marziano, N. K.et al. 2003). Das
humane Connexin 31-Gen, GJB3, ist auf dem DFNA2-Lokus des Chromosom
1p35 zugeordnet und kann syndromale oder nicht-syndromale Schwerhorigkeit
auslosen (Wenzel, K.et al. 1998). Die Expression von GJB3 in der Cochlea
uberlappt teilweise mit der von GJB2 und GJB6, es wurden Falle beschrieben,
in denen bei Patienten sowohl Mutationen in GJB3 als auch in GJB2 vorlagen
(Xia, J. H.et al. 1998); (Lopez-Bigas, N.et al. 2001); (Mhatre, A. N.et al. 2003).

1.6. Ziele dieser Arbeit

Ziele dieser Arbeit waren es mutante Connexin 26 Proteine funktionell in vitro
zu charakterisieren. Connexin 26-Mutationen kdnnen zu einer
Proteindysfunktion fuhren und somit den Phanotyp von Patienten erklaren. Ein
weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die Mechanismen zu identifizieren, die zu
einer Proteindysfunktion fihren. Es standen Patientenkollektive mit nicht-
syndromaler, sensorineuraler Schwerhdorigkeit aus Ungarn und Deutschland zur
Verfugung, aus deren DNA unterschiedliche Mutationskonstrukte in
Expressionsverktoren kloniert wurden und von diesen in vitro cRNA hergestellt
wurde. Die cRNA wurde dann in Xenopus laevis Oozyten injiziert und die
Funktionalitat sowie Expression der mutanten Gap junction Proteine mittels
Voltage Clamp und quantitative Immunoassays gemessen. Die Arbeit soll zu
einem besseren Verstandnis molekulargenetischer Grundlagen beitragen und
auch das diagnostische Spektrum flr betroffene Patienten erweitern. Neue

Erkenntnisse kdnnen Anwendung in der genetischen Beratung finden und zu
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einer frihzeitigen Therapie beitragen. Eine moglichst frihzeitige Diagnose der
Horstorung ermoglicht dem Patienten und dem behandelnden Arzt eine rasche
Einleitung einer individuell angepassten Therapie und damit die Chance auf

eine komplikationsarme, sozibkonomische Entwicklung in der Gesellschaft.
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2. Material und Methoden

2.1. Verwendete Losungen und Substanzen

Es sind im folgenden die verwendeten Losungen aufgefuhrt, sie wurden jeweils
aus einer als 10-fach konzentrieten Stammldésung hergestellt und
entsprechend gelagert, um Abbauprozesse zu verhindern. Zum Einstellen des
gewunschten pH-Wertes wurde NaOH bzw. HCI zum Titrieren verwendet. Die
Osmolaritat wurde mit einem Osmometer (Vapor Pressure Osmometer, Vapro
5520, Wescor, Logan, USA) kontrolliert.

Substanz OR-2 ND 96 ND 96 Aufbewahrung
NaCl 82,5 mM 96 mM 96 mM

KCI 2 mM 2 mM 2 mM

CaCl, - 1,8 mM 1,8 mM

MgCI2 1 mM 1 mM 1 mM

Tris-Hepes 5mM 5 mM 5mM

Natriumpyruvat - - 2,5 mM

Theophyllin - - 0,5 mM

Gentamycin - - 50 ugl/l

pH-Wert 7,4 7.4 7,4

Tabelle 3: Verwendete Lésungen: Die kalziumfreie Oozytenringerldésung OR-2 wurde fir den
Kollagenaseverdau der QOozyten benutzt, sie ist calciumfrei, dadurch wird der
Kollagenaseverdau verbessert, da ca® die Kollagenaseaktivitat hemmt. Nach der
Kollagenisierung wurden die Oozyten in 200 mOsm ND 96-Lésung aufbewahrt. Gentamycin
wurde dazu gegeben, um eine Infektion der Oozyten zu verhindern, Theophyllin hemmte die
weitere Reifung. Die fir die Messungen verwendeten Ldsungen basierten auf ND 96 als
Grundlésung, der pH-Wert war in allen Experimenten mit NaOH auf pH 7,4 titriert. FUr einzelne

Versuche musste zur Inkubation und wahrend der Messungen CaCI2 entfernt werden
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2.2. Xenopus laevis und Oozytenpraparation

Der sudafrikanische Krallenfrosch Xenopus laevis wird seit langem fur
Forschungszwecke im Bereich der Nierenphysiologie und Entwicklungsbiologie
im Labor gehalten. Seine Oozyten werden flr die Expression heterologer RNA
im Labor genutzt (Dawid, |. B.et al. 1985). Neben der Fahigkeit der Oozyten
nach Injektion von RNA heterologe Proteine zu exprimieren, bieten die Oozyten
eine Vielzahl technischer Vorteile. Xenopus laevis ist als obligat aquatisches
Tier ohne viel Aufwand im Labor zu halten, zudem ist die Anschaffung guinstig.
Anasthesie und Oozytenentnahme gestalten sich einfach, ein groRer
Zelldurchmesser der Zellen (circa 1,3 mm) erleichtert die allgemeine
Handhabung wie Aussortieren und Inkubation, ermoglicht aber auch einfache
cRNA-Injektion und das Messen physiologischer GroRen mit intrazellularen
Glaskapillaren, sie weisen einen niedrigen Spannungsabfall Gber die Membran
auf, so sind sie ideal fur z.B. Voltage-Clamp Messungen (Smith, L. D.et al.
1991).

Weibliche Xenopus laevis Frosche wurden in 10 Liter Aquarien untergebracht,
die mit Wasserfiltern und kunstlicher Beleuchtung ausgestattet waren. Zur
Gewinnung der Oozyten wurde ein adulter weiblicher Xenopus laevis fur die
Narkose ca. 20 Minuten in 0,1%ige 3-Aminobenzoesaureethylester-Losung
gelegt. Die Narkosetiefe konnte durch Uberpriifung des Wendereflexes und
Schluckreflexes Uberpriuft werden. Danach wurde der Frosch auf dem Riicken
liegend auf Eis gelagert und am Bauch grindlich desinfiziert. Unter semisterilen
Bedingungen wurde quer am rechten oder linken Unterbauch ein ca. 0,5 - 1 cm
langer Schnitt in die Haut und anschlieRend in den Muskel gesetzt. Nun
konnten die bindegewebigen Ovarialsacke scharf herausgetrennt werden. Nach
Entnahme der Oozyten wurde die Wunde mittels resorbierbaren Faden durch
Muskel- und Hautnaht wieder verschlossen. Der Frosch wurde zum Aufwachen
in einen mit Wasser gefullten Kafig gelegt, bevor er nach mehreren Stunden
wieder zurick ins Aquarium gebracht wurde. Die Ovarialsacke wurden mit
Pinzette und Schere in kleine Einheiten getrennt und mit Kollagenase A (1-3 g)

in OR2 unter standiger Bewegung denudifizert. Der Kollagenaseverdau dauerte
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bei Raumtemperatur ca. 2-3 Stunden und wurde durch haufiges Spulen mit
ND96 beendet, wenn auf den Oozyten keine BlutgefalRe mehr sichtbar und die
Zellen zum Grolteil vereinzelt waren. Unter dem Binokular wurden die Oozyten
anschlieBend nach Vitalitatszustand und Reifegrad sortiert. Es wurden nur
Zellen verwendet, die sich im Stadium V und VI befanden (Abbildung 8), eine
klare Trennung zwischen Vegetal- und Animalpol aufwiesen und keine
Aufhellung im Animalpol zeigten (Dumont, J. N. 1972). Die Oozyten wurden
dann in ND96 mit Antibiotika bei 18°C aufbewahrt, bevor sie am nachsten Tag

zur Injektion verwendet wurden.

Abbildung 8: Xenopus laevis und Xenopus laevis Oozyten (Stadium V und VI)
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2.3. cRNA-Injektion

In Xenopus laevis Oozyten kann in vitro synthetisierte cCRNA exprimiert werden
(Gurdon, J. B.et al. 1971). Die verwendete cRNA wurde von B. Noll,
Physiologisches Institut Tubingen und B. Haack, Pathologisches Institut
Tdbingen, und N. Schug, Institut fir Humangenetik, synthetisiert. Fur die
Klonierung der GJBZ2-Mutationskonstrukte wurde zunachst eine PCR zur
Amplifikation des GJB2-Gens mit der genomischen DNA von Patienten, welche
die entsprechenden Mutationen entweder homozygot oder heterozygot tragen,
durchgefuhrt. Die PCR-Produkte wurden durch Gelextraktion mit einem
QIAGEN  Gel-Extraktions-Kit  aufgereinigt und in die PCR mit
Restriktionsschnittstellen-Primern eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden auf
einem 1%igen Agarose-Gel Uberprift und entweder mittels Gelextraktion oder
Ethanolfallung (0,1 Vol. 3M NaAc, pH 5,2+2,5 Vol. 100% EtOH) aufgereinigt.
Sowohl die PCR-Produkte als auch der Vektor wurden mit den
Restriktionsenzymen Hindlll und BamH| (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)
geschnitten und anschlieBend Uber Gelextraktion aufgereinigt. Das so
hergestellte BamHI/Hindlll-Fragment wurde mit Hilfe des Enzyms T4-DNA-
Ligase in den Vektor pSP64 Poly(A) eingebracht (Promega GmbH Mannheim).
Dabei handelt es sich um einen Vektor, der sowohl einen SP6-Promotor enthalt,
als auch eine Poly-A-Sequenz hinter der Multiple-cloning-site, sodass sich
dieser Vektor fur in vitro-Transkription mittels der SP6-Polymerase geeignet ist.
FUr die Transformation wurden kompetente E.coli-Zellen (Stamm JM109,
Promega GmbH, Mannheim) verwendet. Die Transformation mittels Hitze-
Schock wurde entsprechend des Protokolls des Herstellers durchgefuhrt. Die
Transformationsansatze wurden auf selektiven LB-Agarplatten ausplattiert und
uber Nacht bei 37 Grad inkubiert. Einige Kolonien wurden gepickt und z.B.
mittels Mini-Plasmid-Preparation und anschlieRendem Restriktionsverdau mit
den Klonierungsenzymen Uberpriift. Klone, die bei der Uberpriifung positiv
waren, wurden durch Sequenzierung Uberpruft. Hierfir wurde eine Plasmid-
Preparation im Midi- oder Maxi-Mal3stab mit dem JetStar-Kit der Firma

Genomed, Lohne, durchgefuhrt. Diese Plasmid-DNA wurde dann auch fur die
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folgende in vitro-Transkription verwendet. Vor der in vitro-Transkription musste
die Plasmid-DNA linearisiert werden. Dazu wurde das Enzym EcoRI (MBI
Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet, das wenige Basen hinter der Poly-A-
Sequenz des Vektors schneidet. Das linearisierte Plasmid wurde durch
Ethanolfallung (0,1 Vol. 3M NaAc, pH 5,2+2,5 Vol. 100% EtOH) aufgereinigt
und dessen Konzentration mittels Gelelektrophorese Uberpruft. Fur die in vitro-
Transkription wurde das RiboMAX Large Scale RNA Produktion System-SP6
(Firma Promega GmbH, Mannheim) verwendet. Um die Stabilitat der RNA in
den Oozyten zu verbessern, wurde ein Ribo m7G Cap-Analog (Promega)
verwendet. Somit ist die RNA sowohl auf der 5°-Seite durch das Cap als auch
am 3°-Ende durch die Poly-A-Sequenz geschutzt. Die Reaktion wurde nach
Herstellerangaben durchgefihrt. Die so hergestellte RNA wurde mit Hilfe des
SV RNA Isolation System (Promega) nach Herstellerangaben aufgereinigt und
anschliefend deren Qualitat mittels Gelelektrophorese Uberpruft. Dafur wurde
ein 1,5%iges Agarosegel (in 1xTBE-Puffer) verwendet. Die Proben wurden zu
gleichen Teilen mit Ladepuffer (0,05% Bromphenolblau in 90% Formamid)
gemischt und vor dem Auftragen bei 70 Grad fur 10 Minuten denaturiert. Eine
exakte Konzentrationsbestimmung wurde durch eine photometrische Messung
(Bio-Photometer, Eppendorf, Hamburg) durchgefuhrt. Ausgehend von einem
bestimmten Gen-Vektor-Konstrukt kdnnen mit Hilfe von gezielter Mutagenese
und anschlielender, spezifischer Selektion Mutationskonstrukte hergestellt
werden.

Die cRNA-Injektion erfolgte mittels eines automatischen Nanoliterinjektors (Fa.
WPI, Sarasota, USA). Zur Injektion wurden Borosilikatglaskapillaren (Fa.
Hilgenberg) mit einem Aussendurchmesser von 1,2 mm als Injektionskanulen
mit sehr langer Spitze in einem Mikroelektrodenpuller (DMZ Universal-Puller der
Firma Zeitz, Augsburg) gezogen. Die so hergestellten Glaskapillaren wurden
mit Paraffindl aufgeflllt, danach konnte die cRNA mit Hilfe des Mikroinjektors in
die Kapillaren aufgezogen werden. Die Injektionsschritte sowie die cRNA-
Handhabung waren semisteril durchzufuhren, um eine Kontamination mit
RNAsen zu verhindern. Unter einer Stereolupe wurden pro Oozyte 50 nl
Connexin 26 Wildtyp cRNA, Connexin 30 Wildtyp, Connexin 31 Wildtyp
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oder/und Connexin 26 Mutationen cRNA injiziert (Tabelle 4). Den Kontrollzellen
wurde DEPC-behandeltes Wasser und anschliessend autoklaviertes Wasser
injiziert, um die injektionsbedingte Zellalteration auszugleichen. Alle Messungen

wurden 2 bis 4 Tage nach Injektion bei Raumtemperatur durchgefuhrt.

Protein [cRNA]
(ng/ul)
Connexin 26 Wildtyp 50
Connexin 30 Wildtyp 50
Connexin 31 Wildtyp 50
V271 Connexin 26 50
V371 Connexin 26 50
N14D Connexin 26 50
R143W Connexin 26 50
L90P Connexin 26 50
182M Connexin 26 50
G59V Connexin 26 50
M34T Connexin 26 50
R127H Connexin 26 50
DEPC-behandeltes Wasser 50

Tabelle 4: Die verwendete cRNA und deren injizierte Konzentrationen. Die Oozyten
wurden jeweils mit 50 nl cRNA injiziert. Fiir die Coexpressionsversuche wurden die

entsprechenden cRNA hintereinander injiziert
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2.4. DNA-Proben

Die in dieser Studie untersuchten Connexin 26-Mutationen wurden bei
Patienten mit erblicher, nichtsyndromaler Schwerhorigkeit identifiziert.

Durch Kooperation mit den Universitats-HNO-Kliniken in Tubingen (Dr. med M.
Pfister) und Debrecen, Ungarn (Dr. med. T. Toth) standen Patientenkollektive
bestehend aus insgesamt 135 deutschen und 53 ungarischen Personen mit
erblicher, nichtsyndromaler Schwerhorigkeit sowie die entsprechenden
Patientenkollektive zur Verfugung (Tabelle 5). Es wurde aus 6 ml EDTA-Blut
DNA nach Standard-Methoden isoliert. Samtliche Patientenkollektive umfassten
nur Personen, die vom behandelnden Arzt Uber die Studien aufgeklart wurden
und von denen eine durch die Ethikkommission geprufte schriftliche
Einwilligung zur Untersuchung ihres genetischen Materials vorlag. Die
verschiedenen Patienten stammen aus dem siddeutschen Raum bzw. aus dem
nordostlichen Ungarn und wiesen Schwerhorigkeiten unterschiedlicher
Auspragung auf.

Kollektive/Familien/Einzelfalle | Anzahl der DNA-Proben

Deutsches Gesamtkollektiv 422

Deutsches Teilkollektiv 112

Deutsche GJB2-Heterozygote 23

Deutsche Kontrollen 206

Ungarisches Gesamtkollektiv 180

Ungarisches Teilkollektiv 19

Ungarische GJB2-Heterozygote | 34

Ungarische Kontrollen 205

Familie ,R127H" 9 Familienmitglieder
Familie ,N14D* 1 Probe der Familie
Patient ,V27I* 1

Tabelle 5: Ubersicht Giber die DNA-Kollektive, die in dieser Studie verwendet wurden
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Es wurden deutsche Patienten mit bilateraler, congenitaler, mittel- bis
hochgradiger Schwerhorigkeit, welche entweder in einem Restriktionstest auf
die haufige c.35delG-Mutation oder in der Sequenzierung von GJBZ2 nur
Wildtyp-Allele gezeigt hatten (Teilkollektiv), auf bestimmte Mutationen
untersucht, um Allelfrequenzen zu bestimmen. Das ungarische Teilkollektiv
besteht ebenfalls aus sporadischen Fallen mit bilateraler, congenitaler, mittel-
bis hochgradiger Schwerhorigkeit, in denen GJBZ2-Mutationen durch
Sequenzierung der codierenden Region ausgeschlossen wurden. Aufierdem
wurden deutsche und ungarische Patienten, die nur eine einzige GJB2-Mutation
gezeigt hatten, auf Mutationen in anderen Genen und Regionen untersucht

(GJB2-Heterozygotenkollektive).

2.5. Konstrukte und zielgerichtete Mutagenese

Die GJB2 codierende Region wurde von gesunden Menschen und Patienten
isoliert und in die Hind Ill und BamHI Schnittstellen des pSP64 Poly(A) Vektor
(Promega GmbH, Mannheim, Deutschland) kloniert. Die p.V27l, p.M34T,
p.V37l, p.G59V, p.182M, p.L90P und p.R143W Connexin 26 Mutationen
wurden mittels zielgerichteter Mutagenese (GeneEditor in vitro zielgerichtetes
Mutagenese-System, Promega GmbH, Mannheim, Germany) mit den in Tabelle

6 dargestellten Primern nach den Anweisungen des Herstellers angefertigt.
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Primerbezeichnung Sequenz 5°->3°

mut_V27I 5" CTGGCTCACCATCCTCTTCATTTTTC 3’
mut_M34T 5" CGC ATTACGATCCTCG 3°

mut_V37I 5'GATCCTCATTGTGGCTGC 3°

mut_G59V 5 CTGCAGCCAGTCTGCAAGAAC 3
mut_I182M 5'CTGCAGCTGATGTTCGTGTCCAC 3
mut_L90P 5" GCCAGCGCTCCCAGTGGCCATGC 3
mut_R143W 5 GCATCTTCTTCTGGGTCATCTTC 3’

Tabelle 6: Die Sequenzen der zur Ziel-gerichteten-Mutagenese benutzten Primer

Die cRNA encoding Connexin 26 Wildtyp und mutierte Connexin 26, Connexin
30 Wildtyp und Connexin 31 Wildtyp wurden in vitro folgend den Anweisungen
hergestellt (Large Scale RNA Production System, Promega GmbH, Mannheim,
Deutschland).

2.6. Western Blot

Xenopus Oozyten wurden mit Wildtyp, mutierter Connexin 26 cRNA oder mit
Wasser injiziert. 2 Tage nach der Injektion wurden die Oozyten in Lysis Puffer
(5 mM Tris, (pH (8,0), 5 mM EDTA (pH 8,0) mit dem Protease-Inhibitor-Cocktail
(Roche, Penzberg, Deutschland) in den empfohlenen Konzentrationen geldst.
Nach der Homogenisierung wurden die Extrakte bei 1,000 g und 4 Grad fur 5
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde dann bei 100,000 g und 4 Grad fiir
30 Minuten ultrazentrifugiert. Die gewonnenen Pellets wurden in SDS Puffer
gelost und auf ein 12% Polyacrylamid Gel aufgetragen.

FiUr die Bestimmung der Cx26 Expression in der Plasmamembran, wurden die
Plasmamembranen wie von Bagowski (Bagowski, C. P.et al. 2001)

beschrieben, prapariert. Die Oozyten wurden homogenisiert und zentrifugiert
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bei 1,000 g und 4 Grad fir 10 Minuten. Der Uberstand wurde dann bei 10,000 g
zentrifugiert, es entstand ein Uberstand, der Zytosol, Microsomen und kleine
Blaschen beinhaltete und ein Pellet, dass die Plasmamembran beinhaltete. Die
Pellets wurden wieder flr 10 Minuten bei 10,000 g zentrifugiert, um jeden Rest
des Zytosols zu entfernen. Die gewonnen Pellets wurden in SDS Puffer gelost,
auf ein 12% Polyacrylamid Gel aufgetragen und auf eine Nitrozellulose
Membran bei 100 V fur 60 Minuten transferiert.

FUr Immunoblots wurde ein rabbit-anti-Cx26-Antikorper (Zymed/Invitrogen,
Paisley, UK, Verdunnung 1:500 in PBS/0,15% Tween 20/5% Trockenmilch)
benutzt, um Cx26 zu detektieren. Nach dem Transfer wurde der Blot mit 5%
fettfreier Trockenmilch in PBS/0,15% Tween 20 fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur blockiert um die unspezifische Bindung zu unterdriicken, dann
wurden die Blots Uber Nacht mit dem Primarantikorper bei 4 Grad inkubiert. Der
zweite mit Peroxidase konjugierte sheep anti-rabbit IgG Antikorper (Amersham,
Freiburg, Germany, Verdinnung 1:1000 in PBS/0,15% Tween 20/5% fettfreier
Trockenmilch) wurde flr die Lumineszenzdetektion mit einem verbesserten

Chemilumineszenz (ECL) Set benutzt (Amersham, Freiburg, Germany).

2.7. Quantifizierung der Oberflachenexpression durch Chemilumineszenz

Zur Quantifizierung der Oberflachenexpression der lonenkanale auf Xenopus
laevis Oozyten wurde eine Hamagglutinin-Sequenz (HA) in eine extrazellulare
Schleife der Connexin 26-Untereinheit eingefligt. Zwei Tage nach cRNA
Injektion wurden die defollikulierten Oozyten zuerst mit einem anti-
Hamagglutinin-Antikorper inkubiert (1 pg/ml, Klon 3F10, Boehringer,
Deutschland). Im nachsten Schritt fUgte man einen gegen anti-HA gerichteten
Antikdrper mit einer Peroxidase hinzu (2 pg/ml, Jackson ImmunoResearch,
West Grove, USA). Ein hinzu gegebenes Substrat, welches Luminol als
Spaltprodukt enthalt, (SuperSignal ELISA Femto Maximum Sensitivity
Substrate, Pierce, Rockford, USA) wurde darauf von der dem 2-ten Antikorper
anhangenden Peroxidase katalytisch umgesetzt. Die dabei entstandene

Lichtmenge konnte photometrisch quantifiziert werden. Die gesamte Reaktion
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lief in 96-Loch-Platten mit jeweils einer Oozyte und 20 pl Substratlosung pro
Loch ab. Ein Mikroplattenluminometer berechnete das in 1 Sekunde emittierte
Licht. Dieses ist direkt proportional zur Menge der mit Hamagglutinin markierten
Connexin 26-Kanale an der Oozytenmembran. Als Kontrolle wurden nicht
injizierte Oozyten gemessen. Nach den Chemilumineszenzmessungen wurden
Oozyten aus der gleichen Injektionsreihe elektrophysiologischen Messungen
mit der TEVC-Methode unterzogen. Dadurch konnte gewahrleistet werden,

dass funktionstlichtige Kanale in der Membran vorhanden sind.

2.8. Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp Messungen (TEVC)

Mit der Zweielektroden-Spannungsklemme ist es  madglich, das
Membranpotential der Xenopus leavis Oozyte auf ein beliebiges Potential zu
klemmen und den Strom zu messen, der nétig ist, um die Zelle auf dem
gewunschten Potential zu halten. Hierbei wird Uber die Spannungselektrode
das aktuelle Potential der Zelle gemessen, im Ruckkopplungsverstarker
(GeneClamp Amplifier, Axon Instruments, Union City, USA) verstarkt und mit
dem eingestellten Haltepotential verglichen. Aus der Differenz dieser Signale
ergibt sich der Strom, der nétig ist, um das Haltepotential zu erreichen. Er wird
uber die Stromelektrode appliziert, flief3t durch die Membran und wird Uber die
Badelektrode gemessen. Der gemessene Strom () entspricht dem

lonenstrom durch die Oozytenmembran mit dem Membranwiderstand (R) bei
einem entsprechenden Haltepotential (U). Es gilt das Ohmsche Gesetz R=U/I.
Wird nun eine Substanz gegeben, die elektrogen Uber die Membran
transportiert wird, oder wird die Offnungswahrscheinlichkeit eines lonenkanals
verandert, andert sich der Membranwiderstand (R), und mit ihm der zur
Aufrechterhaltung des vorgegebenen Potentials (U) zu applizierende Strom (l).
Diese Anderung kann als induzierter Strom gemessen werden.

Mit der ersten Elektrode wird eine gewlnschte Spannung an der Zelle angelegt,
dieser Wert wird konstant gehalten (daher der Name ,Voltage-Clamp®,
festgeklemmte Spannung) und bewirkt, dass sich die spannungsabhangigen

lonankanale 6ffnen oder schlieRen. Um nun den Ein- oder Ausstrom von lonen
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messen zu konnen, wird eine zweite Elektrode in die Zelle eingefuhrt, die einen
entgegen gesetzten Strom besitzt wie die ein- oder ausstromenden lonen,
wodurch die Strome sich gegenseitig kompensieren. Durch bestimmte

Molekule kénnen nun die einzelnen lonenstrome stillgelegt werden, wodurch
Odie Mdoglichkeit entsteht die lonenkanale und deren Spannungsabhangigkeit

genau zu untersuchen (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Schema Zwei-Elektroden Voltage-Clamp Stromkreis (A) und Originalauf-

azeichnungen der Messungen von mit Wildtyp Cx26 und Wasser injizierten Zellen (B)
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2.9. Subjektive und objektive Audiometrieverfahren

Die Audiometrieverfahren wurden in der HNO-Universitatsklinik Tubingen
durchgefuhrt.

Die Reintonaudiometrie wurde mit einem Maico Audiometer (Maico Diagnostik
GmbG, Berlin, Deutschland, http://www.maico-diagnostic.de) durchgefiihrt. Die
Tympanometrie mit einem Maico | 34 (Maico Diagnostik GmbH, Berlin,
Deutschland) durchgefuhrt. Die Ableitung akustisch evozierter Potentiale des
Hirnstamms des jlingeren Bruders der Familie N14D wurden mit einem Nicolet
Spirit System (Nicolet Biomedical Systems, Viasys Healthcare, USA,
http://www.viasyhealthcare.com) durchgefuhrt. Der altere Bruder wurde zuerst
im Jahr 2002 getestet, der Horverlust wurde in einem Alter von 6 Jahren und 2
Monaten entdeckt, der jungere Bruder wurde im Alter von 2 Jahren getestet.
Man unterscheidet objektive und subjektive Audiometrieverfahren. Zu den
objektiven Verfahren zahlen z.B. die Ableitung akustisch evozierter Potentiale,
bei der Elektrocochleographie (ECochG) werden Summenaktionspotentiale des
Hornerven registriert, die akustisch evozierten Hirnrindenpotenziale (CERA)
werden mit Hautelektroden Uber der, relativ zum gereizten Ohr, kontralateralen
Hirnhalfte abgeleitet. Die Ableitung von Hirnstammpotenzialen (BERA) mittels
Hautelektroden von der Kopfhaut (Vertex bzw. Stirn gegen Mastoid) ist die
derzeit verbreiteste Methode zur Ableitung akustisch evozierter Potenziale.

Die BERA ist gegenuber der ECochG nicht-invasiv und ermdglicht neben der
Beurteilung der Hornervenfunktion eine Hoérbahndiagnostik bis  zur
Hirnstammebene. Ebenso wie die ECochG sind die BERA-Befunde nicht
abhangig vom Aufmerksamkeitsgrad, und damit von der Schlaftiefe. So kann
die BERA im Bedarfsfall im Schlaf, in Sedierung oder auch in Narkose
durchgefuhrt werden. Dieser Aspekt gewinnt fur die Untersuchung von
Kleinkindern und Mehrfachbehinderten besondere Bedeutung, da die
Ableitungsbedingungen bei diesen Patientengruppen wegen zu starker
Bewegungsaktivitaten im Wachzustand zu ungulnstig sind. Die

altersbedingte Hirnreifung beeinflusst die BERA-Befunde in bekannter Weise

und kann bei der Interpretation der Befunde berucksichtigt werden. Da der
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Signal-Rauschabstand bei der BERA wesentlich geringer ist als bei der
ECochG, ist die Untersuchungsdauer entsprechend langer. Ein anderes
objektives Audiometrieverfahren ist die Tympanometrie, ein Tympanogramm
stellt die Trommelfellbeweglichkeit, die sich umgekehrt proportional zur

Impedanz verhalt, in Abhangigkeit vom Druck im aul3eren Gehorgang dar.

2.10. Statistik

Die Daten wurden als arithmetische MittelwertetStandardfehler (SEM)
dargestellt, n stellt die Anzahl der untersuchten Oozyten dar. Alle Experimente
wurden mindestens drei Mal mit verschieden Oozytenbatches wiederholt, es
wurden qualitativ vergleichbare Daten erzielt. Zur statistischen Analyse wurde
der zweiseitige, unabhangige t-Test nach Student verwendet. Zwei
Datengruppen wurden dann als statistisch signifikant angesehen, wenn ein
Wert fur p kleiner als 0,05 errechnet worden war. Wurden mehr als 2 Gruppen
miteinander verglichen, wurden die Daten durch ANOVA (Analysis of Variance)
auf signifikante Unterschiede getestet. Die Verfahren untersuchen, ob (und
gegebenenfalls wie) sich die Erwartungswerte der metrischen Zufallsvariablen
in verschiedenen Gruppen (auch Klassen) unterscheiden. Mit den PrifgréfRen
des Verfahrens wird getestet, ob die Varianz zwischen den Gruppen grofer ist
als die Varianz innerhalb der Gruppen. Dadurch kann ermittelt werden, ob die
Gruppeneinteilung sinnvoll ist oder nicht bzw. ob sich die Gruppen signifikant

unterscheiden oder nicht.

2.11. Abkiirzungsverzeichnis

cRNA copyRNA

Cx26 Connexin 26
Cx30 Connexin 30
Cx31 Connexin 31
dB Dezibel
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DNA
HA
HEPES
ND96
PCR
TEVC

Desoxyribonukleinsaure

Hamagglutinin

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl) Ethansulfonsaure
Oozytenstandardlésung mit 96 mM Natriumchlorid

Polymerase Chain Reaction, Polymerase-Kettenreaktion

Two Electrode Voltage Clamp; Zwei-Elektroden-Spannungsklemme
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3. Ergebnisse

3.1. Heterologe Expression der Connexin 26 Mutationen in Xenopus

Oozyten

Unter den vielen Mutationen die identifiziert wurden, wurden 9 fur die
funktionellen Analysen ausgewahlt. Die Auswahl erfolgte nach dem haufigsten
Vorkommen, sowie der grofdten klinischen Relevanz.

Die Mutationen p.V271 c.79G>A, p.M34T ¢c.101T>C, p.V371 c.G>A, p.I182M
€.246C>G, p.L90P ¢.269T>C und p.R143W ¢.427C>T sind in den

Transmembrandomanen lokalisiert, p.G59V ¢.176C>G ist in der ersten

extrazellularen Schleife lokalisiert und p.R127H ¢.380G>A in der intrazellularen
Schleife (Abbildung 10).

EXTRACELLULAR

INTRACELLULAR
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Abbildung 10: Connexin 26 Topologie, die untersuchten Connexin 26 Mutationen sind
fettgedruckt gekennzeichnet. p.G59V ist in der ersten extrazelluldren Schleife, p.R127H in
der intrazellularen Schleife und p.V27l, p.M34T, p.V37l, p.182M, p.L90P und p.R143W sind

in den Transmembrandomanen lokalisiert

Alle Mutationen, die bei Patienten mit Schwerhorigkeit identifiziert wurden,
liegen in Verbindung mit der ¢.35delG Mutation heterozygot vor, ausgenommen
p.V271 und R127H, die homozygot vorkamen, p.M34T kam mit keiner
zusatzlichen Mutation oder mit p.A147T c.445G>A vor und p.G59V, die bei
Patienten mit 35delG oder alleine vorkommt (Toth, T.et al. 2004); (Kupka, S.et
al. 2002).

Um die volle Expression der Wildtyp und Connexin 26 Mutationen zu
bestimmen, wurden die Oozyten 2 Tage nach Injektion der Connexin 26 RNA
lysiert und Western Blots wurden durchgefuhrt. Wie in den Western Blots
bewiesen, wurden die Proteine der Wildtyp und Connexin 26 Mutationen richtig
translatiert (Abbildung 11A). Um nachzuprufen, ob die mutierten Connexin 26
Proteine richtig in die Plasmamembran transportiert wurden, wurden Western
Blots von isolierter Plasmamembran angefertigt. Wie in Abbildung 11B
dargestellt, wurden alle Mutationen ahnlich wie Connexin 26 Wildtyp in die

Plasmamembran eingebaut.
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Abbildung 11: Western Blot Analysen der Oozyten, die heterolog Wildtyp oder Connexin
26 Mutationen exprimierten. In die Xenopus Oozyten wurden Wildtyp, Connexin 26
Mutation cRNA oder Wasser injiziert, 2-3 Tage nach der Injektion, wurden die Oozyten
aufgelost und auf totale Expression (A) oder Plasmamembranexpression (B) untersucht.
Untere Reihe: Quantifizierung der Bandenintensitit. Die Werte von drei verschiedenen
Experimenten wurden auf die Mittelwerte der Bandenintensititen von Wildtyp Cx26-
injizierten Oozyten normalisiert. MittelwertetSEM. Obere Reihe: Die Western Blots
zeigten, dass Wildtyp und alle Connexin 26 Mutationen Proteine richtig translatiert und in

die Zellmembran transportiert wurden
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3.2. Funktionelle Analyse der Connexin 26 Mutationen

Um zu prufen, ob die Mutationen die Connexin 26 Funktion beeintrachtigen,
wurden Wildtyp oder mutierte Connexin 26 RNA in Xenopus Oozyten exprimiert
und die Aktivitat der Kanale mittels elektrophysiologischer Analysen untersucht.
Wie Abbildung 12A zeigt, ruft die Depolarisation einen langsam aktivierenden
Strom in Connexin 26 exprimierenden Oozyten hervor (5.85+0.99 YA, n=36),
der 30fach hoher ist als der Strom, der in den mit Wasser injizierten
Kontrolloozyten gemessen wurde (0.20+0.03 yA, n=26). Von allen untersuchten
Mutationen zeigte nur die V271 Mutation funktionelle Aktivitat (5.20+£0.92 pA,
n=17). Die G59V Cx26, 182M Cx26 und R127H Cx26 Mutationen zeigten einen
teilweisen (von 5.85+0.99 YA, n=36 auf 0.48+0.20 PA in Wildtyp Connexin 26
exprimierenden Oozyten beziehungsweise 0.48+0.05 pPA oder 0.77+0.15 PA,
n=6-17 in G59V Cx26, 182M Cx26 und R127H Cx26 exprimierenden Oozyten)
und die M34T Cx26, V37| Cx26, L90P Cx26 und R143W Cx26 Mutationen
einen vollstandigen, fehlerhaften Phanotyp (Abbildung 12B).
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Abbildung 12: Funktionelle Charakterisierung der Connexin 26 Mutationen. Xenopus
Oozyten wurden mit Wildtyp cRNA, Connexin 26 Mutationen cRNA oder mit Wasser
injiziert. 2-3 Tage nach Injektion wurde die Aktivierung der Kanale mittels Depolarisation
von -100mV bis +60mV fiir 20s untersucht. (A) Original Aufnahmen von Wildtyp Connexin

26- und Wasser-injizierten Oozyten, (B) MittelwertetSEM
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signifikanten Unterschied zum Strom in Xenopus Oozyten, die Wildtyp Connexin 26
exprimieren. #Zeigt den statistisch signifikanten Unterschied zum Strom in Xenopus
Oozyten, die mit Wasser injiziert wurden. Von allen untersuchten Mutationen zeigte nur
V271 Cx26 eine funktionelle Aktivitit. Die G59V Cx26, 182M Cx26 und R127 Cx26
Mutationen zeigten einen teilweisen (*, #) und die M34T Cx26, V37l Cx26, L90P Cx26 und
R143W Cx26 Mutationen einen vollstandigen (*), fehlerhaften Phanotyp

Um zu erforschen, ob einer der mutierten Kanadle einen dominanten,
hemmenden Effekt auf Wildtyp Kanale ausiben kdnnte, wurden Wildtyp Cx26
cRNA und die cRNAs der Cx26 Mutationen in Xenopus Oozyten in gleichen
Mengen koinjiziert, ahnlich der Situation in heterozygoten Menschen.

Wie Abbildung 13 zeigt, hatte die Coexpression von G59V Cx26, L90P Cx26,
R127H Cx26 oder R143W Cx26 Mutationen keine bedeutsame Auswirkung auf
die elektrophysiologischen Eigenschaften der Wildtyp Kanale (n=7-9). Im
Gegensatz dazu verminderte die Coexpression von M34T Cx26, V37| Cx26
oder 182M Cx26 signifikant die Connexin26-vermittelnden Strome (von 5.94+
1.16 PA, n=18 in Wildtyp Cx26 exprimierenden Oozyten auf 2.28+0.46 A,
1.55+0.58 YA oder 0.49+0.19 YA, n=9-17 in M34T Cx26, V371 Cx26 und 182M
Cx26 coexprimierten Oozyten). Folglich Uben p.M34T, p.V37l und p.I82M

tatsachlich einen dominanten, hemmenden Effekt aus.
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Abbildung 13: Coexpressions-Studien von Wildtyp und Cx26 Mutationen. Xenopus
Oozyten wurden mit Wildtyp und veranderter (p.G59V, p.L90P, p.R127H oder p.R143W in
Abbildung (A) und p.M34T, p.V37] und p.182M in Abbildung (B)) Cx26 cRNA in gleichen
Mengen oder mit Wasser injiziert. 2-3 Tage nach der Injektion wurden die Aktivitaten der
Kanale gemessen. MittelwertextSEM. *Zeigt den statistisch signifikanten Unterschied zum
Strom in Xenopus Oozyten, die Wildtyp Cx26 exprimieren. G59V Cx26, L90P Cx26, R127H
Cx26 und R143W Cx26 haben ein rezessives Verhalten. Im Unterschied dazu iiben M34T
Cx26, V371 Cx26 und I182M Cx26 einen dominaten, hemmenden Effekt aus
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3.3. Transdominante Wirkung der Connexin 26 Mutationen auf Connexin
30 und Connexin 31

Connexin 26 ist teilweise colokalisiert mit Connexin 30 in der Rattencochlea
(Lautermann, J.et al. 1998). Immunhistochemische und in situ
Hybridisierungsstudien zeigten, dass Connexin 31 auch in der Cochlea
exprimiert wird. (Xia, A. P.et al. 2000); (Bergoffen, J.et al. 1993); (Lopez-Bigas,
N.et al. 2001). Aufgrund der Tatsache, dass Connexin 26 fahig ist heteromere
Hemikanale mit anderen Connexinen zu bilden (Stauffer, K. A. 1995); (Lee, M.
J. & Rhee, S. K. 1998), untersuchten wir, ob die Connexin 26 Mutationen
transdominant sich auf Connexin 30 oder/und Connexin 31 Aktivitat auswirken.
Zu diesem Zweck wurden Wildtyp oder veranderte Cx26 cRNAs mit Wildtyp
Cx30 oder Cx31 in Xenopus Oozyten zu gleichen Teilen koinjiziert. Wie
Abbildung 14 zeigt, reduzierten alle Mutationen, aulier der Polymorphismus
V271 Cx26, drastisch die Cx30 Aktivitat (von 5.94+1.16 YA, n=18 in Wildtyp
Cx30 exprimierenden Oozyten auf 3.29+£0.56 pA, 0.81+£0.38 PA, 0.35+0.09 PA,
1.69+0.31 YA, 0.94+0.39 YA, 1.74+0.39 YA, 0.8610.26 PA, 1.2410.27 YA, n=8-
12 in M34T Cx26, V371 Cx26, G59V Cx26, 182M Cx26, L90P Cx26, R127H
Cx26 und R143W Cx26 coexprimierten Oozyten).
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Abbildung 14: Coexpressions-Studien von Wildtyp oder Connexin 26 Mutationen mit
Wildtyp Connexin 30. Xenopus Oozyten wurden mit Wildtyp Cx30 cRNA zusammen mit
Wildtyp oder veranderter Cx26 cRNA in gleichen Mengen oder mit Wasser injiziert. 2-3
Tage nach Injektion wurde die Aktivitat der Kandle untersucht. MittelwertexSEM.
*Zeigt den statistisch signifikanten Unterschied des Stroms in Xenopus Oozyten, die
Wildtyp Cx30 und Wildtyp Cx26 coexprimieren. #Zeigt den statistisch signifikanten
Unterschied des Stroms in Xenopus Oozyten, die Wildtyp Cx30 exprimieren. Alle
Mutationen, auBer der Polymorphismus V27| Cx26, iiben einen dominanten, hemmenden
Effekt aus

Im Gegensatz, wurde die Connexin 31 Aktivitat nur durch die Coexpression mit
M34T Cx26, V371 Cx26 und L90OP Cx26 signifikant reduziert (von 2.17+0.48 YA,
n=10 in Wild Typ Cx31 exprimierenden Oozyten auf 0.77+0.20 PA, 0.631£0.12
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MA, 0.53+0.17 pA, n=10 in M34T Cx26, V37l Cx26 und L90P Cx26 in
coexprimierten Oozyten) (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Coexpressions-Studien von Wildtyp oder veranderter Connexin 26 cRNA
mit Wildtyp Cx31. Xenopus Oozyten wurden mit Wildtyp Cx31 cRNA, mit Wildtyp oder
Cx26 Mutationen oder mit Wasser in gleichen Mengen injiziert. 2-3 Tage nach Injektion
wurde die Aktivitit der Kanale untersucht. MittelwertetSEM. *Zeigt den statistisch
signifikanten Unterschied des Stroms in Xenopus Oozyten, die Wildtyp Cx31 und Wildtyp
Cx26 coexprimeren. #Zeigt den statistisch signifikanten Unterschied des Stroms in
Xenopus Oozyten, die Wildtyp Cx31 exprimieren. Nur M34T Cx26, V37l Cx26 und L90P

Cx26 liben einen dominanten, hemmenden Effekt aus
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3.4. Die neu entdeckte Punktmutation N14D

Die neu entdeckte Punktmutation c.40A>G [p.N14D], wurde bei zwei Brudern
mit Schwerhorigkeit gefunden, die die Mutation ¢.35delG in trans tragen. Um
die pathophysiologische Signifikanz der p.N14D Mutation zu bestatigen, flihrten
wir eine funktionelle Charakterisierung in Xenopus laevis Oozyten mittels Zwei-

Elektroden Voltage-Clamp durch.

3.4.1. Klinische Daten

Patient 1 wurde mit 6 Jahren zur Audiometrie uberwiesen, nachdem bei der
medizinischen Untersuchung fir die Einschulung der Verdacht auf
Schwerhorigkeit gestellt wurde. Sein Horverlust war 50 dB bei 1 und 2 kHz flr
das rechte Ohr und 55 dB und 65 dB bei 1 kHz und 8 kHz fur das linke Ohr. Der
Junge entwickelte sich normal, er begann mit 20-22 Monaten zu sprechen.
Sprachprifungen ergaben eine milde Dyslalie, 1Q-Tests waren normal mit
einem |Q von 106. Seine medizinische Vorgeschichte war unauffallig.

Patient 2 ist der jungere Bruder von Patient 1. Nach der Entdeckung der
Schwerhorigkeit seines Bruders wurde er mit 30 Monaten getestet. Die
Ableitung akustisch evozierter Potentiale des Hirnstamms zeigte einen
Schwellenwert von 35 dB flur das rechte Ohr und 20 dB fir das linke Ohr. Die
Ableitung  akustisch  evozierter  Potentiale des  Hirnstamms  mit
Lautheitsausgleich zeigte einen maximalen Horverlust von 1 und 2 kHz. Er litt
an einer verspateten Sprech- und Sprachentwicklung. Auch seine medizinische
Vorgeschichte war bis jetzt unauffallig. Beiden Jungen ging es nach Anpassung
eines Horgerates besser, sie werden regelmaRig in der Klinik fir Hals-Nasen-
Ohren-Heilkunde kontrolliert. Die kirzlich durchgefuhrte
Audiometrieuntersuchung des alteren Bruders mit 9 Jahren ergab einen
Horverlust von 45 dB bei 1-2 kHz fir beide Ohren (Abbildung 16). Fir den
jungeren Bruder, der mit 5 Jahren getestet wurde, ergab die Audiometrie einen
maximalen Horverlust von 60 dB und 70 dB bei 2 kHz fur das rechte und linke
Ohr (Abbildung 16). Es wurde auch eine Audiometrie bei den Eltern
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durchgefuhrt, diese ergab einen normalen Befund (Abbildung 16). Es wurde
eine vererbbare Schwerhdrigkeit vermutet und so wurde die Familie in eine
Klinik fur Genetik Uberwiesen. AulRer einer Grodmutter mutterlicherseits, die
Probleme mit dem Hoéren im 7. Lebensjahrzehnt hatte, gab es keinen
Verwandten mit einer Schwerhorigkeit. Eine ausfuhrliche arztliche
Untersuchung beider Jungen ergab keine weiteren Anomalien. Der Verdacht
einer nicht-syndromalen, autosomal-rezessiv vererbten, sensorineuralen
Schwerhorigkeit bestand und so wurde der Familie eine molekulare Analyse
des GJB2 Gen angeboten.
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Abbildung 16: Der Stammbaum der Familie, in der die p.N14D Mutation entdeckt wurde.

Die Allele und die Audiogramme der

Familienmitglieder

werden neben den

Stammbaumsymbolen gezeigt. Der Vater tragt eine heterozygote c.35delG Mutation und

hat ein normales Gehor, die Mutter tragt eine heterozygote p.N14D Mutation und ist

ebenfalls klinisch unauffillig. Beide S6hne zeigten eine mittelschwere Schwerhorigkeit

fir den mittleren Frequenzbereich
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3.4.2. Molekulare Analysen

Die Sequenzierung der GJB2 codierenden Region der zwei Bruder zeigte die
c.35delG Mutation und eine A>G Ersatz bei Nukleotid 40 (c.40A>G), der zu
einem Aminosaureaustausch p.N14D fuhrte. Der Vater zeigte eine heterozygote
c.35delG und die Mutter eine p.N14D Mutation und beide zeigten keine
Auffalligkeiten betreffend ihrem HoOrvermdgen (Abbildung 16). Bei 300
normalhorende Kontrollpatienten aus Deutschland konnte der c.40A>G Ersatz
nicht gefunden werden.

3.4.3. Funktionelle Analysen

Um die Auswirkungen der p.N14D Mutation auf die Connexin26 Funktion zu
untersuchen, wurden N14D Cx26 und Wildtyp Cx26 in Xenopus laevis Oozyten
exprimiert und die Aktivitat der Hemikanale durch elektrophysiologische
Untersuchungen bestimmt. Wie Abbildung 17A darstellt, induzierte die
Depolarisation der Cx26 exprimierenden Oozyten einen langsam aktivierenden
Strom. Der Strom in mit Cx26 Wildtyp injizierten Zellen (4.41+0.83 PA, n=12)
war ~ 20-fach grofler als der Strom in mit Wasser injizierten Kontrolloozyten
(0.21£0.06 PA, n=12) (Abbildung 17B). N14D Cx26 exprimierende Oozyten
zeigten deutlich reduzierte Strome (0.66+0.13 PA, n=12) verglichen mit den
Wildtyp Cx26 injizierten Zellen. Fur den HA-markierten Wildtyp und N14D Cx26
wurden ahnliche Ergebnisse verglichen mit den korrespondierenden
unmarkierten Connexinen erzielt (4.79£1.15 PA, n=12 and 0.64+0.16 PA,
n=12). Um heraus zu finden, ob die reduzierte Aktivitat der Kanale bedingt
durch eine unzureichende Translation oder Internalisierung der Proteine in die
Plasmamembran ist, wurde die Expression von Wildtyp und Cx26 Mutationen in
Zelllysaten und in der Plasmamembran bestimmt (Abbildung 18). Um zu
ermitteln ob das Protein in die Plasmamembran integriert wurde, wurden
Konstrukte, die einen Haemagglutinin (HA)-tag in der ersten extrazellularen
Schleife enthielten, erzeugt und in Xenopus Oozyten exprimiert. Wahrend N14D
Cx26 normal  translatiert  wurde (Abbildung 18A), war die
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Zelloberflachenexpression von N14D Cx26 deutlich reduziert auf 41.1+4.6 % of
Kontroll (n=47, Abbildung 18B).

Um eine heterozygote Mutation nachzuahmen, wurden Coexpressionsversuche
mit Wildtyp und N14D Cx26 durchgefiihrt (Abbildung 19). Wildtyp und N14D
Cx26 cRNA wurde zu gleichen Teilen injiziert, es wurden Strome evoziert
(5.10£1.26 PA, n=9), die nicht signifikant unterschiedlich von den gemessenen
Stromen in Zellen, die mit Wildtyp Cx26 allein injiziert, waren (4.42+1.48 PA,
n=10).

58



A wt Cx26

+ B0 mV
-100 mv 5 sec
H,O
B 8
#

2-
*,# +,#
i — ] ]
© ©
o oF F F
BY oF
> O 090
\k

Abbildung 17: Funktionelle Charakterisierung von Connexin 26 und p.N14D, die

Kanalaktivitiat wurde mit einer Depolarisation von -100 mV bis +60 mV fiir 20 s analysiert.

A: Original Aufzeichnungen der Wildtyp Cx26- und wasser-injizierten Oozyten. B:

Gemessene Strome fiir Wildtyp und N14D Cx26 Mutation, entweder HA-markiert oder
unmarkiert. Abgesehen von den HA-markierten N14D Cx26, zeigte N14D Cx26 einen stark
reduzierten Strom verglichen mit Wildtyp Cx26. Mittelwerte * SEM. * zeigt den statistisch

signifikanten Unterschied zu den Stromen in Wildtyp Cx26 exprimierenden Oozyten, +

zeigt den statistisch signifikanten Unterschied zu den Strémen in HA-markierten Wildtyp

Cx26 exprimierenden Oozyten. # zeigt den statistisch signifikanten Unterschied zu den

Stromen in Oozyten, die mit Wasser injiziert wurden
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Abbildung 18: Expression von Wildtyp und N14D Cx26 in Xenopus laevis Oozyten nach
cRNA Injektion. A: Expression von N14D Cx26 und Wildtyp Cx26 detektiert durch
Western Blot. B: Zelloberflachenexpression von Haemagglutinin (HA)-markierten N14D
Cx26 und Wildtyp Cx26 detektiert durch Chemilumineszenzmessungen. Mittelwerte *
SEM. * zeigt den statistisch signifikanten Unterschied zu den Stromen in Wildtyp Cx26
exprimierenden Oozyten, # zeigt den statistisch signifikanten Unterschied zu den

Stromen in Oozyten, die mit Wasser injiziert wurden
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Abbildung 19: Coexpression von Wildtyp Cx26 und N14D Cx26, Xenopus Oozyten
wurden mit Wildtyp und N14D Cx26 cRNA zu gleichen Teilen oder mit Wasser injiziert. 2
Tage nach der Injektion wurde die Kanalaktivitit gemessen. Wildtyp Cx26 stellte die
Eigenschaften der Leitfahigkeit von N14D Cx26 wieder her. Mittelwerte * SEM. * zeigt den

statistisch signifikanten Unterschied zu den Stromen in mit Wasser injizierten Oozyten

61



4. Diskussion

4.1. Fehlerdiskussion

4.1.1. Oozytenpraparation

Die Qualitat der Oozyten war unterschiedlich von Praparation zu Praparation.
Dieses zeigte sich insbesondere durch ihren basalen Leckstrom. Um diese
Unterschiede auszugleichen, wurden stets mehrere Versuchsreihen mit Zellen
aus unterschiedlichen Praparationen durchgefuhrt.

Auf eine moglichst genaue Kontrolle der Injektionsmenge von cRNA wurde
durch Verwendung von hochprazisen Mikroinjektoren geachtet.

Ungenaue Injektion hatte auch zu unterschiedlicher Expression und damit
Aktivitat gefuhrt. Durch hohe Zellzahl und mehrmalige Wiederholungen der
Messungen konnten die hierdurch entstehenden unsystematischen Fehler

ausgeglichen werden.

4.1.2. Lésungen und Gerate

Eventuelle, von anderen Geraten ausgehende, elektrische Stérungen wurden
durch einen Faraday’schen Kafig weitgehend abgeschirmt.

Der Widerstand der Elektroden, der durch Verstopfen der Spitzen verandert
sein konnte, wurde regelmaRig kontrolliert, und wenn nétig, wurden die
Glaselektroden ausgewechselt. Fur eine gute Beschichtung der AgCI-Elektrode
wurde durch regelmalfiges Chlorieren des Silberdrahtes gesorgt.

Die Lésungen wurden aus 10-facher Stammldsung vor jedem Versuch
hergestellt. Die Gesamtosmolaritat und der pH der Losungen wurden dabei vor

jedem Versuch kontrolliert.

4.1.3. Auswertung

Bei der Beurteilung und Auswertung der Ergebnisse ist besonders auf die

Grolke der Strome und die Genauigkeit der Messungen einzugehen.

Verschiedene Einflisse fuhren zu Schwankungen und Abweichungen des
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basalen Stromes in den Oozyten. Es wurde deshalb auf einen linearen, stabilen
Verlauf des Stromes geachtet, bevor die durch Substratgabe erzeugten

Differenzen der Strome ermittelt wurden.

4.2. Diskussion der Ergebnisse

Die Studie beschreibt die funktionellen Analysen von 8 Punktmutationen, die
auf der codierenden Region des GJB2 Gen liegen. Es wurden alle Mutationen
richtig translatiert, jedoch behielt nur die Mutation V271 Cx26 eine funktionelle
Aktivitat. Es gibt mehrere Beweise daflr, dass diese Mutation ein
Polymorphismus ist (Kelley, P. M.et al. 1998); (Abe, S.et al. 2000); (Kudo, T.et
al. 2000); (Park, H. J.et al. 2000). Deswegen wurde die V271 Cx26 Mutation als
positive Kontrolle in diese Studie miteinbezogen. Die angefertigten Western
Blots der Praparation der Plasmamembranen zeigten, dass alle Mutationen in
die Plasmamembran ahnlich wie Wildtyp Cx26 eingebaut wurden. Daher ist das
Fehlen der Funktionalitat der Connexin 26 Mutationen nicht die Folge von
geandertem Trafficking, sondern eher infolge von Anderungen der
Eigenschaften und im Aufbau der Kanale.

Die Mutationen p.M34T, p.V37l, p.G59V, p.I82M, p.L90P, p.R127H und
p.R143W, die ein funktionelles Defizit in unseren Messungen zeigten, sollten
mit der diagnostizierten Schwerhorigkeit assoziiert werden. Aktuell sind
zahlreiche biochemische und elektrophysiologische Studien in heterologen
Expressionssystemen durchgeflhrt worden, um die funktionelle Bedeutung der
Connexin 26 Mutationen zu klaren (Martin, P. E.et al. 1999); (Thonnissen, E.et
al. 2002); (Bruzzone, R.et al. 2003); (Skerrett, |. M.et al. 2004). Die meisten der
untersuchten Mutationen waren, etwa 80%, weniger aktiv als Wildtyp Cx26 oder
ohne Funktion. Entsprechend unseren Coexpressions-Studien Uben nur die
Mutationen [182M Cx26, V371 Cx26 und M34T Cx26 einen dominant
hemmenden Effekt auf die Wildtyp Cx26 Kanale aus.

Die p.I82M Mutation wurde in zusammengesetzter Heterozygotie mit ¢.35delG
bei zwei Brudern mit tiefgreifender Schwerhdrigkeit entdeckt und wurde in

keiner der 170 Kontrollen gefunden (Kupka, S.et al. 2002), was eher auf eine
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schwere Auswirkung der Mutation hinweist. Obwohl diese Mutation nur auf
einen Austausch von zwei neutralen Aminosauren (Isoleucin zu Methionin)
zurtckzufihren ist, scheint die Tatsache, dass die Position entwicklungsmassig
erhalten ist und dass Methionin eine Sulfatgruppe tragt, zu genltigen, um einen
dominanten, negativen Effekt auszuuben, vielleicht bewirkt durch die
bevorstehende Oligomerisation in die Connexone. Nach unserem Wissen, war
dies die erste Publikation, in der diese Mutation auf ihre funktionelle Wirkung
und ihren Effekt auf Wildtyp Cx26 Proteine untersucht wurde (Palmada, M.et al.
2006).

Die zweite Mutation bei Patienten mit Schwerhorigkeit, die einen dominant
negativen Effekt auf Wildtyp Cx26 ausubt, ist p.V37l. Die Mutation wurde im
Gegensatz zu der Mehrzahl der GJB2 Mutationen in knapp Uber 1% der Falle
beobachtet (Marlin, S.et al. 2001). Anfanglich wurde p.V37I als Polymorphismus
beschrieben, aber mehrere nachtraglich erschienene Publikationen zeigten eine
rezessive Vererbung (Kelley, P. M.et al. 1998); (Rabionet, R.et al. 2000);
(Wilcox, S. A.et al. 2000); (Marlin, S.et al. 2001); (Kenna, M. A.et al. 2001);
(Bason, L.et al. 2002). Ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen zeigte
Bruzzone et al., dass V371 ohne Funktion ist, aber im Gegensatz zu unserer
Studie, wurden keine Coexpressionsmessungen durchgefuhrt (Bruzzone, R.et
al. 2003). Wie die schon erwahnte p.I82M Mutation ist p.V37| ebenso in einer
Transmembrandomane lokalisiert und ahnlich an der Oligomerisation in
hexamerischen Connexin Hemikanalen beteiligt ist.

Die p.M34T Mutation wird relativ haufig beobachtet und ist in einigen
Bevolkerungen kaukasischen Ursprungs die zweithaufigste vorkommende
Mutation nach c¢.35delG (Marlin, S.et al. 2001). In vorherigen genetischen
Studien der p.M34T Mutation wurden gegensatzliche Ergebnisse erzielt
(Kelsell, D. P.et al. 1997); (Scott, D. A.et al. 1998); (Marlin, S.et al. 2001);
(Houseman, M. J.et al. 2001), unterstitzt durch funktionelle Untersuchungen in
verschiedenen in vitro Systemen (White, T. W.et al. 1998); (Thonnissen, E.et al.
2002); (D'Andrea, P.et al. 2002). Unsere Ergebnisse zeigen einen dominant
negativen Effekt von M34T Cx26 auf Cx26 Wildtyp-Strome in den

elektrophysiologischen ~ Messungen.  Aufgrund der  widersprtchlichen,
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genetischen Ergebnisse und unterschiedlichen Ergebnissen in verschiedenen
funktionellen Messungen, wurde vermutet, dass p.M34T eine dominante
Mutation mit verminderter Penetranz abhangig vom genetischen Hintergrund
ist, eine Hypothese, die mit unseren Ergebnissen Ubereinstimmt.

Bis jetzt wurden funf verschiedene Mutationen p.W44C, p.W44S, p.G59A,
p.D66H und p.R75W mit Hilfe von genetischen und zum Teil funktionellen
Studien gefunden, die eine dominant vererbte Taubheit verursachen
(Denoyelle, F.et al. 1998); (Richard, G.et al. 1998); (Maestrini, E.et al. 1999);
(Heathcote, K.et al. 2000). Diese Mutationen sind in der ersten extrazellularen
Schleife von Connexin 26 lokalisiert (Rabionet, R.et al. 2000). Die
extrazellularen Schleifen der Gap junctions wurden als entscheidend fur das
Andocken zweier Hemikanale beschrieben, um eine Gap junction Einheit zu
bilden. Folglich konnte ein dominantes Verhalten teilweise begrindet sein
entweder durch ein beintrachtiges Andocken der Connexonhemikanale oder
Ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen durch eine beeintrachtigte
Oligomerisation der Connexine. Trotz ihrer Lokalisation in der ersten
extrazellularen Schleife zeigte die p.G59V Mutation keinen dominant negativen
Effekt auf Wildtyp Cx26. Die zwei Patienten, die in einer unserer friheren
Studien identifiziert wurden, zeigten eine schwere, kongenitale Schwerhorigkeit
(Toth, T.et al. 2004). Eine fehlende dominant negative Wirkung von G59V Cx26
auf Wildtyp Cx26 in unseren Expressionssystemen konnte durch einen
dominant negativen Effekt auf andere Connexine erklart werden. Tatsachlich
hatte G59V Cx26 einen dominant negativen Effekt als es mit Cx30 coexprimiert
war, ein Connexin, dass an autosomal dominant vererbter Taubheit beteiligt ist
(Grifa, A.et al. 1999).

Die p.L90P Cx26 Mutation hat eine hohere Relevanz in genetischer Diagnostik
und Beratung aufgrund eines haufigeren Vorkommens als die Vielzahl der
GJB2 Mutationen (Rabionet, R.et al. 2000); (personliche Korrespondenz mit
Van Camp). Ahnlich wie p.V37l ist die p.L90P Mutation eher mit milder bis
mittlerer ausgepragter Schwerhorigkeit assoziiert worden (Cryns, K.et al. 2004).
In unseren Coexpressionsstudien anderte L90P Cx26 nicht signifikant die Cx26-

vermittelden Strome.
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Die Signifikanz der p.R127H Mutation fur den Krankheitsphanotyp war
Gegenstand unterschiedlicher Diskussionen. Es wurde behauptet, dass die
Mutation ein Polymorphismus ist (Marlin, S.et al. 2001); (Thonnissen, E.et al.
2002) sowohl als auch eine rezessive Mutation (Estivill, X.et al. 1998);
(D'Andrea, P.et al. 2002); (Wang, H. L.et al. 2003) beides durch genetische
Beweise und Zellkulturen nachgewiesen. In einer vorherigen Studie wurde die
p.R17H Mutation in einer Familie gefunden und zeigte dort eine klare rezessive
Vererbung dieser Mutation in Cosegregation mit tiefgreifender Schwerhdrigkeit
(Toth, T.et al. 2004). Die funktionellen Daten unterstutzten zunachst die Sicht,
dass die Mutation relevant sei, da die R127H Cx26 Mutation signifikant kleinere
Strome zeigte als Wildtyp Cx26 Hemikanale. In Coexpression mit den Wildtyp
Proteinen wurde kein dominant negativer Effekt gesehen, ein Ergebnis, dass,
wenn man sich unsere genetischen Untersuchungen anschaut, zu erwarten
war.

Die p.R143W Mutation wurde als Polymorphismus nach
Expressionsexperimenten in N2A Neuroblastomazellen haufig diskutiert, bei
denen R143W Cx26-vermittelnde Strome und Farbtransfer ahnlich den
jeweiligen Werten in Wildtyp Cx26 exprimierenden Zellen waren (Wang, H. L.et
al. 2003). Im Gegensatz dazu verwies die Studie, die die Mutation anfanglich
beschrieben hatte, auf eine krankheitserregende Mutation mit rezessiver
Vererbung (Brobby, G. W.et al. 1998). In Ubereinstimmung mit den
funktionellen Analysen (Mese, G.et al. 2004) zeigten unsere Ergebnisse, dass
die Mutation p.R143W unfahig war funktionelle Connexone zu bilden. Zusatzlich
zeigte unsere Studie, dass die Mutation keinen dominanten negativen Effekt auf
Wildtyp Cx26 auslibt, was einen rezessiven Charakter dieser Mutation
andeuten wurde.

Die Punktmutation c¢.40A>G p.N14D wurde in zusammengesetzter
Heterozygotie mit der ¢.35delG Mutation bei 2 Bridern mit moderater nicht-
syndromaler, sensorineuraler Schwerhdrigkeit im mittleren Frequenzbereich
gefunden. Die Trennung der p.N14D Mutation zusammen mit der c.35delG
Mutation in dieser Familie schliesst auf einen rezessiven Erbgang, da der

c.35delG heterozygote Vater und die p.N14D heterozygote Mutter normales
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Horen zeigten. Eine Assoziation zwischen der p.N14D Mutation und
Schwerhorigkeit wird weiter durch die Abwesenheit in der normalhérenden
Kontrollgruppe unterstitzt.

Die funktionellen Analysen der Mutation in Xenopus laevis Oozyten zeigten,
dass das p.N14D Protein regelrecht synthetisiert wird, aber nur in deutlich
reduzierten Mengen in die Zellmembran eingebaut wird, gezeigt werden konnte
dies in Western Blot Versuchen der ganzen Zelllysate und durch
Chemilumineszenz Detektion der Zelloberflachenexpression. Dieses Ergebnis
wird bestatigt durch die Messungen der Strome der Hemikanale, die ebenso
stark reduziert in mit N14D Cx26 cRNA injizierten Oozyten waren.

Die Aminosaure, die von dieser Mutation betroffen ist, ist in der
zytoplasmatischen, N-terminalen Region lokalisiert. Dieser Proteindomane wird
nachgesagt im Prozess der Integration in die Membran und die
Hexamerformation involviert zu sein (D'Andrea, P.et al. 2002); (Zeilinger, C.et
al. 2005). Die Position 14 ist unter verschiedenen Spezies und verschiedenen
Typen von Connexinen evolutionar bewahrt, dies zeigt die essentielle Rolle flr
eine richtige Expression. Der bedeutende Wechsel der neutralen Aminosaure
Asparagin zur sauren, negativ geladenen Aminosaure Aspartat scheint fur eine
insuffiziente Zelloberflachenexpression und so fur reduzierte Strome, gemessen
in unseren funktionellen Analysen, verantwortlich zu sein. Van Steensel et al.
berichteten von einer GJB2 Mutation an Position 14, die einen Wechsel von
Asparagin zu Lysin bewirkt (p.N14K), bei einem Patienten, der an einem
Clouston-Syndrom-ahnlichen Phanotyp mit Schwerhorigkeit leidet. Beim
Clouston-Syndrom kommt typischerweise keine Schwerhoérigkeit vor, es ist
assoziiert mit Mutationen in GJB6 (Cx30). Die Autoren folgerten, dass der
Phanotyp dieses Patienten vielleicht durch einen transdominanten, hemmenden
Effekt der p.N14K Mutation auf die Zusammensetzung in heteromeren oder
heterotypen Cx26/Cx30 Gap junctions zu erklaren sei.

Unsere Untersuchungen der p.N14D Mutation im Xenopus Expessionssystem
beweist, dass diese Cx26 Mutation nicht in die Zellmembran integriert ist.
Unsere Experimente in Xenopus Oozyten enthlllten weiter, dass die

Coinjektion von N14D Cx26 und Wildtyp cRNA einen gewissen Level der
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Wildtyp Leitfahigkeit wiederherstellen kann, ausschlieliend einen dominant
negativen Effekt von p.N14D auf Wildtyp Cx26, und bestatigten den rezessiven
Charakter dieser Mutation auf der Basis der Segregation des Genotyps und
Phanotyps in der untersuchten Familie.

Die Beobachtung des p.N14D/c.35delG Genotyps in Patienten mit einer
moderaten Schwerhorigkeit ist Ubereinstimmend mit dem Ergebnis, dass
Kombinationen von rezessiv vererbten Nonsense- und Missense-Mutationen in
GJB2 signifikant ofter mit moderater Schwerhorigkeit assoziiert sind (Cryns,
K.et al. 2004); (Azaiez, H.et al. 2004); (Marlin, S.et al. 2005). Das rezessive
Auftreten dieser GJB2 Mutation zusammen mit unseren funktionellen Daten
bietet einen Beweis fur die Assoziation der p.N14D Mutation mit der
diagnostizierten Schwerhorigkeit. Darlber hinaus kann die Charakterisierung
dieses mutierten Proteins dazu beitragen die Funktion besser zu verstehen. Die
pathogenetischen Ablaufe zu verstehen, wird dazu beitragen, die genetische
Beratung von Patienten mit Schwerhdrigkeit zu verbessern.

Es wird vermutet, dass Connexin 26 eine wichtige Rolle im Kaliumkreislauf
zwischen verschiedenen Komponenten der Cochlea spielt (Kikuchi, T.et al.
1995). Eine Beeintrachtigung der Wiedergewinnung von Kalium in der
Endolymphe konnte in einem Ergebnis von einer Anhaufung von Kalium in den
extrazellularen Komponenten der Haarzellen resultieren und so die Funktion
und schlieBlich das Uberleben der Haarzellen beeintrachtigen. Tatsachlich
verursacht eine gezielte Entfernung von Cx26 im epithelialen Gap junction
Netzwerk im Innenohr Schwerhorigkeit und Zelltod (Cohen-Salmon, M.et al.
2002). Die Hypothese, dass eine Kette von Dysfunktionen vom Fehlen von
Cx26 zu einer Stdérung im lonentransport fuhrt und schlieBlich die
Apoptosewege aktiviert werden, weist darauf hin, dass die Manifestation von
einer DFNB1-begrundeten Schwerhorigkeit vielleicht durch verschiedene
Formen von Allelen anderer Gene beeinflusst wird. Dementsprechend der
Versuch bestimmte Cx26 Mutationen mit verschiedenen klinischen
Manifestationen zu  korrelieren, koénnte durch den Einfluss von
Modifikationsgenen kompromittiert werden. Connexin 30 und Connexin 31

werden ebenfalls mit Schwerhdrigkeit in Verbindung gebracht. Mutationen in
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Connexin 31 wurden auch bei einer Hautkrankheit, Erythrokeratodermia
variabilis, entdeckt (Richard, G.et al. 1998). Folglich konnen Cx26 Mutationen,
die stumm sind, wenn sie mit Wildtyp Cx26 coexprimiert sind, vielleicht mit
anderen Connexinen z.B. Cx30, Cx31 transdominant agieren und so vielleicht
die syndromale/nichtsyndromale Beschaffenheit der Taubheit bestimmen.

Zusammengefasst erwartet man vom Vergleich der funktionellen Eigenschaften
von mutierten Cx26 Kanalen mit klinischen Daten einen wertvollen Einblick in
die Pathophysiologie von Schwerhorigkeit. Die Krankheitsmechanismen zu
verstehen schafft die Grundlagen fur eine bessere genetische Diagnostik und
Beratung von Patienten, die unterschiedliche Mutationen von GJB2 Genen
tragen, als auch eine Analyse von Modifikationsgenen in einem

mutationsspezifischen in vitro System.
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