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Zusammenfassung

Einer syndromalen Form von Innenohr-
schwerhérigkeit bei C57BL/6T-Méausen
liegen homozygote Mutationen im tub-
by-Gen zugrunde. Tub/tub-Mé&use zei-
gen allerdings keine Schwerhdrigkeit,
wenn sie ein Mtap1a-Allel von AKR/J,
CAST/Ei oder 129/0la-Méusen tragen.
Ein weiteres Beispiel stellen in diesem
Zusammenhang Alp2b2 and Cdh23
dar. Homozygote Atp2b2-Mutationen
verursachen eine angeborene Schwer-
hérigkeit bei BALB/cBy-Mé&usen (deaf
waddler, dfw). Heterozygote dfw-Mau-
se entwickeln eine altersbedingte
Schwerhdrigkeit. Ein einziges CAST-
Allel an einem Modifier-Lokus. mdfw,
kann die altersbedingte Schwerhérig-
keit verhindern. Ein einziger synonymer
SNP in Cdh23, der zu in-frame skip-
ping von Exon 7 fihrt, stellt den Unter-
schied zu dem protektivem ,,Wildtyp-
Allel” am Modifierlokus dar. Umgekehrt
ist beim Menschen das Vorliegen einer
heterozygoten Missense-Mutation im
ATP2B2-Gen mit einem héheren Grad
der Schwerhdrigkeit bei Vorliegen ho-
mozygoter CDH23- oder MYO6-Muta-
tionen, und auch bei umweltbedingter
Schwerhdrigkeit assoziiert. Es wurde
von zwei weiteren Modifiern von
Schwerhdrigkeit beim Menschen be-
richtet: Ein Allel am DFNMI-Lokus ist
ausreichend, um den Effekt von homo-
zyoten Mutationen am Schwerhérig-
keits-Lokus DFNB26 zu unterdriicken.
Ein Lokus auf Chromosom 8 modifi-
ziert die Wirkung der mitochondrialen
12S-RNA-Gen-Mutation A1555G.
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Summary

Homozygous tubby mutations cause
a syndromic form of sensorineural
hearing loss in C57BL/6J mice. One
Mtapia allele from either AKR/J,
CAST/Ei, or 129/0la protects C57BL/
6J tub/tub mice from hearing loss.
Another example of a hearing-loss
gene and its modifier in mice
represent Atp2b2 and Cdh2S.
Homozygous Atp2b2 mutations in
BALB/cBy mice cause profound
early-onset hearing loss (deaf wadd-
ler, dfw). A heterozygous dfw allele
causes age-related hearing loss in
BALB/cBy mice whereas a GAST
allele of a modifier gene protects
dfw/+ mice from hearing loss. A
synonymous single-nucleotide poly-
morphism of Cdh23, which causes in-
frame skipping of exon 7 was identi-
fied as the modifier of dfw (mdfw).
Conversely in Man, a heterozygous
missense mutation in ATP2B2 in-
creases the hearing loss due to either
homozygous CDH23 or MY06 mu-
tations, and due to noise exposure.
Two further human modifiers of
hearing have been reported. One
allele at the DFNMI locus completely
suppresses hearing loss among
individuals homozygous for DFNB26
mutations. A locus on chromosome 8
modifies maternally inherited deaf-
ness associated with a muta-
tion(A1555G) in the mitochondrial 12S
ribosomal RNA.

Keywords: Sensorineural deafness,
age-relatec hearing loss, TUBBY,
Cadherin23, ATP2B2

Einleitung

Der Identifizierung von modifizieren-
den genetischen und umweltbeding-
ten Faktoren beim Menschen stehen
u. a. die starke genetische Heteroge-
nitdt und die Variabilitat der Umwelt-
bedingungen im Wege. So wurden
beispielsweise — wie bei vielen ande-
ren Erkrankungen auch - unter-
schiedliche Schweregrade in der Aus-
pragung der Innenohrschwerhérigkeit
sowohl bei verwandten als auch bei
nichtverwandten Personen gefunden,
die durch dieselben Mutation verur-
sacht wird.

Mausmodelle kdnnen hier helfen, die
Wirkungsweise modifizierender Fak-
toren zu erklaren. Die effizienteste
Methode zur Identifizierung von Mo-
difier-Genen bei der Maus ist die
Kreuzung von Inzucht-Stammen, die
eine Mutation tragen und sich phéano-
typisch unterscheiden. Man findet bei
Mé&usen nach Kreuzung innerhalb der
F2-Generation Tiere, die homozygot
fUr Mutationen sind, die eine Schwer-
hérigkeit verursachen und die ein Mo-
difier-Gen tragen mussen, da sie ei-
nen verdnderten Phanotyp zeigen.
Der Effekt eines Modifiers kann in ei-
ner Verstérkung oder Abschwachung
des monogenen Krankheitsbildes be-
stehen. Er kann als Spezialfall einer
Abschwéchung auch zu einer Reduk-
tion der Pleiotropie eines Geneffektes
fihren. Dies ist im Fall der tubby-
Maus gegeben.
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Tubby-Maus und Modifier Mtap1
Ein durch Fettsucht, Insulinresistenz,
Netzhautdegeneration und Innenohr-
schwerhdrigkeit  charakterisiertes
Syndrom bei C57BL/6J-Mausen wird
durch homozygote Mutationen im
tubby-Gen verursacht. Beim Men-
schen ist das homologe Protein zum
tubby-Protein Mitglied einer Familie
von vier Proteinen (TUBBY, TULP1-
3), die eine charakteristische tubby-
Doméne besitzen und DNA binden
kénnen. Das Protein wird im paraven-
tricularen Kern des Hypothalamus
und anderen Gehrinarealen hoch ex-
primiert. Wirkungen des tubby-Pro-
teins als intrazellulares Signalmolekiil,
Transkriptionsfaktor, im intrazellularen
Transport und in der RNA Synthese
werden diskutiert, seine Funktion ist
bis jetzt jedoch nicht klar charakteri-
siert worden (Boggon, 1999; lkeda,
2002). Mutationen im menschlichen
homologen TUBBY-Protein wurden
bisher nicht beschrieben, Mutationen
im TULP1-Gen hingegen sind Ursa-
che einer bestimmten Form der auto-
somal-rezessiven, nicht-syndromalen
Retinitis Pigmentosa (RP14).

Das Auftreten sowohl der Schwerho-
rigkeit als auch der Netzhautdegene-
ration bei tubby-M&usen ist von der
genetischen Ausstattung abhéngig.
Eine Kreuzung von B6-tub/tub-Mé&sen
mit AKR/J-, CAST/Ei- oder 129P2/
Ola-Méausen kann die Schwerhdrig-
keit verhindern. Der Grad der
Schwerhorigkeit bei den untersuchten
Ma&usen, also ein quantitativ messba-
res Merkmal (quantitativ trait) wurde
entsprechend dem Schwellenwert in
der Hirnstamm-Audiometrie ermittelt.
Far den Grad der Schwerhorigkeit
konnte ein ,Quantitative Trait Locus*
(QTL) mittels Kopplungsanalysen kar-
tiert werden. Mittels Positionsklonie-
rung wurde das Mtap1a-Gen als Mo-
difier der Schwerhdrigkeit gefunden.

Ein Mtap1a-Allel von einem der ge-
nannten Mausstamme schutzt
tub/tub-Mé&use vor Schwerhdrigkeit.
Dies wurde durch das Einbringen des
protektiven Allels als Transgen in tub-
by-Mé&use experimentell bestatigt
(Ikeda, 2002). Zehn Aminosaure-Aus-
tausche und ein Alanin-Prolin-Re-
peat-Polymorphismus unterscheiden
die Mtap1a-Allele von B6- und von
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protektiven Mausstdmmen. Das
Mtap1a-Protein ist bei der Assemblie-
rung und Stabilisierung von Mikrotu-
buli beteiligt — einem essentiellen
Schritt in der Neurogenese. AuBler-
dem spielt es vermutlich eine Rolle
beim Transport von Komponenten der
Synapse vom Zytosol zur Synapse
(Haider, 2002). Funktionelle Untersu-
chungen zeigten, dass die genannten
Aminosédureaustausche die Bindungs-
eigenschaften zu PSD95, einem wich-
tigen Bestandteil der Architektur der
Synapse, anderten (lkeda, 2002).

ATP2B2-bedingte Schwerhérigkeit
Ein weiteres Beispiel fir eine gene-
tisch bedingte Schwerhorigkeit und
einen genetischen Modifier stellen
Mutationen in den ATPase Typ 2-Kal-
zium Transportpumpe (Atp2b2)- und
Cadherin 23 (Cdh23)-Genen bei der
Maus bzw. den Homologen, ATP2B2-
und CDH23-Genen, beim Menschen
dar.

Zwei spontan entstandene Mutatio-
nen im Atp2b2-Gen flhren jeweils zu
hochgradiger Schwerhérigkeit bei
Mausen aus C3H/Hed- und BALB/
cBy-Linien (deaf waddler, dfw und
dfw?) (Street, 1998). Eine Hirnstamm-
Audiometrie im Alter von 3 Wochen
zeigt bei 100dB Stimulus keine Ant-
wort von dfw*/dfw*-Mausen. Hetero-
zygote BALB/cBy-dfw*/+ -Mause zei-
gen einen im Alter von vier Wochen
beginnenden und mit 12 Wochen voll-
stdndigen Horverlust, also eine Form
von altersbedingter Schwerhdrigkeit.
Ein Allel aus einer CAST-Linie an ei-
nem Modifier-Lokus verhindert das
Auftreten der altersbedingten Schwer-
horigkeit.

Ein genomweiter Scan fihrte zur Kar-
tierung dieses Modifier-Lokus (mdfw,
modifier of deaf waddler) auf Maus-
chromosom 10 (Street, 1998). Zahlrei-
che Loci, die mit Horfunktionen asso-
ziiert sind, kartieren in derselben Re-
gion, wie z.B. die Maus-Mutanten
waltzer and Jackson circler. Die
menschlichen Erkrankungen Usher-
Syndrom Typ 1D (USH1D) und
DFNB12 kartieren in die Region auf
Chromosom 10g21, die homolog zu
der mdfw-Region der Maus ist. Nach-
dem Mutationen im Cadherin 23-Gen
(CDH23) bei USH1D beschrieben

wurden (Bolz, 2001), zeigte sich, dass
die altersbedingte Schwerhdrigkeit
bei BALB/cBy-dfw?/+ -Mausen mit
Homozygotie flr einen Single-Nuc-
leotide-Polymorphismus (SNP) in
Exon 7 des Cdh23-Gens einhergeht.
Wahrend dieser SNP keinen Amino-
sdureaustausch bedingt, kommt es
jedoch zu einem in frame-Heraus-
spleiBen von Exon 7 im Transkript.
Heterozygotie fur diesen SNP
(c.753G>A), wie er z. B. aus dem
CAST-Hintergrund erhalten wird, fihrt
zu einer ausreichenden Menge nor-
malen Cdh23-Transkriptes und ver-
hindert die Schwerhdrigkeit bei
BALB/cBy-dfw?/+ -Mé&usen (Noben-
Trauth, 2003). Weitere Mause mit Al-
tersschwerhdrigkeit aus 26 von 31
verschiedenen Mausstdmmen waren
ebenfalls homozygot fir ¢.753G>A
(Noben-Trauth, 2003). Dies weist dar-
auf hin, dass Homozygotie fir
€.753G>A im Cdh23-Gen der haufig-
ste Grund fur eine genetisch beding-
te Altersschwerhorigkeit bei Mausen
im Sinne einer Veranlagung ist. Je-
doch missen jeweils ein oder mehre-
re Faktoren zusatzlich auftreten, wie
etwa Heterozygotie fiir eine Atp2b2-
Mutation, damit die Altersschwerh6-
rigkeit auftritt. Mause, die das
c.753A-Allel in trans mit einer bei
USH1D vorkommenden Mutation, ei-
ner Insertion (c.834-835insG) im
Cdh23-Gen tragen, zeigen einen noch
héhergradigen Horverlust als Mause,
die homozygot fir ¢.753G>A sind.

Bei heterozygoten Atp2b2-Nullmuta-
tionen wurde eine genetische Pradis-
position gegeniber der Entwicklung
von Schwerhorigkeit bei Larmbela-
stung vermutet (Kozel, 2002).

Das Protein Atp2b2 ist in Stereozilien
und der basolateralen Wand von
Haarzellen des Innenohrs lokalisiert
und ist vermutlich wichtig fur die Re-
duktion von Kalzium-lonen aus den
entsprechenden subzellularen Struk-
turen in cochledren und vestibularen
Haarzellen. Im Hinblick auf die Funk-
tion von Atp2b2 im Kalzium-Stoff-
wechsel stellt die Tatsache, dass
Cadherine Kalzium fir ihre Funktion
bendtigen, einen plausiblen funktio-
nellen Zusammenhang zwischen
Atp2b2- und Cdh23-Proteinen, re-
spektive mdfw, her.



CDH23-bedingte Schwerhoérigkeit
Kurzlich wurde von einer Familie be-
richtet (Schultz, 2005), in der flnf er-
wachsene Kinder blutsverwandter El-
tern schwerhdrig waren. Zwei Kinder
hatten eine Hochtonschwerhdrigkeit,
drei Kinder zeigten eine schwere bis
hochgradige Innenohrschwerhdrig-
keit. Alle finf Kinder waren homozy-
got flr eine Punktmutation in Exon 42
(c.5663T>C) des CDH23-Gens (F18
88S). Die Mutation segregierte mit der
Schwerhorigkeit in der Familie und
wurde nicht in 108 européischen Kon-
troll-Personen gefunden. In Anbe-
tracht der oben genannten Kennt-
nisse Uber die Atp2b2- und Cdh23-
Gene und -proteine, erbrachte eine
Untersuchung des ATP2B2-Gens das
zusatzliche Vorliegen der heterozygo-
ten Mutation V586M (c.2075G>A in
Exon 12) bei den drei schwerer be-
troffenen Kindern. Diese Mutation be-
trifft eine hochkonservierte Aminosau-
re. In-silico-Untersuchungen lassen
einen Effekt der Mutation auf die ATP-
Bindungsdomaéane des Proteins erwar-
ten (Schultz, 2005). Funktionelle Stu-
dien des mutierten Proteins zeigten
etwa 50% der Aktivitat der Wildtyp-
ATPase in vitro.

Die ATP2B2-Mutation V586M wurde
auBerdem als verstarkender Faktor ei-
ner MYO6-Gen-bedingten Schwerho-
rigkeit in einer Familie beschrieben
(Schultz, 2005). Dariiber hinaus iden-
tifizierten dieselben Autoren drei
Heterozygote fur V586M in einer
Stichprobe von 128 Familienmitglie-
dern von Familien mit verschiedenen
Schwerhdérigkeitsphanotypen. Bei ei-
ner von diesen drei Personen wurde
eine Hochtonschwerhdrigkeit nach
Berufs- und Freizeitlarmbelastung ge-
funden.

Kartierung weiterer Modifier-Gene
Im folgenden Beispiel wurde in der-
selben Familie eine Form von Innen-
ohrschwerhdrigkeit kartiert und ein
Gen als Modifier dieser Schwerhérig-
keit gefunden. In dieser Familie aus
Pakistan konnte aufgrund ihres
umfangreichen Stammbaums mittels
Homozygosity-Mapping ein weiterer
Lokus fur autosomal-rezessiv erbliche
Schwerhdrigkeit (DFNB26) auf Chro-
mosom 4q31 kartiert werden (Riazud-
din, 2000). Auch bei sieben hérgesun-

den Familienmitgliedern wurde das
Vorliegen des homozygoten Risiko-
Haplotyps beobachtet. Die Kopp-
lungsanalysedaten wurden im Hin-
blick auf die Existenz eines Modifier-
Lokus interpretiert. Dort reichte ein
Allel aus, um die Wirkung der homo-
zygoten DFNB26-Mutation zu unter-
driicken. Der Modifier-Lokus konnte
in derselben Familie auf Chromosom
1924 kartiert werden (Riazuddin,
2000). Weder das DFNM1-Gen noch
das DFNB26-Gen wurden allerdings
bisher kloniert, so dass eine Bestati-
gung dieser Befunde noch aussteht.

Ein anderes Beispiel fir eine Form
genetischer Schwerhorigkeit und die
Ermittlung modifizierender Faktoren
des Phanotyps betrifft die Mutation
A1555G im mitochondrialen 12S-
RNA-Gen. Die mitochondriale Muta-
tion A1555G ist die haufigste mit-
ochondriale Mutation, die zu nicht-
syndromaler Schwerhdrigkeit fuhrt.
Eine reduzierte Penetranz der Muta-
tion wurde beobachtet, viele Trager
der Mutation zeigen bis ins hohe Al-
ter keine Zeichen einer Schwerhdorig-
keit. Die Mutation stellt in vielen Fal-
len eine Veranlagung fiir eine Schwer-
horigkeit dar, die durch Einnahme von
Antibiotika aus der Gruppe der Ami-
noglykoside ausgeldst wird. Wéahrend
die Einnahme von hohen Dosen von
Aminoglykosiden Uber langere Zeit
vermutlich bei den meisten Menschen
ototoxisch wirkt, entwickeln Trager
der A1555G-Mutation bereits nach
kurzer oder niedrig dosierter Einnah-
me eine Schwerhorigkeit. In vielen
Familien ist diese Mutation jedoch
auch ohne Aminoglykosid-Einnahme
mit einer Schwerhdrigkeit assoziiert,
welche bei verschiedenen Familien-
mitgliedern unterschiedlich ausge-
pragt sein kann (Fischel-Ghodsian,
2003).

Um die unterschiedliche Auspragung
der A1555G-Mutation zu erklaren, be-
gaben sich Bykhovskaya und Mitar-
beiter (2000) auf die Suche nach mo-
difizierenden genetischen Faktoren
und kartierten mittels genomweiter
Analyse von insgesamt 11 Familien
einen Modifier-Lokus auf Chromosom
8p23.1. Eine Klonierung des Gens
wurde allerdings bisher nicht berich-
tet.

Ausblick

Die Kartierung und Identifizierung von
Modifier-Genen am Beispiel der ge-
netisch bedingten Schwerhérigkeit
und ansatzweise auch der umweltbe-
dingten Schwerhdérigkeit beim Men-
schen zeigen erste Erfolge bei der
Aufklarung komplexer Erkrankungen.

Die Erforschung von Modifier-Genen
ermdglicht dartber hinaus, pathophy-
siologische Ursachenforschung einer
Erkrankung aus einem anderen Blick-
winkel zu betreiben. Die ldentifizie-
rung von urséchlicher und modifizie-
render Mutation derselben Schwerhé-
rigkeit kénnten dabei wesentlich zu
einem besseren Verstédndnis der
Innenohrfunktion fuhren.

Die Beobachtung, dass Altersschwer-
horigkeit und Empfindlichkeit gegen-
Uber der Auslésung von Schwerhdrig-
keit durch L&rm bei verschiedenen
Labor-Mausstdmmen sehr unter-
schiedlich ausgepréagt sind, weist dar-
auf hin, dass in Zukunft noch weitere,
zahlreiche genetische Modifier gefun-
den werden durften. Die Untersu-
chung weiterer Personen mit vermu-
teter larmbedingter Schwerhdrigkeit
im Hinblick auf das Vorliegen von
ATP2B2-Mutationen dirfte hierbei die
Bedeutung dieses Gens klaren.
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