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Zusammenfassung 
__________________________________________________________________________________ 

Laut des aktuellen Reports der Weltgesundheitsorganisation sind ca. 466 Millionen Menschen 

weltweit von einer Hörstörung (HS) betroffen. Durch die enorme Heterogenität und die klinische 

Variabilität, die diese Erkrankung ausmacht, und viele bisher nicht mit HS assoziierte Gene, bleibt 

ein großer Teil der erblich bedingten HS in vielen Familien unaufgeklärt. Die Entwicklung 

moderner Techniken, wie die Next-Generation Sequenzierung (NGS) und der Fortschritt bei der 

Untersuchung von Modellorganismen trugen jedoch in den letzten Jahren immens dazu bei, neue 

Gene zu identifizieren, die innerhalb des auditorischen Signalwegs oder damit assoziierten 

Strukturen beteiligt sind. Die vorliegende Arbeit umfasst Ergebnisse dreier Veröffentlichungen, in 

denen iranische und pakistanische Familien und eine deutsche Familie mit erblich bedingter HS 

untersucht und neue, krankheitsverursachende Varianten identifiziert und funktionell 

charakterisiert wurden. Im ersten Abschnitt konnten zwei neue rezessive Varianten im CDC14A-

Gen als krankheitsverursachend identifiziert werden, die zu einem potentiellen Funktionsverlust 

des kodierten Proteins in einer iranischen und einer pakistanischen Familie führen. Mit Hilfe einer 

funktionellen Charakterisierung auf RNA-Ebene (Spleiß-Assay und RT-qPCR) konnte der 

Funktionsverlust beider Varianten bestätigt werden. Der zweite Abschnitt umfasst eine deutsche 

Familie mit sieben von einer HS betroffenen Familienmitgliedern, in der eine heterozygote 

missense Variante in MYO3A identifiziert wurde. In der vorliegenden Arbeit konnte somit die erste 

autosomal dominante Variante in einer europäischen Familie mit einer bilingualen, sensorineuralen 

Hochtonschwerhörigkeit beschrieben werden und der dominante Charakter von MYO3A bestätigt 

werden. Im dritten Abschnitt konnten die krankheitsverursachenden Varianten in 13 Familien aus 

einer Kohorte mit 21 pakistanischen Familien mit einer syndromalen und nicht-syndromalen HS 

ausfindig gemacht werden. Hierbei wurden sowohl bekannte, als auch bisher nicht beschriebene 

Varianten detektiert. Die Aufklärungsrate innerhalb dieser Kohorte betrug 61,9% und es konnte 

somit das Spektrum syndromaler und nicht-syndromaler HS erweitert werden. Der letzte Abschnitt 

dieser Arbeit beschreibt eine iranische Familie mit einer milden HS und milden 

Intelligenzminderung, in der eine homozygote missense Variante im Kandidatengen DBN1 

ausfindig gemacht wurde. Um die Funktion und die Auswirkungen eines potentiellen Verlusts des 

codierten Proteins Drebrin zu untersuchen, wurden immunhistochemische Färbungen und 

auditorische Messungen an Dbn1 Knockout (KO)-Mäusen durchgeführt. Hierbei konnte eine 

Expression innerhalb der Nervenfasern, die innere Haarzellen innervieren, nachgewiesen werden. 

Eine leicht verlängerte Latenz für die ABR-Welle IV in KO-Mäusen im Vergleich zum Wildtyp 

ergab den Hinweis auf einen Defekt innerhalb des zentralen auditorischen Signalwegs, der 

möglicherweise mit einer Sprachverarbeitungsstörung im Menschen korreliert. 
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Summary 
__________________________________________________________________________________ 

According to the latest World Health Organization report, approximately 466 million people are 

affected by hearing loss (HL) worldwide. Due to the enormous heterogeneity and clinical variability 

that comes with this disorder and the previously unassociated HL genes, a large proportion of 

hereditary HL remains unexplained in many families. However, the development of modern 

techniques such as next-generation sequencing (NGS) and constant progress in the study of model 

organisms contributed immensely to the identification of new genes involved within the auditory 

pathway or associated structures. This thesis includes results of three publications in which Iranian 

and Pakistani families and a German family with HL were studied and novel disease-causing 

variants were identified and characterized. In the first section, two novel recessive variants in the 

CDC14A gene were identified as disease-causing, leading to a loss-of-function of the encoded 

protein in an Iranian and a Pakistani family. Functional characterization on RNA level (splice assay 

and RT-qPCR) confirmed the loss of function of both variants. The second section includes a 

German family with seven family members affected by HL, in which a heterozygous missense 

variant in MYO3A was identified. Thus, the first autosomal dominant variant in a European family 

with a bilingual sensorineural high-frequency hearing loss could be described in the current work. 

In the third section, the disease-causing variants were established in 13 families from a cohort of 

21 Pakistani families with syndromic and non-syndromic HL. Both known and previously 

undescribed variants were detected. The detection rate within this cohort was 61.9% and thus the 

spectrum of syndromic and non-syndromic HL could be expanded. The final section of this work 

describes an Iranian family with mild HL and mild intellectual disability in which a homozygous 

missense variant in the candidate gene DBN1 was detected. To investigate the function and effects 

of a potential loss of the encoded protein Drebrin, immunohistochemical staining and auditory 

measurements were performed in Dbn1 knockout mice. Here, expression within nerve fibers 

innervating inner hair cells was detected. A slightly prolonged latency for ABR wave IV in the 

auditory pathway in KO mice compared to wild type mice provided evidence for a defect within 

the central auditory pathway that might correlate with a speech processing disorder in humans. 
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Abkürzungsverzeichnis 
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 ASSR  engl.: Auditory Steady-State Response 
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 CIB2  engl.: Calcium and integrin-binding family member 2 

 CN  Nucleus cochlearis 

D dB  Dezibel 

 DBN1  Drebrin 1 

 DNA  Desoxyribonukleinsäure 
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 mRNA  engl.: messenger-RNA 
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N NGS  engl.: Next-Generation Sequencing 
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1. Einleitung 

1.1. Hörstörungen und deren Klassifikation 
 

Laut des aktuellen Reports der Weltgesundheitsorganisation sind weltweit ca. 466 Millionen 

Menschen von einer Hörstörung (HS) betroffen (Internetquelle 1). HS zeichnen sich durch eine 

extreme Heterogenität aus und gehören zu den häufigsten sensorischen Erkrankungen beim 

Menschen (Smith et al. 2005) mit einer Prävalenz von 1,33 pro 1000 Neugeborenen (Morton and 

Nance 2006). Das in Deutschland seit 2009 als Leistung der gesetzlichen Krankenversicherung 

durchgeführte Neugeborenen-Hörscreening, ermöglicht eine frühe Diagnose von angeborenen 

Hörstörungen und damit einhergehende frühzeitige Behandlungs- und Therapiemöglichkeiten 

(Morton and Nance 2006). Da ein eingeschränktes Hörvermögen in den ersten Lebensjahren einen 

nachteiligen Effekt auf die Sprech- und Sprachentwicklung hat und Entwicklungsstörungen und 

psychische Erkrankungen zur Folge haben kann, ist eine frühe Diagnose und Intervention von 

entscheidender Bedeutung (Pimperton and Kennedy 2012; Wroblewska-Seniuk et al. 2017). 

HS können anhand verschiedener Klassifikationen genauer spezifiziert werden. Hierbei wird 

generell zwischen genetisch (ca. 60%) und nicht-genetisch bedingten (ca. 40%) HS unterschieden, 

wobei nicht-genetische Ursachen z.B. diverse Umwelteinflüsse, eine Infektion mit dem 

Cytomegalovirus (CMV), erhöhte Lärmexposition oder Komplikationen bei der Geburt sein 

können (Roizen 2003). Der Großteil aller genetisch-bedingten HS (ca. 70-80%) folgt einem 

autosomal-rezessivem Erbgang, wohingegen autosomal-dominante HS in ca. 20% der Fälle 

vorliegen. Ein kleiner Teil wird X-chromosomal (ca 2-5%) oder mitochondrial (ca. 1%) vererbt 

(Smith et al. 2005). Die Mehrheit aller HS treten isoliert auf und kommen nicht-syndromal vor 

(70%). Die restlichen 30% werden als syndromale HS bezeichnet und äußern sich durch das 

Auftreten in Verbindung mit weiteren Beeinträchtigungen (Angeli et al. 2012). Beispiele für 

Syndrome, bei denen eine HS Teil des Phänotyps ist, sind das Pendred-Syndrom mit einer 

zusätzlichen Vergrößerung der Schilddrüse und einem erweiterten vestibulären Aquädukt, das 

Waardenburg-Syndrom mit Pigmentstörungen der Augen, Haut und Haare oder das Usher-

Syndrom mit einer Retinitis Pigmentosa (RP) und ophthalmologischen Auffälligkeiten (Koffler et 

al. 2015). 

Ein weiteres wichtiges Klassifizierungsmerkmal ist der betroffene Schweregrad, welcher in Dezibel 

(dB) angegeben wird und die HS in mild (20-40 dB), moderat (41-70 dB), schwerwiegend (71-90 

dB) und hochgradig (>95 dB) einteilt (Hoefsloot et al. 2014). Die angegeben dB-Werte geben 

hierbei, die von Patienten und Patientinnen noch wahrgenommene Lautstärke an. Entscheidend 

ist hierbei ebenfalls der betroffene Frequenzbereich (kHz), der die HS in eine 
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Tieftonschwerhörigkeit (≤0,5 kHz), betroffene mittlere Frequenzbereiche (> 0,5 ≤2 kHz) und eine 

Hochtonschwerhörigkeit (>2 ≤ 8 kHz) einteilt. Bei der Lateralität einer HS kann zwischen 

unilateral (einseitig) und bilateral (beidseitig) unterschieden werden (Mazzoli et al. 2003). Der 

frequenzabhängige Schweregrad wird mit Hilfe sogenannter Reintonaudiogramme visualisiert. 

Hierbei wird das subjektive Hörvermögen der Patienten und Patientinnen durch das Abspielen 

unterschiedlich lauter Töne ermittelt und sowohl die Knochenleitung als auch die Schallleitung des 

linken und rechten Ohrs innerhalb eines genormten Rasters dargestellt (Davies 2016). 

Der Beginn einer HS kann in drei Abschnitte eingeteilt werden und ist abhängig vom Zeitpunkt 

des Krankheitsbeginns. Während eine kongenitale HS schon bei der Geburt festgestellt wird, 

äußert sich eine prälinguale HS vor Spracherwerb (< 5 Jahre) und eine postlinguale HS erst nach 

Spracherwerb ab ca. 5 Lebensjahren. Eine HS, die sich im Verlauf des Lebens verschlechtert, wird 

als progressiv bezeichnet, ist aber abzugrenzen von einer Altersschwerhörigkeit, auch Presbyakusis 

genannt (Mazzoli et al. 2003).  

Unterscheidbar ist ebenfalls der anatomisch betroffene Teil des Ohrs. Liegt eine Fehlbildung am 

Außen- und Mittelohr vor, spricht man von einer konduktiven Schwerhörigkeit 

(Schallleitungsschwerhörigkeit). Fehlbildungen am Innenohr und der damit verbundenen Cochlea, 

werden als sensorineurale HS (Schallempfindungsschwerhörigkeit) bezeichnet. Eine zentrale 

Schwerhörigkeit (Schallempfindungschwerhörigkeit) äußert sich durch Fehlbildungen im 

zerebralen Cortex oder dem VIII. Hirnnerv und führt zu Problemen innerhalb der 

Reizweiterleitung an das Gehirn (Holley 2005; Mazzoli et al. 2003). 

1.2. Anatomie des menschlichen Ohrs und auditorischer Signalweg 
 

Um Reize in Form von Geräuschen aus der Umgebung aufnehmen und verarbeiten zu können, ist 

der Aufbau und die Funktion des Ohrs von entscheidender Bedeutung. Unterteilt wird das 

menschliche Ohr in drei Bereiche: Außenohr, Mittelohr und Innenohr (Abbildung 1).  
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Abbildung 1: Anatomie des menschlichen Ohrs. Einteilung in drei Grenzbereiche Außenohr, 

Mittelohr und Innenohr. Das Außenohr besteht aus der Ohrmuschel und dem äußeren Gehörgang 

und wird durch das Trommelfell vom Mittelohr getrennt. Dem Mittelohr zugehörig sind die drei 

Gehörknöchelchen Hammer, Amboss und Steigbügel, der Vestibularapparat und die Eustachi-

Röhre. Das Innenohr umfasst die Cochlea und die angrenzenden Nervenfasern, die in den Nervus 

vestibulocochlearis münden. Erstellt und geändert nach (Smith et al. 2005) Copyright Elsevier. 

Geräusche, die in Form von Schallwellen auf das Außenohr treffen, werden mit Hilfe der 

Ohrmuschel und des äußeren Gehörgangs weiter an das Trommelfell, welches Außen- und 

Mittelohr trennt, weitergeleitet. Durch die Gehörknöchelchen Hammer, Amboss und Steigbügel 

wird die Schwingung über das ovale Fenster verstärkt und weiter an das Innenohr, welches die 

Cochlea enthält, transportiert (Holley 2005). Die Cochlea ist ein ca. 30-35 mm langes, 

spiralförmiges, knöchernes Rohr und wird in drei mit Flüssigkeit gefüllte, parallele Kammern 

eingeteilt: scala tympani, scala media und scala vestibuli (Abbildung 2A). Die scala vestibuli und die 

scala tympani beinhalten Perilymphe, die der cerebrospinalen Flüssigkeit ähnelt und eine höhere 

Konzentration an Natrium (138 mM) als Kalium (7 mM) besitzt, wohingegen die scala media mit 

Endolymphe gefüllt ist und eine höhere Konzentration an Kalium (ca. 154 mM) gegenüber 

Natrium (1 mM) vorweist (Holley 2005).  
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Abbildung 2: Aufbau des menschlichen Innenohrs. (A) Querschnitt der Cochlea mit drei 

parallelen Kammern: scala tympani, scala media und scala vestibuli. Die scala media beinhaltet das 

Corti-Organ. (B) Aufbau des Corti-Organs mit äußeren und inneren Haarzellen, Stützzellen, 

Tektorial- und Basilarmembran. (C) Beispielhafte Darstellung einer Haarsinneszelle: einzelne 

Stereozilien sind mit „Tip-links“ miteinander verbunden. Erstellt mit BioRender.com nach (Heine 

2004). 

Eingebettet in der scala media liegt das Corti-Organ (Abbildung 2A, B), welches für die 

mechanoelektrische Transduktion verantwortlich ist und mechanische Reize in Form von 

Schwingungen mit Hilfe von Haarsinneszellen in elektrische Signale umwandelt (Ekdale 2016). 

Insgesamt befinden sich ca. 3500 innere Haarzellen und 12.000 äußere Haarzellen innerhalb des 

Corti-Organs, die von nicht-sensorischen Epithelzellen (Stützzellen) umgeben sind (Abbildung 2B) 

(Holley 2005). Durch die spezifische Ionenzusammensetzung der Endolymphe gegenüber der 

Perilymphe, entsteht das sogenannte endocochleäre Potential, das sich durch ein elektrisches 

Potential von ca. 80 mV auszeichnet (Wangemann 2002). Durch eine von Schallwellen erzeugte 

Bewegung der Tektorialmembran und der Basilarmembran (Abbildung 2B), kommt es zur Neigung 

der auf den Haarzellen lokalisierten Stereozilien (Stereovilli) (Abbildung 2C). In Folge dessen 

werden extrazelluläre Verbindungen, die sogenannten „Tip-links“, welche einzelne Stereozilien 

miteinander verbinden, bewegt, und es kommt zur Öffnung von mechanoelektrischen 

Transduktionskanälen (Sakaguchi et al. 2009). Durch die Öffnung dieser Kanäle kommt es zum 

Einstrom von positiv geladenen Kalium -und Kalzium-Ionen über die Stria vascularis aus der 

umgebenden Endolymphe in die Haarzelle und folglich zur Depolarisation der Zelle. Die daraus 

resultierende Ausschüttung von Neurotransmitter an afferenten Nervenfasern bewirkt die 

Reizweiterleitung über den Hörnerv (Nervus cochlearis) an das zentrale Nervensystem (Kandel 

2012). 
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1.3. Zentraler auditorischer Signalweg und auditive Hirnstammreaktion 
 

Der Nervus cochlearis ist zusammen mit dem Nervus vestibularis Teil des Nervus 

vestibulocochlearis (Abbildung 1), welcher den dorsalen und ventralen Nucleus cochlearis (CN) im 

Hirnstamm innerviert. Die vorliegenden Nervenfasern verbinden den CN mit dem Nucleus olivaris 

superior (SOC) im Hirnstamm und leiten das Signal über den Lemniscus lateralis weiter an den 

Colliculus inferior im Mittelhirn (IC). Dieser ist mit dem Corpus geniculatum mediale (CGM) 

verbunden und mündet schließlich in den Auditiven Cortex im Temporallappen (Abbildung 3) 

(Bear 2016; Pickles 2015).  

 

Abbildung 3: Stationen des zentralen auditorischen Signalwegs im Menschen. Der Nervus 

cochlearis (Welle I) verbindet die Cochlea (a) mit den Nuclei cochlearis (b) (Welle II) im 

Hirnstamm. Über den Nucleus olivaris superior (c) (Welle III) wird der Colliculus inferior (d) 

(Welle V) im Mittelhirn durch den Lemniscus lateralis (Welle IV) innerviert. Die weitere 

Verbindung geht über den Corpus geniculatum mediale (e) in den Auditiven Cortex (f). Erstellt mit 

BioRender.com nach (Bear 2016; Eggermont 2019). 

Die Reizweiterleitung innerhalb des zentralen auditorischen Signalwegs beginnend am 

Spiralganglion in der Cochlea, bis hin zum Auditiven Cortex im Gehirn, kann mit Hilfe der 

auditiven Hirnstammreaktion (auditory brainstem response, ABR) gemessen werden. Durch 

akustisch evozierte Signale („Clicks“) und die Erfassung mit Hilfe von Elektroden an drei 

verschiedenen Stellen des Kopfes, können fünf charakteristische ABR-Wellen (I-V) innerhalb der 

Hörbahn nachverfolgt werden. Welle I repräsentiert den Hörnerv (Nervus cochlearis), Welle II 
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den CN, Welle III den oberen Olivenkomplex (SOC) und Welle IV-V bildet die Station zwischen 

dem Lemniscus lateralis und dem IC ab (Abbildung 3) (Eggermont 2019). Die Wellen IV bis V 

umfassen sowohl den Lemniscus lateralis, als auch den IC, sind eng miteinander verbunden und 

lassen sich demnach nicht stringent eingrenzen. Durch die Fehlregulierung einer dieser 

Komponenten, kann es zu einer sogenannten Latenzverschiebung kommen. Da zwischen den 

einzelnen Wellen ca. 0,8 Millisekunden liegen, kann die geringste Abweichung dieses Werts ein 

beeinträchtigtes Hörvermögen oder eine Sprachwahrnehmungsstörung hervorrufen (Eggermont 

2019; Hosoya et al. 2018; Kwon et al. 2007). 

1.4. Konsanguinität bei iranischen und pakistanischen Familien 
 

Die Heterogenität von HS zeigt sich ebenfalls bei der Untersuchung von verschiedenen ethnischen 

Bevölkerungsgruppen. In vielen Populationen, darunter auch Deutschland, sind Varianten in GJB2, 

STRC und SLC26A4 hauptverantwortlich für autosomal-rezessive, nicht-syndromale HS (Sloan-

Heggen et al. 2016; Vona et al. 2020a). Auffällig sind jedoch die unterschiedlichen 

Aufklärungsraten, die für verschiedene Populationen erzielt werden, wobei das Vorkommen von 

Konsanguinität in einigen Bevölkerungsgruppen hierbei eine tragende Rolle spielt (Vona et al. 

2020a). Eine Konsanguinität liegt vor, wenn Kinder geboren werden, deren beide Elternteile 

derselben Familie angehören. Im Mittleren und Nahen Osten, vor allem in einigen Teilen Pakistans 

oder dem Iran, ist eine blutsverwandte Ehe, häufig zwischen Cousinen oder Cousins ersten Grades, 

kulturell akzeptiert und weit verbreitet. Ca. 40% aller Ehen im Iran und 60% der Ehen in Pakistan 

werden innerhalb der Familie geschlossen und werden somit als konsanguin bezeichnet (Hussain 

and Bittles 1998; Saadat et al. 2004). Das dadurch bedingte Risiko einer Homozygotie von 

pathogenen Varianten, hat eine erhöhte Prävalenz von rezessiven Erkrankungen zur Folge. In der 

Vergangenheit konnten mit Hilfe dieser konsanguinen Familien viele neue rezessive, 

krankheitsverursachende Varianten und Gene identifiziert werden, besonders bei Familien, deren 

Mitglieder an einer HS leiden (Bittles 2001; Hamamy 2012; Zakzouk 2002). In einigen isolierten 

Regionen und der dort lebenden Populationen ist häufig eine Akkumulation an betroffenen Genen 

und Varianten erkennbar, zu denen unter anderem die HS-Gene GJB2, MYO15A und MYO7A 

gehören (Richard et al. 2019; Sloan-Heggen et al. 2015). 
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1.5. Charakterisierung von HS-assoziierten Genen und das Kandidatengen 

DBN1  

1.5.1. CDC14A 
 

CDC14A (DFNB32, OMIM #608653) kodiert für eine konservierte Protein Tyrosin Phosphatase 

und wurde 2016 offiziell mit einer nicht-syndromalen, autosomal rezessiven HS assoziiert 

(Delmaghani et al. 2016). Einige Jahre später konnten Varianten in CDC14A ebenfalls mit dem 

Hearing impairment infertile male Syndrom (HIIMS) in Verbindung gebracht werden (Imtiaz et al. 

2018). CDC14A wird in den Kinozilien der Haarsinneszellen, Basalkörper und Stereozilien im 

Innenohr von Mäusen exprimiert (Delmaghani et al. 2016) und sorgt dort für Teilung des 

Zentrosoms bei der Zellteilung (Stegmeier and Amon 2004). Es sind sechs verschiedene 

Transkripte bekannt, die durch alternatives Spleißen gebildet werden und zwischen 330 bis 623 

Aminosäuren lang sein können (Delmaghani et al. 2016). Bis heute sind 12 Varianten in CDC14A 

bekannt, die für eine Hörstörung verantwortlich sind (Delmaghani et al. 2016; Doll et al. 2020b; 

Imtiaz et al. 2018; Mohseni et al. 2020), von denen sechs Varianten mit dem HIIM-Syndrom 

assoziiert werden konnten und für eine Infertilität bei männlichen Patienten in Kombination mit 

einer HS verantwortlich sind (Imtiaz et al. 2018). Es wird vermutet, dass die Ausprägung einer 

nicht-syndromalen Hörstörung oder des HIIM-Syndroms vom betroffenen CDC14A Transkript 

abhängig ist (Mohseni et al. 2020). 

1.5.2. MYO3A 
 

MYO3A (OMIM #606808) wird hauptsächlich in der Retina und im Innenohr von Säugetieren 

exprimiert (Dose and Burnside 2000; Schneider et al. 2006) und ist seit 2002 mit einer autosomal 

rezessiven HS assoziiert (DFNB30) (T. Walsh et al. 2002). 2016 konnte eine heterozygote missense-

Variante in einer afrikanisch-amerikanischen Familie mit einer autosomal dominanten, 

progressiven HS als krankheitsverursachend identifiziert werden (Grati et al. 2016). Zwei Jahre 

später assoziierte man eine weitere missense-Variante in MYO3A in zwei brasilianischen Familien 

mit einer spät-manifestierenden, dominanten HS (Dantas et al. 2018). Das kodierte Protein setzt 

sich aus einer N-terminalen Kinase-Domäne, einer hochkonservierten Motor-Domäne und einer 

C-terminalen Aktin-bindenden Domäne zusammen (Dose and Burnside 2000; Salles et al. 2009). 

Knock-out (KO) Mäuse zeigten ebenfalls eine progressive Hochtonschwerhörigkeit, die im 

weiteren Verlauf auf alle Frequenzen übergreift (V. L. Walsh et al. 2011) 
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1.5.3. DBN1 
 

Drebrin (DBN1, OMIM #126660) wurde erstmals als zytoplasmatisches Protein im optischen 

Tektum in Hühnern beschrieben (Shirao and Obata 1985; Shirao et al. 1988) und konnte kurze 

Zeit später auch im Menschen durch Klonierung von cDNA aus fetalem Gehirn nachgewiesen 

werden (Toda et al. 1993). Durch alternatives Spleißen können zwei Isoformen (Drebrin A („adult-

type“), Drebrin E („embryonic-type“)) entstehen, die sich jeweils durch ihre spezifische Expression 

in Gewebe unterscheiden (Koganezawa et al. 2017). Drebrin A wird hauptsächlich in dendritischen 

Dornfortsätzen („spines“) im Gehirn exprimiert, wobei Drebrin E eine ubiquitäre Expression in 

verschiedenen Zelltypen aufweist (Shirao and Sekino 2017). Eine wichtige Rolle spielt das kodierte 

Drebrin Protein bei der synaptischen Plastizität und der Ausbildung von dendritischen 

Dornfortsätzen durch die Bindung an Aktin und der Regulierung des Aktin-Zytoskeletts (Ishikawa 

et al. 2007; Ishikawa 2017). Innerhalb dendritischer Dornfortsätze wird die synaptische Plastizität 

unter anderem durch eine Doppel-Helix aus Aktin-Promotoren, bestehend aus Drebrin und ADF 

(actin depolymerizing factor)/Cofilin, aufrechterhalten (Shirao and Gonzalez-Billault 2013).  

1.6. Syndromale Hörstörungen 

1.6.1. Usher-Syndrom 
 

Das Usher-Syndrom gehört zu den Ziliopathien und ist einer der häufigsten syndromal 

vorkommenden HS, die durch eine autosomal rezessive Vererbung gekennzeichnet ist. Patienten 

und Patientinnen weisen begleitend zu einer sensorineuralen HS, charakteristische 

ophthalmologische Beeinträchtigungen auf (Parker and Bitner-Glindzicz 2015). Eine dieser 

visuellen Auffälligkeiten ist die RP, die durch eine progressive, retinale Degeneration in Form eines 

Verlusts von Photorezeptoren und der epithelialen Pigmentfunktion gekennzeichnet ist und zur 

vollständigen Erblindung führen kann (Pagon 1988). Bis heute sind drei klinische Subtypen 

bekannt: Usher-Syndrom Typ 1 (USH1) (OMIM #276900), Usher-Syndrom Typ 2 (USH2) 

(OMIM #276901) und Usher-Syndrom Typ 3 (USH3) (OMIM #276902), die sich jeweils anhand 

ihrer Variabilität des Schweregrades und der betroffenen Gene unterscheiden (Tsang et al. 2018). 

Patienten und Patientinnen mit USH1 sind hierbei am schwerwiegendsten betroffen und weisen in 

der Regel eine schwerwiegende bis hochgradige kongenitale HS auf, die in Verbindung mit einer 

progressiven RP, beginnend ab der zweiten Lebensdekade, und einer vestibulären Hypofunktion 

auftritt (Toms et al. 2020). Häufig werden bei Patienten und Patientinnen mit USH1, ursächliche 

Varianten in den Genen MYO7A, USH1C, CDH23, PCDH15, USH1G und CIB2 identifiziert. 

USH2 äußert sich durch eine moderate bis schwerwiegende kongenitale HS und einer progressiven 
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RP mit intakter Vestibularfunktion, die meist in der dritten Lebensdekade diagnostiziert wird. 

Krankheitsverursachende Varianten werden oftmals in den Genen USH2A, ADGRV1 und 

WHRN ausgemacht (Toms et al. 2020). Der mildeste klinische Subtyp USH3 äußert sich durch 

einen sehr variablen Krankheitsverlauf. Die HS beginnt meist erst post-lingual und die RP tritt sehr 

variabel auf, häufig jedoch in der zweiten Lebensdekade. Bei ca. 50% aller Patienten und 

Patientinnen, ist eine milde vestibuläre Dysfunktion mit ursächlichen Varianten im Gen CLRN1 

diagnostizierbar (Toms et al. 2020). 

1.6.2. Kongenitale HS mit LAMM-Syndrom 
 

Das LAMM-Syndrom (Labyrinthische Aplasie, Mikrotie, Mikrodontie) in Kombination mit einer 

kongenitalen HS (OMIM #610706) wurde erstmals von Tekin et al. (2007) als eine neue Form von 

syndromaler HS beschrieben und konnte mit rezessiven Varianten im FGF3-Gen assoziiert 

werden. Die identifizierten Patienten aus drei türkischen Familien wiesen eine Mikrotie des Typ 1, 

eine Mikrodontie, und eine hochgradige HS auf, wobei hier die Strukturen des Innenohrs komplett 

fehlten (sogenannte Michel-Aplasie). Fgf3 ist sowohl an der Ausbildung des otischen Vesikels in 

Mäusen (Wright and Mansour 2003), als auch an der Bildung von Strukturen des Innenohrs bei 

Zebrafischen beteiligt (Leger and Brand 2002). Riazuddin et al. (2011) konnten eine neue 

homozygote Variante in FGF3 (c.283C>T, p.(Arg95Trp)) mit einem variableren Phänotyp 

assoziieren, bei dem die betroffenen Patienten einen milderen dentalen und äußerlichen Ohr-

Phänotyp aufwiesen und postulierten einen semi-dominanten Effekt und die Beteiligung eines 

genetischen Modifiers.  

1.6.3. Myopie und HS 
 

Eine Myopie („Kurzsichtigkeit“) bezeichnet einen Defekt der visuellen Wahrnehmung und 

kennzeichnet sich durch die Verlängerung des hinteren Augensegments. Eine Kurzsichtigkeit wird 

durch die Angabe von Dioptrien (negative Werte) eingestuft und kann mild (zwischen -0,5 und -1 

Dioptrien), hoch (zwischen -5 und – 6 Dioptrien) und extrem (ab -10 Dioptrien und weniger) 

vorkommen (Wojciechowski 2011). Das Syndrom der Myopie und HS (OMIM #221200) wurde 

erstmals 2013 bei drei Familien, innerhalb derer drei homozygote nonsense-Mutationen im 

SLITRK6-Gen als krankheitsverursachend identifiziert wurden, beschrieben (Tekin et al. 2013). 

Die betroffenen Patienten zeigten eine sensorineurale HS und litten an hoher Myopie. 

Untersuchungen an Slitrk6 KO-Mäusen konnten eine beeinträchtigte Hirnstammreaktion und ein 

damit einhergehendes eingeschränktes Hörvermögen im mittleren Frequenzbereich zeigen 

(Matsumoto et al. 2011). Außerdem wiesen Slitrk6 KO-Mäuse eine eingeschränkte Synapsen-
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Bildung an der Retina auf, was zu Defekten innerhalb der Ausbildung von neuronalen Schaltkreisen 

und dementsprechend zu einer eingeschränkten visuellen Wahrnehmung führte (Tekin et al. 2013). 

1.7. Exom-Sequenzierung 
 

Während des letzten Jahrzehnts wurde die Methode des Next-Generation Sequencings (NGS), zu 

der auch die Exom-Sequenzierung (ES) nach Illumina gehört, als Methode der Wahl für die 

Identifikation von zahlreichen neuen Varianten und Genen in einer Vielzahl von Krankheiten 

etabliert (Sheppard et al. 2018; Vona et al. 2015). Vor allem bei Patienten und Patientinnen mit 

einer HS, hat sich das NGS neben der Sanger-Sequenzierung sowohl in der Diagnostik als auch 

innerhalb der Forschung zum Standardverfahren entwickelt (Atik et al. 2015).  

Mit Hilfe der ES erfolgt die Sequenzierung und Analyse von Protein-kodierenden Bereichen des 

Genoms. Für diese Arbeit wurde die Anreicherungs- und Sequenzierungs-Technologie nach 

Illumina verwendet (Abbildung 4). Es wurden zwei verschiedene Anreicherungsprotokolle (TruSeq 

Exome Enrichment, Nextera Rapid Capture) verwendet, die sich in der zugrundeliegenden 

Methodik jedoch nicht unterscheiden. Die genomische DNA wird mit Hilfe von Transposomen 

enzymatisch in Fragmente geteilt, mit Adapter und Indices versehen und anschließend durch eine 

PCR amplifiziert (Abbildung 4A). Durch das Anheften der spezifischen Indices können mehrere 

Proben im nachfolgenden Schritt gepooled werden und sind weiterhin individuell unterscheidbar 

(Abbildung 4B). Die Verwendung von biotinylierten Sonden während der Hybridisierung und der 

Einsatz von magnetischen Streptavidin-Beads, gewährleistet die Anreicherung von spezifischen 

DNA-Fragmenten (Abbildung 4C). Eine weitere PCR, Hybridisierung und Aufreinigung sichert 

die Anreicherung von hochspezifischen DNA-Fragmenten (Internetquelle 2).  

Die eigentliche Sequenzierung der angereicherten DNA-Library erfolgt auf der sogenannten 

„Flowcell“, die aus mehreren Kanälen besteht, auf deren Oberfläche eine große Anzahl an 

Oligonukleotiden mit Hilfe ihres 5´-Endes verankert sind. Die angereicherten Fragmente können 

mit den zuvor angefügten Adaptern an diesen Oligonukleotiden binden und durch die Bildung 

einer Brücke über mehrere Zyklen hinweg amplifiziert werden (Brücken-Amplifizierung) 

(Internetquelle 3). Durch diesen Vorgang bilden sich mehrere Millionen an Clustern auf der 

Flowcell, die aus generierten Amplikons bestehen. Die „Sequencing by Synthesis“ (SBS) Methode 

von Illumina verwendet zwei fluoreszenzmarkierte Nukleotide (Thymin, grün; Cytosin, rot; 

Adenin, Überlappung rot/grün; Guanin, keine Fluoreszenz), die komplementär zum 

Amplikonstrang in mehreren Zyklen eingebaut werden und ein Lichtsignal hervorrufen 

(Internetquelle 4). Die Messung der Farbintensität und des Lichtsignals wird somit für die 

Bestimmung der Basenreihenfolge innerhalb eines Clusters genutzt. Die „paired-end“ 
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Sequenzierung definiert sich durch die Sequenzierung des Forward- als auch des Reverse-Strangs 

und ermöglicht ein akkurateres „Read-Alignment“ und die Detektion von Insertion-Deletion-

Varianten (Indels) (Internetquelle 5). Durch einen Waschvorgang nach jedem Zyklus, werden die 

fluoreszenzmarkierten Nukleotide entfernt und können im nächsten Zyklus recycelt werden 

(Abbildung 4D). 

 

Abbildung 4: Arbeitsablauf der Exom-Sequenzierung nach Illumina. Die Herstellung der zu 

sequenzierenden DNA-Library gliedert sich in (A) Tagmentierung der genomischen DNA durch 

enzymatische Fragmentierung, anheften der Adapter und Indices und die darauffolgende 

Amplifizierung der Fragmente. (B) Denaturierung und Pooling der Library gefolgt von (C) der 

Hybridisierung mit Hilfe von biotinylierten Sonden und der Anreicherung von Zielregionen durch 

den Einsatz von Streptavidin-Beads. (D) Auf der Oberfläche der Flowcell findet eine Brücken-

Amplifizierung und die anschließende Cluster-Bildung statt. Durch die „Sequencing by Synthesis“-

Methode werden fluoreszenzmarkierte Nukleotide eingebaut und das erzeugte Lichtsignal 

detektiert. Erstellt mit BioRender.com nach (Metzker 2010) und Internetquelle (2-4). 

Nachdem die Rohdaten in BAM-Dateien („Binary Alignment/Map“) konvertiert wurden, kann das 

Mapping und Alignment an ein Referenzgenom (hg19, GRCh37) und die anschließende Varianten-

Analyse und Validierung durch nachfolgende Methoden, wie der Sanger-Sequenzierung oder RT-

qPCR, erfolgen. Das Verfahren der ES weist trotz anerkanntem Routineverfahren auch einige 
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Nachteile und Limitationen auf. Durch Homopolymere, GC-reiche Regionen oder Pseudogene, 

kann es zu potenziellen Lücken in der Abdeckung einzelner Abschnitte kommen. Auch größere 

Deletionen, Insertionen, strukturelle Aberrationen und tief-intronische Varianten können nicht 

sicher erkannt werden, weshalb das Verfahren der Whole Genome Sequenzierung (WGS) 

innerhalb der nächsten Jahre sehr wahrscheinlich an Bedeutung gewinnen wird (Sheppard et al. 

2018). 

1.8. Zielsetzung der Arbeit 
 

Es wird vermutet, dass ca. 1% aller menschlichen Gene für Proteine kodiert, die an der 

Aufrechterhaltung und Strukturen des auditorischen Signalwegs beteiligt sind (Friedman and 

Griffith 2003), bei der Annahme von ca. 20.000 - 25.000 menschlichen Genen also 200 - 250 Gene. 

Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden ca. 120 Gene beschrieben, deren Funktionsverlust oder 

Funktionsänderung eine nicht-syndromale HS zur Folge haben (Internetquelle 6). Durch viele 

bisher noch unbeschriebene Gene und einer hohen Heterogenität innerhalb von HS, ist es oftmals 

schwierig, die krankheitsverursachende Variante des oder der Betroffenen zu identifizieren. Ziel 

dieser Arbeit war es deshalb, unbekannte Varianten und neue Gene in bisher unaufgeklärten 

Familien mit einer HS zu identifizieren um den Familien damit eine humangenetische Aufklärung 

zu bieten. Darüber hinaus sollte das Verständnis der Funktion bisher unbekannter Gene, die an 

der auditiven Wahrnehmung beteiligt sind und Auswirkungen neuer Varianten durch eine 

funktionelle Charakterisierung erweitert werden. Hierfür wurden Familienmitglieder aus mehreren 

konsanguinen Familien mit Hilfe einer ES sequenziert, analysiert und die identifizierten Varianten 

oder Gene nachfolgend mit weiteren Methoden, wie der RT-qPCR, dem Spleiß-Assay, 

Proteinfaltungs-Tools, Expressionsstudien und auditorischen Messungen an Mäusen untersucht.  
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2. Material und Methoden 

2.1. Ethikvotum 
 

Alle Versuche innerhalb der untersuchten Familien und deren Blut- und DNA-Proben wurden 

nach Grundsätzen der Deklaration von Helsinki durchgeführt und wurden durch die 

Ethikkommission der Universität Würzburg (46/15), der Universität Sabsevar (94256), der 

Universität Augusta (624456-4) und der Universität Kohat (16-25) genehmigt. 

2.2. DNA-Isolierung aus humanem Vollblut 
 

Die DNA-Isolierung aus Vollblut in Anlage I, II und III erfolgte mit Hilfe des FlexiGene DNA 

Kits von Qiagen (Qiagen, Venlo, Niederlande) oder einer Ethanol/Isopropanol-Fällung (Green 

and Sambrook 2016). Es wurden zwischen 2 und 5 ml Vollblut verwendet. 

2.3. RNA-Isolierung aus humanem Vollblut 
 

Die RNA-Isolierung aus Vollblut in Anlage I erfolgte mit Hilfe des PAXGene Blood RNA Kits 

und PAXgene Blood RNA-Röhrchen von PreAnalytiX (PreAnalytiX GmbH, Hombrechtikon, 

Schweiz). Es wurden jeweils 2-5 ml Vollblut verwendet und RNA nach den Angaben des 

Protokolls von PreAnalytiX isoliert. Die RNA-Proben wurden bei -80°C gelagert. 

2.4. PCR und Sanger-Sequenzierung 
 

Um DNA-Fragmente zu amplifizieren, zu untersuchen und Varianten zu validieren, wird eine 

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durchgeführt. Ein anschließender Exo/SAP-Verdau entfernt 

überschüssige Nukleotide und Primer, um qualitativ hochwertige Sequenzen nach der Sanger-

Sequenzierung zu erhalten. Die PCRs, Exo/SAP-Verdau und anschließende Sanger-Sequenzierung 

in Anlage I-III und der unveröffentlichten Arbeit erfolgte nach Standardprotokollen. Primer 

wurden mit Hilfe der Website Primer3 (Untergasser et al. 2012) erstellt und über Metabion 

(Planegg, Deutschland) bestellt. Für die Sanger-Reaktion wurde der BigDye Terminator v.1.1 

(ThermoFisher, Waltham, MA, USA) verwendet. Für die anschließende Kapillarelektrophorese 

wurde der ABI3130xl (ThermoFisher) genutzt und die Datenanalyse erfolgte mit der Software 

Gensearch (PhenoSystems SA, Blonay, Schweiz). 

2.5. cDNA-Synthese und Reverse Transcription Quantitative Real-time PCR 
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Um veränderte Expressionslevel von Genen zu untersuchen, die durch loss-of-function Varianten 

in Form von Stopp-, Leserasterverschiebung- oder Spleiß-Varianten beeinflusst werden können, 

wird häufig eine Reverse Transcription Quantitative Real-time PCR (RT-qPCR) an RNA 

durchgeführt. Hierbei wurde RNA von Familienmitgliedern (I.2, II.2) der Familie 2 in Anlage I mit 

Hilfe des PAXgene Blood RNA Kits (Quiagen) isoliert und in cDNA (nach Protokoll) 

umgeschrieben. Hierzu wurde das High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems, 

Waltham, MA, USA) verwendet. Die RT-qPCR wurde durch das ViiA7 Real-time PCR System 

(ThermoFisher) ausgeführt und ausgewertet. Alle Proben, Kontrollen und Primer-Paare liefen auf 

einer qPCR-Platte jeweils in Triplikaten mit der HOT FIRE Pol Eva Green Mix Plus Polymerase 

(Solis BioDyne, Tartu, Estland). 

2.6. Exom-Sequenzierung 
 

Für alle Exom-Sequenzierungen (ES) wurde die Anreicherung nach Protokollen von Illumina 

(Illumina, San Diego, CA, USA) durchgeführt und die DNA-Library am NextSeq500 

Sequenziergerät (Illumina) sequenziert. Der Ablauf einer Exom-Sequenzierung nach Illumina 

gliedert sich grob in Tagmentierung der DNA, gefolgt von einer PCR, Hybridisierung und eine 

weitere Amplifizierung mit Hilfe einer zweiten PCR. Diverse Aufreinigungen zwischen den 

einzelnen Schritten wurden mit Beads und Ethanol durchgeführt. Um die Konzentrationen und 

die Qualität der Proben zu überprüfen, wurden Messungen am Qubit (ThermoFisher) und am 

Bioanalyzer 2100 (Agilent, Santa Clara, CA, USA) durchgeführt.  

Die Anreicherung der Exome in Anlage I, II und III und der iranischen Familie (IV.1, IV.2) aus 

der nicht veröffentlichten Arbeit wurde entweder mit dem TruSeq Exome Enrichment oder dem 

Nextera Rapid Capture Exome Kit von Illumina durchgeführt (Tabelle 1) und ist unter „Material 

and Methods“ in allen drei Anlagen (I-III) beschrieben. 

Tabelle 1: Übersicht der verwendeten Anreicherungs-Kits von Illumina in Anlage I, II und 

III und für beide Probanden aus der nicht veröffentlichten Arbeit. 

TruSeq Exome Enrichment (Illumina) 

 
Familie 1, Anlage I 

 Iranischer Proband IV.1, unveröffentlicht 

Nextera Rapid Capture (Illumina) Familie 2, Anlage I 

 Familie, Anlage II 

 Familie 1-13, Anlage III 

 Iranischer Proband IV.2, unveröffentlicht 

 



Material und Methoden 

27 

 

2.7. In silico Analyse von Varianten 
 

Die Analyse von ES Patienten und Patientinnen-Daten erfolgte durch die Software 

GensearchNGS (PhenoSystems). Hierbei wurden die Rohdaten aus dem NextSeq500 (bcl-Dateien) 

in BAM-Dateien konvertiert und gegen das humane Referenzgenom hg19 (GRChr37) aligniert. 

Abweichungen von der Referenz wurden mit Filterkriterien (Abdeckung, Minor Allele Frequency 

(MAF), Frequenz, Qualität), wie in Anlage I-III beschrieben, weiter eingegrenzt. In Anlage I, III 

und innerhalb der unveröffentlichten Arbeit wurden sowohl homozygote, als auch compound-

heterozygote Varianten analysiert. In Anlage II wurden heterozygote Varianten aufgrund eines 

autosomal-dominanten Stammbaums ausgewertet. Zur Einstufung der Varianten wurde die 

Plattform Alamut Visual 2.10 (Interactive Biosoftware, Rouen, Frankreich) und die dort 

eingebetteten Vorhersage-Programme für die Pathogenität und das Spleiß-Verhalten genutzt 

(beschrieben in Anlage I-III). In Anlage I und III wurde ergänzend zur gnomAD-

Populationsdatenbank (Karczewski et al. 2019), die Greater Middle East Variome Project (GME) 

Datenbank (Scott et al. 2016) und Iranome (Fattahi et al. 2019) verwendet. Für die Bewertung von 

Varianten in bekannten HS-Genen wurde die Deafness Variation Database (DVD) (Azaiez et al. 

2018) genutzt.  

Für die Einstufung von unbekannten Varianten wurden die Standards und Richtlinien der 

American College of Medical Genetics and Genomics/Association for Molecular Pathology 

(ACMG/AMP) für genetisch bedingten Hörverlust verwendet (Oza et al. 2018). Die Einstufung 

der Pathogenität einzelner Varianten wurden durch folgende in silico Vorhersage-Programme 

bestimmt: PolyPhen-2 (PP) (Adzhubei et al. 2010), SIFT (Ng and Henikoff 2006), MutationTaster 

(MT) (Schwarz et al. 2014), fathmm (Shihab et al. 2013), LRT (Chun and Fay 2009), CADD 

(Kircher et al. 2014) und GERP (Cooper et al. 2005). 

2.8. Homozygosity mapping und Linkage-Analysen 
 

Genkartierungen, wie das Homozygosity mapping oder die Linkage-Analyse werden hauptsächlich 

bei konsanguinen Familien und einer erwartbaren geringen Heterozygotie für Bereiche innerhalb 

des Genoms angewandt. Beim Homozygosity mapping werden Runs of Homozygosity (ROHs) 

bestimmt, innerhalb derer die Wahrscheinlichkeit der Identifizierung der 

krankheitsverursachenden Variante erhöht ist (Seelow et al. 2009). Durch die Anwendung von 

genomweiten Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP)-Arrays und den Einsatz einer Linkage-

Analyse kann eine chromosomale Region bestimmt werden, die sehr wahrscheinlich das betroffene 

Gen enthält, das verantwortlich für die Krankheit innerhalb der Familie ist. Beide Methoden 
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wurden wie in Anlage I und III beschrieben, mit Hilfe des HomozygosityMappers (Internetquelle 

7), des Infinium HumanCore-24 v1.0 / v2.0 Bead Chips (Illumina) und Merlin (Abecasis et al. 

2002) durchgeführt. 

2.9. Minigene-Ansatz 
 

Um die Auswirkung von Spleiß-Varianten auf ein Transkript zu überprüfen, wird häufig ein 

sogenannter Minigene-Ansatz durchgeführt. Da für die Klassifizierung von Varianten häufig nur 

in silico Vorhersage-Programme (Alamut: SpliceSiteFinder-like (Shapiro and Senapathy 1987), 

MaxEntScan (Yeo and Burge 2004), NNSPLICE (Reese et al. 1997), Genesplicer (Pertea et al. 

2001), Human Splicing Finder (Desmet et al. 2009)) angewendet werden, ist es wichtig, diese 

Auswirkungen auch in vitro zu verifizieren. Der Minigene-Ansatz wurde wie in Anlage I 

beschrieben, zur Untersuchung der Spleiß-Variante c.1421+2T>C in Familie 1 durchgeführt. 

2.10. Protein Vorhersage mit I-TASSER 
 

Eine korrekte Proteinfaltung ist für die Funktion eines Proteins essenziell. Veränderungen in der 

Aminosäuresequenz haben eine Auswirkung auf die korrekte Faltung und können somit einen 

Funktionsverlust oder eine Änderung der Proteinfunktion bewirken. Die Sekundärstruktur von 

MYO3A und Drebrin (Wildtyp (WT) und Sequenz der Varianten) wurde mit Hilfe des in silico 

Programms I-TASSER (Yang et al. 2015) wie in Anlage II beschrieben, visualisiert. Hierbei wurden 

pro Protein jeweils fünf Modelle bereitgestellt, die unterschiedliche C-Scores haben (Werte 

zwischen -5 und 2), wobei ein höherer C-Score für eine höhere Wahrscheinlichkeit des 

vorhergesagten Modells steht. 

2.11. Korrelationsanalyse 
 

Um die Progressivität der HS in Anlage II zu bestimmen, wurde eine Korrelationsanalyse mit allen 

betroffenen Familienmitgliedern der deutschen Familie durchgeführt. Hierbei konnte der Verlauf 

der HS für hohe, mittlere und niedrige Frequenzen, wie in Anlage II beschrieben, bestimmt werden. 

2.12. Analyse der Drebrin Knockout Mäuse (unveröffentlichte Arbeiten) 
 

Die untersuchten Drebrin (Dbn1) Knockout-Mäuse innerhalb der unveröffentlichten Arbeiten 

wurden uns von Prof. Dr. Britta Eickholt (Charité Berlin) bereitgestellt und nach (Willmes et al. 

2017) erzeugt. Die experimentellen Versuche an Mäusen für das Drebrin-Projekt (auditive 

Messungen (ABR, ASSR), Gewebe-Präparation, Färbungen und Datenanalyse/Statistik) wurden 
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an der Universität Tübingen durchgeführt und zuvor durch die Ethikkommission des 

Veterinäramts Baden-Württemberg genehmigt. Der Eigenanteil der Promovendin (Julia Doll) 

umfasst die Beteiligung an ersten ABR- und ASSR- Messungen und Analysen in der Arbeitsgruppe 

von PD Dr. Barbara Vona und Prof. Marlies Knipper am Hearing Research Centre in Tübingen. 

Die Präparation der Cochleae und anschließende immunhistochemischen Färbungen, sowie 

weitere auditive Messungen erfolgten ohne die Mithilfe der Promovendin. Die Versuche und 

Protokolle befolgten die Richtlinien der Direktive 2010/63/EU zum Schutz der für 

wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere. Es wurden jeweils männliche und weibliche 

Knockout (KO)- und Wildtyp (WT)-Mäuse (Alter: 2,6-6,1 Monate) gemessen. Die Tiere wurden 

mit Hilfe einer intraperitonealen Injektion mit einer Mischung aus Fentanyl (Fentadon; Albrecht 

GmbH, Aulendorf), Midazolam (Midazolam-hameln, Hameln Pharma plus GmbH, Hameln), 

Medetomidin (Sedator, Albrecht GmbH, Aulendorf) und Atropinsulfat (B.Braun, Melsungen). Als 

Antidot wurde eine Mischung aus Naloxon (Naloxon-hameln, Hameln Pharma plus GmbH, 

Hameln), Flumazenil (Flumazenil, Fresenius Kabi, Bad Homburg) und Atipazemol (Antisedan, 

VETOQUINOL GmbH, Ravensburg) subkutan verabreicht (10 ml/kg). 

2.12.1. Messung der auditiven Hirnstammreaktion (ABR) 
 

Um eine ABR-Messung an WT- und Dbn1 KO-Mäusen durchzuführen, wurden die Mäuse zuvor 

anästhesiert und die evozierte elektronische Antwort mit Hilfe von subkutanen kranialen 

Elektroden in einer schalldichten Kammer (IAC 400-A, Industrial Acoustics Company GmbH, 

Niederkrüchten) gemessen. Die ABR-Schwellenwerte wurden mit „Click“- (100 ms, FFT 

Mittelwert von 5,4 kHz), Rauschimpuls- (1 ms, FFT Mittelwert von 7,9 kHz) oder Reinton-Stimuli 

(3 ms, 1 ms „cosine squared rise and fall envelope“, 2-32 kHz) ausgelöst. Die Intensität der Stimuli 

(Input/Output-Karte: PCI-6052E/PCI-MIO-16E1, National Instruments, Austin, Texas, USA) 

wurde schrittweise von 10 auf 100 dB SPL in 5 dB Schritten erhöht. Der SPL wurde durch einen 

Verstärker und Lautstärkeregler (Wulf Elektronik, Frankfurt) moduliert, die gemessenen Signale 

gefiltert (6-Pole Butterworth Hardware Filter, Wulf Elektronik, Frankfurt) und mit einem Faktor 

von 100.000 amplifiziert. Jeder Stimulus wurde bis zu 512-mal (256-mal für Reinton-Frequenzen) 

wiederholt und gemittelt. 

2.12.2.  Messung der auditory steady-state response (ASSR) 
 

Um die zeitliche Sensitivität im Zusammenhang mit Geräuschen zu analysieren, wird häufig eine 

Messung mit Hilfe der „auditory steady-state response“ (ASSR) durchgeführt. Hierbei handelt es 

sich um periodische elektrische Schwingungen, die durch akustisch evozierte Reize hervorgerufen 
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werden und für Amplitude und Frequenz sinusförmig moduliert sind (Picton et al. 2003). Es wird 

angenommen, dass eine ASSR die synchrone Entladung von auditorischen Neuronen abbildet und 

mit der Modulationsfrequenz phasengekoppelt ist. Aufgrund dessen wird die ASSR als Metrik für 

zeitliche Auflösung für die Verarbeitung von Geräuschen herangezogen (Belmadani et al. 1998; 

Dolphin and Mountain 1992; Kuwada et al. 2002; Parthasarathy and Bartlett 2012). 

Die Messung der ASSR wurde mit Hilfe von amplitudenmodulierten sinusoidalen Stimuli 

durchgeführt (11,31 kHz): 0% (keine Modulation) - 100% (maximale Modulation) und 512 Hz 

Modulationsfrequenz bei 40 dB relativ zum Schwellenwert. Für die Wachstumsfunktion wurden 

die Stimuli (100% moduliert, 512 Hz) zwischen 0 und 60 dB (relativ zum Schwellenwert) in 5 dB 

Schritten ausgelöst. Für die Transferfunktion wurden die Stimuli mit einer Frequenz zwischen 64 

und 2048 Hz (100% Modulationstiefe) bei 40 dB relativ zum Schwellenwert moduliert. Für die 

Mäuse wurde ein Modulations-Index kalkuliert, indem das Verhältnis zwischen dem Maximal-

Signal und der „Baseline“ herangezogen wurde.  

2.12.3.  Präparation von Gewebe 
 

Die Gewebe-Präparation wurde nach (Singer et al. 2016) durchgeführt. Hierbei wurde die Maus-

Cochlea isoliert, in 4% Paraformaldehyd/125 mM Saccharose in 100 mM Phosphat-gepufferter 

Kochsalzlösung (pH 7,4) fixiert, für 15 Minuten auf Eis gehalten und anschließend für die whole-

mount Färbungen präpariert. Die Gehirne wurden für 48 Stunden in 2% Paraformaldehyd fixiert 

und in einer 0,4% Paraformaldehyd-Lösung aufbewahrt, bis sie in einer 4%iger Agarose eingebettet 

wurden. Das Gewebe wurde mit einem Vibratom (Leica VT 1000S) in 60 µm dünne Schnitte 

geschnitten und bei -20°C bis zur Färbung in Cryoprotectant (150g Saccharose in 200 ml 1x 

Phosphat-gepufferter Kochsalzlösung und 150 ml Ethylenglykol) aufbewahrt. 

2.12.4.  Immunhistochemie 
 

Die immunhistochemischen Färbungen wurden nach (Tan et al. 2008) und (Singer et al. 2016) 

durchgeführt. Es wurden hierbei Antikörper gegen Drebrin (DBN, Maus, 1:100 verdünnt, ARP 

GeneTex/BIOZOL, #GTX12350, Eching) und Prestin (Kaninchen, 1:1000 verdünnt, Squarix, 

#976102#5, Berlin) verwendet. Die Primär-Antikörper wurden mit Hilfe von passenden Zweit-

Antikörpern Cy3 (1:1500 verdünnt, Jackson Immuno Research Laboratories, #AB_2338006, West 

Grove PA, USA) und Alexa 488 (1:500 verdünnt, Molecular Probes, #A11001, Eugene, USA) 

gebunden. Alle Proben wurden mit einem Olympus BX61 Mikroskop (Olympus, Hamburg), 

ausgestattet mit einer Epifluoreszenz-Beleuchtung, nach (Zuccotti et al. 2012) und (Singer et al. 

2016) betrachtet und mit der CellSens Dimension Software (OSIS GmbH, Münster) analysiert. 
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2.12.5.  Datenanalyse und Statistik 
 

Der Schwellenwert für alle Click-, Noise- und Frequenz-ABR Messungen wurde als die niedrigste 

Geräusch-Intensität definiert, an dessen Zeitpunkt noch ein klares Signal von der „Baseline“ 

abgegrenzt werden konnte. Die Maus-Genotypen wurden mit Hilfe des Zweistichproben-t-Tests 

für Click- und Noise-Frequenzen und einer zweifachen Varianzanalyse ANOVA (α=0,05) für 

Reinton-Frequenzen verglichen. Für eine „Supra-Threshold“-ABR-Analyse wurde der ABR-

Schwingungsverlauf analysiert. Hierbei wurde für einzelne Wellen ein negativer (n)- und ein 

positiver (p) Peak bestimmt und die Latenzen durch den Anfangszeitpunkt des negativen Peaks 

der dazugehörigen Welle definiert. Die Peak-Amplituden und Latenzen der ABR-Wellen I und IV 

wurden exzerpiert und als Welle I: In – Ip (0,85-1,9 ms) und Welle IV: IVn – IVp (3,15-6,05 ms) 

definiert. Durch ein eigenes Computerprogramm (Peak, Universität Tübingen) wurden ABR Peak-

Amplituden und Latenzen auf Basis der vorangegangenen Definition extrahiert und daraufhin ABR 

Peak-zu-Peak-Amplituden und Latenz-Wachstumsfunktionen für einzelne Ohren und erhöhte 

Stimulus-Level kalkuliert (Burkard 2007). Alle ABR Wellen-Amplituden und Latenz-

Wachstumsfunktionen wurden auf Basis der ABR-Schwellenwerte (-10 dB bis 90 dB über dem 

Schwellenwert für Amplituden; 0 dB bis 90 dB über dem Schwellenwert für Latenzen) normalisiert. 

Die ABR-Amplituden und Latenz Messungen wurden für die Maus-Genotypen mit dem 

Zweistichproben-t-Test (α=0,05) verglichen. F-ABR Messungen wurden in Gruppen mit der 

zweifachen Varianzanalyse ANOVA (α=0,05) analysiert (GraphPad Prism). Die Daten wurden als 

Mittelwert ±SEM dargestellt. Für den einfachen Vergleich wurde der Mittelwert der drei 

maximalen Amplituden für jedes Ohr kalkuliert. Für die Latenzen wurde der Mittelwert zwischen 

20 dB und 60 dB relativ zum Schwellenwert für jedes Ohr kalkuliert. Die Maus-Genotypen wurden 

wieder mit dem Zweistichproben-t-Test (α=0,05) für jeden Stimulus verglichen. 
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3. Ergebnisse und Diskussion der Publikationen 
 

Im Folgenden werden die Ergebnisse aus drei Publikationen, die mit Anlage I, II und III 

gekennzeichnet sind, zusammengefasst und diskutiert.  

3.1. Neue Varianten in CDC14A bei iranischen und pakistanischen Patienten 

und Patientinnen mit einer HS (Anlage I) 
 

In Anlage I (Doll et al. 2020b) werden zwei konsanguine Familien mit einer HS beschrieben, 

innerhalb derer zwei unterschiedliche, bisher unbeschriebene homozygote Varianten in CDC14A 

identifiziert wurden. Um die Auswirkung und Pathogenität dieser Varianten zu ermitteln, wurde 

eine funktionelle Charakterisierung mittels Spleiß-Assay und RT-qPCR durchgeführt. 

Iranische Familie 

Die beiden betroffenen iranischen Patientinnen in Familie 1 (II.2, II.8) (Abbildung 5A) wiesen eine 

kongenitale, sensorineurale, bilaterale, nicht-progressive HS auf. Auffällig war der asymmetrische 

Verlauf der schwerwiegend bis hochgradigen HS von Patientin II.2 (Alter: 43) (Abbildung 5B). Die 

ophthalmologische Untersuchung der Patientin II.2 ergab nur einen leichten refraktiven Fehler. 

 

Abbildung 5: Stammbaum und Audiogramm der iranischen Familie. (A) Stammbaum der 

iranischen Familie mit der Index-Patientin II.2 (schwarzer Pfeil), betroffener Schwester II.8 und 

nicht-betroffenen Familienmitgliedern. (B) Reintonaudiogramm des rechten und linken Ohrs der 

Index-Patientin II.2. Die Abbildung wurde geändert nach (Doll et al. 2020b). 

Durch die Analyse von 174 HS Genen (siehe „Supplementary Table S1“ in Anlage I) nach einer 

ES der Index-Patientin II.2 konnte eine homozygote Spleiß-Variante c.1421+2T>C in Intron 14 

des CDC14A-Gens (NCBI Referenz-Sequenz: NM_033312.2) identifiziert werden. Die Variante 

wurde weder in gnomAD, in der GME Datenbank oder in Iranome gefunden. Alle weiteren 

Varianten hatten entweder keinen Einfluss auf die mRNA, waren (wahrscheinlich) nicht pathogen 

oder konnten den Phänotyp der Patientin nicht erklären. Eine Segregationsanalyse innerhalb der 
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Familie bestätigte die Analyse. So konnte die homozygote Spleiß-Variante c.1421+2T>C ebenfalls 

in der betroffenen Schwester II.8 nachgewiesen werden. Beim gesunden Bruder II.3 wurde die 

Variante nicht detektiert (Abbildung 5A). 

 

Abbildung 6: Elektropherogramm der Sanger-Sequenzierung von c.1421+2T>C. Links ist 

ein Ausschnitt aus der Sequenz von II.2 mit der homozygoten Variante c.1421+2T>C abgebildet. 

Rechts davon ist der WT des Bruders II.3 erkennbar. Die Position c.1421+2 ist durch einen Pfeil 

gekennzeichnet. Die Referenz-Sequenz (unten) und die Sequenz der Patienten und Patientinnen 

(oben) ist im unteren Abschnitt der Abbildung dargestellt. Die Abbildung wurde geändert nach 

(Doll et al. 2020b). 

Eine zusätzliche Auswertung durch unsere interne Datenbank, die zu diesem Zeitpunkt ca. 330 

Exome beinhaltete, ergab keine zusätzliche pathogenen oder wahrscheinlich pathogenen Varianten 

und bekräftigte die CDC14A Spleiß-Variante in Patientin II.2. Die Analyse von ROHs durch ein 

Homozygosity mapping in Patientin II.2 ergab eine 22,5 Megabasen (Mb) große Region auf 

Chromosom 1 mit den Koordinaten chr1: 89.845.926-112.389.040 (hg19). In diesem homozygoten 

Intervall befindet sich das Gen CDC14A (chr1: 100.810.598-100.985.833, hg19).  

Die Auswirkung der c.1421+2T>C Variante ergab den Verlust der 5´ Spleiß-Donor-Seite an der 

Exon-Intron Grenze von Exon 14 an Intron 14, was von vier aus fünf in silico Spleiß-Vorhersage 

Programmen angegeben wurde (MaxEntScan, NNSplice, GeneSplicer, Human Splicing Finder; 

Alamut). Durch den Verlust der essenziellen Spleiß-Seite, ist die Wahrscheinlichkeit eines Exon-

Skipping oder die Aktivierung der naheliegenden kryptischen Spleiß-Seite erhöht, die acht 

Basenpaare weiter in Exon 14 lokalisiert ist (Abbildung 7). 
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Abbildung 7: Spleiß-Vorhersage der c.1421+2T>C Variante durch Alamut Visual 2.10. Vier 

aus fünf Vorhersage-Programmen geben den Verlust der Spleiß-Donor Stelle an der Exon-Intron 

Grenze von Exon 14 an Intron 14 an (schwarze Umrandung). Durch einen schwarzen Pfeil ist die 

kryptische Spleiß-Seite, die sich acht Basenpaare weiter in Exon 14 befindet, gekennzeichnet. Die 

Abbildung wurde geändert nach (Doll et al. 2020b). 

Diese in silico Auswirkung der c.1421+2T>C Variante in der iranischen Familie wurde durch einen 

in vitro Minigene-Ansatz bei der betroffenen Index-Patientin II.2 und deren gesunden Bruder II.3, 

der als WT Kontrolle diente, überprüft. Die Klonierung von Exon 14 und der flankierenden 

intronischen Sequenzen 5´ und 3´ in einen pSPL3 Exon Trapping Vektor mit direkter 

Amplifizierung und Sanger-Sequenzierung von cDNA der WT Kontrolle und der mutierten 

Sequenz, ergab zwei unterschiedlich lange Produkte (Abbildung 8). 
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Abbildung 8: Charakterisierung der c.1421+2T>C Variante durch einen Minigene-Ansatz. 

(A) Schematische Darstellung des pSPL3 Vektors mit kloniertem Exon 14 (blau) aus CDC14A und 

dessen flankierende Regionen mit XhoI und BamHI Schnittstellen. Sowohl die WT (oben) als auch 

die Spleiß-Variante (unten) und die Aktivierung der kryptischen Spleiß-Seite (roter Stern) sind 

dargestellt. Exon A und B (rot) entstammen dem Vektor. Primer, die für eine PCR verwendet 

wurden sind durch grüne Pfeile markiert und befinden sich in Exon A (Spleiß-Donor Region) und 

Exon B (Spleiß-Akzeptor Region). (B) Agarose-Gelbild nach Elektrophorese der cDNA RT-PCR 

Produkte nach Transfektion in HEK293T Zellen. Das WT Amplikon (pSPL3 CDC14A WT) weist 

eine Bande bei 380 bp auf und beinhaltet die amplifizierte WT Region von Exon A, B und Exon 

14. Das Amplikon mit der homozygoten Spleiß-Variante (pSPL3 CDC14A hom) weist eine Bande 

bei ca. 380 bp auf, was erst nach der Sequenzierung als 372 bp erkennbar wurde. Der leere Vektor 

wies eine Bande bei 257 bp auf. (C) Schematische Darstellung nach Sanger-Sequenzierung der 5´ 

Spleiß-Grenzen von Exon 14 der RT-PCR Produkte des WTs, der Mutante und des leeren Vektors. 

Die Abbildung wurde geändert nach (Doll et al. 2020b). 

Durch den Verlust der Spleiß-Stelle an der Exon-Intron Grenze kommt es zur Aktivierung der 

kryptischen Spleiß-Stelle in Exon 14 (Abbildung 7), was in einer Trunkierung von acht Basenpaaren 

(GTAAGAAG) in der mutierten Sequenz (372 bp) im Gegensatz zur WT Sequenz (380 bp) führt. 

Wie erwartet, wies das sequenzierte cDNA-Amplikon des leeren Vektors (ohne Exon 14) eine 

Länge von 257 bp auf. Durch die Trunkierung in der mutierten Sequenz, die die homozygote 

Spleiß-Variante beinhaltete, kommt es zu einer Leserasterverschiebung (c.1414_1421del, 
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p.(Val472Leufs*20) und dem Einbau eines vorzeitigen Stopp-Codons (PTC). Dieses PTC befindet 

sich 20 Aminosäuren-Positionen weiter stromabwärts („downstream“) und führt zu einer 

Trunkierung des CDC14A Proteins um ca. 21% (Abbildung 9). 

 

Abbildung 9: Vergleich der Proteinsequenz des wildtypischen und mutierten CDC14A 

Proteins nach der c.1421+2T>C Variante. Auf der linken Seite ist die WT Sequenz des 

CDC14A-Proteins dargestellt. Durch eine Leserasterverschiebung und den dadurch vermittelten 

Einbau eines PTCs 20 Aminosäuren weiter downstream, kommt es zur Trunkierung von ca. 21% 

des CDC14A Proteins (rot markierte Aminosäuren). Die Darstellung wurde mit Hilfe der Software 

Mutalyzer visualisiert (Wildeman et al. 2008). Die Abbildung wurde geändert nach (Doll et al. 

2020b). 

Um eine korrekte Verbindung von benachbarten Exons und die damit verbundene Entfernung 

von intronischen Sequenzbereichen zu gewährleisten, ist eine fehlerfreie RNA-Spleißung durch 

den Spleißosom-Komplex nach der Transkription unerlässlich (Wang and Cooper 2007). Durch 

die Aktivierung von kryptischen Spleiß-Seiten, wie sie bei Betroffenen innerhalb der iranischen 

Familie vorkommt, kann es zu fehlerhaft gespleißten Transkripten und daraus resultierenden 

Erkrankungen führen (Lopez-Bigas et al. 2005). 

Pakistanische Familie 

Die beiden betroffenen Patienten in der pakistanischen Familie (II.1, II.2, Familie 2) (Abbildung 

10A) zeigten, wie die iranischen Patientinnen eine kongenitale, sensorineurale, bilaterale, nicht-

progressive HS auf. Beide Patienten sind von einer hochgradigen HS betroffen (Abbildung 10B). 

Zur Veranschaulichung wurden nur die Messungen des linken Ohrs abgebildet. 
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Abbildung 10: Stammbaum und Audiogramm der pakistanischen Familie. (A) Stammbaum 

der pakistanischen Familie mit dem Index-Patienten II.1 (schwarzer Pfeil), dem ebenfalls 

betroffenen Bruder (II.2) und nicht betroffenen Familienmitgliedern. (B) Reintonaudiogramm des 

linken Ohrs von beiden betroffenen Patienten (II.1, blau; II.2, rot). Die Abbildung wurde geändert 

nach (Doll et al. 2020b). 

Beim älteren Bruder (II.2, Alter: 29) des Index-Patienten wurde mit ca. einem Jahr eine HS 

diagnostiziert, nachdem seine Mutter Zeichen eines Hörverlusts bemerkte. Die HS des älteren 

Bruders (II.2) als auch des jüngeren Index-Patienten (II.1, Alter: 27) wird als kongenital 

beschrieben. Angaben über einen progressiven Verlauf sind nicht verfügbar. Bei beiden Patienten 

konnte kein Tinnitus und keine vestibuläre Fehlfunktion festgestellt werden. Beide betroffenen 

Brüder leiden neben einer HS unter kurzsichtigem, zusammengesetztem Astigmatismus 

(Astigmatismus myopicus compositus). Beide sind nicht verheiratet und haben keine Kinder. 

Nach der ES des Index-Patienten und der Analyse unseres HS-Genpanels (174 Gene) konnte eine 

homozygote Variante c.1041dup in Exon 11 des CDC14A-Gens identifiziert werden, die durch die 

Duplikation der Base Cytosin zu einer Verschiebung des Leserasters und dem Einbau eines 

vorzeitigen Stopp-Codons zwei Aminosäure-Positionen weiter downstream führt 

(p.(Ser348Glnfs*2)). Die Variante ist weder in gnomAD oder der GME Datenbank annotiert. 

Weitere identifizierte Varianten wurden nach ACMG-Standards entweder als (wahrscheinlich) 

nicht pathogen eingestuft oder konnten den Phänotyp in der Familie nicht erklären. Mit Hilfe der 

Familienmitglieder II.2, II.3 (gesunder Bruder) und I.2 (gesunde Mutter) konnte die Variante 

bestätigt werden. So konnte die homozygote Variante ebenfalls im betroffenen Bruder 

nachgewiesen werden und heterozygot bei der gesunden Mutter des Index-Patienten (Abbildung 

11). 
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Abbildung 11: Elektropherogramm der Sanger-Sequenzierung von c.1041dup. Links ist ein 

Ausschnitt aus der Sequenz von II.1 mit der homozygoten Variante c.1041dup, p.(Ser348Glnfs*2) 

abgebildet. Rechts davon ist die heterozygote Variante der Mutter I.2 dargestellt. Die Position 

c.1041dup ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. Die Referenz-Sequenz (unten) und die Sequenz 

der Patienten und Patientinnen (oben) ist im unteren Abschnitt der Abbildung dargestellt. Die 

Abbildung wurde geändert nach (Doll et al. 2020b). 

Durch unsere interne Datenbank und den dort hinterlegten 330 Exome konnte die Variante in 

Patient II.1 nochmals bestätigt werden. Die Anwendung einer Linkage-Analyse innerhalb der 

pakistanischen Familie durch einen genomweiten SNP-Array erzielte 15 Regionen, die einen 

maximalen „Logarithm of the Odds“ (LOD)-Score von 1,927 erreichten. Die größte Region von 

13,6 Mb mit den Koordinaten: chr1:88.430.037-102.069.696 beinhaltete das CDC14A-Gen. 

Da es sich bei der c.1041dup Variante um eine frameshift-Variante, die den Einbau eines PTCs zur 

Folge hat handelt, wurden relative CDC14A mRNA Expressionslevel (aus Vollblut) des vorderen 

Teils (Exon 2-3) und des hinteren Teils (Exon 11-12) durch eine RT-qPCR des homozygoten 

Patienten II.2, der heterozygoten Mutter I.2 und WT Kontrollen quantifiziert (Abbildung 12). 
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Abbildung 12: Quantifizierung von relativen CDC14A mRNA Expressionslevel durch RT-

qPCR. Für Exon 2-3 (F(4, 10) = 150,69) und Exon 11-12 (F(4, 10) = 112,84) sind die relativen 

Expressionslevel der normalisierten Referenz-Proben (WT Kontrollen 1-3), des homozygoten 

Patienten II.2 und der heterozygoten Mutter I.2 dargestellt, mit N = 3 für jede Gruppe. Alle Werte 

sind Mittelwerte und Fehlerbalken stehen für die Maximal- und Minimalwerte. Zur 

Veranschaulichung wurden Signifikanzen nur für paarweise Vergleiche zur normalisierten WT 

Kontrolle 1 angegeben (* p < 0,05; *** p < 0,001). Abbildung geändert nach (Doll et al. 2020b). 

Für die RT-qPCR wurden jeweils zwei verschiedene Primer-Paare (siehe Anlage I, „Materials and 

Methods“) für Exon 2-3 (NM_033312.2) und Exon 11-12 (NM_033312.2) verwendet, da sowohl 

eine Region vor, als auch hinter der c.1041dup Variante, abgedeckt sein sollte um einen nonsense-

mediated mRNA decay (NMD) einschätzen zu können. Die Analyse der RT-qPCR konnte zeigen, 

dass die relativen Expressionslevel für Exon 2-3 und Exon 11-12 gegenüber der WT Kontrollen 

beim homozygoten Patienten II.2 um ca. 99% signifikant reduziert waren (Abbildung 12). Bei der 

heterozygoten Probe I.2 konnte im Vergleich zu den verwendeten WT Kontrollen ein Unterschied 

von 17-34% für Exon 2-3 und ein Unterschied von ca. 57% für Exon 11-12 detektiert werden 

(Abbildung 12). 

Der Einbau des PTCs durch die c.1041dup Variante zwei Aminosäure-Positionen weiter 

downstream (p.(Ser348Glnfs*2)), führt zu einer Trunkierung des CDC14A Proteins um ca. 44% 

(Abbildung 13). 
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Abbildung 13: Vergleich der Proteinsequenz des wildtypischen und mutierten CDC14A 

Proteins nach der c.1041dup Variante. Auf der linken Seite ist die WT Sequenz des CDC14A-

Proteins dargestellt. Durch eine Leserasterverschiebung und den dadurch vermittelten Einbau 

eines PTCs 2 Aminosäuren weiter downstream, kommt es zur Trunkierung von ca. 44% des 

CDC14A Proteins (rot markierte Aminosäuren). Die Darstellung wurde mit Hilfe der Software 

Mutalyzer visualisiert (Wildeman et al. 2008). Die Abbildung wurde geändert nach (Doll et al. 

2020b). 

Da es sich bei beiden Varianten um loss-of-function Varianten handelt, welche häufig durch den 

Einbau eines PTCs bedingt sind, stellte sich die Frage nach einem NMD. Das Ziel dieses 

Mechanismus ist der Abbau trunkierter Transkripte, die einen toxisch-negativen Effekt haben 

könnten (Kurosaki et al. 2019). Es ist bekannt, dass der NMD-Komplex zwischen regulärem und 

trunkiertem Transkript anhand der Position des regulären Stopp-Codons oder des PTCs innerhalb 

des Transkripts unterscheidet. Hier muss das PTC mindestens 50-55 Nukleotide an der 

nächstgelegenen Exon-Exon Verbindung in 3´-Richtung positioniert sein, damit ein Abbau durch 

die NMD Maschinerie initiiert wird (Maquat 2004). Da die Spleiß Variante c.1421+2T>C in der 

iranischen Familie eine Leserasterverschiebung auslöst (p.(Val472Leufs*20)) und das dadurch 

eingebaute PTC im letzten Exon 15 des CDC14A-Gens ohne nachfolgende Exon-Exon 

Verbindung in 3´-Richtung lokalisiert ist, kommt es hier sehr wahrscheinlich nicht zu einem Abbau 

durch den NMD-Komplex. Somit könnte eine Anhäufung von schädlichen Transkripten die HS 

in dieser Familie erklären. Die frameshift-Variante c.1041dup in der pakistanischen Familie 

befindet sich in Exon 11 und führt zu einem PTC-Einbau im selben Exon. Die Position des PTCs 

liegt dabei mehr als 55 Nukleotide von der nächsten Exon-Exon Grenze in 3´-Richtung entfernt. 

Gemäß dem zuvor beschriebenen Mechanismus, sollte es also zum Abbau des trunkierten 

Transkripts kommen. Unsere Analysen der relativen Expressionslevel bei homozygoten und 

heterozygoten Individuen im vorderen (Exon 2-3), und hinteren Transkriptbereichs (Exon 11-12) 

von CDC14A bestätigten diese Annahme. Die Reduzierung der Expressionslevel um ca. 99% beim 

homozygoten Patienten, führt demnach höchstwahrscheinlich zu einer ungenügenden Anzahl an 

funktionellem Transkript und der Ausbildung der HS. 

Interessanterweise scheint die Ausbildung einer nicht-syndromalen HS (NSHS, DFNB32) mit 

fertilen männlichen Betroffenen oder die Ausbildung eines HIIM-Syndroms, transkriptabhängig 
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zu sein (Mohseni et al. 2020). Dabei ist ein funktionstüchtiges Transkript NM_033313.2 (11 Exons) 

wohl essenziell für eine männliche Fertilität, da männliche Betroffene mit bereits bekannten 

Varianten, die zu einem Abbau des Transkripts NM_033313.2 führen, infertil sind. Varianten, wie 

auch die beiden in dieser Arbeit beschriebenen, die die Funktion des kurzen Transkripts 

NM_033313.2 nicht beeinflussen, wurden ausschließlich in fertilen männlichen Betroffenen mit 

NSHS identifiziert. Mohseni et al. haben deshalb daraus geschlossen, dass ein funktionstüchtiges 

3´-Ende von längeren CDC14A Transkripten, essenziell für eine intakte Hörfunktion ist und der 

Abbau oder die Trunkierung längerer Transkripte (wie auch NM_033312.2), für fertile Betroffene 

mit einer eingeschränkten auditorischen Funktion verantwortlich ist (Mohseni et al. 2020). 

Nach Veröffentlichung von Anlage I wurde eine weitere Variante in CDC14A (c.1351_1352delGC, 

p.(Ala451Thrfs*43)) beschrieben, die zu einer NSHS (DFNB32) in fertilen männlichen 

Betroffenen führt. Abbildung 14 (siehe „Figure 4“ in Anlage I) wurde hierfür angepasst und 

umfasst nun alle 12 beschriebenen Varianten in diesem Gen. 

 

 

Abbildung 14: Zusammenfassung aller bisher beschriebenen Varianten in CDC14A. Das 

Transkript NM_033312.2, NP_201569.1 umfasst 15 Exons und besitzt eine „dual-specificity 

phosphatase domain“ (DSPn; grün) und eine „core dual-specificity phosphatase domain” 

(DSPc/PTPc; lila)). Alle 12 bisher beschriebenen Varianten sind mit ihrer c. und p. Position 

abgebildet, wobei die in dieser Arbeit identifizierten Varianten in rot markiert sind. Varianten mit 

einem HIIMS Phänotyp sind mit einem Kreis-Symbol gekennzeichnet und Varianten, die zu einer 

NSHS führen, sind mit einem Dreieck markiert. Die Abbildung wurde geändert nach (Doll et al. 

2020b). 
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3.2. Eine neue Variante in MYO3A in einer deutschen Familie mit autosomal 

dominanter HS (Anlage II) 
 

In Anlage II (Doll et al. 2020a) wird eine deutsche Familie mit einer progressiven autosomal 

dominanten Hochtonschwerhörigkeit beschrieben, in der eine neue heterozygote missense 

Variante in MYO3A identifiziert wurde. 

Innerhalb der Familie zeigten sieben Patientinnen eine bilaterale, sensorineurale HS, die einen 

prälingualen Beginn aufwies (I.2, II.2, II.3, III.1, III.2, III.4, III.5) (Abbildung 15). 

 

Abbildung 15: Stammbaum der deutschen Familie und Segregation der MYO3A c.716T>C 

Variante. (A) Betroffene Index-Patientin III.1 (schwarzer Pfeil) und ebenfalls betroffene 

(schwarzes Symbol) und gesunde Familienmitglieder (weißes Symbol). Heterozygote 

Familienmitglieder sind mit „T/C“ und gesunde, wildtypische Familienmitglieder sind mit „T/T“ 

gekennzeichnet. (B) Elektropherogramm der heterozygoten Variante c.716T>C, p.(Leu239Pro) 

und wildtypische Sequenz. Die Abbildung wurde geändert nach (Doll et al. 2020a). 

Die Messung der HS aller betroffenen Patientinnen (I.2, II.2, II.3, III.1, III.2, III.4, III.5) zeigte 

eine moderate bis schwerwiegende Hochtonschwerhörigkeit in der Familie (Abbildung 16). Das 

Familienmitglied III.3 wies nach der Messung normale Werte auf und zeigte kein beeinträchtigtes 

Hörvermögen. Nach einer weiteren Untersuchung wurden keine weiteren Risikofaktoren für eine 

HS, wie Infektionen, Traumata oder Tinnitus in dieser Familie festgestellt. Alle betroffenen 

Patientinnen besitzen Hörgeräte, welche gut eingestellt sind und wodurch gute Ergebnisse erzielt 

werden. 



Ergebnisse und Diskussion – Anlage II 

43 

 

 

Abbildung 16: Audiogramme der deutschen Familie. Reintonaudiogramm des rechten (A) und 

(B) linken Ohrs aller sieben betroffenen Patientinnen (Luftleitung). Das Alter der Patientinnen 

zum Zeitpunkt der Testung ist jeweils rechts davon abgebildet. Die Abbildung wurde geändert 

nach (Doll et al. 2020a). 

Um eine mögliche Progredienz der HS innerhalb dieser Familie festzustellen, wurde eine 

Korrelationsanalyse mit Hilfe des Alters bei Testung und dem mittleren Schwellenwert (dB) der 

betroffenen Patientinnen für hohe (4-8 kHz), mittlere (1-3 kHz) und tiefe (0,125-0,5 kHz) 

Frequenzen durchgeführt. Die Analyse ergab eine eindeutige Korrelation zwischen den 

durchschnittlichen Schwellenwerten und hohen und mittleren Frequenzen für beide Ohren 

(Pearson’s r für hohe Frequenzen: 0,62 (rechtes Ohr), 0,76 (linkes Ohr); Pearson’s r für mittlere 

Frequenzen: 0,71 (rechtes Ohr), 0,83 (linkes Ohr)). Diese Korrelation lässt auf einen progressiven 

Verlauf und einer erwartbaren Verschlechterung der HS mit dem Alter schlussfolgern (Abbildung 

17). 

 

Abbildung 17: Korrelationsanalyse für mittlere und hohe Frequenzbereiche. Korrelation 

zwischen Alter der Patientinnen bei audiometrischer Datenerhebung und mittleren 

Schwellenwerten für hohe (A) und mittlere (B) Frequenzbereiche. Die Abbildung wurde geändert 

nach (Doll et al. 2020a). 
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Da Patienten und Patientinnen mit einer dominanten HS und Varianten in MYO3A in der Literatur 

bisher ausschließlich auch einen progressiven Verlauf aufwiesen, bestätigt die hier beschriebene 

Familie den Phänotyp einer MYO3A assoziierten dominanten HS. 

Nach der ES der Index-Patientin III.1, der initialen Analyse von 174 HS-assoziierten Gene und 

darauffolgender exomweiter Analyse, konnte eine heterozygote missense Variante c.716T>C, 

p.(Leu239Pro) im MYO3A-Gen identifiziert werden, die durch mehrere Vorhersageprogramme als 

krankheitsverursachend eingestuft wird (Tabelle 2).  

Tabelle 2: Informationen zur Variante c.716T>C in MYO3A. 

Position und Region Varianteninformation 

Gen MYO3A 

Typus der Variante missense 

Chromosom 10 

Exon 8 

c. Position (Transkript) c.716T>C (NM_017433.4, GRCh37) 

g. Position g.26310562T>C 

p. Position p.(Leu239Pro) 

Konservierung (AS, Nukleotid) hochkonserviert (AS, Nukleotid) 

Proteindomäne katalytische Proteindomäne 

In silico Vorhersageprogramme Einstufung 

SIFT Deleterious  

MutationTaster Disease causing 

PolyPhen-2 Probably Damaging 

Populationsdatenbank Vorkommen 

gnomAD Variante nicht aufgeführt 

 

Die Variante ist weder in Populationsdatenbanken wie gnomAD annotiert, noch konnte sie laut 

Human Gene Mutation Database (HGMD) bereits mit einer Erkrankung in Verbindung gebracht 

werden. Durch die Variante c.716T>C kommt es zum Aminosäure-Austausch von Leucin nach 

Prolin innerhalb einer hochkonservierten katalytischen Kinase-Domäne des MYO3A Proteins. 

Nach einer Sanger-Sequenzierung aller betroffenen Patientinnen (I.2, II.2, II.3, III.1, III.2, III.4, 

III.5) und des nicht betroffenen Vaters der Index-Patientin (II.1), konnte die Segregation der 

Variante innerhalb der Familie validiert und bestätigt werden (Abbildung 15).  

Beide bisher beschriebenen dominanten Varianten (Dantas et al. 2018; Grati et al. 2016) in MYO3A 

befinden sich in der Motorkopf-Domäne des kodierten Proteins und führen zu einer Änderung 
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der ATPase Aktivität des Proteins in den Stereozilien, was in einer nicht-syndromalen, bilateralen 

und progressiven HS resultiert (Grati et al. 2016). Der Schweregrad und der Beginn der HS 

innerhalb der Familien ist variabel und liegt zwischen mild und hochgradig mit einem kongenital 

auftretenden Fall, einem Krankheitsbeginn in der frühen Kindheit oder erst in der dritten 

Lebensdekade. Auch in der Literatur bekannte homozygote Varianten in MYO3A, die für die 

Ausbildung einer rezessiven HS ursächlich sind, zeigen einen sehr variablen klinischen HS-

Phänotyp, mit kongenitalen und spät manifestierenden Fällen und moderatem bis hochgradigen 

Schweregrad mit einer Verteilung der Varianten über das komplette Gen hinweg (siehe Abbildung 

2 und Tabelle S2 in Anlage II). 

Da keine kristalline Struktur des MYO3A WT Proteins öffentlich zugänglich war, wurde die 

Struktur eines Teils des MYO3A WT (p.239Leu) und mutierten Proteins (p.239Pro) durch eine in 

silico Vorhersage des Onlineservers I-TASSER (Internetquelle 8) bestimmt (siehe „2.10. Protein-

Vorhersage mit I-TASSER“). Besonders interessant war hierbei die Position des ausgetauschten 

Leucins an der Position 239. Das Modell der WT Variante mit dem höchsten C-Score (-1,82), zeigte 

die Aminosäure Leucin an Position 239 als Teil einer alpha-Helix Struktur (Abbildung 18A).  

 

Abbildung 18: Protein Vorhersagen für die Position p.239 des MYO3A Proteins durch I-

TASSER. (A) Wildtypisches Modell (C-Score 1,82) mit der Aminosäure Leucin an Position 239. 

(B) Mutiertes Modell (C-Score -1,93) mit der ausgetauschten Aminosäure Prolin. Rosafarbene 

Strukturen stellen alpha-Helices dar, beta-Faltblätter sind in gelb verdeutlicht und weiß/blaue 

Bereiche sind nicht Teil einer Sekundärstruktur. Zur Veranschaulichung der Aminosäure-Position 

239 wurden unterschiedliche Aufnahmen der Ausrichtung des Modells für (A) und (B) gemacht. 

Von allen Modellen mit der Aminosäure Prolin an der Position 239, zeigte das Modell mit dem 

höchsten C-Score (-1,93) diese Aminosäure nicht als Teil einer Sekundärstruktur (Abbildung 18B). 

Durch den Vergleich des WT Modells (Leucin) mit dem Aminosäure-Austausch Modell (Prolin) 

mit den beiden höchsten C-Scores konnte gezeigt werden, dass es beim Einbau von Prolin 
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wahrscheinlich zur Brechung der beim WT vorliegenden alpha-Helix kommt (Abbildung 18) (nicht 

veröffentlichte Daten). 

Andere Modelle mit einem niedrigeren C-Score kamen bei den Strukturvorhersagen von WT und 

mutiertem MYO3A zu unterschiedlichen Einschätzungen. Da es sich bei Prolin aber um eine 

ringförmige Aminosäure handelt und es oftmals zur Aufbrechung von alpha-Helices durch dessen 

Einbau kommt (Bajaj et al. 2007; Cordes et al. 2002), könnte dieser Aminosäure-Austausch für eine 

Strukturänderung des MYO3A Proteins verantwortlich sein. Da keine direkte Testung des Effekts 

der Aminosäure-Substitution von Leucin nach Prolin in Patientinnen der beschriebenen Familie 

erfolgte, konnte eine mögliche Auswirkung nur anhand bisher beschriebener Beobachtungen 

eingeschätzt werden. Dantas et al. konnten beispielsweise nachweisen, dass die heterozygote 

Variante c.2090T>G, p.(Leu697Trp) in MYO3A zu einer Reduzierung der Aktin-abhängigen 

Initiierung der Protrusion und der Elongations-Aktivität in Stereozilien führt (Dantas et al. 2018). 

Diesen Effekt begründeten sie durch die Wirkung eines dominant-negativen Effekts, der durch die 

Ansammlung von wildtypischem und mutiertem Protein auftritt und eine korrekte Proteinfunktion 

von MYO3A verhindert (Bergendahl et al. 2019). Die hier beschriebene c.716T>C, p.(Leu239Pro) 

Variante befindet sich in der Kinase-Domäne von MYO3A, welche nachweislich für eine korrekte 

Regulation und Stabilität der Aktin-Dynamik an Filopodien-Spitzen verantwortlich ist (Quintero 

et al. 2010). Durch die Annahme eines dominant-negativen Effekt der heterozygoten c.716T>C 

Variante, könnte es zu einer Einschränkung dieser Funktion durch Anhäufung und Interaktion von 

wildtypischem und mutiertem Protein kommen und die HS in der hier beschriebenen deutschen 

Familie erklären. 
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3.3. Genetisches Spektrum von syndromalen und nicht-syndromalen 

Hörstörungen in pakistanischen Familien (Anlage III) 
 

In Anlage III (Doll et al. 2020c) werden 13 Familien aus Pakistan mit sowohl nicht-syndromalen, 

als auch syndromalen HS beschrieben. In drei Familien mit einer syndromalen HS konnten zwei 

bisher nicht veröffentlichte Varianten in den Genen FGF3 und SLITRK6 identifiziert werden. 

Insgesamt sollte eine pakistanische Kohorte von 21 Familien mit Hilfe der ES eines Index-

Patienten aus jeweils einer Familie auf ursächliche Varianten in bereits bekannten und neuen HS-

Genen untersucht werden. Nach einer exomweiten Analyse konnten in 13 Familien die genetische 

Ursache der HS aufgeklärt werden und 13 Varianten in sieben HS-assoziierten Genen identifiziert 

werden (siehe „Table 1“ in Anlage III). Zwei der 13 Varianten wurden bisher noch nicht in der 

Literatur beschrieben und machten insgesamt 15,4% aller identifizierten Varianten aus. Die 

Aufklärungsrate betrug 61,9% und ist vergleichbar mit Studien, die ebenfalls konsanguine Familien 

untersuchten und eine Aufklärungsrate von 67% zeigten (Sloan-Heggen et al. 2015). Alle Varianten 

kamen entweder homozygot (92,3%) oder compound heterozygot (7,7%) vor und wurden 

vorwiegend in autosomal rezessiven HS-Genen detektiert. Insgesamt konnten pathogene und 

wahrscheinlich pathogene Varianten in folgenden Genen identifiziert werden: GJB2, MYO7A, 

FGF3, CDC14A, SLITRK6, CDH23 und MYO15A. Hierbei waren die Gene GJB2 und MYO7A 

am häufigsten betroffen und machten fast die Hälfte aller betroffenen Gene aus (46,2%) 

(Abbildung 19A).  

 

Abbildung 19: Zusammenfassung der betroffenen Gene und die Verteilung von Varianten 

innerhalb der der pakistanischen Familien. (A) Prozentanteile der betroffenen Gene in 13 

pakistanischen Familien. (B) Anzahl der verschiedenen Varianten-Typen. Der Farbencode stimmt 

mit den Farben von (A) überein. Die Abbildung wurde übernommen aus (Doll et al. 2020c). 
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Insgesamt konnten sieben missense Varianten (53,8%), drei nonsense Varianten (23,1%), zwei 

frameshift Varianten (15,4%) und eine Spleiß Variante (7,7%) gefunden werden (Abbildung 19B) 

(Abbildung 20). 
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Abbildung 20: Stammbäume und Segregation aller 13 pakistanischen Familien. Alle 

Familien waren konsanguin (Doppellinie). Betroffene Patienten und Patientinnen sind durch ein 

schwarzes Symbol, und nicht-betroffene durch ein weißes Symbol gekennzeichnet. Exom-

sequenzierte Index-Patienten und Patientinnen sind durch einen Pfeil markiert. Mutierte Allele 

zeigen das Symbol “-“ und WT Allele sind durch “+“ gekennzeichnet. Bereits verstorbene 

Familienmitglieder sind in der Mitte des Symbols durch eine Linie getrennt. Familienmitglieder mit 
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einer Knochenkrankheit (ohne HS) sind gestreift markiert. Die Abbildung wurde geändert nach 

(Doll et al. 2020c). 

 

Patienten und Patientinnen mit syndromalen HS 

Fünf der 21 Familien zeigten eine syndromale Form der HS (Familie 1, 2, 4, 5, 7), was insgesamt 

23,8% der Fälle ausmachte. In zwei Familien (Familie 4, 5) wurden die betroffenen Patienten und 

Patientinnen mit dem Usher-Syndrom diagnostiziert und zeigten charakteristische, 

ophthalmologische Auffälligkeiten.  

In Familie 1 und 2 konnte eine bisher nicht beschriebene segregierende homozygote missense 

Variante c.166C>T, p.(Leu56Phe) im Gen FGF3 (NM_005247.2) identifiziert werden, die laut 

ACMG-Richtlinien als wahrscheinlich pathogen eingestuft wurde (Abbildung 20). Betroffene in 

beiden Familien zeigten eine kongenitale, schwerwiegende HS und sichtbar vorgewölbte 

Ohrmuscheln („Tassenohr“), mit teilweise erkennbaren Präaurikularanhängen (Familie 2, IV.5) 

(Abbildung 21A). Bisher bekannte rezessive Varianten in FGF3 konnten mit dem LAMM-

Syndrom in Kombination mit einer kongenitalen HS assoziiert werden (Tekin et al. 2007; Tekin et 

al. 2008). Hierbei kann es zu unterschiedlich stark ausgeprägten, phänotypischen Merkmalen 

kommen, die zwischen einem LAMM-Syndrom mit vollständiger Penetranz und milderen 

Verlaufsformen variieren (Riazuddin et al. 2011). Familie 1 und 2 weisen einen eher milden 

Phänotyp auf (HS und leichte Ohrmuschelfehlbildungen) und sind damit mit Familien mit milden 

syndromalen Merkmalen vergleichbar. 

 

Abbildung 21: Klinische Fotografien der Familie 1 und 2 und Audiogramm der Familie 7. 

(A) Betroffene Patienten und Patientinnen der Familie 1 (IV.1, IV.2, IV.3) und der Familie 2 (III.5, 

III.10, IV.2, IV.5) mit sichtbar vorgewölbten Ohrmuscheln. Familienmitglied IV.5 der Familie 2 

zeigt zusätzlich zwei Präaurikularanhänge am vorderen Ohrmuschelbereich. (B) 

Reintonaudiogramm des rechten (x) und linken (o) Ohrs von Familienmitglied IV.1 und IV.2 in 

Familie 7. Die Abbildung wurde geändert nach (Doll et al. 2020c). 
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Familie 4 und 5 wurden mit dem Usher-Syndrom diagnostiziert. In Familie 4 konnte in betroffenen 

Familienmitgliedern (IV.1, IV.2, IV.3) eine homozygote pathogene missense Variante c.470G>A, 

p.(Ser157Asn) (Jaijo et al. 2006) im MYO7A-Gen identifiziert werden (Abbildung 20). Eine 

ophthalmologische Untersuchung in den Patienten IV.3 und IV.5 zeigte eine RP mit einer hohen 

Kurzsichtigkeit und einem Katarakt (grauer Star) in beiden Augen. Laut in silico Vorhersage 

Programmen schwächt die Variante und der Aminosäure-Austausch die 5´-Donor Spleiß-Seite an 

dieser Stelle. Dieser Effekt konnte von Aparisi et al. an nasalen Epithelzellen validiert werden und 

zeigte ein Exon-Skipping von Exon 5 und ein trunkiertes MYO7A Protein des mutierten 

Transkripts (Aparisi et al. 2013). Betroffene in Familie 5 (IV.2, IV.3) wurden ebenfalls mit einem 

Usher-Syndrom diagnostiziert. Eine Untersuchung in Familienmitglied IV.2 zeigte eine Hyperopie, 

einen Katarakt und eine RP in beiden Augen. Die Mutter (III.4) und der Bruder (IV.1) der Index-

Patientin sind von einer Knochen-Erkrankung aber nicht von einer HS betroffen. Die genetische 

Ursache dieser Erkrankung konnte leider nicht mit Hilfe einer ES identifiziert werden. In der 

Index-Patientin (IV.2) und deren Bruder (IV.3) mit einer HS wurde eine homozygote pathogene 

missense Variante c.3502C>T, p.(Arg1168Trp) in MYO7A (Le Guedard-Mereuze et al. 2010) als 

ursächlich identifiziert und mittels Segregationsanalyse in der Familie validiert (Abbildung 20). 

Betroffene Familienmitglieder in Familie 7 (IV.1, IV.2) zeigten eine schwerwiegend bis hochgradige 

HS (Abbildung 21B). Sowohl Patient IV.1 als auch IV.2 zeigte einen myopischen Astigmatismus 

(„compound“) und ein Glaukom (IV.1: 17mmHg; IV.2: 15mmHg). In IV.1 konnte zusätzlich ein 

Duane-Retraktionssyndrom (DRS) im linken Auge festgestellt werden. IV.2 zeigte zusätzlich 

Degenerationen an der Makula in beiden Augen. Nach einer ES konnte eine homozygote nonsense 

Variante c.120_121insT, p.(Asp41*) im SLITRK6-Gen in IV.1 und IV.2 als ursächlich für die 

vorliegende syndromale HS identifiziert werden. Beide Eltern zeigten diese Variante nur 

heterozygot (Abbildung 20). Laut ACMG-Standards wird diese Variante als wahrscheinlich 

pathogen eingestuft und ist in der Literatur zuvor noch nicht beschrieben worden. Der Einbau 

eines PTCs an Aminosäureposition 41 (von 841 Aminosäuren) würde ca. 95% des Proteins 

trunkieren und sehr wahrscheinlich einen NMD zur Folge haben. Rezessive Varianten in SLITRK6 

wurden zuvor mit einer sensorineuralen HS und starker Kurzsichtigkeit assoziiert (Tekin et al. 

2013). Patienten und Patientinnen mit einem HS- und Myopie-Syndrom weisen Werte zwischen -

6 und -11 Dioptrien auf (Ordonez and Tekin 1993) und sind mit der Kurzsichtigkeit in Familie 7 

vergleichbar. 
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Patienten und Patientinnen mit nicht-syndromalen HS 

Veröffentlichte Studien mit betroffenen konsanguinen Familien aus Pakistan beschrieben die Gene 

GJB2, SLC26A4, MYO15A, OTOF, CDH23, TMC1, MYO7A und HGF als häufigste Gene, in 

denen ursächliche Varianten bei rezessiven HS identifiziert werden konnten (Hilgert et al. 2009; 

Richard et al. 2019; Schultz et al. 2009). Diese Ergebnisse ließen sich auch bei der hier 

beschriebenen Patienten- und Patientinnen-Kohorte reproduzieren. So wurden ursächliche 

Varianten in GJB2 und MYO7A in sechs der 13 Familien ausgemacht (46,2%). In Familie 10 und 

11 konnte die pathogene, sehr weit verbreitete kleine Deletion c.35delG, p.(Gly12Valfs*2) (Zelante 

et al. 1997) identifiziert werden (Abbildung 20). In Familie 3 segregierte die ebenfalls weit 

verbreitete pathogene Stopp-Mutation c.231G>A, p.(Trp77*) (Kelsell et al. 1997) (Abbildung 20). 

Interessanterweise finden sich Varianten, die sich in bekannten syndromalen Genen wie MYO7A 

(Liu et al. 1997) oder CDH23 (Bork et al. 2001) befinden, oftmals in pakistanischen Familien, deren 

Mitglieder von einer HS ohne syndromalen Phänotyp betroffen sind. Im Gegensatz zu Familie 4 

und 5 mit einem eindeutigen Usher-Syndrom Phänotyp, zeigte Familie 8 drei verschiedene 

heterozygote Varianten in MYO7A (Tabelle 3) (Abbildung 20). 

Tabelle 3: Drei heterozygote Varianten in MYO7A in Familie 8. 

c./p. Position Familienmitglied (Familie 8) 

c.1258A>T, p.(Lys420*) (Cremers et al. 2007) (1) III.4, IV.1, IV.2 

c.1849T>C, p.(Ser617Pro) (Carss et al. 2017) (2) II.1, IV.1, IV.2 

c.4505A>G, p.(Asp1502Gly) (Richard et al. 2019) (3) III.4, IV.1, IV.2 

 

Eine ophthalmologische Untersuchung der Index-Patientin IV.1 war unauffällig und zeigte keine 

Abnormalitäten innerhalb der Retina. Im Gegensatz zu beiden Betroffenen IV.1 und IV.2, konnte 

bei der gesunden Mutter III.4 nur die beiden heterozygoten Varianten (1) und (3) per Sanger-

Sequenzierung nachgewiesen werden. Der Großvater väterlicherseits (II.1) ist Anlageträger der 

Variante (2). Richard et al. konnten zwei der drei Varianten (1), (3) in einer pakistanischen Familie 

mit rezessiver NSHS identifizieren, wobei sich die dritte dort vorkommende Variante von unserer 

Variante (2) unterscheidet (Richard et al. 2019). Da die Varianten (1) und (3) beide von der 

gesunden Mutter und die Variante (2) väterlicherseits an beide betroffenen IV.1 und IV.2 vererbt 

wurden, kann hier ein compound heterozygoter Erbgang der Varianten (1) und (2) angenommen 

werden (Abbildung 20). Es bleibt hierbei offen, ob das doppelmutierte Allel der Mutter ein weit 

verbreitetes Allel in der pakistanischen Bevölkerung ist oder ob Familie 8 und die von Richard et 

al. beschriebene Familie entfernt verwandt sind. 
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In den Familien 6, 9, 12 und 13 konnten homozygote segregierende Varianten in den bekannten 

Genen CDC14A (Familie 6), CDH23 (Familie 9, Familie 13) und MYO15A (Familie 12) als 

krankheitsverursachend identifiziert werden (Abbildung 20). Die Variante c.2968G>A, 

p.(Asp990Asn) (Bork et al. 2001) in Familie 9 ist mit autosomal rezessivem NSHS (ARNSHS) 

assoziiert und wurde in Familien aus Süd-Indien mit HS als vermehrt auftretende Variante 

identifiziert (Vanniya et al. 2018). Die mit einer ARNSHS assoziierte Variante c.4688T>C, 

p.(Leu1563Pro) (Schultz et al. 2011) in CDH23 wurde als ursächlich in Familie 13 befunden. Die 

c.1041dup, p.(Ser348Glnfs*2) Variante in Familie 6 in CDC14A wurde zuvor in Anlage I als 

pathogen beschrieben (Doll et al. 2020b). Familie 12 zeigte eine segregierende pathogene c.9518-

2A>G Spleiß-Variante in MYO15A, die im Index-Patienten IV.1 und den betroffenen 

Geschwistern IV.2 und IV.4 zu einem Verlust der Spleiß-Akzeptor Stelle führt und zuvor in einer 

pakistanischen Familie mit NSHS beschrieben wurde (Khan et al. 2019). 

In allen 13 Familien wurde eine Linkage-Analyse durchgeführt, um Intervalle zu identifizieren, in 

denen die ursächliche Variante wahrscheinlich lokalisiert ist. In jeder Familie konnte ein mehrere 

Mb großes Intervall identifiziert werden, welches das jeweils betroffene Gen und die Variante 

umfasste oder sehr nah am jeweiligen Gen-Lokus lokalisiert war (siehe „Table 3“ in Anlage III). 

Familie 8 besaß kein Intervall nahe dem MYO7A-Gen, was den compound heterozygoten 

Charakter der hier identifizierten Varianten unterstützte. 

Innerhalb der Studie von 21 pakistanischen Familien mit HS konnte für insgesamt 13 Familien ein 

genetischer Hintergrund und damit die krankheitsverursachende Variante ausgemacht werden. In 

acht Familien (38,1%) konnte bisher keine pathogene oder wahrscheinliche pathogene Variante in 

bekannten HS Genen identifiziert werden. In vier Familien rückten Gene in den Fokus, die bisher 

nicht mit einer HS assoziiert wurden und als Kandidatengene angesehen werden und in denen eine 

funktionelle Auswirkung experimentell untersucht wird. Eine Genom-Sequenzierung würde sich 

in den restlichen vier Familien ohne Hinweis auf ein neues oder bekanntes Gen anbieten, um hier 

auch tief-intronische und regulatorische Varianten oder mögliche strukturelle Veränderungen zu 

überprüfen. 
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4. Ergebnisse und Diskussion von nicht veröffentlichten Arbeiten 
 

Der Verlust von Drebrin hat Auswirkungen auf den zentralen auditorischen 

Signalweg in der Maus und führt möglicherweise zu einer 

Sprachverarbeitungsstörung beim Menschen 

 

Im Rahmen dieser Arbeit war es unter anderem das Ziel, in bisher unaufgeklärten iranischen 

Familien mit einer HS neue Kandidatengene für HS zu identifizieren und funktionell zu 

charakterisieren. Hierfür wurden Familien ausgewählt, die zuvor durch mehrere Analysen, wie 

klinische Panel (TruSight One, Illumina) oder Exome untersucht wurden und bei denen keine 

Variante in bisher bekannten HS-Genen gefunden werden konnte. Um die Vielzahl an in Frage 

kommender Varianten einzugrenzen, wurde für eine exomweite Analyse aller Gene mehr als ein 

Betroffener oder eine Betroffene Exom-sequenziert und Varianten anschließend per „Sample-

Filtering“ in GensearchNGS für eine weitere Analyse ausgewählt. Da die untersuchten iranischen 

Familien einen konsanguinen Hintergrund hatten und man anhand der betroffenen Patienten und 

Patientinnen einen autosomal-rezessiven Erbgang vermutete, wurden im ersten Analyse-Durchlauf 

alle homozygoten und compound heterozygoten Varianten mit Hilfe der ACMG-Richtlinien und 

diversen Expressionsdatenbanken wie z.B. der Shared Harvard Inner-Ear Laboratory Database 

(SHIELD) bewertet. Im Anschluss wurden Varianten unklarer Signifikanz oder Varianten, die als 

wahrscheinlich pathogen eingestuft wurden, per Sanger-Sequenzierung innerhalb der Familien 

validiert und untersucht. Diese Analyseschritte führten zur Identifizierung einer Variante im 

DBN1-Gen (Tabelle 4). Um die Auswirkungen eines fehlerhaften oder fehlenden Drebrin-Proteins 

zu verstehen, wurde ein globaler Drebrin-KO an Mäusen mit Hilfe von immunhistochemischen 

Färbungen der Maus-Cochlea und ABR- und ASSR-Messungen untersucht und mit WT-Mäusen 

verglichen. Diese Arbeiten wurden in Kollaboration mit dem Tübingen Hearing Research Centre 

(THRC) durchgeführt. Die Ergebnisse wurden bisher nicht veröffentlicht und befinden sich 

momentan in der Manuskript-Vorbereitung. 

In einer iranischen, konsanguinen Familie, die ursprünglich mit dem Verdacht auf eine 

sensorineurale HS und einer milden Intelligenzminderung an uns übermittelt wurde, konnte in 

beiden Exom-sequenzierten Patienten eine homozygote missense Variante c.289G>A, 

p.(Ala97Thr) im DBN1-Gen (NM_004395.3) identifiziert werden (Abbildung 22A, B). 
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Abbildung 22: Stammbaum, Elektropherogramm und homozygotes Intervall der 

iranischen Familie. (A) Stammbaum der Familie und Segregation der c.289G>A, p.(Ala97Thr) 

Variante. (B) Elektropherogramm der homozygoten missense Variante. (C) ROHs innerhalb der 

Familie (rot) in 22 Autosomen und größtes 7 Mb Intervall auf Chromosom 5 (schwarzer Pfeil). 

 

Fünf von sechs Vorhersageprogrammen und ein CADD-Wert von 25,1 stufen diese Variante als 

krankheitsverursachend („Deleterious“, „Disease causing“, „Damaging“) ein. Der 

Aminosäureaustausch von Alanin nach Threonin betrifft eine moderat konservierte Aminosäure 

(GERP-Wert: 3,82) und ist in einer Aktin-bindenden Proteindomäne lokalisiert. In gnomAD ist 

diese Variante nur 16 x heterozygot mit einer Allel-Frequenz von 0,00008274 bei Gesunden 

aufgeführt, jedoch nicht homozygot. Für diese Variante gibt es weder in der Iranome noch in der 

GME Datenbank einen Eintrag (Tabelle 4). Alle weiteren Varianten in beiden betroffenen 
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Patienten wurden entweder als wahrscheinlich benigne eingestuft oder erklärten nicht den 

Phänotyp innerhalb der Familie.  

Tabelle 4: Zusammenfassung der Variante c.289G>A, p.(Ala97Thr) in DBN1. 

Position und Region Varianteninformation 

Gen DBN1 

Typus der Variante missense 

Chromosom 5 

Exon 4 

c. Position (Transkript) c.289G>A (NM_004395.3, GRCh37) 

g. Position g.176894785C>T 

p. Position p.(Ala97Thr) 

Konservierung (AS, Nukleotid) konserviert (AS, Nukleotid) 

Proteindomäne Aktin-bindende Proteindomäne 

In silico Vorhersageprogramme Einstufung 

SIFT Tolerated 

MutationTaster Disease causing 

PolyPhen-2 Probably Damaging 

fathmm Damaging 

LRT Deleterious 

CADD score 25,1 

GERP score 3,82 

Populationsdatenbank Vorkommen 

gnomAD 0,00008274 (16 x heterozygot) 

Iranome kein Eintrag 

GME kein Eintrag 

 

Mit beiden betroffenen Patienten der Familie wurde ein Homozygosity mapping durchgeführt und 

homozygote Bereiche innerhalb der 22 Autosomen bestimmt. Das größte Intervall befand sich auf 

Chromosom 5 mit den Koordinaten 170.258.216 – 177.383.782 mit 7 Mb und beinhaltet das DBN1 

Gen (Koordinaten: 176.883.609-176.901.402) (Abbildung 22C). 

Da auch für das WT Drebrin-Protein keine kristalline Struktur öffentlich zugänglich war, wurde 

die Struktur eines Teils des Drebrin WT (p.97Ala; Abbildung 23A) und mutierten Proteins 

(p.97Thr; Abbildung 23B) durch eine in silico Vorhersage des Onlineservers I-TASSER 

(Internetquelle 8) bestimmt (siehe „2.10. Protein-Vorhersage mit I-TASSER“). Vergleicht man die 
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Strukturvorhersagen zwischen den beiden Modellen mit dem jeweils höchsten C-Score, so fällt eine 

Konformationsänderung der Proteinstruktur im modellierten mutierten Drebrin Protein auf, 

welche zur Ausbildung eines β-Faltblatts führt (WT C-Score: -3,24; mutiert C-Score: -2.96). In 

weiteren Modellierungen, welche jedoch alle einen geringeren C-Score und somit eine geringere 

geschätzte Qualität besaßen, wurde diese Konformationsänderung nicht konsistent vorausgesagt. 

 

Abbildung 23: Protein-Modellierung von Drebrin mit I-TASSER und gegenüber Varianten 

intolerante Regionen des DBN1-Gens. (A) Wildtypisches Modell (C-Score -3,24) mit der 

Aminosäure Alanin an Position 97. (B) Mutiertes Modell (C-Score -2,96) mit der ausgetauschten 

Aminosäure Threonin. Rosafarbene Strukturen stellen alpha-Helices dar, beta-Faltblätter sind in 

gelb verdeutlicht und weiß/blaue Bereiche sind nicht Teil einer Sekundärstruktur. Die Aufnahmen 

der beiden Modelle werden hierbei in derselben Ausrichtung gezeigt und im mutierten Modell lässt 

sich eine Konformationsänderung in Form eines β-Faltblatts erkennen. (C) Bereiche des Drebrin-

Proteins, welche gemäß MetaDome (Wiel et al. 2019) intolerant gegenüber Varianten sind, werden 

in rot dargestellt. Die Region in der sich die nachgewiesene Variante p.(Ala97Thr) (grüne Linie) in 

der iranischen Familie befindet, ist laut MetaDome (Wiel et al. 2019) höchst intolerant gegenüber 

Varianten.  

Des Weiteren wird die Region des Drebrin-Proteins, in der die vom Austausch betroffene 

Aminosäure p.Ala97 lokalisiert ist, laut MetaDome (Internetquelle 9; Wiel et al. (2019)), höchst 

intolerant gegenüber Varianten eingestuft (Abbildung 23C). 
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Um die Expression von Drebrin innerhalb auditorischer Strukturen nachzuweisen, wurde eine 

immunhistochemische Färbung der Cochlea von wildtypischen Mäusen (P7) mit Hilfe eines gegen 

Drebrin-gerichteten Antikörpers durchgeführt. Nach der Präparation der Cochlea und der 

immunhistochemischen Färbung konnte eine starke Expression (Drebrin = Drb, grün) an 

Nervenfasern (Spiralbündel (SB)), die innere Haarzellen (IHC) innervieren, nachgewiesen werden 

(Abbildung 24). 

 

Abbildung 24: Immunhistochemische Färbung von Drebrin an der Cochlea einer P7-
Maus. Die stärkste Expression von Drebrin (Drb, unterbrochener Pfeil) ist am Übergang von 
Spiralbündeln (SB) zu inneren Haarzellen (IHC) in der Cochlea von P7-Mäusen erkennbar. Der 
verwendete Marker Prestin (durchgängiger Pfeil) ist an äußeren Haarzellen (OHC) erkennbar. 
DAPI färbt Zellkerne in allen drei Bereichen (SB, IHC, OHC) an. 

 

Um die Auswirkungen eines potentiellen Verlusts bzw. eines funktionell eingeschränkten Drebrin-

Proteins zu charakterisieren, wurde die Hörfunktion von Mäusen mit globalem Drebrin-KO durch 

ABR- und ASSR-Messungen bestimmt und mit altersgerechten WT-Mäusen verglichen. Durch die 

Messung der charakteristischen fünf ABR-Wellen und deren Peaks, die jeweils eine Station 

innerhalb des auditorischen Signalwegs repräsentieren, können Abweichungen innerhalb der 

Amplitude (Ausschlag der Schwingung) und der Latenz (Verzögerungszeit) der einzelnen Wellen 

erfasst werden. Mit Hilfe von subkutan angebrachten Elektroden wurden während der Messung 

aufgenommene Signale erfasst und auf Unterschiede zwischen WT und Dbn1 KO-Mäusen hin 

untersucht (Ruttiger et al. 2017) (Abbildung 25A). 
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Abbildung 25: Auditorische Messungen an Dbn1 KO und WT Mäusen. (A) Schematische 

Darstellung des auditorischen Signalwegs. (B) Click- (ungepaarter Student‘s-t-Test, t(22)=0,2409, 

p=0,8119, n= 6/12 Mäuse/Ohren gesamt), Rauschimpuls- (ungepaarter Student‘s-t-Test, 

t(22)=0,3340, p=0,7415, n=6/12 Mäuse/Ohren gesamt), und Reintonfrequenz- (zweifache 

ANOVA, F(1;9)=0,9250, p=0,3372, n=6/12 Mäuse/Ohren gesamt) ABRs zeigten keine 

signifikanten Unterschiede der Schwellenwerte von WT und Dbn1 KO Mäusen. (C) Die ABR-

Latenz der Click-evozierten Welle I zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen WT und 

Dbn1 KO Mäusen (zweifache ANOVA, F(1;19)=1,746, p=0,1873, n=6/12 Mäuse/Ohren gesamt), 

zeigte aber eine leichte Verlängerung für Welle IV in Dbn1 KO Mäusen (zweifache ANOVA, 

F(1;19)=3,410, p=0,0657, n=6/12 Mäuse/Ohren gesamt). (D) Die ABR-Amplitude der Click-

evozierten Welle I (zweifache ANOVA, F(1;19)=0,009867, p=0,9209, n=6/12 Mäuse/Ohren 

gesamt) und Welle IV zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen WT und Dbn1 KO Mäusen 

in Welle IV (zweifache ANOVA, F(1;19)=2,155, p=0,1431, n=6/12 Mäuse/Ohren gesamt). (E) 

Es konnte kein Unterschied für die Latenzen (Mittelwerte) 20-60 dB re thr. zwischen den 

Genotypen nachgewiesen werden (Welle I: ungepaarter Student‘s-t-Test, n=6/12 Mäuse/Ohren 

gesamt; Click: t(21)=0,3445, p=0,7339, Noise: t(22)=1,108, p=0,2798, 5 kHz: t(22)=1,267, 

p=0,2182, 11 kHz: t(22)=0,1503, p=0,8819, 22 kHz: t(23)=1,063, p=0,2989; Welle IV: ungepaarter 

Student‘s-t-Test, n=6/12 Mäuse/Ohren gesamt; Click: t(21)=0,3803, p=0,7075, Noise: 

t(22)=0,7237, p=0,4769, 5 kHz: t(22)=1,0515, p=0,3209, 11 kHz: t(22)=0,5024, p=0,6204. Bei 22 

kHz fiel eine Verlängerung der Latenz in Welle IV bei Dbn1 KO Mäusen auf (ungepaarter 

Student‘s-t-Test, t(22)=1,922, p=0,067, n=6/12 Mäuse/Ohren gesamt). (F) Die Amplituden-Stärke 

zeigte bei keinem Stimulus einen Unterschied in beiden Wellen zwischen den Genotypen (Welle I: 

ungepaarter Student‘s-t-Test, n=6/12 Mäuse/Ohren gesamt; Click: t(21)=0,1690, p=0,8674, Noise: 

t(22)=0,3432, p=0,7347, 5 kHz: t(22)=0,2003, p=0,8431, 11 kHz: t(22)=0,1214, p=0,9045, 22kHz: 

t(23)=0,2820, p=0,7805; Welle IV: ungepaarter Student‘s-t-Test, n=6/12 Mäuse/Ohren gesamt; 

Click: t(21)=0,5309, p=0,6010, Noise: t(22)=0,1274, p=0,8998, 5 kHz: t(22)=0,05706, p=0,9550, 

11 kHz: t(22)=0,1222, p=0,9038, 22 kHz: t(22)=0,6986, p=0,4918). (G) Dbn1 KO Mäuse zeigten 

keine Veränderung bezüglich der Modulations-Wachstumsfunktion gegenüber WT Mäusen 

(zweifache ANOVA, F(1;14)=0,8962, p=0,3445, n=6/12 Mäuse/Ohren gesamt). (H) In älteren 

WT und Dbn1 KO Mäusen konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied innerhalb von ABR-

Schwellenwerten gezeigt werden (Click: t(22)=0,4332, p=0,6691, Noise: t(22)=1,010, p=0,3235, 

Frequenz: zweifache ANOVA, F(1;19)=0,01252, p=0,9110, n=6/12 Mäuse/Ohren gesamt). 

Abkürzungen: ANF=Auditorischer Nerv, CN=Nucleus cochlearis, SOC= Nucleus olivaris 

superior, IC=Inferior colliculus, MGB= Corpus geniculatum mediale, AC= Auditiver Cortex, stim. 

int.=Stimulus-Intensität, re. thr.=relativ zum Schwellenwert, max.=Maximum, I-O= 

Input/Output, n.s.=nicht signifikant, p>0,05, (*)=p<0,01. (B)-(D) und (G)-(H): Mittelwert ± 

SEM. (E)-(F): Boxplot ± 95%- CI. Die Abbildung wurde von Philine Marchetta (Tübingen) 

erstellt. 

Die gemessenen Dbn1 KO Mäuse unterschieden sich nach Auswertung der Daten innerhalb der 

ABR-Schwellenwerte nicht von WT Mäusen, weder für Click (ungepaarter Student‘s-t-Test, 

t(22)=0,2409, p=0,8119, n=6/12 Mäuse/Ohren gesamt), noch für Noise (Zweistichproben-t-Test, 

t(22)=0,3340, p=0,7415, n=6/12 Mäuse/Ohren gesamt) oder Reinton-Frequenz Stimuli zwischen 

2 und 32 kHz (zweifache ANOVA, F(1;9)=0,9250, p=0,3372, n=6/12 Mäuse/Ohren gesamt) 
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(Abbildung 25B). Da schon feine Abweichungen innerhalb der Hörbahn eine große Auswirkung 

auf die korrekte zeitliche Verarbeitung haben kann, wurde zusätzlich die Dynamik und Auflösung 

bestimmt. In Bezug auf die zeitliche auditorische Verarbeitung (Click-Stimuli) wurden Supra-

Threshold ABR-Signale für die Latenz für Welle I (auditorischer Nerv, negativer Peak; Abbildung 

25A) und Welle IV (Inferior colliculus, negativer Peak; Abbildung 25A) untersucht. Für Welle I 

konnten hierbei keine signifikanten Unterschiede für eine Click-evozierte Latenz zwischen Dbn1 

KO und WT Mäusen nachgewiesen werden (zweifache ANOVA, F(1;19)=1,746, p=0,1873, 

n=6/12 Mäuse/Ohren gesamt). Für Welle IV war eine Verlängerung der Latenz in Dbn1 KO 

Mäusen erkennbar, die jedoch statistisch nicht signifikant war (zweifache ANOVA, F(1;19)=3,410, 

p=0,0657, n=6/12 Mäuse/Ohren gesamt) (Abbildung 25C).  

Des Weiteren wurden Supra-Threshold ABR Amplituden mittels Peak-zu-Peak Amplituden 

Wachstumsfunktionen von Welle I (zweifache ANOVA, F(1;19)=0,009867, p=0,9209, n=6/12 

Mäuse/Ohren gesamt ) und Welle IV (zweifache ANOVA, F(1;19)=2,155, p=0,1431, n=6/12 

Mäuse/Ohren gesamt) analysiert, um die Prozessierung der Stimuli im auditorischen Nerv und im 

Colliculus inferior zu untersuchen (Abbildung 25D).  

Für eine quantitative Analyse wurde der Mittelwert für Latenzen zwischen 20 und 60 dB (relativ 

zum Schwellenwert) der Welle I und IV kalkuliert. Hierbei konnte für den Großteil der Stimuli kein 

Unterschied für Dbn1 KO und WT Mäusen nachgewiesen werden (Welle I: ungepaarter Student‘s-

t-Test, n=6/12 Mäuse/Ohren gesamt; Click: t(21)=0,3445, p=0,7339, Noise: t(22)=1,108, 

p=0,2798, 5 kHz: t(22)=1,267, p=0,2182, 11 kHz: t(22)=0,1503, p=0,8819, 22 kHz: t(23)=1,063, 

p=0,2989; Welle IV: ungepaarter Student‘s-t-Test, n=6/12 Mäuse/Ohren gesamt; Click: 

t(21)=0,3803, p=0,7075, Noise: t(22)=0,7237, p=0,4769, 5 kHz: t(22)=1,0515, p=0,3209, 11 kHz: 

t(22)=0,5024, p=0,6204). Bei 22 kHz konnte eine Verlängerung der Latenz von Welle IV in Dbn1 

KO Mäusen (ungepaarter Student‘s-t-Test, t(22)=1,922, p=0,067, n=6/12 Mäuse/Ohren gesamt) 

verzeichnet werden (Abbildung 25E), die jedoch statistisch nicht signifikant war. Auffällig war 

hierbei außerdem eine erhöhte Variabilität in Dbn1 KO Mäusen (95%- CI). 

Zusätzlich wurde der Mittelwert der drei höchsten Amplituden-Werte für jedes einzelne Ohr für 

Welle I und Welle IV kalkuliert. Hier konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied nachgewiesen 

werden (Welle I: ungepaarter Student‘s-t-Test, n=6/12 Mäuse/Ohren gesamt; Click: t(21)=0,1690, 

p=0,8674, Noise: t(22)=0,3432, p=0,7347, 5 kHz: t(22)=0,2003, p=0,8431, 11 kHz: t(22)=0,1214, 

p=0,9045, 22kHz: t(23)=0,2820, p=0,7805; Welle IV: ungepaarter Student‘s-t-Test, n=6/12 

Mäuse/Ohren gesamt; Click: t(21)=0,5309, p=0,6010, Noise: t(22)=0,1274, p=0,8998, 5 kHz: 

t(22)=0,05706, p=0,9550, 11 kHz: t(22)=0,1222, p=0,9038, 22 kHz: t(22)=0,6986, p=0,4918) 

(Abbildung 25F). 
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Um die zeitliche Sensitivität für die Verarbeitung von Geräuschen zu ermitteln, wurde eine ASSR-

Messung an Dbn1 KO und WT Mäusen durchgeführt. Unter Verwendung der Amplitude einer 

Träger-Frequenz bei 11,31 kHz, die von einer zweiten, langsameren Frequenz bei 512 Hz (100% 

Modulationstiefe, Stimulus-Intensität zwischen 0 und 60 dB relativ zum Schwellenwert) moduliert 

wurde, konnte kein signifikanter Unterschied zwischen WT und Dbn1 KO Mäusen festgestellt 

werden (zweifache ANOVA, F(1;14)=0,8962, p=0,3445, n=6/12 Mäuse/Ohren gesamt) 

(Abbildung 25G). Um mögliche Alterseffekte zu bestimmen, wurden die ABR-Messungen in den 

selben Mäusen nach einigen Monaten wiederholt (Alter der Mäuse zu diesem Zeitpunkt: 6,1-6,5 

Monate). Es konnten jedoch weder für ABR-Schwellenwerte (Click: t(22)=0,4332, p=0,6691, 

Noise: t(22)=1,010, p=0,3235, Frequenz: zweifache ANOVA, F(1;19)=0,01252, p=0,9110, n=6/12 

Mäuse/Ohren gesamt), noch für Supra-Threshold Amplituden und Latenz-Analysen und für ASSR 

(Daten sind hier nicht abgebildet) signifikante Unterschiede zwischen 6 Monaten alten WT und 

Dbn1 KO Mäusen nachgewiesen werden (Abbildung 25H). 

Zusammenfassend lässt sich in den Analysen der ABR- und ASSR-Messungen kein statistisch 

signifikanter Unterschied zwischen globalem Dbn1 KO und WT erkennen. Lediglich die für Welle 

IV gemessenen Latenzen waren sowohl bei Click-Geräuschen, als auch bei Reintönen mit einer 

Frequenz von 22 kHz bei Dbn1 KO Mäusen leicht verlängert im Vergleich zum WT. Auch bei 

sechs Monate alten Mäusen ließen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen 

beobachten. Insgesamt konnte also die in den betroffenen Patienten vermutete Hörstörung mittels 

der nach Willmes et al. (2017) erzeugten, globalen Dbn1 KO Mäuse nicht in statistisch signifikanten 

Effekten abgebildet werden. Die leicht verlängerten Latenzen, die in Welle IV des auditorischen 

Signalwegs beobachtet werden, lassen jedoch einen zentralen Defekt in der Hörbahn der globalen 

Dbn1 KO Mäuse vermuten, da hier bereits eine minimale zeitliche Verzögerung einen Einfluss auf 

die Verarbeitung des ankommenden Signals haben kann.  

Des Weiteren sind die unterschiedlichen Auswirkungen auf die synaptische Plastizität im 

Hippocampus zwischen globalen Dbn1-KO Mäusen (Willmes et al. 2017) und den Isoform-

spezifischen KO Mäusen (Kojima et al. 2010; Kojima et al. 2016) interessant. Während Kojima et 

al. (2016) eine Beeinträchtigung der Langzeitpotenzierung (LTP) im Hippocampus nachweisen 

konnten, ließen sich diese Effekte in den globalen Dbn1 KO Mäusen nicht reproduzieren (Willmes 

et al. 2017). Hierfür diskutieren Willmes et al. (2017) zwei mögliche Ursachen: zum einen könnte 

die Abwesenheit von Dbn1 alleine, ohne weitere Faktoren wie Stress, Alter, oder Krankheit, nicht 

ausreichen um eine synaptische Dysfunktion bei Mäusen hervorzurufen. Zum anderen könnte das 

sogenannte "genetic buffering", welches vor allem bei Aktin-bindenden Proteinen häufiger 
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vorkommt, dazu führen, dass der globale Verlust von Dbn1 durch alternative Signalwege teilweise 

kompensiert und dessen Funktion somit aufrechterhalten wird (Willmes et al. 2017). 

Bei der identifizierten DBN1 Variante in der hier beschriebenen iranischen Familie handelt es sich 

allerdings um eine missense Variante, welche sehr wahrscheinlich zu einer funktionellen Änderung 

des Drebrin Proteins führt und keinen globalen Verlust des Proteins zur Folge hat. Ähnlich wie im 

Vergleich der globalen Dbn1 KO Mäuse mit den Isoform-spezifischen Dbn1 KO Mäusen, könnte 

also das Vorhandensein eines funktionell veränderten Transkripts eine stärkere Symptomatik zur 

Folge haben, als ein globaler KO. Zur weiteren Charakterisierung von DBN1 als Hörstörungs-Gen 

wäre also eine möglichst exakte Übertragung der missense Mutation in ein Mausmodell, 

beispielsweise mittels CRISPR/Cas, von besonderem Interesse.  

Die untersuchten Dbn1 KO-Mäuse zeigten keinen klassischen sensorineuralen Hörphänotyp, 

lieferten jedoch Hinweise auf einen zentralen Hörbahn-Defekt, was mit einer 

Sprachverarbeitungsstörung im Menschen korrelieren würde. In beiden betroffenen iranischen 

Patienten konnte mangels klinischer Daten (z.B. Audiogramme) eine sensorineurale HS nicht 

bestätigt werden. Da bei beiden Patienten zusätzlich eine milde Intelligenzminderung vermutet 

wird, die oftmals auch Auswirkungen auf die Sprachentwicklung haben kann (McLaughlin 2011), 

kam der Verdacht eines zentralen Hörbahn-Defekts bei beiden Patienten auf, wofür jedoch keine 

abschließenden klinischen Nachweise vorlagen. Dieser potenzielle Defekt sollte mit Hilfe von 

erweiterten Tests, wie z.B. der Sprachaudiometrie auf Verzögerungen innerhalb der 

Sprachverarbeitung untersucht und bestätigt werden, um die Ergebnisse der ASSR-Messungen an 

der Maus auch beim Menschen einordnen zu können. Die Dbn1-KO Mäuse zeigten zusätzlich zu 

leicht verlängerten Latenzen in Welle IV auch stereotypische Auffälligkeiten, wie kreisförmige 

Bewegungen um die eigene Achse im Käfig (engl.: „circling behaviour“) oder ein gesteigertes 

Aggressionsverhalten. Um diese phänotypischen Auffälligkeiten vergleichen zu können, sind 

erweiterte klinische Daten der Patienten notwendig und wurden bereits angefordert.  
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5. Fazit und Ausblick 
 

Im Rahmen dieser Arbeit konnten zahlreiche, bisher unbeschriebene Varianten in Familien mit 

unterschiedlichem ethnischem Hintergrund identifiziert werden und somit das Spektrum 

angeborener HS mit unterschiedlichster Manifestation (syndromal, nicht-syndromal, dominant, 

rezessiv) erweitert werden. Die Identifikation einer Variante in DBN1 und die Untersuchungen an 

Dbn1 KO-Mäusen lieferten erste Hinweise auf einen Defekt innerhalb des zentralen auditorischen 

Signalwegs und der Auswirkung einer Sprachentwicklungsstörung beim Menschen mit einer 

missense Mutation (c.289G>A) in DBN1. Mit Hilfe dieser Ergebnisse konnte das Verständnis über 

die Funktion und Beteiligung von Drebrin innerhalb auditorischer Strukturen erweitert werden.  

Anhand dieser Beispiele wird deutlich, wie wichtig eine funktionelle Charakterisierung einzelner 

Varianten und die Untersuchung von Kandidatengenen im Tiermodell ist. Die rasante Entwicklung 

des NGS von klinischem Gen-Panel, über Exom-, bis hin zur Genom-Sequenzierung bedeutet 

gleichzeitig auch die Anhäufung einer Vielzahl an unbekannten Sequenz-Varianten und die damit 

einhergehende Notwendigkeit einer Varianten-Klassifizierung und -Charakterisierung. Die 

Generierung von großen Datenmengen (engl.: „big data“) und die dadurch erzeugten 

Herausforderungen, wie die klinische höchst relevante Unterscheidung zwischen Polymorphismus 

und pathogener Variation, hat ebenso Auswirkungen auf die Diagnostik und die 

Therapiemöglichkeiten für den einzelnen Patienten oder der Patientin (Vona et al. 2019). Der 

Effekt dieser Varianten auf das codierte Protein kann zwar durch in silico Anwendungen und der 

Überprüfung von einer Vielzahl an Populations- und Expressions-Datenbanken bis zu einem 

gewissen Grad vorhergesagt und eingestuft werden, die endgültige Gewissheit liefert jedoch 

oftmals erst die Durchführung von in vitro Experimenten oder die Untersuchung eines passenden 

Tiermodells. Auch hierbei ist es oftmals schwierig, den geeigneten Modellorganismus zu wählen, 

da viele Gene unterschiedlich hoch über Organismen hin konserviert sind oder unterschiedliche 

Funktionen besitzen. In den letzten Jahren ist neben der Maus, die knapp 99% aller Gene mit 

denen im Menschen teilt, auch der Zebrafisch für die funktionelle Untersuchung von HS-Genen 

vermehrt eingesetzt worden. Bei Betrachtung der neu beschriebenen HS-Gene in den letzten 

Jahren wird deutlich, dass der Zebrafisch ein exzellentes Tiermodell darstellt und neben dem 

Mausmodell innerhalb der HS-Forschung eine angesehene Alternative ist (Vona et al. 2020b). 

Der Fortschritt der klinischen Diagnostik von HS gelang vor allem auch durch den Übergang von 

der relativ teuren, arbeitsintensiven und auf eine klare Genotyp-Phänotyp-Korrelation beschränkte 

Einzelgendiagnostik (z.B. GJB2) zur Hochdurchsatzsequenzierung. Trotz enormer genetischer 

Heterogenität der HS, konnte die Aufklärungsrate damit erhöht und den Patienten und 
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Patientinnen durch die Identifikation von krankheitsassoziierten Varianten weitere 

Therapiemöglichkeiten angeboten werden (Vona et al. 2019). Molekulare Therapien wie die 

Genersatz-Therapie, Antisense-Oligonukleotide, RNA-Interferenz und CRISPR-basierte 

Methoden wurden in den letzten Jahren vermehrt untersucht, was den Übergang von 

Grundlagenforschung im Bereich der HS zu klinischen Studien bewirkte (Omichi et al. 2019). Die 

Genersatz-Therapie zählt hierbei als die geradlinigste Methode und definiert sich durch den 

Austausch eines defekten Gens durch eine wildtypische Kopie. Eindrückliche Ergebnisse lieferte 

eine Studie mit der teilweisen Wiederherstellung des Hörvermögens in einem Usher-Syndrom Typ 

3A Mausmodel (CLRN1) durch den Einsatz eines Adenovirus-assoziierten Kapsids. Mit Hilfe 

dieses Vektors konnte ebenfalls eine fast vollständige Transduktion von inneren und äußeren 

Haarzellen in einem Primaten vermittelt werden (Gyorgy et al. 2019).  

Die vorliegenden Ergebnisse, der stetige Fortschritt bei der Kandidatengensuche und auch die 

Entwicklung von Algorithmen für eine Varianten- und Protein-Vorhersage (Jumper et al. 2021) 

ebnen trotz vielschichtiger Herausforderungen den Weg zur besseren Versorgung von HS 

Patienten und Patientinnen. 
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11. Präsentierte Publikationen 

11.1. Anlage I 
 

Novel loss-of-function variants in CDC14A are associated with recessive sensorineural hearing loss 

in Iranian and Pakistani patients. 
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11.2. Anlage II 
 

A novel missense variant in MYO3A is associated with autosomal dominant high-frequency 

hearing loss in a German family. 
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11.3. Anlage III 
 

Genetic spectrum of syndromic and non-syndromic hearing loss in Pakistani families. 
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