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1. Arbeitshypothese und Fragestellung 
 

Prälinguale Gehörlosigkeit hat in der westlichen Welt eine Inzidenz von etwa 0,8 von 1000 

Geburten und ist in über der Hälfte der Fälle genetisch bedingt, meist mit rezessiver 

Vererbung. Trotz großer genetischer Vielfalt sind bestimmte Mutationen des GJB2 in 

vielen Populationen für die meisten Fälle von vererbter nicht-syndromischer 

neurosensorischer Gehörlosigkeit verantwortlich. Das auf dem Krankheitslocus DFNB1 

liegende GJB2 kodiert für Connexin 26, ein gap junction-Protein, das unter anderem in der 

Cochlea exprimiert wird. Es wurden bereits über 50 verschiedene GJB2-Mutationen 

identifiziert (Ballana et al. 2005).  
 

In früheren Untersuchungen wurden stark schwankende Prävalenzen von DFNB1 

assoziierter Schwerhörigkeit in verschiedenen Populationen beschrieben. Dies führte zur 

Diskussion über den Stellenwert des Mutationsscreenings im Rahmen der Frühdiagnostik 

kongenitaler Hörstörungen. Für das weitere Verständnis dieser rezessiv vererbten 

Erkrankung sowie eine eventuelle diagnostische Anwendung des Mutationsnachweises ist 

die Erhebung von Daten zur genetischen Epidemiologie in der Zielbevölkerung 

unerlässlich. Für Westafrika  liegen bisher keine dementsprechenden Daten vor.  

 

Ziel dieser Arbeit ist die Ermittlung der Prävalenz durch GJB2-Mutationen verursachter 

Gehörlosigkeit und der Vergleich mit den Prävalenzen in anderen Populationen. 

Desweiteren stellt sich die Frage nach regionalen Unterschieden, wie sie unter anderem in 

Europa  bereits gefunden wurden (Lucotte und Mercier 2001). Hierfür soll bei Personen 

mit neurosensorischer, nicht-syndromischer Hörstörung aus allen Regionen Ghanas das 

kodierende Exon des GJB2-Gens auf Mutationen untersucht werden. 
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2. Einleitung  
 

Eine der häufigsten neurosensorischen Erkrankungen des Menschen ist die Gehörlosigkeit. 

Sie kann sich aufgrund von genetischen Defekten, intrauterinen Infektionen oder 

Kinderkrankheiten prälingual, also vor der Sprachentwicklung manifestieren. Alternativ 

entsteht sie erst nach dem Erwerb der Sprache durch Lärmschädigung aus der Umwelt, 

Infektionen, vererbte Formen der Schwerhörigkeit oder den Alterungsprozess. 

Hörstörungen können dabei syndromisch sein, das heißt, sie sind mit anderen Symptomen 

assoziiert, oder sie treten isoliert als nicht-syndromische Gehörlosigkeit auf. 

Der Anteil genetisch bedingter Defekte an der Schwerhörigkeit wird in der entwickelten 

Welt derzeit auf 60 Prozent geschätzt (Gasparini et al. 2000; Morton NE 1991). Dies 

beinhaltet sowohl monogene als auch multifaktorielle Erkrankungen. Insgesamt rechnet 

man hier bei etwa einer von 2000 Geburten mit einer genetisch bedingten angeborenen 

Schwerhörigkeit (Wilcox et al. 2000; Lefebvre und Van de Water 2000; Rabionet et al. 

2000a).   

 

2.1. Hereditäre Gehörlosigkeit  

  

Das Spektrum der erblichen Formen der Schwerhörigkeit ist groß. Es werden hierbei die 

syndromischen Schwerhörigkeiten, welche mit weiteren klinischen Phänotypen 

einhergehen, von den nicht-syndromischen, also isoliert auftretenden Hörstörungen 

unterschieden.  

Die syndromischen Formen nehmen einen Anteil von ungefähr 20-30% an den erblichen 

Formen der Schwerhörigkeit ein, diese verteilen sich auf bisher etwa 400 bekannte 

Syndrome wie zum Beispiel das Pendred-Syndrom mit begleitender Hypothyreose und 

Struma oder das Alport-Syndrom mit Augenfehlbildungen und interstitieller Nephritis. Der 

mit etwa 70-80% weitaus größere Teil der erblichen Gehörlosigkeit ist nicht mit 

zusätzlichen klinischen Merkmalen assoziiert und wird als "nicht-syndromisch" (NSHL, 

non syndromic hearing loss) bezeichnet (Morton NE 1991; Kenna et al. 2001; Kenneson et 

al. 2002). Schätzungsweise 75-80% der nicht-syndromischen genetischen Hörstörungen 

werden rezessiv verebt (McKusick 1992; Ballana el al. 2005; Van Camp et al. 2005), 10-

15% sind autosomal dominant und 2-3% zeigen ein x-chromosomales oder 

mitochondriales Vererbungsschema (Hutchin et al., 2001; Prezant et al. 1993). 
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Bisher sind mehr als 50 genetische Loci für autosomal dominante und mehr als 30 für 

autosomal rezessive Schwerhörigkeit kartiert worden oder die entsprechenden Gene 

wurden kloniert, wobei in manchen Fällen dasselbe Gen sowohl für die dominante als auch 

für rezessive Form verantwortlich ist. Eine ständig aktualisierte Zusammenstellung findet 

sich im Internet auf der hereditary hearing loss homepage (Van Camp et al. 2005). Die 

bisher bekannten Genloci sind über das gesamte menschliche Genom mit Ausnahme des 

Y-Chromosoms verteilt (Griffith und Friedmann, 1999). Lange erschwerte diese starke 

Heterogenität genetische Studien, da viele verschiedene genetische Ursachen der 

Gehörlosigkeit zu einem ähnlichen Phänotyp führen können (Van Camp et al. 1997).  

Der erste Locus für rezessiv vererbte Gehörlosigkeit wurde durch Kopplungsanalyse 

zweier großer, isoliert lebender Familien tunesischer Herkunft identifiziert, die mehrere 

Generationen umfassten (Guilford et al. 1994a). Ihre Form der neurosensorischen 

Schwerhörigkeit wurde auf das Chromosom 13q11 kartiert, und das Gensymbol wurde 

nach dem Phänotyp und dem Vererbungsmuster NSRD1 (nonsyndromic recessive 

deafness) genannt. Die seit 1997 gebräuchliche Nomenklatur bezeichnet die Loci für 

nichtsyndromatische Gehörlosigkeit mit DFN für "Deafness, nonsyndromic", der vierte 

Buchstabe steht für den Vererbungsmodus, "A" für dominant, "B" für rezessiv, und eine 

darauffolgende Zahl dient der genauen Identifizierung. So werden also die Loci für 

autosomal rezessiv vererbte Gehörlosigkeit in der Reihenfolge ihrer Entdeckung DFNB1 

(Guilford et al. 1994a), DFNB2 (Guilford et al. 1994b) und so weiter genannt. Die Loci für 

autosomal dominant vererbte, nicht-syndromische Gehörlosigkeit werden als DFNA1 

(Léon et al. 1992), DFNA2 (Coucke et al. 1994) und so weiter bezeichnet, die X-

chromosomalen Loci mit den drei Buchstaben DFN und einer darauffolgenden Zahl.  

 

2.2. Das gap junction Protein Connexin 26  

 

2.2.1. Aufbau von Gap junctions  

 

Gap junctions wurden zuerst elektronenmikroskopisch als Bereiche dargestellt, in denen 

sich die äußeren Schichten der Zellmembran zweier benachbarter Zellen bis auf 2-4 nm 

annähern, während der normale interzelluläre Spalt etwa 20 nm beträgt. Es zeigte sich, 

dass in diesen Bereichen interzelluläre Kommunikation durch eine Ansammlung 

zellübergreifender Kanäle, die gap junction-Kanäle, stattfindet.  Dabei kann eine gap 

junction aus mehreren hundert Kanälen bestehen.  

   

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/htbin-post/Entrez/query?uid=8136828&form=6&db=m&Dopt=b
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Der einzelne gap junction-Kanal setzt sich aus zwei verbundenen Hemikanälen 

(Connexonen) zusammen und überspannt  die Zellmembranen benachbarter Zellen. Jede 

dieser so kommunizierenden Zellen steuert ein Connexon bei, das aus einem Hexamer von 

sechs Connexin-Molekülen besteht (Abb. 1). Während homomere Connexone aus sechs 

identischen Connexinen bestehen, sind heteromere Connexone aus zwei oder mehr Arten 

von Connexinen zusammengesetzt. Homotypische Kanäle werden aus zwei identischen 

Hemikanälen gebildet, heterotypische aus zwei verschiedenen. 
 

 

 
 
 
 
Abb. 1: Schmatische Darstellung des Aufbaus einer gap junction. nach Bruzzone et al. 1996 
Die Protein-Untereinheiten, die Connexine (A), finden sich zu einer hexameren Struktur, dem Connexon (B) zusammen, 
das sich in die Plasmamembran einlagert. Die Connexone benachbarter Zellen bilden komplette interzelluläre Kanäle, 
die sich zu gap junctions zusammenlagern (C). 
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Bisher wurden mindestens 20 Subtypen humaner Connexine mit verschiedenem 

Molekulargewicht und gewebespezifischem Expressionsmuster beschrieben (Kelsell et al. 

2001; Willecke et al. 2002). Es gibt zwei gebräuchliche Nomenklaturen für die Connexine. 

Die eine richtet sich nach der Molekülgröße, so hat zum Beispiel das Connexin 26 eine 

ungefähre Masse von 26 kDa, das Connexin 38 ungefähr 38 kDa. Eine andere Einteilung 

richtet sich nach Übereinstimmungen der Sequenz auf der Nukleotid- und 

Aminosäureebene und unterteilt die gap junction-Proteine in die Klassen alpha, beta und 

gamma. So wird zum Beispiel Connexin 43 alpha-1 gap junction-Protein genannt (GJA1), 

während Connexin 32 als beta-1  (GJB1) und Connexin 26 als beta-2 gap junction-Protein 

(GJB2) bezeichnet werden. Diese Nomenklatur betont damit, dass sich Connexin 32 und 

Connexin 26 in ihrer Struktur ähnlicher sind als jedes von ihnen dem Connexin 43 (Kumar 

und Gilula 1992).  

 

2.2.2. Funktion der gap junctions 

 

Gap junctions bilden ein komplexes System interzellulärer Kommunikation, in dem der 

Austausch von Elektrolyten, interzellulären Botenstoffen (second messenger) und 

Metaboliten eine bedeutende Rolle spielt (White und Bruzzone 1996, Nicholson et al. 

2000). Sie unterscheiden sich von anderen Membrankanälen dadurch, dass sie zwei Zellen 

direkt miteinander verbinden und relativ unspezifisch sind. Die gap junctions besitzen eine 

gewisse Selektivität, die unter anderem auf der Molekülgröße beruht, so dass Moleküle, 

die kleiner als 1000 Da sind, wie z.B. Ionen und der second messenger cAMP passieren 

können, größere wie Proteine oder Nukleinsäuren jedoch nicht (Kumar et al. 1996). Ihre 

Permeabilität wird dabei zusätzlich durch unterschiedliche Faktoren wie z.B. das 

interzelluläre elektrische Potential, den pH-Wert, Kalziumspiegel und second messenger 

geregelt (Li et al. 1996, Nicholson et al. 2000). Die durch die verschiedenen Mitglieder der 

Connexinfamilie gebildeten Transmembrankanäle unterscheiden sich in ihrer Permeabilität 

für endogene Metabolite und auch fluoreszierende Farbstoffe (Goldberg et al. 1999). Dabei 

erschwert das Zusammenwirken von verschiedenen Connexinen in heteromeren und 

heterotypischen Kanälen die Aufklärung der komplexen Vorgänge der Signalübermittlung. 
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2.2.3. Gap junctions in der Cochlea 

 

Mittlerweile wurden Mutationen in den Genen für Connexin 26 (Cx26), Connexin 30 

(Cx30), Connexin 31 (Cx31), Connexin 32 (Cx32) und Connexin 43 (Cx43) als Ursache 

für Gehörlosigkeit gefunden, aber ein einziger Locus, DFNB1, ist für mindestens 50% 

dieser Art von Gehörlosigkeit verantwortlich (Maw et al. 1995; Rabionet et al. 2000a; 

Ballana el al. 2005).  

Histologische Untersuchungen des Innenohrs der Ratte zeigten, dass sich Cx26 und Cx30 

in der Cochlea sowohl in den Stützzellen des Cortischen Organs, als auch in der Stria 

vascularis (vor allem im Bereich der Basalzellen), im Ligamentum Spirale (vor allem in 

den Typ I Fibrozyten nahe der Stria vascularis) und im Limbus spiralis nachweisen lassen, 

nicht jedoch als direkte Verbindung zwischen den sensorischen Haarzellen (Kikuchi et al. 

1995; Lautermann et al. 1998). Das genaue Screening auf 13 verschiedene Connexine hat 

ergeben, dass nur Cx26 und Cx30 in diesen Geweben exprimiert werden (Forge et al. 

2003). Zwar lassen sich auch Cx31 und Cx43 in der Cochlea nachweisen, sie finden sich 

jedoch in anderen Kompartimenten der lateralen Cochleawand (Forge et al. 2003). 

 

 
Legende 
BM: Basilarmembran 

 
 
 
Ab
     
 

 

 

BSL: Lamina spiralis 
CC: Claudius'sche Stützzellen 
DC: Deiters'sch Stützzellen 
ESC: Sulcus externus-Zellen 
HC: Hensen'sche Stützzellen 
IDC: Labium vestibulare 
IHC: Innere Haarzellen 
IPC: Innere Pfeilerzellen 
ISC: Sulcus internus-Zellen 
Li: Limbus spiralis 
OHC: Äußere Haarzellen 
OPC: Äußere Pfeilerzellen 
RM: Reissner'sche Membran 
SG: Ganglion spirale cochleae 
SL: Ligamentum Spirale 
SM: Scala media 
SP: Prominentia spiralis 
ST: Scala Tympani 
StV: Stria vascularis 
SV: Scala vestibuli 
TM: Tectorialmembran 

b. 2:  Querschnitt durch die Cochlea der Ratte: blau angefärbt die Orte der Expression von Cx26 nach 
      Lautermann et al. 1998 
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Über die genaue Funktion der verschiedenen gap junctions in der Cochlea wird noch 

diskutiert. Cx26 scheint maßgeblich am Kalium-Transport durch gap junctions zwischen 

äußeren Haarzellen und umgebenden nutritiven Zellen und Stützzellen im Corti'schen 

Organ beteiligt zu sein (Martin et al. 1999). Es wird daher angenommen, dass das Protein 

Einfluss auf die Generierung von cochleären Aktionspotentialen hat, die als Antwort auf 

Schallwellen hauptsächlich über das Verschieben von Kalium-Ionen entstehen. Durch gap 

junctions wird dabei die interzelluläre Diffusion von Ionen in die Stria vascularis 

gewährleistet, von wo aus Kalium aktiv zurück in die Endolymphe transportiert wird 

(Kikuchi et al. 2000, Rabionet et al. 2000a). Funktionstudien mit Cx26-Mutationen weisen 

jedoch darauf hin, dass diese zum Teil die Permeabilität für K+ Ionen nicht behindern, also 

auch Störungen im Transport anderer Metabolite des cochleären gap junction Netzwerks 

an der Entstehung von Gehörlosigkeit beteiligt sein dürften (Mese et al. 2004).  

 

2.2.4. Connexin 26 

 

Die genomische Struktur des Cx26 besteht aus zwei Exons, getrennt durch ein Intron. Das 

erste, nicht-kodierende Exon hat eine Größe von 160 bp. Das zweite Exon kodiert für das 

Genprodukt und ist 681 bp lang (Kiang et al. 1997). Das eingeschobene Intron hat eine 

Länge von 3147 bp. Das Genprodukt Cx26 besteht aus 227 Aminosäuren und hat ein 

Molekulargewicht von etwa 26 kDa. Es wird in der Haut, der Mamma lactans, der 

Placenta, dem Pancreas, den Hepatozyten, der Cochlea und im Myometrium des Uterus 

exprimiert (Kelsell et al. 1997; Lautermann et al. 1998).  

Das Protein Cx26 besitzt wie die anderen gap junction-Proteine vier 

membranübergreifende Domänen (TM1-TM4), die durch eine intrazelluläre (IC2) und 

zwei extrazelluläre Schleifen (EC1 und EC2) verbunden sind, während sein N-terminales 

Ende (IC1)  und das Carboxyl- Ende (IC3) intrazytoplasmatisch liegen (Abb. 1).  

 

2.2.5. GJB2 und Gehörlosigkeit 

 

Die wichtige Rolle, die die gap junctions durch Zellkommunikation bei der 

Gewebsdifferenzierung spielen, führte zum Bestreben, die einzelnen für Connexine 

kodierenden Gene genau zu lokalisieren. Nachdem das GJB2 mittels Southern-Blot und 

hybrider Zelllinien bereits auf das Chromosom 13 kartiert worden war (Willecke et al. 
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1990; Hsieh et al. 1991), wurde die Lokalisation durch In-Situ-Hybridisierung auf 

Chromosom 13q11-q12 präzisiert (Mignon et al.1996).  

Damit waren sowohl der Taubheitslocus DFNB1 als auch GJB2, der Locus für das gap 

junction-Protein Cx26, auf das Chromosom 13q11-12 kartiert worden.  

 

Kelsell et al. (1997) untersuchten eine Familie mit palmoplantarem Keratoderma (PPK) 

und gleichzeitiger autosomal dominant vererbter Gehörlosigkeit. Bei der Haplotypanalyse 

wurde der Phänotyp der Hautkrankheit auf 13q11-12 kartiert, wo bereits die beiden 

Krankheitsloci DFNB1, DFNA3 ( Chaib et al. 1994)  und der Locus für Clouston hidrotic 

ectodermal dysplasia (HED) lagen. Als Kandidatengen für die beiden Hautkrankheiten 

kam das auch auf 13q11-12 gelegene, Cx26 kodierende GJB2 in Frage, da das Cx26 in der 

suprabasalen Schicht der Epidermis nachgewiesen worden war. Eine die Hautkrankheiten 

verursachende Mutation wurde in GJB2 nicht gefunden, jedoch zeigte sich bei zwei 

gehörlosen Familienmitgliedern die Mutation M34T. Die beschriebene Mutation erwies 

sich später als nicht ausreichend, eine dominant vererbte Schwerhörigkeit zu erklären 

(Kelley at al. 1998, Griffith 2001). Sie regte aber zur Analyse einer großen Familie mit an 

13q11-12 gekoppelter, autosomal rezessiver Schwerhörigkeit (Brown et al. 1996) an, in der 

die betroffenen Familienmitglieder homozygot für eine Nonsense-Mutation (W77X) 

waren. Auch bei zwei weiteren Familien mit rezessiv vererbter Gehörlosigkeit wurden 

jeweils homozygote Nonsense-Mutationen in GJB2 beschrieben (Kelsell et al. 1997). 

 

2.3. Bisher beschriebene GJB2-Mutationen 

 

Die Identifizierung von Mutationen im für das gap junction-Protein Cx26 kodierenden 

GJB2 als eine Ursache der autosomal-rezessiv vererbten NSHL hat eine Reihe von Studien 

nach sich gezogen. Trotz der genetischen Heterogenität der hereditären Gehörlosigkeit mit 

bisher über 80 verantwortlichen Genen hat sich gezeigt, dass in vielen Populationen 

Mutationen in GJB2 für bis zu 50% der autosomal-rezessiv vererbten sensorineuralen 

NSHL verantwortlich sind (Denoyelle et al. 1997; Nance 2003). Schätzungen zur 

Prävalenz der GJB2-Mutationen bei sporadischen Fällen variieren, man geht davon aus, 

dass sie hier auch 10-30% der NSHL ausmachen (Estivill et al. 1998; Lench et al. 1998). 

Eine ansehnliche Anzahl von bereits über hundert Cx26 Mutationen wurde gefunden, von 

denen die Mehrzahl einem autosomal rezessiven Vererbungsmuster folgt. Eine ständig 

   

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/htbin-post/Entrez/query?uid=9139825&form=6&db=m&Dopt=b
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/htbin-post/Entrez/query?uid=8789457&form=6&db=m&Dopt=b
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aktualisierte Zusammenstellung findet sich im Internet auf der Connexin-deafness 

Homepage (Ballana el al. 2005).  

 

Bei der Kurzschreibweise der Mutationen steht der erste Buchstabe für die Aminosäure der 

Wildtypsequenz, der zweite für die stattdessen mutationsbedingt kodierte Aminosäure und 

die Ziffer dazwischen für die Position in der Aminosäurekette. So bezeichnet die 

Abkürzung R143W eine Mutation, bei der an Position 143 der Aminosäuresequenz das 

Arginin (R) durch Tryptophan (W) ersetzt ist. Im Falle einer Deletion oder Insertion 

innerhalb einer Sequenz sich wiederholender Nucleotide wird die am weitesten in 

Richtung 3'-Ende liegende Position zur Beschreibung der Mutation gewählt (Antonarakis 

1998). So ist die unter den GJB2-Mutationen in Nordamerika und Europa häufigste 

Mutation, eine Deletion eines einzelnen Guanins aus eine Sequenz von sechs Guaninen, 

bekannt als 35delG (Carrasquillo et al. 1997). 

 

2.3.1. Rezessive GJB2-Mutationen 

 

Die durch Mutationen in GJB2 verursachte rezessiv vererbte Schwerhörigkeit ist meist 

vollkommen oder schwer, kann jedoch in seltenen Fällen im Schweregrad sogar innerhalb 

einzelner Familien bemerkenswert variieren  (Denoyelle et al. 1999; Lerer et al. 2001; 

Murgia et al. 1999). Es hat sich gezeigt, dass homozygote Träger einer einzigen GJB2-

Mutation eine stärkere Hörminderung zeigen als die zusammengesetzt- (compound) 

Heterozygoten mit zwei verschiedenen Cx26-Mutationen. Weiterhin bewirken Nonsense-

Mutationen, die zum Strangabbruch führen, im Allgemeinen schwerere klinische 

Ausprägungen als Missense-Mutationen (Cryns et al. 2004; Janecke et al. 2002). Obwohl 

die autosomal rezessiv vererbte Gehörlosigkeit in ihrem Ausprägungsgrad meistens stabil 

bleibt, ist in Einzelfällen eine Progression beschrieben worden (Denoyelle et al. 1999; 

Cohn et al. 1999). Der Beginn der Schwerhörigkeit ist fast immer prälingual, aber nicht 

zwingend schon kongenital. So ist es möglich, dass das Gehör bei der Geburt noch normal 

funktioniert und die Schwerhörigkeit während der ersten Lebensmonate plötzlich auftritt 

oder schnell fortschreitet (Orzan et al. 1999; Green et al. 2000).  
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2.3.2. Dominante GJB2-Mutationen 

 

Unter den GJB2-Mutationen finden sich auch einige mit autosomal dominantem 

Vererbungsmuster. Dies legt den Schluss nahe, dass es sich bei GJB2 nicht nur um den 

Genort für nicht-syndromische, autosomal-rezessiv vererbte Gehörlosigkeit, DFNB1, 

handelt, sondern dass gleichzeitig auch eine dominante Form der  autosomal vererbten 

Gehörlosigkeit, DFNA3 (Chaib et al. 1994), durch Mutationen in GJB2 entstehen kann. 

Die für DFNA3 beschriebenen Phänotypen reichen von leichter Schwerhörigkeit bis zu 

vollständiger Gehörlosigkeit und einige zeigen Syndrome mit Hauterkrankungen wie dem 

palmoplantaren Keratoderm, dem Vohwinkel-Syndrom und der Keratitis-Ichthyosis-

Gehörlosigkeit (Heathcote et al. 2000; Richard et al. 1998+2002; Maestrini et al. 1999). 

Sicher nicht-syndromisch dominant scheinen neben der schon früh beschriebenen Mutation 

W44C (Denoyelle et al. 1998) nur wenige GJB2-Mutationen zu sein (Ballana el al. 2005).  

 

2.3.3. DFNB1 beinhaltet neben GJB2- auch GJB6-Mutationen. 
 

In einer Vielzahl von Studien zu den GJB2-Mutationen zeigte sich, dass es eine hohe 

Anzahl von Patienten mit nur einem mutierten Allel gibt. Auch  ausführliches Screening 

der gesamten codierenden Region (die komplett in Exon 2 enthalten ist) sowie des Exon 1 

und splice-sites ergaben bei 10-50% der Gehörlosen mit mindestens einer GJB2-Mutation 

keinerlei Mutationen des zweiten Allels. Eine Ursache fand sich bei Familien, die eine 

Kopplung mit dem Locus DFNB1 zeigten, in einer neuen Art von Mutationen, bei denen es 

sich um Deletionen von über 300kb handelt. Diese Deletionen beeinflussen das GJB2 

nicht, führen aber zu einem Strangabbruch beim benachbarten GJB6, dem kodierenden 

Gen für das gap junction Protein Cx30 (Lerer et al. 2001; del Castillo et al. 2002; Pallares-

Ruiz et al. 2002). Die meisten dieser Deletionen wurden bei heterozygot von GJB2-

Mutationen betroffenen Probanden gefunden und begleiten die einzelne Mutation in trans. 

Inzwischen wurde nachgewiesen, dass es sich in allen beschriebenen Fällen um die gleiche 

Deletion von 342kb, genannt del(GJB6-D13S1830), handelt (del Castillo et al. 2003). 

Damit ist auch bestätigt, dass der Locus DFNB1 zwei Gene für gap junction-Proteine, 

nämlich GJB2, kodierend für Cx26 sowie GJB6, kodierend für Cx30, umfasst. Zusätzliche 

Punktmutationen, die zu nicht-syndromischer, autosomal-rezessiver Gehörlosigkeit führen, 

haben sich im GJB6 bisher nicht gefunden, das Cx30 wurde aber bereits mit der 

dominanten Form der Schwerhörigkeit DFNA3 in Zusammenhang gebracht (Grifa et al. 

1999, Kelley et al. 1999).  
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2.4. Studiengebiet 

 

Ghana hat in Nord-Süd-Richtung eine Ausdehnung von rund 700 km und eine maximale 

Breite von 450 km von Ost nach West. Es finden sich drei Haupt-Landschaftsformationen: 

die schmale Küstenebene im Süden, daran grenzend die Regenwaldzone und im Norden 

des Landes die Savanne, die erheblich weniger Niederschlag aufweist als der Rest des 

Landes und bereits der Sahel-Zone zugerechnet wird. 

In Ghana leben viele Volksgruppen zusammen. Eine genaue Einteilung in ethnische 

Gruppen ist kaum möglich, man kann aber die Sprachen zwei übergeordneten Gruppen 

zuordnen: die Kwa-Sprachen im Süden und die Gur-Sprachen im Norden. Auch bei den 

Religionen zeigt sich ein Unterschied je nach geografischer Lage. Zusätzlich zu den 

afrikanischen Religionen sind rund 40% der Ghanaer Christen, 10% bekennen sich zum 

Islam. Die islamische Minderheit ist vor allem in den nördlichen Regionen zu finden. 

 

 
Abb. 3 Studiengebiet mit den teilnehmenden Schulen 
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2.4.1. Hauptursachen von Schwerhörigkeit in Ghana 

 

Die Prävalenz kindlicher Hörstörungen hängt deutlich vom Stand der medizinischen 

Versorgung im jeweiligen Land ab und schwankt gegenwärtig zwischen 1:1000 und 

6:1000. 

In der westlichen Welt wird eine Prävalenz kindlicher Hörstörungen von 1-2:1000 

angenommen (Hayes et al. 1999, Wessex Universal Neonatal Hearing Screening Trial 

Group 1998). In Entwicklungsländern ist von deutlich höheren Prävalenzen auszugehen. In 

Sierra Leone liegt die Prävalenz schwerer Hörstörungen bei 5 bis 15-jährigen Kindern bei 

4:1000 (Seely et al. 1995), in einer in China durchgeführten Studie gar bei 7:1000 (Newton 

et al. 1999).    

 

In einer zwischen 1979 und 1984 durchgeführten Studie am Komfo Anokye Teaching 

Hospital in Ghana (Brobby 1988) wurden alle 105 in dem Zeitraum behandelten 

Schulkinder mit neurosensorischer Gehörlosigkeit erfasst. 27 Prozent der Kinder litten 

unter angeborener Gehörlosigkeit. Im Einzelnen waren 21 Prozent der Fälle idiopathisch, 

die anderen sechs Prozent durch Röteln der Mutter während der Schwangerschaft oder 

Kernikterus erklärbar. Von den 73 Prozent der erworbenen Gehörlosigkeit entstand der 

größte Teil durch Masern, die anderen wurden durch Mumps, Meningitis, Tetanus oder 

Asphyxie verursacht oder wurden nach Fieberkrämpfen ungeklärter Ätiologie erstmals 

diagnostiziert. 

 

In Adamarobe, einem Dorf im Osten Ghanas, das schon lange für seine außerordentlich 

hohe Prävalenz von rezessiv vererbter NSHL bekannt war (David et al. 1971), wurde die 

GJB2-Mutation R143W als Ursache für Gehörlosigkeit bei 21 gehörlosen Personen aus 11 

Familien gefunden (Brobby et al. 1998). Alle heterozygot betroffenen Familienmitglieder 

wiesen ein normales Hörvermögen auf. Bei den hier untersuchten Familien variierten die 

Haplotypen erheblich zwischen den einzelnen Familien, was darauf hinweist, dass die 

Mutation vor mindestens 60 Generationen entstand und die Dorfgemeinschaft seitdem sehr 

stabil geblieben ist.  
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3. Material und Methoden  
 

3.1. Material 

 

3.1.1. Geräte 

 

Thermomixer 5436 (Eppendorf)  

Zentrifuge 5414C (Eppendorf) 

Zentrifuge 4 K 10 (Sigma) 

Chromabond Vakuumkammer  (Macherey – Nagel) 

Gene Assembler Plus (Pharmacia LBK) 

Spektralphotometer (Pharmacia) 

DNA Thermal Cycler TC1 (Perkin Elmer) 

T3 Thermocycler (Biometra) 

TRIO-Thermoblock Vers.2.4.2 (Biometra) 

Agarose-Gelelektrophorese 

UV-Flächenstrahler (Konrad Bender) 

Videoprinter (Sony) 

Membranfilter (Schleicher + Schuell) 

ABI 373A DNA Sequencer (Applied Biosystems, ABI) 

ABI PRISM 377 DNA Sequenzer (Applied Biosystems, ABI) 

Portable Audiometer AD27 (Intracoustics) 

Portable Audiometer AS7 (Intracoustics) 

 

3.1.2. Software 

 

„ABI Prism™ 377XL Collection 2.0“ ©1993-96 Perkin Elmer Corp. 

„Sequencing Analysis 3.2“ ©1989-1998 PE Applied Biosystems  

„Sequence Editor v1.0.3“ ©1992 Applied Biosystems Inc. 

 

3.1.3. Enzyme, Kits 

 

Taq-DNA- Polymerase (Pharmacia) 

Nci I (Biolabs) 
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Desoxyribonukleotide (dNTPs) (AGS Hybaid) 

100bp-Leiter (Pharmacia) 

High Pure™ PCR Product Purification Kit (Boehringer Mannheim) 

Big Dye® Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (PE Biosystems) 

NucleoSpin Bood L Säulen (Macherey – Nagel) 

 

3.1.4. Standard-Reagenzien, Puffer und Lösungen 

 

Sofern nicht anders angegeben, handelt es sich bei den hier und später angegebenen 

Reagenzien um wässrige Lösungen. Die Chemikalien wurden von den Firmen Biomol 

(Hamburg), Boehringer (Mannheim), Sigma (St.Louis, USA), Merck (Darmstadt) und 

BioRad (München) bezogen. 

 

DNA-Auftragspuffer 6fach konzentriert:  

0,1% Bromphenolblau (3,3‘, 5,5‘-Tetrabromphenolsulfophthalein)  

0,1% Xylen Cyanol FF  

40% Saccharose  

Lagerung bei 4ºC 

 

Ethidiumbromid Stammlösung: 

10 mg Ethidiumbromid / ml ddH2O 

 

Laufpuffer TBE 10fach konzentriert: 

108g Tris-base 

55g Borsäure 

40ml 0,5M EDTA pH 8,0 

ad 1000ml ddH2O 

Lagerung bei Raumtemperatur 

 

TE-Puffer 10fach konzentriert: 

5ml 100mM Tris-HCl pH 8,0 

200µl 0,5M EDTA 

ad 50ml ddH2O 
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3.2. Probanden 

 

Das Studiendesign wurde von der Ethikkommission der „School of Medical Sciences of 

the University of Science and Technology, Kumasi, Ghana“ angenommen. 

Das untersuchte Kollektiv bestand aus Schülern mit neurosensorischer Schwerhörigkeit 

unbekannter Genese der Klassen P1 bis P6 aus 9 Schulen für Gehörlose, die in 9 der 10 

Provinzen Ghanas gelegen sind. 379 Schüler oder, wenn sie unter 16 Jahre alt waren, die 

Eltern oder deren Vertreter, willigten schriftlich in die Blutentnahme und die Studie ein. 

Dabei dienten, wenn nötig, die Lehrer als Übersetzer. 14 Verwandte ersten Grades wurden 

ausgeschlossen, so dass 365 Individuen in die Auswertung eingingen. Achtzig der Schüler 

stammten aus der Ashanti Region, 28 aus Brong Ahafo, 36 aus der  Central Region, 25 aus 

der Eastern Region, 47 aus Greater Accra, 27 aus der Northern Region, 14 aus Upper 

East, 12 aus Upper West, 43 aus der Volta Region, und 53 aus der Western Region. 

Upper West

Ghana

Upper East

 
 
Abb.4: Studiengebiet mit den zehn Provinzen 
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Es wurden Daten über das Alter, das Geschlecht, den Geburtsort der Schüler sowie die 

Hörfähigkeit ihrer Verwandten ersten Grades erhoben. Dabei wurde jede verfügbare 

Informationsquelle genutzt, einschließlich der von den Schulen bei der Einschulung 

angelegten Dokumentationsbögen, der Eltern, Lehrer, Freunde, älteren Geschwister sowie 

der Hausmütter. Auch hier dienten die Lehrer als Übersetzer. Die Schüler oder ihre 

Aufsichtspersonen wurden um die Erlaubnis gebeten, die Testergebnisse zum Zwecke der 

Veranlassung von genetischer Beratung an die Lehrer weiterzuleiten.  

 

3.2.1. Auswahlkriterien 

 

Untersucht wurden alle Kinder der Klassen P1 bis P6, sofern die Gehörlosigkeit innerhalb 

der ersten zwei Lebensjahre diagnostiziert worden war. Ausgeschlossen wurden Schüler, 

die aus Adamarobe stammen, da diese bereits in einer vorangegangenen Studie untersucht 

worden waren. Die Auswahlkriterien waren  

 
1)  keine anderen von den Eltern oder deren Vertretern geschilderten offensichtlichen 

exogenen Ursachen für die Gehörlosigkeit wie perinatale Schädigung, Meningitis, 

Mumps, Masern, Fieberkrämpfe oder zerebrale Malaria   

2)  fehlender Nachweis für eine syndromische Form der Gehörlosigkeit, belegt durch 

die körperliche Untersuchung,  

3) Ergebnisse bei der Audiometrie, die für eine Neurosensorische Form von 

Gehörlosigkeit  sprechen, wie z.B. ein Unterschied zwischen Luftleitung und 

Knochenleitung von weniger als 10dB.  

 

Für die Herkunft der Probanden wurden der Geburtsort sowie der zugehörige Distrikt und 

die Region festgehalten. Wenn mehrere Geschwister die Auswahlkriterien erfüllten, wurde 

nur das älteste Geschwisterkind in die Studie eingeschlossen. 

 
Im zweiten Teil der Studie, der Suche nach weiteren Mutationen in GJB2, wurden aus den 

bisher untersuchten Schülern diejenigen ausgewählt, die heterozygot für R143W waren 

oder bei denen diese Mutation gar nicht nachgewiesen wurde. 

Bei denjenigen, bei denen in diesem Abschnitt der Studie neue Mutationen entdeckt 

wurden, wurden dann zusätzlich möglichst viele Familienangehörige untersucht. 
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 3.2.2. Körperliche Untersuchung und Audiometrie 

 

Die körperliche Untersuchung zum Ausschluss syndromischer Formen von vererbter 

Gehörlosigkeit wurden von Herrn Geoffrey K. Amedofu, MD, der School of Medical 

Sciences, University of Science and Technology, Kumasi, Ghana durchgeführt. Frau 

Paulina Asante aus der Abteilung für HNO des Komfo Anokye Teaching Hospital 

untersuchte mittels Otoskopie Gehörgänge und Trommelfelle auf sichtbare Ursachen für 

Schwerhörigkeit oder Gehörlosigkeit. Die Form der Schwerhörigkeit ermittelten dann Herr 

Geoffrey K. Amedofu, MD und Frau Grace Ocansey, auch aus der Abteilung für HNO des 

Komfo Anokye Teaching Hospital mit tragbaren Audiometern der Firma „Intracoustics“,  

Modelle AD27 und AS7 

 

3.3. Methoden 

 

Die Methoden wurden direkt oder modifiziert aus der im einzelnen angegebenen Literatur 

oder folgenden Handbüchern entnommen: Sambrook, 1989;  Mertes, 1997. 

 

3.3.1. Entnahme und Transport der Blutprobe 

 

Es wurden jedem Probanden höchstens 3 ml Blut mit einem Butterfly-System in EDTA 

Monovetten (Sarstedt) entnommen, hierbei half mir Frau Paulina Asante. Zur 

Konservierung für den Transport und die Aufbewahrung wurden die Proben mit der 

jeweils gleichen Menge 8M Urea vermischt. Der EDTA-Zusatz wurde ausgewählt, da im 

Vergleich von verschiedenen Methoden zur DNA-Extraktion aus Heparin-, Citrat- und 

EDTA-Vollblut mit Harnstoff die DNA-Ausbeute hier am größten war. Während des 

Transportes von den Schulen nach Kumasi sowie von Kumasi nach Hamburg wurden die 

Proben ungekühlt gelagert, die verbleibende Zeit waren sie auf 4 °C gekühlt. 

 

3.3.2. DNA Extraktion aus peripheren Blutzellen 

 

Die DNA-Extraktion erfolgte nach zwei verschiedenen Methoden.  

Ein Teil erfolgte nach folgendem Protokoll (modifiziert nach Gelhaus et al. 1995): 

Zunächst wurden 150 µl Harnstoffblut in ein 1,5ml Eppendorf-Gefäß gegeben. Zur Lyse 

der Leukozyten wurden die Proben mit 200 µl 0,2M NaOH, 10% SDS, versetzt und nach 
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guter Durchmischung durch Rütteln bei 68ºC 10 Min. inkubiert. Dann wurden 150 µl 3M 

Kaliumacetat pH5,5 hinzugegeben, alles gut gemischt und 3 Min. auf Eis gestellt. 

Anschließend wurde das Tube für 5 Min. bei 16000g zentrifugiert. Der 400 µl messende 

wässrige Überstand enthielt nun die genomische DNA und wurde in ein neues 1,5 ml 

Eppendorf-Tube überführt. Nach Mischung mit 200 µl 0,9M NaOH wurde zur DNA-

Extraktion 600 µl Chloroform dazugeben, und alles gut vermischt. Nach 5 Min. 

Zentrifugieren wurde 500 µl Überstand in ein 1,5 ml Eppendorf-Tube überführt, zur 

Fällung der DNA 1ml 98% Ethanol hinzugefügt und erneut 15 Min. zentrifugiert. Danach 

wurde der Überstand verworfen, das verbliebene Pellet zweimal mit 1ml 70% Ethanol 

gewaschen und bei Zimmertemperatur getrocknet. Das Pellet wurde in 100 µl ddH2O 

aufgenommen. 

Etwa zwei Drittel der DNA Extraktion erfolgte mittels der Macherey – Nagel Chromabond 

Vakuumkammer und NucleoSpin Bood L Säulen von Macherey – Nagel. Benutzt wurden 

die mitgelieferten Reagenzien und das Protokoll für die Isolation von genomischer DNA 

aus Vollblut, wobei das 1:1 Blut- Harnstoff Gemisch wie Vollblut behandelt wurde. Dabei 

wurden  zunächst die zellhaltigen Blutbestandteile lysiert und dann das Lysat auf die 

NucleoSpin-Säule gegeben. Durch Unterdruck wurde die Flüssigkeit durch eine Membran 

gesogen, an die nur spezifisch DNA bindet. In weiteren Schritten wurden dann Protein- 

und Zellreste ausgewaschen und danach die an die Säulenmembran gebundene DNA 

gelöst.       

Nach der DNA Extraktion aus dem 1:1 Harnstoff-Vollblut Gemisch wurde die DNA im 

Kühlschrank bei 4°C gelagert.  
 

3.3.3. Synthetische Oligonukleotide 

 

Die für die PCR verwendeten Oligonukleotide (Primer für die Sequenzierung) wurden mit 

dem Gene Assembler Plus (Pharmacia) von der Arbeitsgruppe Biochemie des Bernhard-

Nocht-Instituts für Tropenmedizin, Hamburg, nach Angaben des Herstellers synthetisiert. 

Überschüssiges Ammoniak wurde über Nacht bei Raumtemperatur verdampft.  

Die Konzentration der so gewonnenen Oligonukleotide wurde spektralphotometrisch 

bestimmt, indem jeweils 1µl 1:100 mit Aqua bidest. verdünnt wurde und in eine 

Quarzküvette gefüllt wurde. Eine zweite Küvette wurde als Referenzprobe mit reinem 

Aqua bidest. gefüllt, beide in ein Spektralphotometer gestellt und die optische Dichte, OD, 

bei einer Wellenlänge von 260 nm bestimmt. Da DNA im Gegensatz zu Wasser Licht 
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dieser Wellenlänge gut absorbiert, verhält sich in diesem Bereich die Stärke der 

Absorbtion proportional zum DNA-Gehalt der Lösung. Zur Berechnug der aktuellen DNA-

Konzentration diente folgende Formel:   

 

OD260 x 100 x 33    =y 
1000  

 

y = Konzentration der DNA (µg/µl) 

 

Mit folgender Formel wurde der Verdünnungsfaktor Z ermittelt, der zu einer Konzen-

tration von 20 pmol/µl führt: 

y / 2X = Z 

 

X in µg entspricht dabei der Masse von 10 pmol eines Oligonucleotids der Länge N.   

 

 N = Länge des Oligonucleotids  X in µg 

17-19     0,06 

20-22 0,07 

 

Primersequenzen 

Cx26-A1  5‘- TCT TTT CCA GAG CAA ACC GC  - 3‘ 

Cx26-B1 (rev.) 5‘- GGG CAA TGC GTT AAA CTG GC - 3' 

Cx26-B2  5‘- CCA GGC TGC AAG AAC GTG TG - 3' 

 

Die Sequenzen der Primer wurden direkt von Kelsell et al. (1997) übernommen. Durch die 

Kombination der Primer B1 und B2 entsteht dabei ein 521bp langes Amplifikat, das die 

gesuchte R143W Mutation enthält und sich gut für den Nachweis derselben durch den 

unten beschriebenen Restriktionsverdau eignet. Kombiniert man B1 mit A1 entsteht ein 

683 bp langer DNA Strang, der 12 bp der 5‘ –Region und das ganze Cx26 Gen bis auf 5 bp 

am 3‘-Ende enthält und als Grundlage für die Sequenzierung zum Nachweis anderer GJB2 

Mutationen diente. 
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3.3.4. PCR 

 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine in vitro Methode zur spezifischen 

Vervielfältigung einer definierten DNA-Sequenz aus einem heterologen DNA-Gemisch 

(Saiki et al. 1988). Sie besteht aus aufeinanderfolgenden Temperaturzyklen mit jeweils 

drei Schritten. Im ersten Schritt, der Denaturierung, werden die DNA-Doppelstränge durch 

eine Temperatur von über 90°C voneinander getrennt. Beim anschließenden Absenken der 

Temperatur binden kurze, als Primer bezeichnete DNA-Oligonukleotide spezifisch an 

komplementäre Sequenzen der denaturierten DNA, die die zu amplifizierende DNA-

Region einrahmen (Annealing). Im dritten Schritt wird, ausgehend von den Primern und 

mit Hilfe einer hitzestabilen DNA-Polymerase sowie der vier 

Desoxynukleosidtriphosphate dATP, dCTP, dGTP und dTTP, die Synthese neuer DNA-

Stränge gestartet. Dieser dritte Schritt wird Extension genannt. Die neu synthetisierten 

DNA-Stränge dienen in den folgenden Zyklen als Matrizen für die weitere DNA-Synthese. 

Durch die zyklische Wiederholung dieser drei Schritte entsteht eine nahezu exponentielle 

Vervielfältigung (Amplifikation) der Zielsequenz, deren Länge dem Abstand zwischen den 

Primern entspricht. 

 

Zusammensetzung eines 50 µl PCR-Ansatzes: 

5,0 µl 10x PCR-Puffer  

1µl dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP je 10mM) 

1µl Primer B1 (10 pmol/µl) 

1µl Primer B2 (10 pmol/µl) 

0,25 µl Taq Polymerase (5U/µl) 

1µl Matrizen-DNA (0,05-0,15 µg DNA/µl) 

der Ansatz wurde mit ddH2O auf 50 µl aufgefüllt. 

 

Als Negativkontrolle zum Ausschluss von Kontamination durch Fremd-DNA wurde bei 

jeder PCR ein komplettes Reaktionsgemisch ohne DNA mitgeführt. 

 

Die Amplifizierung eines 521 Basen langen Stückes fand zum Teil im Perkin Elmer DNA 

Thermal Cycler TC1 und zum Teil im Biometra TRIO-Thermoblock Vers.2.4.2 © Biotron 

1993 statt. Dabei wurde folgendes Programm verwendet: 
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1. Erste Denaturierung bei 96ºC für 5 Min. 

2. 35 Zyklen mit 

a) Denaturierung bei 96ºC für 30 Sek. 

b) Primeranlagerung bei 60ºC für 1 Min. 

c) Extension bei 72ºC für 1 Min. 30 Sek. 

3. abschließende Extension bei 72ºC für 10 Min. 

 

Um zu kontrollieren, ob die Amplifikation erfolgreich verlaufen ist, wurden jeweils 3-5 µl 

des PCR-Produktes auf ein 1,6%iges Agarosegel aufgetragen. Die Aufbewahrung des PCR 

Produktes erfolgte im Kühlschrank bei 4ºC. 

 

3.3.5. Restriktionsverdau 

 

Restriktionsenzyme sind Endonukleasen, die DNA-Moleküle durch Spaltung von 

Phosphordiesterbindungen innerhalb definierter Sequenzbereiche schneiden. Diese 

Restriktionsschnittstellen sind für jede Restriktionsendonuklease spezifisch und liegen 

meist im Bereich von vier bis acht Nukleotiden. Das 521 bp lange, zuvor durch PCR 

amplifizierte Fragment des Cx26, weist beim Gesunden 2 Schnittstellen für das 

Restriktionsenzym NciI (Biolabs) auf. Die Mutation R143W verändert die Sequenz an 

einer dieser Schnittstellen, so dass bei Betroffenen nur noch eine Schnittstelle für das NciI 

bleibt: 

 

Schnittstelle NciI:  CC!SGG 

Mutation R143W:  CCGGG → CTGGG 

 

Der Restriktionsverdau mit dem Enzym NciI erfolgte bei 37°C für 2 Stunden im T3 

Thermocycler (Biometra). Dafür wurden 2µl des PCR-Produktes mit 0,25µl Nci I (5U) und 

1µl Puffer nach Herstellerangaben versetzt und mit 6,75µl ddH2O auf einen 

Reaktionsansatz von 10µl aufgefüllt. Das Ergebnis der Reaktion wurde durch Agarose-

Gelelektrophorese auf einem 1,6%igen Agarosegel bei 90V mit einer Laufzeit von einer 

Stunde überprüft. 
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3.3.6. Elektrophorese 

 

Bei der Agarose-Gelelektrophorese macht man sich die Tatsache zunutze, dass 

Nukleinsäuremoleküle bei neutralem pH negativ geladen sind und daher im elektrischen 

Feld wandern. Dabei ist die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA umgekehrt proportional 

zum Logarithmus ihrer Länge. Man kann also unterschiedlich lange Nukleinsäuremoleküle 

entsprechend ihrer Größe voneinander trennen, indem man sie durch ein Agarosegel 

wandern lässt. Der optimale Trennbereich eines Agarosegels lässt sich über die 

Konzentration bestimmen, da sich mit zunehmender Agarosekonzentration die Porengröße 

verkleinert. Die isolierte doppelsträngige DNA kann im Gel, spezifisch mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid markiert, unter UV-Licht sichtbar gemacht und 

durch Sofortbild-Fotografie dokumentiert werden. Der Vergleich mit einem parallel 

eingebrachten Längenstandard (base-pair-ladder) ermöglicht die Abschätzung der Größe 

der markierten DNA-Segmente. 

 

Homozygot Wildtyp:   257bp 

    122bp 

    142bp 

 

Homozygot R143W:   379bp                          Abbildung 

    142bp   des Gels 

 

Heterozygot:    379bp        

    257bp 

    122bp 

    142bp 

 
Abb. 5: Gelelektrophorese der durch PCR und Restriktionsverdau erhaltenen DNA-Fragmente. Lane 1: Längenstandard;  
              Lane 2,4,6: homozygot WT; Lane 3: heterozygot R143W/WT; Lane 5: homozygot R143W 
 
 

Das Produkt des Restriktionsverdaus wurde auf ein 1,6% Agarosegel gegeben und bei 90V 

eine Stunde laufen gelassen. Die Fluoreszierenden Banden wurden im ultravioletten Licht 

der Wellenlänge 254 nm dargestellt und dokumentiert. 
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3.3.7. Sequenzierung 

 

Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der Didesoxy-Kettenabbruch-Methode (Sanger et 

al. 1977). Diese Methode basiert auf der Neusynthese eines komplementären DNA-

Stranges an einer einzelsträngigen Matrize. Diese Synthese erfolgt in Gegenwart von 

Nukleotidtriphosphaten, denen in niedriger Konzentration basenspezifische Didesoxy-

nukleotide beigefügt sind. Es kommt zum Abbruch der DNA-Synthese, sobald ein 

Didesoxynukleotid in den neu synthetisierten Strang eingebaut wird. Dafür werden 

Didesoxynukleotide verwendet, die spezifisch für das jeweilige Nukleotid mit 

verschiedenen Fluorophoren, fluoreszierenden chemischen Gruppen, versehen sind. Durch 

den zufälligen Einbau entsteht eine Mischung neusynthetisierter DNA-Stränge 

unterschiedlicher Länge, die durch Gelelektrophorese aufgetrennt werden können. Durch 

die Verwendung verschiedener Fluorophoren für die vier Nukleotide kann die 

Sequenzierreaktion in einem Reaktionsansatz ablaufen und auch auf einer Gelspur 

aufgetragen werden. Die Detektion erfolgt nach der Auftrennung durch die 

Gelelektrophorese anhand der verschiedenen Wellenlängen. Das durch die 

Fluoreszenzfarbstoffe emittierte Licht wird durch eine CCD-Kamera gesammelt, und nach 

automatisierter Analyse liegt dann eine lesbare Basensequenz vor. 

 

Für die bidirektionale DNA-Sequenzierung wurde mit den Primern Cx26-A1 und Cx26-B1 

ein 683 bp langer DNA Strang amplifiziert, der 12 bp der 5‘ –Region und das ganze Cx26 

Gen bis auf 5 bp am 3‘-Ende enthielt. Bis auf den abweichenden Forward-Primer wurde 

die PCR mit dem gleichen Reaktionsgemisch sowie dem gleichen Programm wie in 3.3.4. 

beschrieben durchgeführt. Das Ergebnis wurde durch Auftragen von 5 µl des PCR-

Produktes auf ein Agarose-Gel überprüft und die verbleibenden 45 µl der PCR mit dem 

„High Pure™ PCR Product Purification Kit“ (Boehringer Mannheim) aufgereinigt. Zum 

Abschätzen der enthaltenen DNA-Menge wurden nun weitere 2 µl des aufgereinigten 

PCR-Produktes auf ein Agarose-Gel aufgetragen. Die Sequenzierreaktionen wurden mit 

dem Kit „Big Dye® Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction“ (PE Biosystems, ABI 

Prism), in dem außer einem Puffer bereits Taq-Polymerase, Desoxynukleotide (dNTPs) 

und fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide (ddNTPs) enthalten sind, durchgeführt. Es 

wurden 8 µl des Kits mit jeweils 10 pmol des Forward- bzw. Reverse-Primers und 20-50 

ng der amplifizierten DNA-Fragmente mit ddH2O auf 20 µl Reaktionsansatz aufgefüllt und 

im Perkin Elmer DNA Thermal Cycler TC1 mit folgendem Programm amplifiziert: 
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1. Erste Denaturierung bei 96ºC für 5 Min. 

2. 25 Zyklen mit 

a) Denaturierung bei 96ºC für 30 Sek. 

b) Primeranlagerung bei 50ºC für 15 Sek. 

c) Primerextension bei 60ºC für 4 Min. 

3. Kühlen auf 4ºC 

 

Die Aufreinigung der Proben nach der Sequenzierreaktion erfolgte durch Fällung: 

20µl DNA (Sequenzierprodukt ohne Öl), 55µl Ethanol 100% und 2µl Na-Acetat pH 5,2 

3M wurden gut gemischt und dann 30 Min. zentrifugiert. Danach wurde der Überstand 

abpipettiert, 350µl Ethanol 70% hinzufügt und für 10 Min. zentrifugiert. Am Boden des 

Eppendorf-Gefäßes zeichnete sich nun ein festes Pellet ab, das, nachdem der Überstand 

verworfen wurde, bei Zimmertemperatur trocknen gelassen wurde. Danach wurden 3,5µl 

Puffer Formamid-EDTA 5:1 mit Blue Dextran hinzugefügt, beides gemischt und dann, um 

die DNA zu denaturieren, 2 Min. bei 94°C inkubiert. Direkt im Anschluss wurde das 

Produkt auf Eis gestellt, um die DNA-Stränge getrennt zu halten, bis sie auf das 

Sequenziergel aufgetragen wurden. 

 

Um Nukleinsäuremoleküle mit einem Längenunterschied von nur einem Nukleotid zu 

trennen, werden Polyacrylamidgele verwendet. Die kurzen DNA-Fragmente wandern 

schneller durch die Gelmatrix als die längeren. Die hohe Harnstoff-Konzentration des Gels 

verhindert dabei die Renaturierung der DNA-Einzelstränge während der Elektrophorese. 

Durch die Variation der Acrylamid-Konzentration können Laufgeschwindigkeit und 

Trennbereich des Gels verändert werden.     

Für die Sequenzierung des 683 bp langen DNA Stranges wurde ein 6%iges 

Polyacrylamidgel hergestellt. Um 50ml Gellösung (7 M Harnstoff; 6% Polyacrylamid) zu 

erhalten wurden 21 g Harnstoff mit 8,4 ml 30%iger Acrylamidlösung sowie 6 ml 10x 

TBE-Puffer und 20 ml ddH2O vermengt. Die Entgasung der Gel- Lösung erfolgte mit Hilfe 

von 0,2 µm dicken Membranfiltern (Schleicher + Schuell). Für die Polymerisation wurde 

die Gel-Lösung mit 20 µl N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamid (TEMED) und 350 µl 

Ammoniumpersulfat (APS), 10% (w/v), versetzt. Diese Gel-Lösung wurde dann mit einer 

Gießvorrichtung zwischen zwei Gelplatten gegossen, die durch 0,2 mm starke 

Abstandhalter getrennt waren. Mit einem Taschenkamm wurden an einer Schmalseite des 

Gels 36 Probentaschen eingebracht.  
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Die Sequenzanalyse erfolgte mit einem automatisierten Nachweissystem in einem DNA-

Sequenziergerät (ABI PRISM 373A und 377 DNA Sequenzer, Applied Biosystems), in die 

das Gel vertikal eingespannt wird. Nach einem Elektrophorese-Vorlauf von 20 Minuten 

wurden zunächst nur die Proben der Geltaschen mit ungeraden Nummern aufgetragen, 

nach drei Minuten folgten dann die Proben der mit geraden Zahlen nummerierten 

Geltaschen. Dadurch liefen die jeweils benachbarten Probenspuren zu besseren 

Auswertbarkeit versetzt. Das Gel lief bei 2500 V und 48 Watt für 8h.  
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4. Ergebnisse 
 

Im Rahmen der Studie wurden 365 unabhängige Personen mit schwerer prälingualer 

neurosensorischer NSHL untersucht. Sie wurden aus den Klassen P1 bis P6 von neun 

Gehörlosenschulen in ganz Ghana rekrutiert und waren alle im Alter zwischen 6 und 20 

Jahren. Die Untersuchung erfolgte in mehreren Schritten, zuerst wurde durch PCR und 

Restriktionsverdau speziell die Mutation R143W im für Cx26 kodierenden Gen GJB2 

nachgewiesen. 

 

4.1. Häufigkeit der GJB2-Mutation R143W 

 

Bei der Datenerhebung wurde zwischen Probanden unterschieden, die eindeutig Auskunft 

geben konnten, ob eines oder mehrere ihrer Familienmitglieder auch gehörlos waren oder 

ob dies eindeutig nicht der Fall war, und solchen, bei denen keine zuverlässigen Angaben 

hierzu gemacht werden konnten. Es fanden sich 64 Probanden mit anamnestisch familiärer 

Gehörlosigkeit, 220 ohne weitere Fälle von Gehörlosigkeit in der Familie und 81, bei 

denen keine klaren Auskünfte darüber zu erhalten waren.  

Von den 365 Probanden waren insgesamt 51 homozygote Träger von R143W, bei acht 

Probanden zeigte sich die Mutation in heterozygoter Form und 306 der Schüler zeigten 

keine R143W Mutation in GJB2 (Abb. 6).   

 
 

homozygot WT: 83,8%
heterozygot R143W: 2,2%
homozygot R143W: 14%

 
Abb. 6:  Anteile der homozygoten und heterozygoten Träger der Mutation R143W in Prozent bei insgesamt 365  

Probanden  
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Bei dem Vergleich der familären Fälle von Gehörlosigkeit mit den sporadischen zeigte sich 

ein deutlicher Unterschied, die erstgenannten zeigten in 31,3% der Fälle R143W in der 

homozygoten Form als Ursache ihrer Gehörlosigkeit, während dies nur bei 10% der 

Probanden mit anamnestisch sporadischer Gehörlosigkeit der Fall war (Tab. 1). Bei den 

Probanden, die keine Angaben zum Vorkommen von Gehörlosigkeit in Ihrer Familie 

machen konnten, zeigten sich ähnliche Ergebnisse wie bei den sporadischen Fällen. 

 

 
ausgewählte Gruppe Ergebniss n Anteil in Prozent 
 
nicht familiär: 

 
homozygot WT: 193

 
87,7% 

 heterozygot R143W: 5 2,3% 
 homozygot R143W: 22 10,0% 
 gesamt 220 100,0% 
  
  

familiär: homozygot WT: 42 65,6% 
 heterozygot R143W: 2 3,1% 
 homozygot R143W: 20 31,3% 
 gesamt 64 100,0% 
  
  

unbekannt: homozygot WT: 71 87,7% 
 heterozygot R143W: 1 1,2% 
 homozygot R143W: 9 11,1% 
 gesamt 81 100,0% 
   

 
Tab. 1:  R143W-Mutationen unterteilt nach anamnestischer Hörfähigkeit der Verwandten wie in 2.2. beschrieben 
  

 

 

4.2. Geographische Verteilung von R143W  

 

Die R143W Mutation war weit verbreitet in Ghana mit deutlich zunehmenden Prävalenzen 

von Nord nach Süd (Tab. 2).  

Bei den insgesamt 53 Probanden aus den drei nördlichen Regionen wurde keine R143W 

Mutation gefunden. In der im Süden an der Küste gelegenen Central Region dagegen trat 

die Mutation R143W bei 27,8% der Probanden in der homozygoten Form auf und 

verursacht somit einen erheblichen Anteil der Fälle von neurosensorischer NSHL. 

 
 

 

   



  
  Seite 28  

Region n R143W/R143W  wt/R143W  wt/wt  
Ashanti 80 11 13,75% 2 2,5% 67 83,75% 
Brong Ahafo 28 6 21,4% 0 0,0% 22 78,6% 
Central 36 10 27,8% 3 8,3% 23 63,9% 
Eastern 25 6 24,0% 1 4,0% 18 72,0% 
Greater Accra 47 9 19,1% 0 0,0% 38 80,9% 
Northern 27 0 0,0% 0 0,0% 27 100,0% 
Upper East 14 0 0,0% 0 0,0% 14 100,0% 
Upper West 12 0 0,0% 0 0,0% 12 100,0% 
Volta 43 4 9,3% 1 2,3% 38 88,4% 
Western 53 5 9,4% 1 1,9% 47 88,7% 
 
Tab. 2: Häufigkeit der Mutation R143W alphabetisch nach Regionen 
 
 
 

4.3. Neue Mutationen in GJB2 

 

Im zweiten Teil der durchgeführten Studie wurden von den insgesamt 365 Probanden jene 

314 weitergehend untersucht, die nicht homozygot für die Mutation R143W waren. Hier 

wurde eine Sequenzierung des Exon 2 von GJB2 durchgeführt. Insgesamt wurde ein 

Muster von Mutationen gefunden, das sich stark von denen anderer Regionen der Erde 

unterscheidet. Die Sequenzierung der kodierenden Region von GJB2 zeigte, dass von den 

in beiden Teilen der Studie insgesamt untersuchten 365 Probanden 64 (17,5%) Missense-

Mutationen oder Insertionen in dem Gen trugen. Davon scheint bei 58 der 365 Individuen 

(15,9%) die GJB2-Mutation ursächlich für die Schwerhörigkeit zu sein. Sechs neue 

Mutationen, keine von ihnen eine Frameshift oder Nonsense-Mutation, wurden 

identifiziert.  

 
Mutation    Anzahl betroffener Individuen 
R143W/R143W    51 
R143W/wt     4 
R143W/35insG     1 
R143W/L79P     1 
R143W/I203K     1 
R143W/L214P     1 
V178A/V178A    2 
R184Q/wt     1 
A197S/wt     1 
betroffene Individuen insgesamt: 63 
Untersuchte Individuen:  365 
 

Tab. 3:  Auflistung aller von GJB2-Mutationen betroffenen Individuen  
 
  

   



  
  Seite 29  

Wie im ersten Teil der Untersuchung beschrieben waren 51 Individuen homozygot für 

R143W (Tabelle 1 u. 3). Von den acht Heterozygoten für R143W trugen 4 keine weitere 

Mutation in GJB2, während die verbleibenden 4 Träger der R143W Mutation doppelt 

(compound) heterozygot waren (Tabelle 3). Darunter  war ein Träger der Mutation 35insG, 

die bereits zuvor als Ursache für NSRD beschrieben worden war (Estivill et al. 1998a). Die 

anderen drei Mutationen L79P, I203K und L214P (Abb. 7) wurden bisher noch nicht 

beobachtet.  

Weiterhin wurden bei Probanden, die keine R143W-Mutation aufwiesen, drei neue 

Missense-Mutationen gefunden (Abb. 12), V178A, A197S und R184Q.  

  

   

     

  

      A 

 

 

 

 

 

 

 

L79P L214PI203K

     B 

 
 

 
Abb. 7: die neu beschriebenen Cx26-Mutationen L79P, I203K und L214P, in der oberen Zeile (A) jeweils die Wildtyp-
Sequenz, in der unteren Zeile (B) jeweils die neue Sequenzvariante.  
 

 

 

I203K: Der Austausch zweier Basen, TC zu AA an Position 608 der Nukleotidsequenz 

führt zu dem Tausch von Isoleucin (I) zu Lysin (K) an Position 203 der 

Aminosäuresequenz. Der Proband, bei dem diese Mutation in doppelter (compound) 

Heterozygotie mit R143W gefunden wurde, stammte aus der Region Ashanti. Der 

Stammbaum zeigte, dass Heterozygotie für I203K mit einem normalen Gehör einhergeht, 

was darauf hinweist, dass diese Mutation rezessiv ist (Abb. 8) 
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Familie A

R143W / WT I203K / WT

R143W / I203K WT / WT I203K / WT WT / WT  
 

Abb.8: Stammbaum der Familie des Schülers, bei dem die I203K Mutation des GJB2 neu beschrieben wurde 

 

L79P: Diese Mutation wurde bei einem aus der Central Region stammenden Schüler in 

doppelter (compound) Heterozygotie mit R143W gefunden. Der Tausch eines T zu C an 

Position 236 der Nukleotidsequenz ist eine Missense-Mutation, die an Aminosäureposition 

79 zum Austausch von Leucin (L) zu Prolin (P) führt. Familienstudien ergaben, dass 

Heterozygotie für L79P mit einem normalen Gehör einherging, was darauf hinweist, dass 

auch diese Mutation rezessiv ist (Abb.9 ).  

 
Familie B

L79P / WT R143W / WT

L79P / R143W  
 

Abb.9: Stammbaum der Familie des Schülers, bei dem die L79P Mutation des GJB2 neu beschrieben wurde 

 

L214P: Für die Mutation, die zu einem Austausch von T zu C an Position 641 der 

Nukleotidsequenz führt, wodurch die Aminosäure Leucin (L) durch Prolin (P) ersetzt wird, 

konnten keine einfach heterozygoten Familienangehörige gefunden werden. Es wurde aber 

berichtet, dass die Mutter der doppelt heterozygoten Geschwister normal hörend war. Dies 

ließ vermuten, dass L214P auch rezessiv ist, da sie Träger von L214P sein musste (Abb. 

10). Der Proband mit dieser Mutation stammt aus der Western Region. 
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Familie C

R143W / WT

WT / WT R143W / WT R143W / L214P R143W / L214PR143W / L214P R143W / WT 
 
 
Abb.10: Stammbaum der Familie des Schülers, bei dem die L214P Mutation des GJB2 neu beschrieben          

wurde 
 

 

R184Q: Diese Sequenzvariante wurde bei einem aus der Central Region stammenden 

Schüler beschrieben. Bei dem Tausch G zu A an Position 551 der Nukleotidsequenz 

handelt es sich um eine Missense-Mutation, die in der Aminosäuresequenz zum Tausch 

von Arginin (R) zu Glutaminsäure (Q) führt. 

Die Familienstudie zeigt, dass Gehörlosigkeit hier in allen fünf Fällen mit Heterozygotie 

für R184Q einherging (Abb. 11). Also scheint R184Q einer der seltenen Fälle zu sein, bei 

denen GJB2-Mutationen zu dominant vererbter Schwerhörigkeit führen. Diese Annahme 

wird durch die Tatsache, dass die betroffenen Geschwister zwei verschiedene Väter haben, 

unterstützt. 
 

R184Q / WT R184Q / WT WT / WT R184Q / WT WT / WT R184Q / WT WT / WT

WT / WT R184Q / WT WT / WT

Familie D

 
 
Abb.11: Stammbaum der Familie des Schülers, bei dem die LR184Q Mutation des GJB2 neu beschrieben           

wurde 
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V178A: Die durch den Austausch der Base T zu C an Position 533 der Nukleotidsequenz 

gekennzeichnete Mutation, bei der in der Aminosäuresequenz an Position 178 statt Valin 

(V) Alanin (A) kodiert wird, wurde homozygot bei zwei anscheinend unabhängigen 

Individuen und einem Geschwisterkind des einen gefunden, was den Schluss nahelegt, 

dass es sich auch hier um eine Ursache für rezessiv vererbte NSHL handelt. Alle von 

V178A betroffenen Schüler wurden in der Western Region geboren. 

 

A197S: Die Mutation A197S, bei der durch den Austausch der Base G zu T an Position 

589 der Nukleotidsequenz Alanin (A) in Aminosäureposition 197 durch Serin (S) ersetzt 

ist, wurde einmal in heterozygoter Form gesehen. Der Schüler, bei dem sie auftrat, wurde 

in der Ashanti Region geboren. Da keine Familienmitglieder zu Verfügung standen,  blieb 

die Rolle, die diese Mutation spielt, unklar. Sie konnte entweder dominant sein, oder es lag 

ein Fall von Gehörlosigkeit vor, der durch Veränderung in GJB2 und einem anderen Gen 

verursacht worden war (digenenic), oder ihr Auftreten fiel zufällig mit einer anderen 

Ursache für Gehörlosigkeit zusammen. 

 

 

 
V178A A197SR184Q          

  

A 

 

 
 
 
 
 
 
 
B 

 
 
 
 
 
 

 
 
Abb. 12:  die neu beschriebenen Cx26-Mutationen V178A, R184Q und A197S, in der oberen Zeile (A) jeweils die 
 Wildtyp-Sequenz, in der unteren Zeile (B) jeweils die neue Sequenzvariante. V178A wurde dabei in homozygoter Form 
 gefunden, R184Q und A197S dagegen traten jeweils nur in einem Allel auf. 
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4.4. Gesamtzahl der ermittelten GJB2-Mutationen  

 

Tabelle 4 fasst alle in Ghana gefundenen Mutationen, sowohl die bereits bekannten als 

auch die neu beschriebenen, zusammen. Ergänzend dazu bietet Abbildung 13 eine 

Übersicht über die Lage dieser Sequenzvarianten innerhalb von Cx26. 

 
GJB2 Mutationen   Anzahl der betroffenen Allele 
35insG   (frameshift)   1 
236T→C  L79P    1 
427C→T  R143W   110 
533T→C   V178A    4 
551G→A  R184Q    1 
589G→T  A197S    1 
608TC→AA I203K    2 
641T→C  L214P    1 
veränderte Allele insgesamt:  121 
Untersuchte Allele:    730 
 
Tab. 4: Auflistung aller GJB2 Mutationen mit ihrer Häufigkeit 
 

 

 
Abb. 13:  Schema des Cx26-Moleküls. Die in Ghana häufige Sequenzvariante R143W ist blau hervorgehoben,  

Sequenzvarianten durch in der vorliegenden Studie neu beschriebene GJB2-Mutationen sind rot markiert. 
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4.5. Geografische Verteilung aller ermittelten GJB2-Mutationen 

 

Nachdem sich schon bei der Verteilung der Mutation R143W eine deutliche Häufung in 

den südlichen Regionen Ghanas zeigt, stammen auch die Schüler mit neu beschriebenen 

Mutationen aus diesen Gebieten.  

Die fünf Probanden mit den GJB2-Mutationen L79P, V178A, L214P und R184Q stammen 

aus der Central und Western Region. A197S und I203K fanden sich bei Schülern aus der 

angrenzenden Ashant Region, hier war auch der Proband mit der vorbeschriebenen 35insG 

Mutation geboren worden.  

Analog zu Tabelle 2, in der die in Ghana häufige Mutation R143W nach Regionen 

geordnet aufgelistet ist, findet sich die Gesamtzahl der für Gehörlosigkeit verantwortlich 

zu machenden GJB2-Mutationen in Tabelle 5. Die dabei beobachtete geografische 

Verteilung mit klar abnehmender Prävalenz von den Küstenregionen in Richtung Norden 

wird durch Abbildung 14 verdeutlicht. 

 

 

 
 
Region 

 
n 

Probanden mit 
Gehörlosigkeit 

verursachenden 
GJB2-Mutationen

  Probanden mit 
Mutationen 

unklarer 
Auswirkung 

 Probanden 
ohne 

Mutation im 
GJB2 

 

Ashanti 80 12 15,5% 2 2,5% 66 82,5% 
Brong Ahafo 28 6 21,4% 0 0,0% 22 78,6% 
Central 36 12 33,3% 2 5,6% 22 61,1% 
Eastern 25 6 24,0% 1 4,0% 18 72,0% 
Greater Accra 47 9 19,1% 0 0,0% 38 80,9% 
Northern 27 0 0,0% 0 0,0% 27 100,0% 
Upper East 14 0 0,0% 0 0,0% 14 100,0% 
Upper West 12 0 0,0% 0 0,0% 12 100,0% 
Volta 43 4 9,3% 2 4,7% 37 86,0% 
Western 53 9 15,3% 0 0,0% 50 84,7% 
 
Tab. 5:  Anzahl der Personen mit GJB2-Mutationen alphabetisch nach Regionen sortiert. n = Anzahl der insgesamt  

 aus der jeweiligen Region stammenden, untersuchten Probanden 
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Abb. 14: geografische Verteilung der GJB2- Mutationen 
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5. Diskussion 
 

In der vorliegenden Studie wurde bei 365 gehörlosen Personen in Ghana das zweite Exon 

des Gens GJB2 untersucht, das für Cx26 kodiert. Im Mittelpunkt der Untersuchung stand 

die Frage nach der Prävalenz und Art der GJB2-Mutationen im Vergleich zu anderen 

bisher untersuchten Populationen und ihrer geografischen Verteilung innerhalb Ghanas.  

 

5.1. Kritische Bewertung des Studienplans und der angewandten Methoden 

 

5.1.1. Auswahl der Studienteilnehmer 

 

Das untersuchte Kollektiv bestand aus Schülern mit neurosensorischer Schwerhörigkeit 

unbekannter Genese aus neun Schulen für Gehörlose, die in neun von zehn Provinzen 

Ghanas verteilt gelegen sind.   

Zunächst wurden Kinder mit nur leichter bis mittelgradiger Schwerhörigkeit 

ausgeschlossen, da die durch Mutationen in GJB2 verursachte rezessiv vererbte 

Schwerhörigkeit meist vollkommen oder schwer ist. Inzwischen hat sich allerdings gezeigt, 

dass in einigen Fällen der Schweregrad sogar innerhalb einzelner Familien bemerkenswert 

variieren kann  (Denoyelle et al. 1999; Lerer et al. 2001; Murgia et al. 1999). Demnach 

könnten durch zu strenge Auswahlkriterien Fälle unterschätzt oder übersehen und Personen 

mit GJB2-bedingter Schwerhörigkeit aus der Untersuchung ausgeschlossen worden sein. 

Im Rahmen dieser Studie wurden allerdings keine Familienangehörigen mit gering 

ausgeprägter Schwerhörigkeit ermittelt. Auch bei den vier ausführlich untersuchten 

Familien der Personen, bei denen neue GJB2-Mutationen gefunden wurden, fanden sich 

ausschließlich Angehörige mit vollständiger Gehörlosigkeit oder ohne nachweisbare 

Hörstörung. Dies lässt die Wahrscheinlichkeit, Personen mit GJB2 bedingter 

Schwerhörigkeit übersehen zu haben, gering erscheinen. 

Weiterhin wurden Kinder mit postlingualer Schwerhörigkeit ausgeschlossen. Fast alle 

Formen der autosomal rezessiv vererbten NSHL beginnen prälingual (Green et al. 2000), 

weswegen die Patientenauswahl sich auf Fälle von Gehörlosigkeit, die sich vor dem Ende 

des zweiten Lebensjahres manifestiert hatten, beschränkte. Obwohl die autosomal rezessiv 

vererbte Gehörlosigkeit in ihrem Ausprägungsgrad meistens stabil bleibt, ist in 

Einzelfällen eine Progression beschrieben worden (Denoyelle et al. 1999; Cohn et al. 

1999). Da der Spracherwerb vom Schweregrad der Hörstörung abhängt ist anzunehmen, 
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dass auch Patienten, deren Schwerhörigkeit erst postlingual auffällt, von einer GJB2-

Mutation betroffen sein können, und die Auswahlkriterien in diesem Fall zu eng gewesen 

sein könnten. Insgesamt hat sich in anderen Studien gezeigt, dass insbesondere 

Hörstörungen ohne exogene Risikofaktoren häufig erst im zweiten oder dritten Lebensjahr 

auffallen (Azaiez 2004), da exogene Risikofaktoren die Aufmerksamkeit schneller auf eine 

eventuellen Schwerhörigkeit lenken. Die strenge Vorauswahl lässt darüber hinaus auch 

Rückschlüsse auf Penetranz und Expressivität der einzelnen GJB2-Mutationen in dieser 

Population nicht zu.  

Ein weiteres Ausschlusskriterium war eine offensichtlich exogene Ursache für die 

Gehörlosigkeit. Hierzu ist die Datenlage über Vorerkrankungen der Mütter in der 

Schwangerschaft sowie der Probanden in der frühen Kindheit schlecht, was zum einen an 

der fehlenden Dokumentation, aber auch an der eingeschränkten ärztlichen Versorgung 

und damit mangelhafter Diagnostik liegen kann. Ein Beispiel hierfür ist die kongenitale 

Infektion mit Röteln. Obwohl in Westafrika 10% bis 30% der Frauen im reproduktiven 

Alter noch seronegativ für Rubella-AK sind und es kein Impfprogramm für diese Frauen 

gibt (WHO homepage), wurden hier, wider Erwarten, lange keine Fälle von 

Rötelnembryopathie  beschrieben. Eine in Kumasi durchgeführte Studie zeigte schließlich 

eine Rate von 0,8 pro 1000 Geburten, was bestätigte, dass die Rötelnembryopathie sehr 

wohl vorkommt, jedoch als solche nicht statistisch erfasst wird (Lawn et al. 2000).  

 

5.1.2. körperliche Untersuchung 

 

Die Untersuchung zum Ausschluss syndromischer Formen der Schwerhörigkeit bezog die 

körperliche Untersuchung und die Otoskopie ein, wodurch viele Erkrankungen, wie z.B. 

Hautkrankheiten, Schilddrüsenvergrößerungen und Anomalien des äußeren Gehörgangs 

und des Trommelfells erfasst wurden, nicht jedoch Veränderungen des Innenohrs wie die 

Mondini-Dysplasie beim Pendred-Syndrom. Das HR-CT des Os temporale wird in der 

Literatur im Allgemeinen nur bei unilateraler oder progressiver Schwerhörigkeit sowie 

kraniofazielen Anomalien empfohlen (Hone 2002; Bamiou 2000). Gehörlosigkeit durch 

DFNB1 ist in der Regel nicht mit einer radiologische erkennbaren Innenohrveränderung 

assoziiert (Hone et al. 2002). Durch die Audiometrie wurden die Ausprägung der 

Schwerhörigkeit erfasst sowie die Differenzierung der sensorineuralen Hörstörung 

durchgeführt. Das Alter der Kinder ist dabei mit 6-20 Jahren hoch genug, diese von 

Kooperation abhängige Untersuchung durchzuführen, so dass die in Europa mittlerweile 

   



  
  Seite 38  

vor allem bei jüngeren Patienten etablierte elektrische Reaktionsaudiometrie entbehrlich 

erschien. 

 

5.1.3. Untersuchung  des Exon 2 von GJB2 

 

Wie in den meisten zuvor genannten Studien wurde das Exon 2 des GJB2 

molekulargenetisch untersucht, da es die komplette kodierende Sequenz von Cx26 enthält. 

Dies bleibt die allgemein übliche Methode, da sich in mehreren Studien bei keinem der 

Probanden, bei denen nur eine einzelne GJB2-Mutation in Exon 2 gefunden worden war, 

bei Untersuchung von Exon 1 und putativen splice sites Mutationen im zweiten Allel 

gezeigt hatten (Azaiez et al. 2004; del Castillo et al. 2003; Green et al. 1999).  

 

5.2. Diskussion der Ergebnisse 

 

5.2.1. Auswirkungen von GJB2-Mutationen auf das Genprodukt Cx26 

 

Die meisten vererbten Formen der Schwerhörigkeit verhalten sich monogenetisch, in 

letzter Zeit finden sich aber auch Beispiele von Interaktionen zweier Gene (del Castillo et 

al. 2002). Das häufigste Vererbungsmuster ist die rezessive Übertragung. Trotz der hohen 

genetischen Heterogenität ist in den meisten Populationen ein einziger Gen-Locus, 

DFNB1, für den größten Anteil an vererbter Gehörlosigkeit verantwortlich. DFNB1 wird 

auf 13q11-q12 kartiert und beinhaltet die Gene GJB2 und GJB6, die für die gap junction- 

Proteine Cx26 und Cx30 kodieren. Beide Genprodukte werden in der Cochlea exprimiert 

(Forge et al. 2003) und Paare rezessiver Mutationen, entweder einen oder beide Loci 

umfassend, können Gehörlosigkeit verursachen. Mutationen in GJB2 können dominant 

oder rezessiv vererbte NSHL sowie verschiedene mit Hauterkrankungen assoziierte 

Syndrome verursachen (Van Laer et al. 2003).  

Obwohl bei der Identifizierung von Gehörlosigkeit verursachenden Genen beachtliche 

Fortschritte gemacht werden, ist die Korrelation der Genfunktionen mit spezifischen 

auditorischen Prozessen noch sehr unvollständig. Bei der Erforschung der Funktionen von 

Cx26 kommt erschwerend hinzu, dass GJB2 Knockout-Mäuse aufgrund eines Defektes der 

Plazentaentwicklung am 11. Tag der Embryonalphase absterben (Gabriel et al. 1998). Um 

die genauen Auswirkungen der verschiedenen Mutationen von GJB2 auf das Hörvermögen 
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und eventuelle andere Funktionen besser zu verstehen, müssen daher andere Wege gewählt 

werden.  

Zum einen werden Funktionen der Protein-Domänen der verschiedenen Connexine im 

Allgemeinen untersucht. So beeinflussen die vier Transmembrandomänen das 

Zusammenfügen der Connexine zu den hexameren Hemikanälen, den Connexonen 

(Krutovskikh et al. 2000; Zhou et al. 1997). Die beiden extrazellulären Schleifen EC1 und 

EC2 sind entscheidend an dem Zusammenfügen zweier Connexone zu einem 

interzellulären Kanal beteiligt. Das stark konservierte amino-terminale Ende soll für die 

Einfügung der Connexine in die Zellmembran notwendig sein (Martin et al. 2000). Beim 

Cx32 wurden für diesen Bereich auch eine Calmodulin-Bindungsstelle (Torok 1997) und 

eine "voltage gating region" (Purnick 2000) beschrieben. Mutationen in GJB2 können die 

Bildung des monomeren Cx26, das Zusammenfügen zu Connexonen, den Transport in die 

Zellmembran, den Kontakt zur benachbarten Zelle und die Funktion der gap junction-

Kanäle beeinflussen. 

Andere Studien haben die Auswirkung bestimmter experimenteller oder bereits in der 

Natur gefundener GJB2-Mutationen auf die Funktion der Connexine untersucht. Bisher 

konnten dabei keine einheitlichen Ergebnisse erzielt werden, und häufig haben neue 

Ergebnisse alte Theorien verdrängt. So wurde die GJB2-Mutation V37I als zufällig bei 

Hörenden auftretend eingeordnet. In einer Funktionsstudie mit dieser Mutation zeigte sich 

dann jedoch ein Funktionsverlust des Cx26. Bei der V84L-Mutation, die rezessiv vererbte 

Schwerhörigkeit verursacht, konnte dagegen weder in Xenopus-Oozyten noch in 

transfizierten HeLa-Zellen ein Unterschied der Kanalfunktion gegenüber dem Cx26 

Wildtyp gezeigt werden (Bruzzone et al. 2003). Später wurde für V84L dann eine 

Reduktion der Permeabilität des Kanals für Inositol 1,4,5-trisphosphat (Ins(1,4,5)P(3)) 

nachgewiesen, das wiederum als Mediator für die Fortleitung einer Ca2+ Welle durch das 

Gewebe verantwortlich gemacht wird (Beltramello et al. 2005). Alle anderen untersuchten 

Funktionen ergaben auch in dieser Studie keinen Unterschied zum Wildtyp.  

Ein weiteres Beispiel für widersprüchliche Ergebnisse von Funktionsstudien ist die in 

Ghana vorherrschende Mutation R143W. So verhindert diese in N2A-Zellen nicht die 

Entstehung von funktionsfähigen Cx26 Proteinen, die sich auch in der Zellmembran zu 

gap junctions zusammenlagern und vor allem im Bereich der Regionen der interzellulären 

Kontakte vorkommen (Wang et al. 2003). Im Gegensatz dazu wurden durch R143W in 

Xenopus-Oozyten keine funktionsfähigen Kanäle gebildet, obwohl Cx26 in einer Menge 

exprimiert wurde, die mit dem Wildtyp vergleichbar war (Mese et al. 2004). 
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Die dominanten GJB2-Mutationen delE42, D66H, W44C und R75W inhibieren die 

Bildung funktionsfähiger Kanäle, wenn sie mit Wildtyp-Cx26 co-exprimiert werden 

(Bruzzone et al. 2001; Rouan et al. 2001). Bei anderen dominanten Cx26 Mutationen zeigt 

sich, wenn sie mit Cx30 co-exprimiert sind, ein hemmender Effekt auf die Funktion der 

Cx30 Kanäle, der damit zu einer Beeinflussung der heteromeren Kanäle führen kann 

(Forge et al. 2003). Sollten heteromere Kanäle aus Cx26 und Cx30 einzig und allein in der 

Cochlea vorkommen, könnte dies eine Erklärung für den nicht-syndromischen Charakter 

einiger Formen von Schwerhörigkeit sein, die durch Mutationen in GJB2 verursacht 

werden (Forge et al. 2003). Desweiteren wurde für delE42, D66H und R75W ein trans-

dominanter Effekt auf Cx43, ein in der Epidermis vorkommendes Connexin, gezeigt 

(Rouan et al. 2001). Da bisher angenommen wird, dass Cx26 und Cx43 nicht gemeinsam 

in heteromeren oder heterotypischen Kanälen vorkommen, ist der Mechanismus dieses 

Effektes unklar. 

Insgesamt zeigt sich also, dass in vitro Methoden zwar Hinweise auf die Auswirkung von 

GJB2-Mutationen geben, nicht aber die komplexe Situation der Genexpression in vivo 

widerspiegeln können. 

 

5.2.2. In dieser Studie ermittelte Mutationen 

 

Die molekulargenetische Untersuchung der kodierenden Region von GJB2 zeigte bei 

insgesamt 63 der 365 in die Studie eingeschlossenen Probanden Missense-Mutationen oder 

Insertionen. Es wurden acht verschiedene Mutationen in GJB2 beschrieben, die alle bei 

Personen mit neurosensorischer angeborener NSHL gefunden wurden. In Anbetracht 

früherer Berichte über die Rolle der GJB2-Mutationen wurde davon ausgegangen, dass 

auch die neuen Mutationen die Ursache für Schwerhörigkeit sind, sofern die Stammbäume 

der jeweiligen Familie diese Annahme unterstützten. Insgesamt 51 Personen waren 

homozygot für R143W, weitere acht waren heterozygot für R143W. Vier dieser Personen 

trugen keine weitere GJB2-Mutation, während die anderen vier Träger der Mutation 

R143W doppelt (compound) heterozygot waren. Von diesen zeigte sich bei einem die 

Frameshift-Mutation 35insG, bei der ein zusätzliches G im Bereich 30-35 eingefügt wird 

und die bereits zuvor als Ursache für rezessiv vererbte NSHL beschrieben worden war 

(Estivill et al. 1998a). Bei den übrigen drei doppelt Heterozygoten fanden sich neben 

R143W jeweils einmal die bisher noch nicht beobachteten Mutationen L79P, I203K und 
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L214P Weiterhin wurden bei Probanden, die keine R143W-Mutation aufwiesen, die drei 

neuen Missense-Mutationen V178A, A197S und R184Q gefunden. 

R143W wurde zuvor bereits als rezessiv vererbte Ursache von NSHL in Ghana 

beschrieben, wo es die einzige gefundene GJB2-Mutation in einem Dorf mit sehr hoher 

Prävalenz von Gehörlosigkeit war (Brobby et al. 1998). In der aktuellen Studie zeigt sich, 

dass R143W auch in anderen Teilen des Landes die vorherrschende GJB2-Mutation ist, sie 

trägt 90% zu allen gefundenen GJB2-Mutationen bei. Der Ersatz der Base C durch T an 

Position 427 der Nukleoitidsequenz führt zum Austausch der basischen Aminosäure 

Arginin gegen die hydrophobe Aminosäre Tryptophan an Position 143 der 

Aminosäurekette in der dritten transmembranären Protein-Domäne. R143W findet sich 

auch in anderen Populationen wie Koreanern (Park et al. 2000), Japanern (Abe et al. 2000) 

und Spaniern (Rabionet et al. 2000b). In der vorliegenden Studie wurde die Mutation in 

vier Fällen auch einfach heterozygot gefunden, wo sie entweder mit einer Mutation in 

einem anderen Gen interagiert oder in keinem Zusammenhang mit der Ursache der 

Schwerhörigkeit steht.  

 

5.2.2.1. L79P 

Der Ersatz der Base T durch C an Position 236 der Nukleotidsequenz ist eine Missense-

Mutation, die in der zweiten transmembranären Protein-Domäne TM2 des Cx26 zum 

Austausch von Leucin, einer hydrophoben Aminosäure, zu Prolin führt. Prolin nimmt unter 

den Aminosäuren eine Sonderstellung ein, da es durch seine zyklische Struktur starken 

Einfluss auf die Protein-Struktur haben kann. Alle vier transmembranären Domänen der 

Connexine sollen für die Oligomerisation zu hexameren Connexonen verantwortlich sein 

(Saez et al. 2003). In der Literatur finden sich keine weiteren Hinweise auf eine mögliche 

strukturelle Auswirkung dieser neu beschriebenen Mutation. Familienstudien ergaben, dass 

einfach Heterozygote für L79P ein normales Gehör hatten, was darauf hinweist, dass diese 

Mutation rezessiv ist (Abb. 9).  

 

5.2.2.2. V178A 

Die durch den Austausch der Base T zu C an Position 533 der Nukleotidsequenz 

gekennzeichnete Mutation, bei der statt Valin die ebenso hydrophobe Aminosäure Alanin 

eingebaut wird, wurde homozygot bei drei Probanden gefunden. Dieser Austausch findet 

in der zweiten extrazellulären Protein-Domäne statt, für die ein wichtiger Einfluss beim 

Zusammenfinden unterschiedlicher Connexone zu heterotypischen Kanälen postuliert wird 
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(White et al. 1994; 1995). Beide extrazellulären Schleifen sind entscheidend an dem 

Zusammenfügen zweier Connexone zu einem interzellulären Kanal beteiligt.  

Zwei anscheinend nichtverwandte Personen (Tabelle 3) und ein daraufhin untersuchtes 

Geschwisterkind des einen waren homozygot für V178A. Obwohl keine weiteren 

Familienangehörigen untersucht werden konnten und neutrale Mutationen, bei denen 

chemische verwandte Aminosäuren gegeneinander ausgetauscht werden, in vielen Fällen 

die Funktion des gesamten Proteins nur geringfügig verändern, lässt das ausnahmslose 

Vorkommen von V178A in der homozygoten Form vermuten, dass auch diese Mutation 

verantwortlich für die Gehörlosigkeit der Betroffenen ist und rezessiv vererbt wird. 

 

5.2.2.3. R184Q 

Bei dem Austausch der Base G zu A an Position 551 der Nukleotidsequenz handelt es sich 

um eine Missense-Mutation, die zum Ersatz der basischen Aminosäure Arginin durch die 

saure Aminosäure Glutaminsäure führt. Diese Sequenzänderung befindet sich, wie bereits 

für V178A beschrieben, in der zweiten extrazellulären Protein-Domäne. Die 

Familienstudie (Abb. 11) zeigt, dass Gehörlosigkeit bei allen fünf betroffenen 

Familienmitgliedern mit Heterozygotie für R184Q einhergeht. Eine Vererbung durch 

Interaktion mit einem zweiten Gen erscheint höchst unwahrscheinlich, da die betroffenen 

Geschwister zwei verschiedene Väter haben. Also scheint R184Q eine der seltenen 

Mutationen zu sein, die bei GJB2 zu einer dominant vererbten Form der 

nichtsyndromischen Gehörlosigkeit führen. Die genaue Auswirkung von R184Q auf die 

Funktion des C26 ist bisher nicht beschrieben. Eine Mutation an der gleichen Position, bei 

der es allerdings zum Einbau eines Prolins kommt, R184P, führte in transfizierten HeLa-

Zellen dazu, dass keine aktiven Kanäle gebildet werden konnten (d'Andrea et al. 2002).  

 

5.2.2.4. A197S 

Die Mutation A197S wurde einmal in heterozygoter Form gefunden. Sie führt dazu, dass 

durch den Austausch der Base G zu T an Position 589 der Nukleotidsequenz in der vierten 

transmembranären Domäne TM4 statt des Alanins die Aminosäure Serin kodiert wird, die 

durch die Hydroxy-Gruppen in ihrer Seitenkette an Wasserstoffbrückenbildungen 

teilnehmen kann. Da keine Familienmitglieder zu Verfügung standen,  bleibt die Rolle, die 

diese Mutation spielt, unklar. Sie kann entweder dominant sein, durch Veränderung in 

GJB2 und einem anderen Gen NSHL verursachen, oder ihr Auftreten fällt zufällig mit 

einer anderen Ursache für Gehörlosigkeit zusammen.  
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5.2.2.5. I203K   

Der Austausch zweier Basen, TC zu AA an Position 608-609 der Nukleotidsequenz, führt 

in der vierten transmembranären Protein-Domäne zu dem Ersatz von Isoleucin, einer 

hydrophoben Aminosäure mit aliphatischer Seitenkette durch Lysin, einer basischen 

Aminosäure, deren endständige Amino-Gruppe bei neutralem pH oft positiv geladen ist. 

Die Familienstudie ergab, dass einfach Heterozygote für I203K ein normales Gehör hatten, 

was darauf hinweist, dass diese Mutation rezessiv ist (Abb. 8). In der Literatur finden sich 

keine weiteren Beispiele für eine mögliche strukturelle Auswirkung dieser neu 

beschriebenen Mutation. Im Allgemeinen werden die vier Transmembran-Domänen der 

Connexine, wie oben beschrieben, für das Durchdringen der Plasmamembran und das 

Formen des Connexons mit seinem von sechs Connexinen gebildeten Kanal verantwortlich 

gemacht (Sáez et al. 2003).  

 

5.2.2.6. L214P 

Die Mutation führt zu einem Austausch der Base T zu C an Position 641 der 

Nukleotidsequenz, so dass im C-terminalen Ende (IC3) des Cx26 die hydrophobe 

Aminosäure Leucin durch Prolin ersetzt wird. Für diese Sequenzänderung konnten keine 

einfach heterozygoten Familienangehörige gefunden werden (Abb. 10). Es wurde aber 

berichtet, dass die Mutter der doppelt heterozygoten Geschwister normal hörend war. Da 

sie Carrier von L214P sein muss, lässt dies vermuten, dass die durch L214P entstehende 

Gehörlosigkeit rezessiv vererbt wird.  

Bei Funktionsanalysen lässt die L214P-Mutation des GJB2 gegenüber dem Wildtyp keinen 

Unterschied in der Expression von Cx26 in der Zellwand erkennen, der gebildete Kanal 

zeigt jedoch keine Funktion (Mese et al. 2004). IC2 soll mit IC3 gemeinsam einen 

Komplex bilden, der die pH-abhängige Selektivität des Kanals beeinflusst (Verselis et al. 

1994).  

 

5.2.3. Prävalenz von GJB2-Mutationen 

 
Über Jahre hat sich gezeigt, dass DFNB1 in vielen Populationen für 30-50% der 

neurosensorischen rezessiv vererbten NSHL verantwortlich ist (Estivill et al. 1998; Nance 

et al. 2000; Pampanos et al. 2002; Sobe et al. 2000; Zelante et al. 1997). Diese gehört 

damit zu den häufigsten angeborenen neurosensorischen Erkrankungen des Menschen. 

Über das Vorkommen von GJB2-abhängiger Schwerhörigkeit bei Afrikanern liegen nur 

wenige Studien vor (Denoyelle et al. 1997, Brobby et al.1998, Lench et al. 1998; Ben Arab 
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et al. 2000, Gasmelseed et al. 2003; Masmoudi et al. 2000; Oliveira et al. 2004) Für 

Westafrika waren zum Zeitpunkt der vorliegenden Studie außerhalb der o.g. Untersuchung 

von Brobby in Adamarobe, Ghana, noch keine Daten erhoben worden. 

 

Betrachtet man die Gesamtheit des Vorkommens und Muster der GJB2-Mutationen, 

unterscheiden sich die in der vorliegenden Studie in Ghana ermittelten Ergebnisse stark 

von denen, die in anderen Populationen gefunden wurden. Der Anteil von 15,9%, den die 

GJB2-Mutationen zu den Fällen von angeborener Gehörlosigkeit in Ghana beitragen, ist 

relativ klein verglichen mit den 30-50% unter Familien und Personen europäischer 

Herkunft, vor allem in Mittelmeerländern (Estivill et al. 1998; Denoyelle et al. 1997; 

Kelley et al. 1998). So fanden sich z.B. bei 210 griechischen Personen mit nicht-

syndromischer prälingualer neurosensorischer Gehörlosigkeit in 33,3% der Fälle 

biallelische GJB2-Mutationen (Pampanos et al. 2002).  

Auch in einigen anderen Populationen zeigt sich eine Abweichung von der in Europa und 

Nordamerika beschriebenen Prävalenz von GJB2-Mutationen als Ursache angeborener 

Hörstörungen. So fanden sich in einer Studie in Japan GJB2-Mutationen nur bei fünf von 

39 Patienten (12%) (Kudo et al. 2000) und bei 169 taiwanesischen Schulkindern mit 

prälingualer Gehörlosigkeit zeigten sich biallelische Mutationen im GJB2-Gen nur in 12 

Fällen (7,1%) (Wang et al. 2002). Bei 68 jordanischen Familien mit prälingualer rezessiv 

vererbter NSHL fand sich nur die 35delG-Mutation des GJB2 (Medlej-Hashim et al. 2002). 

In elf von diesen Fällen (16,2%) trat sie homozygot auf, womit die Frequenz von durch 

GJB2 verursachter Gehörlosigkeit auch hier deutlich niedriger lag als in den zuvor 

erwähnten Mittelmeerländern.  

Das relativ geringe Vorkommen von GJB2-Mutationen in Ghana mag damit 

zusammenhängen, dass Ursachen von erworbener Gehörlosigkeit in früher Kindheit, wie 

zum Beispiel Meningitis, Mumps, Masern, Röteln und auch Windpocken in Afrika eine 

höhere Inzidenz haben und daher dazu beitragen, dass eine größere Anzahl von Fällen  

fälschlich als angeboren betrachtet wird. Für Ghana liegen keine aktuellen Zahlen zur 

Prävalenz genetisch verursachter Gehörlosigkeit vor. Anhand von älteren Studien und auch 

unter Berücksichtigung von Daten aus anderen westafrikanischen Staaten kann man jedoch 

davon ausgehen, dass die Mehrzahl der Fälle von Schwerhörigkeit erworben ist, 

hauptsächlich intrauterin oder durch Infektionen während der Kindheit. So waren noch vor 

wenigen Jahren in Sierra Leone ohne entsprechende Impfungen 46,1% der Hörstörungen, 

einschließlich postnatal erworbener, im Zusammenhang mit einer Masern-Infektion zu 
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sehen (Seely et al. 1995), die auch in Ghana einen Anteil von 30 Prozent einnahm  (Brobby 

1988). 

Eine weitere Möglichkeit für das geringe Vorkommen von GJB2-Mutationen in Ghana 

besteht darin, dass noch nicht identifizierte Mutationen in nicht kodierenden Teilen des 

GJB2 existieren oder dass ein anderes Gen als GJB2 in Ghana eine größere Rolle spielt als 

beispielsweise in Europa. In vielen verschiedenen Populationen wie Europäern (Estivill et 

al. 1998a; Denoyelle et al. 1997; Kelley et al. 1998), Ashkenasi-Juden (Morell et al. 1998) 

und Japanern (Abe et al. 2000) hat DFNB1 einen großen Anteil an der rezessiv vererbten 

NSHL. Ein Beispiel für NSHL, die auf DFNB1 kartiert und nicht durch Sequenzvarianten 

im Cx26 verursacht wird, findet sich in der Mutation del(GJB6-D13S1830). Sie beeinflusst 

vermutlich nicht GJB2, führt aber zu einer Deletion im benachbarten GJB6, das für das 

gap junction Protein Cx30 kodiert (Lerer et al. 2001; del Castillo et al. 2002; Pallares-Ruiz 

et al. 2002). Meist wurde diese Deletionen bisher in doppelter Heterozygotie mit GJB2-

Mutationen gefunden, wobei die Betroffenen überwiegend unter kompletter Gehörlosigkeit 

litten (Feldmann et al. 2004). Homozygot wurde del(GJB6-D13S1830) erst sehr selten 

beschrieben (del Castillo et al. 2002;  Pallares-Ruiz et al. 2002). Dagegen, dass del(GJB6-

D13S1830) in Ghana einen erheblichen Anteil hat, spricht, dass sich in dieser Studie bei 

nur 6 von 365 Personen eine heterozygote GJB2-Mutation fand. Insgesamt ist die Frequenz 

von del(GJB6-D13S1830) bei allen bisher untersuchten Populationen nicht hoch genug, 

um zu einer großen Zahl von homozygoten Individuen zu führen. Sie machen unter 0,5% 

aller Fälle prälingualer Hörstörungen ohne GJB2-Muationen aus (del Castillo et al. 2003). 

Da die Anzahl der Genloci, die für NSHL verantwortlich gemacht werden, ständig 

zunimmt (Van Camp et al. 2005), könnte auch ein ganz anderes Gen in Westafrika 

erheblich zur vererbten Gehörlosigkeit beitragen. 

Eine dritte Möglichkeit für die niedrige Zahl von GJB2-Mutationen könnte darin bestehen, 

dass diese zwar genauso häufig vorkommen wie in anderen Teilen der Erde, aber die 

Penetranz aufgrund von noch nicht erkannten Umweltfaktoren niedriger ist. Aufgrund des 

Studiendesigns dieser Arbeit kann aber keine Aussage zu diesem Punkt gemacht werden.  

Ausschlaggebend für hohe Mutationsfrequenzen ist auch die erhebliche 

Verbesserung der sozialen und ökonomischen Umstände von Gehörlosen seit der 

Einführung von Gebärdensprache und Gehörlosenschulen in Verbindung mit assortativer 

Paarung (Nance 2003). So könnte sich zum Beispiel in den USA die Häufigkeit von 

Schwerhörigkeit durch GJB2-Mutationen innerhalb von zwei Jahrhunderten verdoppelt 

haben (Nance und Kearsey 2004). Die nordafrikanischen Bedouinen sind eine weitere 

   



  
  Seite 46  

Population mit einer hohen Frequenz von Gehörlosigkeit, bei ihnen hat eine eigene 

Gebärdensprache, wie sie auch in Adamarobe beschrieben wurde, Auswirkung auf die 

fitness der Gehörlosen. Zusätzlich besteht eine traditionelle Struktur der Partnerwahl, die 

sowohl Polygamie als auch Raten von Blutsverwandtschaft von 30-40% mit einer Vorliebe 

für Ehen zwischen Cousins ersten Grades einschließt (Jaber und Halpern 2000; Kenen und 

Burck 2002). Bei manchen Stämmen beträgt die Rate von Gehörlosigkeit 2,6% (Scott et al. 

1995) und steigert sich weiter. In anderen Populationen dagegen ist GJB2-assoziierte 

Gehörlosigkeit in viel niedrigeren Frequenzen beobachtet worden. In der Mongolei zum 

Beispiel gibt es nur eine Gehörlosenschule und die Gebärdensprache wurde erst 1995 

eingeführt, außerdem ist die fitness der Gehörlosen immer noch viel niedriger als die ihrer 

hörenden Geschwister. Positiv assortative Partnerwahl soll viel seltener sein als in den 

USA und GJB2-Mutationen machen nur 1,3% aller Fälle von Gehörlosigkeit aus (Pandya 

et al. 2001, Nance und Kearsey 2004). Ghana dürfte mit seinen 10 Gehörlosenschulen und 

der eingeschränkten Verbreitung der Gebärdensprache hier eine mittlere Stellung 

einnehmen.  

Eine Verfälschung von angenommenen GJB2-Mutationsfrequenzen kann im Allgemeinen 

auch dadurch entstehen, dass Formen der bisher als "nicht-syndromisch" eingestuften 

Gehörlosigkeit doch assoziierte, nicht-auditorische Merkmale zeigen. Zunächst mögen 

diese nicht ins Auge fallen, doch bei bekannten Mutationen sollte eine genauere 

Untersuchung des Phänotyps in Erwägung gezogen werden. So wurden auch Familien 

beobachtet, deren Schwerhörigkeit zunächst als NSHL eingestuft wurde, bei denen dann 

jedoch mit fortgeschrittenem Alter die Entwicklung einer Struma erfolgte. 

Dementsprechend litten sie also doch unter einem später erkannten Pendred-Syndrom (Li 

et al. 1998 ). 

 

5.2.4. Besondere GJB2-Mutationen in verschiedenen Populationen 

 

Obwohl ein breites Spektrum an rezessiv vererbten Formen der Schwerhörigkeit durch 

GJB2-Mutationen bekannt ist, ist in Nordamerika und Europa die häufigste Mutation eine 

Deletion eines einzelnen Guanins aus einer Reihe von 6 Guaninen, bekannt als 35delG. 

Die Frequenz dieser Mutation ist in den Mittelmeerländern am höchsten, dort erreicht die 

"Carrier-Rate" 1/30 bis 1/35 (Gasparini et al. 2000; Estivill et al. 1998a), und 35delG 

macht 70% aller GJB2-Mutationen aus. In anderen Populationen wird 35delG dagegen gar 

nicht oder nur vereinzelt gefunden. Studien verschiedener ethnischer Gruppen haben 
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gezeigt, dass dort unterschiedliche GJB2-Mutationen gehäuft vorkommen. So zeigt zum 

Beispiel die Mutation 167delT (Zelante et al. 1997) eine hohe Prävalenz bei den 

Ashkenazi-Juden (Lerer et al. 2000; Morell et al. 1998; Sobe et al. 2000). In ostasiatischen 

Populationen ist die 235delC (Abe et al. 2000)  Mutation sehr verbreitet (Fuse et al. 1999; 

Liu et al. 2002). Unter Indern herrschen die drei Mutationen W24X, W77X und Q124X 

vor (Kelsell et al. 1997; Maheshwari et al. 2003; Rickard et al.2001; Scott et al. 1998a). 

Die vielen weiteren beschriebenen Mutationen wurden meist nur bei wenigen Individuen 

gefunden (Ballana el al. 2005; Rabionet et al. 2000a). 

Im Gegensatz dazu zeigt sich in Ghana R143W als die vorherrschende Mutation, sie trägt 

90% zu allen gefundenen GJB2-Mutationen bei. Unter den 121 mutierten Chromosomen 

befinden sich außerdem die sechs neu identifizierten Mutationen L79P, V178A, R184Q, 

A197S, I203K,und L214P. 

Diese eindeutige Zuordnung einzelner Mutationen zu ethnischen Gruppen spricht gegen 

die ursprüngliche Annahme, es handele sich um Hot Spots innerhalb des GJB2. Auch gibt 

es erst einen Bericht über eine nachgewiesene Neumutation in GJB2 (Shalev und Hujirat 

2004). Inzwischen hat sich durch Haplotypenbestimmung bestätigt, dass 35delG in Europa 

von einem gemeinsamen Gründer stammt und schätzungsweise etwa 500 Generationen 

beziehungsweise annähernd 10.000 Jahre alt ist (Van Laer et al. 2001, Rothrock et al. 

2003). Auch für del(GJB6-D13S1830) bei Ashkenazi-Juden wurde ein klarer 

Gründereffekt beschrieben (del Castillo et al. 2003). Bei der von einem Gründer 

stammenden R143W-Mutation in Adamarobe (Brobby et al. 1998) variierten die 

Haplotypen erheblich zwischen den einzelnen Familien, was darauf hinweist, dass die 

Mutation in diesem Dorf vor mindestens 60 Generationen erstmals auftrat.  

 

5.2.5. Geografische Verteilung der GJB2-Mutationen innerhalb Ghanas 

 

Innerhalb Ghanas zeigt sich eine klare Abnahme der Prävalenz von GJB2-Mutationen von 

Süden nach Norden. Dabei wurde an der Küste eine Rate von GJB2-Mutationen gefunden, 

die fast an die der Mittelmeerländer heranreicht. Geht man von einem gemeinsamen 

Gründer in Südghana aus, könnte die fehlende Verbreitung über das ganze Land mehrere 

Gründe haben.  

Man kann davon ausgehen, dass eine Durchmischung der verschiedenen Volksgruppen bis 

heute nur eingeschränkt stattfindet. Die mehr als 70 Sprachen und Dialekte deuten 

ungefähr die Zahl der Stammesverbände an. Dabei dominieren die Kwa-Sprachen im 
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Süden und die Gur-Sprachen im Norden. Die heutigen Staatsgrenzen Ghanas sind 

kolonialen Ursprungs und verlaufen vielfach durch Siedlungsgebiete der sowohl in Ghana 

als auch in den Nachbarstaaten ansässigen ethnisch-kulturellen Gruppen. Genaue Angaben 

über die ethnische Zusammensetzung werden in den letzten Jahren von Regierungsseite 

nicht mehr erstellt, um damit die bestehenden Stammesunterschiede zugunsten eines 

"Nationalbewusstseins" zu überwinden. Eine eingeschränkte Durchmischung des Nordens 

und des Südens zeigt sich auch durch die bereits beschriebenen religiösen Unterschiede.  

Zwar hat seit der Unabhängigkeit Ghanas die Binnenwanderung stark zugenommen, 

allerdings einseitig von Norden nach Süden. Heute leben über 10% der Bevölkerung 

Ghanas im Bereich der Doppelstadt Accra-Tema. Accra ist Sitz von Regierung und 

Verwaltung, Tema ist wichtigste Hafen- und Industriestadt (eine Auflistung von 

homepages mit aktuellen Informationen über Ghana findet sich am Ende des 

Literaturverzeichnisses).  

Die deutliche geografische Abhängigkeit unterstreicht das Vorhandensein von 

Gründereffekten. Das gehäufte Auftreten verschiedener GJB2-Mutationen im Süden kann 

aber auch die Theorie eines Selektionsvorteiles unterstützen, da sich in Ghana der Norden 

und der Süden zum Beispiel auch klimatisch und durch die Häufigkeit einzelner 

Infektionskrankheiten unterscheiden.  

 

5.2.6. Gibt es einen Selektionsvorteil  für GJB2-Mutationen? 

 

In Ghana zeigt sich ein Spektrum von GJB2-Mutationen, das sich deutlich von dem in 

anderen Regionen der Erde unterscheidet. Dies führt zu der Annahme, dass verschiedene 

GJB2-Mutationen einen unterschiedlichen funktionellen Einfluss haben. Dieser 

Unterschied scheint nicht zufällig zu sein, sondern kann zu Spekulationen über den 

Einfluss von Selektionskräften führen, die einen balancierten Polymorphismus 

hervorgebracht haben. Die relativ hohe Trägerrate von GJB2-Mutationen, die rezessiv 

vererbte Schwerhörigkeit verursachen, im humanen genetischen Pool lässt die Frage nach 

einem Vorteil des Phänotyps der Träger aufkommen, der den Nachteil der Schwerhörigkeit 

ausgleicht. 

Das bekannteste Beispiel für balancierende Selektion ist die Sichelzellanämie, bei der 

heterozygote Merkmalsträger resistenter gegen eine Malariainfektion mit Plasmodium 

falciparum sind als Personen ohne die verursachende Mutation. In homozygoter Form 

jedoch vermindert die Sichelzellanämie die Lebenserwartung. Auch bei der wegen ihrer 
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hohen Frequenz häufig zum Vergleich mit den GJB2-Mutationen herangezogenen delta-

F508 Mutation des zystische Fibrose-Gens CFTR wurde ein Selektionsvorteil für 

heterozygote Träger diskutiert (Romeo et al. 1989; Pier et al. 1998; Hogenauer et al. 2000). 

Beide Gruppen der GJB2-Mutationen, ghanaische und europäische, rufen in 

homozygoter Ausprägung offensichtlich sehr ähnliche Formen der Schwerhörigkeit hervor. 

Ihre unterschiedliche Rolle könnte entweder bei heterozygoten Trägern oder in Bezug auf 

eine andere Funktion des Connexins, möglicherweise an einem anderen Expressionsort 

außerhalb der Cochlea, zu finden sein. So wird Cx26 auch in den ekkrinen Schweißdrüsen 

und den Keratinozyten der Haut exprimiert und einige, vor allem dominante GJB2-

Mutationen, sind mit verschiedenen Hauterkrankungen assoziiert (Heathcote et al. 2000; 

Haftek et al. 1999; Kelsell et al. 2000; Lucke et al. 1999; Labarthe et al. 1998; Maestrini et 

al. 1999; Richard et al. 2003). Immunhistochemische Untersuchungen zeigten eine starke 

Expression von Cx26 in Keratinozyten psoriatischer Haut und chronischer Wunden bei 

fehlendem Nachweis in normaler Epidermis (Rivas et al. 1997). Es wäre also möglich, dass 

bestimmte GJB2-Mutationen physiologische Hautfunktionen, z.B. im Zusammenhang mit 

der Thermoregulation oder die Dicke der Epidermis, beeinflussen. 

Sowohl bei homozygoten als auch heterozygoten Trägern der in Ghana häufig auftretenden 

R143W-Mutation zeigte die histologische Untersuchung der Haut eine signifikant dickere 

Epidermis sowie höhere Kalium- und Chloridkonzentrationen des Schweißes als bei den 

Familienangehörigen, die keine GJB2-Mutation trugen (Meyer et al. 2002). Dies lässt an 

einen Heterozygotenvorteil denken. Die Befunde werden unterstützt durch die Tatsache, 

dass NSHL-verursachende GJB2-Mutationen in vitro die Rate an Zelltod bei Keratinozyten 

und Fibroblasten gegenüber dem Wildtyp reduzierten. Noch deutlicher ist der Unterschied 

gegenüber den bei Hautkrankheiten vorkommenden GJB2-Mutationen (Common et al. 

2004). Dieses könnte auf einen evolutionären Vorteil für die heterozygoten Genträger 

hinweisen wie z.B. ein ungünstigeres Milieu auf der Haut für die Besiedelung mit 

pathogenen Keimen oder eine robustere mechanische Barriere gegen Insektenstiche und 

andere Traumata. Interessant ist in diesem Zusammenhang auch die Tatsache, dass das 

Bakterium Shigella flexneri die Öffnung von Cx26 Hemikanälen verursachen und damit 

möglicherweise die bakterielle Invasion durch die Induktion von Zellsignalen  vorantreiben 

kann (Tran Van Nhieu G. et al. 2003). Veränderte Cx26-Kanäle könnten also einen 

gewissen Schutz vor Shigellose vermitteln. 

Weitere Studien dieser Art könnten für das generelle Verständnis der Evolution von 

Erbkrankheiten von großer Bedeutung sein. 
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6. Zusammenfassung 
 

Seit der Kartierung des ersten Krankheitslocus für nichtsyndromische rezessive 

Gehörlosigkeit DFNB1 auf 13q12 wurden mehr als 60 Loci für rezessive 

nichtsyndromische Schwerhörigkeit identifiziert, und über 30 der betroffenen Gene wurden 

kloniert. In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass Mutationen in einem dieser 

Gene, dem für Cx26 kodierenden GJB2, die Ursache für die häufigste Form dieser Art von 

Gehörlosigkeit sind. 

In einem Dorf in Ghana, in dem auffällig viele Gehörlose leben, war bei allen Betroffenen 

die rezessiv vererbte Cx26-Mutation R143W gefunden worden. 

 

In der vorliegenden Studie wurden 365 anscheinend nicht verwandte Personen mit 

prälingualer nicht-syndromischer neurosensorischer Gehörlosigkeit rekrutiert. Sie 

stammten aus neun Gehörlosenschulen, die über ganz Ghana verteilt in neun der zehn 

Regionen Ghanas lagen. Von allen wurde die medizinische Anamnese aufgenommen, eine 

ohrenärztliche Untersuchung einschließlich Audiometrie durchgeführt und das kodierende 

Exon 2 von GJB2 untersucht. 

 Aus den Untersuchungen ließ sich folgern, dass 17,5% der Fälle von neurosensorischer 

Gehörlosigkeit durch Mutationen in GJB2 verursacht waren. 90% der davon betroffenen 

Personen waren homozygot für R143W. Unter den 121 mutierten Chromosomen fanden 

sich die sechs neu identifizierten Mutationen L97P, V178A, R184Q, A197S, I203K und 

L214P, wobei I203K auf einem Dinukleotidaustausch beruht und R184Q dominant zu sein 

scheint. Keine der sechs neu identifizierten Mutationen bewirkt einen Abbruch der 

Aminosäurenkette. In nur einem Fall wurde eine früher beschriebene Mutation gefunden. 

Dabei handelte es sich um 35insG in doppelter (compound) Heterozygotie mit R143W.  

Innerhalb Ghanas zeigte sich eine klare Abnahme der Prävalenz von GJB2-Mutationen von 

Süden nach Norden. In der Central Region an der Küste wurden über 30% der Fälle von 

nichtsyndromischer neurosensorischer Gehörlosigkeit durch Mutationen in GJB2 

verursacht, während sie in den nördlichen Regionen gar nicht gefunden wurden. Die 

deutliche regionale Häufung von Mutationen könnte auf Gründereffekte hinweisen.  

Art und Verteilung der GJB2-Mutationen lassen auch Spekulationen über balancierende 

Evolution zu, die generell zum Verständnis monogener Erbkrankheiten von Bedeutung 

sein könnten. 
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11. Abkürzungsverzeichnis 
 
 

A Adenosin 

Abb. Abbildung 

APS Ammoniumpersulfat 

bidest.  zweifach destilliert 

bp Basenpaar 

C Cytosin 

Cx Connexin 

dATP Desoxyadenosintriphosphat 

dCTP Desoxycytidintriphosphat 

ddH2O zweifach destilliertes Wasser  

dGTP Desoxyguanosintriphosphat 

DNA Desoxyribonukleinsäure  

dNTP 2'-Desoxyribonukleotid-5'-Triphosphat 

dTTP Desoxythymidintriphosphat 

EDTA Ethylendiamin-Tetraessigsäure 

G Guanin 

GJA gap junction-Protein der α-Klasse 

GJB gap junction-Protein der β-Klasse 

kDa  KiloDalton 

M molar 

mM millimolar 

µg Mikrogramm 

µl Mikroliter 

µM  Mikromol 

NSHL non syndromic hearing loss 

NSRD non syndromic recessive deafness 

ºC Grad Celsius 

OD optische Dichte 

PCR Polymerase-Kettenreaktion 

pmol Picomol 
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RNA Ribonukleinsäure 

SDS Natriumdodecylsulfat 

T Tyrosin 

Tab. Tabelle 

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

U Unit, enzymatische Einheit 

UV ultraviolett 

V Volt 

WT Wildtyp 

 

 
 
Aminosäuren-Einbuchstaben- und -Dreibuchstaben-Code 

 

A  Ala  Alanin 

C  Cys  Cystein 

D  Asn  Asparaginsäure 

E  Glu  Glutaminsäure 

F  Phe  Phenylalanin 

G  Gly  Glycin 

H  His  Histidin 

I  Ile  Isoleucin 

K  Lys  Lysin 

L  Leu  Leucin 

M  Met  Methionin 

N  Asp  Asparagin  

P  Pro  Prolin 

Q  Gln  Glutamin 

R  Arg  Arginin 

S  Ser  Serin 

T  Thr  Threonin 

V  Val  Valin 

W  Trp  Tryptophan 

Y  Tyr  Tyrosin 
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