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SNP-Analyse und individuelles Risiko fiir erworbene
Schwerhorigkeit (Alters-, Larm- und Medikamenten
bedingte Schwerhorigkeit)

1. Einleitung

Das menschliche Genom weist eine erhebliche Variabilitdt auf; diese
Variabilitdt ist Grundlage fiir die molekulare und biochemische Ein-
zigartigkeit von Individuen. Die Variabilitit von Individuum zu Indi-
viduum existiert auf allen Ebenen der biologischen Organisation wie
DNS, RNS, Proteine, Regulation von Proteinaktivititen und Zell-Zell-
Interaktionen. Gegenstand der ,,personalisierten Medizin* von heute ist
die Frage, inwieweit die molekulare und biochemische Individualitit
in Verbindung steht mit der Disposition fiir Erkrankungen und die An-
sprechbarkeit auf Medikamente. Die Identifikation von individuellen
Genvarianten kann sowohl fiir die Diagnose als auch die Therapie und
die Priavention von Erkrankungen genutzt werden. Von aktueller Be-
deutung ist die Frage, ob die Bestimmung genetischer Varianten aus
der Gruppe der hdufigen Einzel Nukleotid Polymorphismen (SNP,
single nucleotide polymorphism) geeignet ist, das individuelle Risiko
fiir komplexe Erkrankungen, z. B. eine erworbene Schwerhdrigkeit
(ESH), zu ermitteln. Da eine Schwerhorigkeit (SH) eine signifikante
Einschrankung der Lebensqualitét in der sozialen, familidren und be-
ruflichen Umgebung darstellt!!”), gewinnt die Pravention an Bedeutung.
Durch Beeinflussung der Umweltfaktoren und die Anderung des Le-
bensstils kann der Entstehung einer SH vorgebeugt werden. Wenn eine
SH eingetreten ist, ist diese in der Regel irreversibel.

Ziel dieses Beitrages ist es, die Herangehensweise, die bisherigen
Fortschritte und die Moglichkeiten der individualisierten Medizin fiir
die Préavention von ESH vorzustellen. Drei Formen der ESH werden be-
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handelt: Alters-bedingte (ASH; engl. age related hearing loss, ARHL),
Larm-induzierte (LISH; engl. noise-induced hearing loss, NIHL) und
Medikamenten-induzierte SH.

2. Assoziationsstudien

Die Analyse des potentiellen Risikos von Gen-Varianten fiir die Ent-
wicklung einer ESH in groBeren Bevolkerungsgruppen erfolgt iiber
,,Assoziations-Studien®. Bei Assoziations-Studien wird nach einer
Korrelation zwischen dem Polymorphismus im Genotypus und dem
Polymorphismus im Phidnotypus gesucht. Man unterscheidet zwei Ar-
ten von Assoziations-Studien: a) Studien, die Genvarianten im gesam-
ten Genom untersuchen (GWAS; Genom-weite Assoziations-Studien);
b.) Studien, die Genvarianten nur in bestimmten ,,Kandidatengenen*
untersuchen. Im Gegensatz zu Familienanalysen, die in der Regel
eindeutige Erkenntnisse iiber monogenetisch bedingte Erkrankungen
liefern, sind die Ergebnisse von Assoziations-Studien stirker abhin-
gig von der untersuchten Population. Eine Beziehung zwischen einer
SNP-Variante und einer ESH gilt daher erst dann als gesichert, wenn
diese Beziehung in anderen Populationen bestdtigt wurde. Bisher sind
nur wenige GWAS durchgefiihrt worden, da der Aufwand sehr grof3 ist.
Eine Alternative fiir Human-Studien zum Einfluss von Gen-Polymor-
phismen auf ESH sind GWAS-Studien an Méusen*!.

Die Auswahl von Kandidatengenen fiir Assoziations-Studien ist
kompliziert, da bei der komplexen Struktur des Hororgans und der
Vielzahl von Faktoren, die die Entwicklung einer ESH fordern, viele
Gene in Betracht kommen. Die Auswahl geeigneter Kandidaten-Gene
fiir klinische Untersuchungen erfolgt bisher a) auf der Grundlage von
Kenntnissen iiber erbliche SH oder b.) iiber die Funktion einzelner
Proteine oder Enzyme fiir die Pathobiochemie der jeweiligen Form
der ESH. Es sind etwa 140 vererbbare Formen der SH bekannt, bei
denen die Variation in einem einzigen Gen notwendig und ausrei-
chend fiir die Entstehung einer SH ist. Diese Formen der SH werden
nach den Mendelschen Gesetzen vererbt und werden als Mutationen
bezeichnet. Diese sind im Internet (http://hereditaryhearingloss.org)
auffindbar. Da die molekularen und biochemischen Mechanismen
der Entstehung von ESH z. T. unbekannt sind, ist die Auswahl von
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relevanten Kandidatengenen aus der Gruppe der Mechanismus-Gene
komplizierter.

2.1 Altersbedingte Schwerhorigkeit (ASH)

Vorkommen

ASH oder Presbyacusis zeigt eine Erblichkeit von etwa 25-75 %, d.h. gene-
tische Faktoren sind an der Entwicklung der Krankheit beteiligt ' 24 2640,
Zugleich ist die ASH von zahlreichen Umweltfaktoren abhéngig wie
Larm, ototoxische Substanzen, Chemikalien, Rauchen und Alkohol-
Abusus. Dazu kommen noch Einfliisse durch Erkrankungen wie Diabe-
tes, Herz-, Kreislauf- und Nieren- Erkrankungen. Ménner neigen starker
zu ASH als Frauen. Das scheint mit Umweltfaktoren, aber auch hormo-
nellen Faktoren zusammen zu hiingen; Ostrogene scheinen schiitzend
auf das Hororgan zu wirken. Im Kontext mit der zunechmenden Lebens-
erwartung der Menschen, gewinnt die Vorbeugung von ASH eine grof3e
Bedeutung da SH besonders im Alter zu sozialer Isolierung, Depression
und reduzierter physischer und kognitiver Aktivitdt fihrt!'.

Kandidatengene
ASH ist eine bilaterale SH, bei 10-30% der Personen iiber 60 Jahre
erreicht sie Krankheitswert. Es werden vier verschiedene Formen un-
terschieden: sensorische (d. h. Haarzellen sterben und werden nicht
ersetzt), metabolische (Beeintrachtigung der Versorgung des Gewebes
mit Sauerstoff und Nahrungsstoffen {iber die Stria vascularis), neura-
le (Degeneration von Neuronen der Spiralganglien) und mechanische
(Basalmebran und Stereozilien). Abb. 1 zeigt die Schwellenverschie-
bung bei verschiedenen Formen der ASH. Die sensorische Form ist
gekennzeichnet durch eine starke Schwellenverschiebung jenseits der
Frequenz von drei kHz, d. h. Haarzellen, die fiir die Reizaufhahme von
hohen Frequenzen verantwortlich sind, fehlen. Dieses Muster stimmt
z.T. mit dem von LISH {iberein. Im vorliegenden Fall sind besonders
Haarzellen betroffen, die auf Frequenzen von etwa 4 kHz reagieren. Bei
der metabolischen und der neuralen Form der ASH sind sowohl hoch-
frequente als auch niederfrequente Regionen der Cochlea betroffen.
Die bloBe Existenz der verschiedenen Formen der ASH weist darauf
hin, dass mit einer Vielzahl von Kandidatengenen zu rechnen ist® 3! 3%,
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Abb. 1: Typische Verschiebung der Hérschwelle bei verschiedenen Frequenzen bei Pa-
tienten mit einer Altersschwerhérigkeit (ASH) und einer Ldrm induzierten Schwerho-
rigkeit (LISH). Zahlen geschdtzt aus Konings et al. (2009)!'7.

Studien weisen drauf hin, dass die Produktion reaktiver Sauerstoff-
species und eine eingeschrinkte antioxidative Funktion das Altern der
Cochlea und damit ihren Funktionsverlust fordern. Bei Labormausen
kann eine kalorische Begrenzung oder die Substitution mit Antioxidan-
tien die ASH vermindern™. Da Glutamat ein wichtiger Neurotransmit-
ter im Innenohr ist und dieser an der Schidigung von Haarzellen und
Spiralneuronen beteiligt ist, sind Kandidaten-Gene dieses Systems von
Interesse!” *1. Mausmodelle deuten auf mehr als 20 Gene hin, die zu
ASH fiihren konnen, darunter Cadherin 23 (Cdh23), einem Bestandteil
der Stereozilien, Glutathion Peroxydase (Gpx1), Superoxyd Dismutase
(Sod1) und Plasma Membran Calcium ATPase 2 (PMCA)P!. Es ist sehr
schwierig, reine genetische Einfliisse von Umwelt-Effekten zu trennen.
Eine kiirzlich veroffentliche Zwillingstudie weist drauf hin, dass fiir
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die Entwicklung einer ASH Umweltfaktoren eine grofere Bedeutung
haben als genetische Faktoren®.

Ausgewdhlte SNP-Varianten

Auf der Grundlage von GWAS Studien wurde eine Liste von 683 SNPs
erarbeitet, die eine signifikante Beziehung zum physiologischen Pro-
zess des Horens haben, hiervon wurden bisher fiir klinische Assozia-
tions-Studien 12 SNPs ausgewdhltl'’); hiervon zeigt Tab. 1 drei SNP-
Varianten, die eine Assoziation zu ASH aufweisen.

Tab. 1: SNP-Varianten mit signifikanten Beziehungen zur Entwicklung einer ASH.

Gen/SNP Untersuchte Population Risiko fir Entwicklung Literatur
einer ASH
GRM7; rs11928865 3434 Personen aus 6 Erhohtes Risiko Friedmann et
TTCAA[A/T|TGCCC europiischen Zentren al. (2009)7)
NM_000844.3:¢.520-32437T>A
Han-Chinesen; 982 Ménner Erhohtes Risiko; OR = Luo et al.
mit ASH und 324 Probanden | 1.599 (1.229 - 2.081) (2013)24
ohne Horverlust
GRHL2, rs10955255 2418 Probanden aus 9 europ. Erhohtes Risiko fiir Van Laer et.
AGCAT[A/G]AAGTG Zentren Meinner; OR = 1.56 (1.10 | al. (2008)""
NM_024915.3:¢.21-19064A>G -221)
SOD2; rs5746092 679 Patienten mit ASH und Erhohtes Risiko; OR = Nolan et al.,
CTCCC[C/G]GCGCT 488 gesunde Probanden (beide | 1.35 (1.05 - 1.73) (2013)%7
NM_000636.2:c.-112C>G Varianten sind in der

Promoterregion lokalisiert)

OR — Odds Ratio. In Klammern 95% CI (Confidence-Interval). Vergleiche auch Legen-
de von Tab. 2.

GRMT7: Die SNP-Variante 511928865 des GRM7 (metabotropic gluta-
mate receptor type 7) Gens erwies sich in einer GWAS als eine Variante
mit signifikanter Assoziation fiir die Entwicklung einer ASH'". Es han-
delt sich bei GRM7 um ein Protein-kodierendes Gen, das funktionell in
Beziehung zur Aktivitit von spannungsabhingigen Calcium-Kanélen
an Synapsen steht. Damit ist das Gen ein Beispiel fiir ein Kandidaten-
gen aus der Gruppe der pathobiochemisch mit ASH assoziierten Gene.
Histochemische Untersuchungen zeigten, dass das GRM7 Gen in Haar-
zellen und Spiralganglien exprimiert wird. Ursache fiir die Assoziation
konnte eine erhohte Glutamat-Freisetzung und Excitotoxizitét sein.
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Am Beispiel dieser Variante soll die Nomenklatur von SNP-Varianten
und ihre Beschreibung in der SNP- und OMIM- Datenbank illustriert
werden (Tab.2). GRM7 SNP rs11928865 befindet sich auf Chromosom
3, es handelt sich um eine Basenverdnderung im Intron2, d. h. die Ami-
nosdure —Sequenz von GRM7 ist nicht verdndert. Die globale MAF (Mi-
nor Allele Frequency) betrdgt 0.26. In der SNP-Datenbank wird unter
Validated ein Hinweis auf die Qualitdtskontrolle gegeben. Unter HGV'S
(Human Genome Variation Society) werden Links zu Datenbanken ange-
boten (z.B. ,,NC...g.. T>A", komplettes Gen mit dem Hinweis, dass A
durch ein T ersetzt ist; ,,NM.. c... T>A* enthélt die Sequenz der mRNA
mit dem Hinweis, dass A durch ein T ersetzt ist). Bei Genvarianten im
Exon findet man noch Angaben zur Auswirkung auf das entsprechende
Protein, z. B. ,,NP...p...Vall6Ala“, d. h. Alanin ist durch Valin ersetzt,
s. Tab. 4). Weiter werden Links zu den Datenbanken PubMed, Varview
(Varianten auf dem Chromsom) und OMIM angeboten mit umfangrei-
chen Informationen tiber das Gen, z. B. Gene summaries, Genetic tests
(mit Hinweisen zur Diagnostik, einschlieBlich der Laboratorien, die die
Diagnostik durchfiihren) und Medical literature.

Tab. 2: Charaktersierung von GRM7 SNP rs11928865 in der SNP und OMIM Daten-
bank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/)
TGAACAGATATTTATCTGATTTCAA[A/TITGCCCTAAATACAGCTACTATGCAT
Chromosome:3:7114015

Gene:GRM7 (GeneView)

Functional Consequence: intron variant

Validated:by 1000G,by 2hit 2allele,by cluster,by frequency,by hapmap

Global MAF: A=0.2564/1284

"HGVS:NC_000003.11:¢.7155702T>A, NC_000003.12:2.7114015T>A, NG _029781.1:2.257901T>A.
NM_000844.3:¢.520-32437T>A, NM_181874.2:¢.520-32437T>A, XM_005265095.1:¢.520-
32437T>A, XM_005265095.2:¢.520-32437T>A

PubMed, OMIM

(http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/)

>0OMIM 612976; AGE-RELATED HEARING IMPAIRMENT 2; ARHI2;

Cytogenetic location:3p26.1-p25.1; Genomic coordinates (GRCh37):3:4,000,000-16.400.000
Gene summaries; Genetic tests, Medical literature

Kennzeichnung der Varianten entsprechend der Nomenklatur der Human Genome Va-
riation Society (HGVS)[28]:

I Genbank Nummer mit folgenden Informationen: ¢ oder g - codierende oder genomi-
sche DNS; das Zeichen > bedeutet Verdnderung, hier Nucleotid A anstelle von T.

2 OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) ist eine Datenbank (http.://www.ncbi.
nlm.nih.gov/omim), die umfangreiche Informationen iiber humane Gene, deren Varian-
ten und die Auswirkungen auf den Phédnotyp enthdilt.
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Die Assoziation zwischen GRM7-Varianten und ASH wurde in meh-
reren Studien untersucht!-2*2¢ (Tab. 1). In einer Studie zeigte sich, dass
Miénner und Frauen eine unterschiedliche Empfindlichkeit auf ASH in
Abhingigkeit vom GRM7 Genotyp aufweisen!?®!. Es wird tiber eine In-
teraktion von Sexualhormonen und synaptischer Aktivitdt der Glutamat
Signal-Ubertragung spekuliert. In einer anderen repetitiven Studie wur-
de die Assoziation zwischen dieser Variante (SNP rs7//928865 Allel,
Tab. 1) auf die ASH in einer chinesischen Population untersucht[*4,
Bei einem globalen Vergleich wurde in dieser Studie kein Unterschied
in der ASH- und einer normalhdrenden Population gefunden. Eine ge-
nauere Untersuchung (statistische Elimination aller nicht-genetischen
Faktoren) zeigte, dass GRM7 SNP rs11928865 (A>T) verbunden ist
mit einem Horverlust, p = 0.000472, OR = 1.599. Verschiedene Au-
diogramm-Subtypen korrelierten signifikant mit dem Vorkommen des
TT-Genotyps von SNP rs/7928865.

GRHL2: GRHL2 (Grainy head like 2; auch TFCP2L3; transcription
factor cellular promoter 2-like 3) ist ein Beispiel fiir ein Kandidaten-
gen aus der Gruppe der Gene, die zu einem monogenetisch beding-
ten, nicht-syndromalen Horverlust fithren. Ursache fiir diese autosomal
dominante SH sind zwei Mutationen des GRHL2 Gens*!! [DFNA2S;
OMIM: 608641]. GRHL2 ist ein Transkriptionsfaktor, der in verschie-
denen Epithelzellen exprimiert wird und eine Rolle in der embryonalen
Entwicklung spielt. Der Transkriptionsfaktor steuert die Morphogene-
se des Innenohres und spielt eine Rolle in der embryonalen Entwick-
lungP®. Im Erwachsenenalter ist GRHL2 in Reparaturprozesse der epi-
thelialen Barriere involviert*?,

Van Laer et al. (2008)“% untersuchten in einer Assoziations-Studie
2418 ASH Proben aus neun verschiedenen européischen Zentren. Ins-
gesamt wurden 70 Kandidaten-Gene und 768 SNPs untersucht, dar-
unter GRHL2. Als signifikant erwies sich die GRHL2-SNP Variante
rs10955255; Trager dieser SNP-Variante zeigten ein hoheres Risiko fiir
eine ASH als Probanden ohne diese SNP (OR von 1.02- 1.76). Chinesi-
sche Autoren®?! priiften den Einfluss dieser SNP-Variante in einer Han
Population von 310 Probanden mit einer ASH und 308 Kontrollen und
konnten keinen Einfluss dieses Polymorphismus nachweisen. Im Ge-
genteil, das A-Allel des GRHL2 15710955255 zeigte eher eine Tendenz
zur Protektion.
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SOD2: Dem in Mitochondrien produzierten Superoxyd-Radikal,
das durch die mitochondriale Superoxid Dismutase SOD2 eliminiert
wird, kommt offensichtlich eine besondere Bedeutung fiir die Schi-
digung duferer Haarzellen zu®”. Daher gingen Nolan et al. (2013)27
davon aus, dass eine verdnderte Regulation des Promoters von SOD2
durch Transkriptionsfaktoren (TF) einen Einfluss auf die ASH haben
konnte. Zundchst untersuchten sie in einem Zellmodell (OC-2, Zellen
des Innenohres) die Bindung von verschiedenen TF an die entspre-
chende Varianten des Promoters. Danach wurde in einer Kohorte einer
Londoner Population (2177 Probanden) nach jenen Varianten gesucht,
die einen Einfluss auf die Bindungsfahigkeit von TF hatten. Die SNP-
Varianten von 755746092 und rs2758343 verdnderten die Affinitét des
SOD2 Promoters zu den TF AP-2a und SP1. In der Londoner Kohorte
zeigte sich eine signifikante Beziehung zwischen 755746092 und ASH.
Der Effekt war besonders bei Ménnern ausgeprigt und war unabhingig
von einer LISH.

Sehr erniichternd waren die Ergebnisse einer kiirzlich durchgefiihrten
GWAS; sie erbrachte keine signifikanten Beziehungen zwischen SNPs
und ASH'™, Varianten, die in fritheren Studien als signifikant identifiziert
wurden, konnten nicht bestitigt werden. Die Autoren schlussfolgern, dass
die ASH ausgesprochen polygen determiniert ist, ohne dass spezifische
Gene involviert sind. Der Phénotyp ist das Resultat einer Vielzahl von
SNPs, bei der einzelnen Person ist ein Effekt nicht nachweisbar.

2.2 Liarm induzierte Schwerhorigkeit (LISH)

Vorkommen

Konings et al.l'” haben in einer Ubersichtsarbeit die epidemiologische
Bedeutung, die grundlegenden Mechanismen der Entstehung von LISH
und potentielle Moglichkeiten einer Pravention zusammengefasst. LISH
ist eine komplexe Erkrankung, die unter dem Einfluss von Umwelt- und
genetischen Faktoren entsteht. Hinsichtlich der Héaufigkeit nimmt sie
den zweiten Platz nach der ASH ein. Neben Larm sind wichtige zusétz-
liche Umweltfaktoren fiir die Entstehung von LISH verantwortlich, z.
B. Chemikalien (organische Losungsmittel, ototoxische Substanzen),
Hitzeeinwirkung, Rauchen, aber auch medizinische Faktoren wie Blut-
hochdruck und der Lipidstatus.
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LISH ist haufig eine berufsbedingte Erkrankung; sie ist Folge der
Industriealisierung. Etwa 20% der Arbeiter Europas sind wéhrend ihrer
Berufstétigkeit starkem Larm ausgesetzt. Neben Industrieldrm stellt der
Freizeitlarm (laute Musik, vor allem von jungen Leuten, aber auch Stra-
Benverkehr und Flugverkehr) eine Hauptursache fiir LISH dar. Auch
die Gruppe der Berufsmusiker ist gefahrdet. Wichtiges Kenzeichen der
LISH ist der Horverlust bei hohen Frequenzen” (Abb. 1).

Die Vermeidung von Larm ist die beste und wichtigste Methode zur
Vorbeugung von LISH. Hierzu existieren im Rahmen des Arbeitsschut-
zes zahlreiche Vorschriften zur Larmvermeidung. Wenn Lérm aber
nicht vermieden werden kann, sollten Betroffene unbedingt Malinah-
men zum persdnlichen Larmschutz ergreifen (z.B. Gehorschutzstopsel,
Kapselgehorschiitzer). Die Kenntnis des individuellen (d.h. geneti-
schen) Risikos fiir die Entwicklung einer LISH konnte eine zusitzliche
Motivation fiir die konsequente Larmvermeidung bzw. fiir die Nutzung
eines spezifischen Larmschutzes sein.

Kandidatengene

Bei Larm werden Haarzellen kontinuierlich aktiviert, diese Daueraktivie-
rung ist eine hohe metabolische und mechanische Belastung der Haarzel-
len und ist verbunden mit einer intermittierenden Hypoxie, der Aktivie-
rung der Atmungskette in den Mitochondrien, einer Imbalanz zwischen
HIF-1 und HIF-2 alpha Aktivierung und einer verstirkten ROS-Bil-
dungB. Weitere Mechanismen, die zum Haarzell-Tod fiihren kdnnen,
sind die Aktivierung von mechano-elektrischen Transduktionskanilen,
der erhohte Einstrom von Ca* Ionen in die Haarzellen, die mechanische
Schédigung der Stereocilien, die verdnderte Bildung von Stressproteinen
bis hin zur Aktivierung von Apoptose-Genen und damit Zelltod (vor allem
der duBleren Haarzellen™! 121, Bisher konnten nur wenige Varianten iden-
tifiziert werden, die eine signifikante Assoziation von Larmbelastung und
Entwicklung einer LISH zeigen!'> %37 Von 27 Genen, die den Mecha-
nismen Oxydativer Stress, Aktivitit von lonenkanélen und Stressproteine
zuzuordnen sind, zeigten 9 SNPs (Varianten der Gene Superoxyd Dismu-
tase 2/SOD2, Katalase/CAT, Glutathion-S-Transferase/GSTM1, Parao-
xonase-2/PON2, Potassium channel, voltage-gated /KCNQ1, KCNQA4,
KCNE1, Heat shock 70 kD protein/HSP70, Protocadherin/PCDH15 und
Myosin, heavy chain 14/MYH14) eine signifikante Assoziation zu LISH.
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Ausgewdhlte SNP Varianten

SOD2: Da bei Larm vor allem duBlere Haarzellen absterben und hierfiir
Superoxyd Radikale von besonderer Bedeutung sind, ist die mitochon-
driale Superoxid Dismutase (SOD2) ein wichtiges Kandidatengen (Tab.
3)20, Liu et al. (2010)™3 wihlten aus 2400 Fabrikarbeitern, die Larm
ausgesetzt waren, die 10 % der resistentesten Probanden (normales
Horvermogen) und 10 % der Probanden mit der starksten Schwerhorig-
keit aus. Der Larm wurde entsprechend des internationalen Standard
ISO1999 in drei Kategorien eingeteilt: <85 dB (A), 86-91 dB (A),
>92 dB (A) (8 h, 5 Tage pro Woche). Kriterium fiir das Horvermo-
gen war der Verlust der Horschwelle im linken Ohr bei einer Frequenz
von 3 kHz. Von fiinf genauer untersuchten SNPs zeigte nur SOD2-SNP
rs4880 eine signifikante Assoziation zu LISH mit einer ODDS-Ratio
von 2.2; die Wahrscheinlichkeit, unter diesen Bedingungen eine SH
zu entwickeln betrdgt etwa 70%. In Tab. 3 sind vier weitere SNP-Va-
rianten genannt, die mit einem erhohten Risiko von LISH assoziiert
sind. LISH bei Katalase-Varianten (CAT) kdnnten mit einer Stérung
im Redox-System zusammenhdngen, &hnlich wie SOD2. Das CDH
(Cadherin) Gen kodiert ein Zell-Zell-Adhésions-Glykoprotein in den
Haarzellen und ist wichtig fiir die Bildung von Stereocilien und tip-
Links. Mutationen fiihren bei der Maus zur SH!'®.. Das erhohte Risiko
fiir LISH vor allem bei Impulsldarm lésst sich aus der Funktion des Pro-
teins fiir das Horen gut erklaren. Hitze Schock Proteine (HSP) wer-
den ubiquitdr exprimiert!'. Sie haben eine Chaperon-Funktion, d. h.
sie wirken mit bei der Synthese, der Faltung, der Anordnung und dem
intrazelluldren Transport von Proteinen. Bei Stress, Ischdmie und ototo-
xischen Substanzen wird eine erhdhte Expression gefunden.

Neben den in Tab. 3 genannten SNPs konnen weitere Gene und Va-
rianten mit der Entwicklung einer LISH verbunden sein. Rabinowitz
et al. (2002)54 berichten, dass der Polymorphismus von Glutathion-
S-transferase (GSTM1 und GSST1) ein Risiko fiir die Entwicklung
einer LISH darstellt; Wang et al. (2014)1? berichten, dass bestimmte
Allele und Genotypen von insgesamt 8 SNPs, die den Genen CDH23,
GSTP1 (Glutathione S-transferase P), GJB2 (Gap junction beta-2 pro-
tein), PMCA2 und CAT zuzuordnen sind, ein signifikant hdheres Risiko
aufweisen, nach Larm-Exposition eine LISH zu entwickeln.
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Tab. 3: SNP Varianten mit signifikanten Beziehungen zwischen Ldrmexposition und
Entwicklung einer LISH

Gen/SNP Larmexposition (LE) Risiko fiir Entwicklung Literatur
/untersuchte Population einer LISH
SOD2; rs4880 Arbeitslarm (ISO1999); 2400 Hoheres Risiko; OR 2.18 Liu et
TCCGG[C/T|TTTGG bzw. 611 chinesische (1.34-3.54), P =0.002) fiir | al.(2010)*
NM_001024466.1:c.47T>C Probanden; Vergleich von L- Probanden mit dem
resistenten und L-sensitiven Genotyp CT
Probanden
CAT, rs494024 1261schwedische und 4500 Hoheres Risiko (aber nur, Konings et
AAACC[A/GITAAAG polnische Arbeiter mit LE; wenn Grad der LE al. (2007)!'®!
NM_001752.3:¢.66+4122T>C | Vergleich von L-resistenten und | beriicksichtigt wird)
CAT, rs475043 L-sensitiven Probanden

AAGTT[A/G]GGGCA
NM_001752.3:¢.*821C>T

CDH23; rs3752752 3860 Arbeiter mit LE; Vergleich | Hoheres Risiko (hoheres Kowalski et
TTGTC[A/G]TTGATG von L-resistenten und L- Risko besonders bei al. (2014)1"™
NM_001171930.1:c.2316T>C | sensitiven Probanden Impulslarm)

HSPAIL; 52227956 206 schwedische und 238 Hoheres Risiko in beiden Konings et
AGCCA[C/T]IGGACA polnische Arbeiter mit LE Gruppen; 2 weitere SNPs al. (2009)!"!
NM_005527.3:¢.1478C>T zeigten hoheres Riko nur in

der schwedischen Gruppe

OR — Odds ratio. In Klammern 95% CI (Confidence-Interval). L-Lérm.

2.3. Medikamenten induzierte Schwerhorigkeit

Vorkommen

Zwei Klassen von Arzneimitteln spielen eine besondere Rolle bei der
Entstehung von toxisch induzierter SH durch Arzneimittel: Amino-
glykosid-Antibiotika (AG) und anti-neoplastisch wirkende Mittel aus
der Gruppe der Platin-Priparate!: *. AG wurden in den 1940-er Jah-
ren fiir die Behandlung von Tuberkulose eingefiihrt. Sie werden heute
noch fiir die Behandlung Gram-negativer bakterieller Infektionen, vor
allem in Entwicklungsldndern eingesetzt. In Industrielindern werden
sie vielfach durch Breitband Antibiotika ersetzt. Sie sind aber immer
noch unentbehrlich bei der zystischen Fibrose, bei Multi-Drug resistent
bakteriellen Infektionen, besonders bei Harnwegs-Infektionen und Tu-
berkulose.

Platinpréparate, vor allem Cisplatin, ist ein hdufig benutztes Anti-
tumor-Medikament; es dient u.a. der Behandlung von Tumoren im Kin-
desalter, z.B. Neuroblastome oder Osteosarcome. Das Risiko fiir die
Cisplatin induzierte SH (CISH) liegt bei 23-54 %33, Fiir behandeln-
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de Arzte stellt sich die wichtige Frage, welche Moglichkeiten es gibt,
Risikopatienten im Vorfeld zu identifizieren um die iatrogen verursach-
te SH zu vermeiden.

Kandidatengene
Die Ototoxizitdt von AG ist eine Nebenwirkung, die wahrscheinlich
auf einer erhohten Aufnahme der Medikamente in die Haarzellen und
einer Interaktion mit der mitochondrialen Proteinsynthese basiert. Der
molekulare Mechanismus der Aufnahme des Medikaments in die Haar-
zellen ist unklar, moglicherweise spielen das Glycoprotein Megalin
oder mechano-elektrische Ionen-Kanile hierbei eine Rolle™!. AG wir-
ken bei Patienten mit einer Disposition zu SH vor allem auf Mitochon-
drien schiadigend™. Es kommt zur Verminderung der ATP-Synthese,
der verstirkten Bildung von Sauerstoff-Radikalen, der verminderten
mitochondrialen Protein-Synthese und zur Induktion von Apoptose von
HZ "4, In diese Prozesse ist mitochondriale ribosomale RNS involviert.
Der genaue Mechanismus der CISH ist ebenfalls nicht bekannt, auch
hier scheint die Ototoxicitét von einer erhohten Aufnahme des Medika-
mentes in die Haarzellen abzuhéngen. Die Antitumorwirkung besteht
darin, dass Cisplatin sich an DNA und Proteine bindet und Apoptose
induziert. Die Konzentration der Platin-DNA Anlagerungen korreliert
mit der Antitumor-Aktivitdt von Cisplatin.

Ausgewdhlte SNP-Varianten

Mitochondriale ribosomale RNS: In einer Familie mit Aminogly-
cosid induzierter SH konnte gezeigt werden, dass das mitochondriale
rRNA-Gen eine Mutation aufwies (Nucleotid /555 A>G im 12S rRNA,
MT-RNR1)B, Diese mitochondriale DNA Mutation manifestiert sich
bei Applikation von AG als SH. Inzwischen wurde eine weitere Muta-
tion des 12S rRNA Gens mit dhnlichen Wirkungen (m. 1494C>T) nach-
gewiesen ™,

Megalin (low density lipoprotein receptor-related protein 2, LRP2,
auch Glycoprotein 330): Fiir die erhdhte Aufhahme von Platin-Medi-
kamenten soll ein Multiligand — endocytotischer Rezeptor (= Megalin)
verantwortlich sein. Daraus wurde die Hypothese abgeleitet, dass Vari-
anten dieses Rezeptors fiir die individuelle Disposition fiir eine SH ver-
antwortlich sein konnten. Fiir Megalin sind zahlreiche SNPs bekannt.
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Riedemann et al. (2008)P" untersuchten den Effekt von rs2075252
weil diese Variante nicht-synonym ist (d.h. sie fithrt zu einem AS-Aus-
tausch) und weil die Frequenz dieser SNP der Héufigkeit von CISH ent-
spricht. SNP 752075252 ist charakterisiert durch einen G-A Austausch,
dies entspricht dem Austausch der Aminosédure Glutamat gegen Lysin.
Eine Blast-Analyse ergibt, dass der Aminosdure-Austausch die Protein-
Struktur beeinflusst, speziell die A-Kette der extrazelluldiren Doméne
von Megalin. Das A-Allel von rs2075252 erhoht die Empfindlichkeit
gegeniiber Cisplatin und fiihrt zu einer Hérminderung (Odds-ratio =
3.45,CI 1.11-11.2, p<0.02).

3. Zum diagnostischen Wert von SNP-Analysen

Den potentiellen Nutzen der genetischen Analyse von SNPs fiir die
Diagnostik bzw. die Vorhersage des Auftretens einer SH kann man ab-
schitzen, wenn man die diagnostischen Kenngrofien des ,,positiven und
negativen Testes* berechnet®!!. Als Beispiel soll die Abschitzung des
Risikos fiir die Entwicklung einer LISH bei Vorhandensein oder Abwe-
senheit der SOD2 Variante 754880 dienen (Tab. 4). Liu et al. (2010)12%
untersuchten die Haufigkeit von Larm (L)-resistenten und L-sensitiven
Arbeitern bei zwei Allelen und drei Genotypen von rs4880 (= Test).
Das c-Allel mit der Konsequenz eines Aminosaure-Austausches tritt
bei der L-sensitiven Gruppe hdufiger auf als das t-Allel.

Die dazu gehdrenden diagnostischen Kenngréfen sind in Tab. 5 zu-
sammengefasst. Sensitivitit (Se) und Spezifitdt (Spe) sind Kenngrdfien,
die den Wert eines Testes in Bezug auf die Erkennung bzw. Erfassung
der ,,Kranken* bzw. ,,Gesunden* beschreiben; sie sind unabhingig von
der Priavalenz ( = Héufigkeit einer Erkrankung in der Population). Im
vorliegenden Fall sind 18 % der LISH-sensitiven Probanden Trager des
c-Allels (= ,,positiver Test®); sie entwickeln eine SH (= Sensitivitét).
Die niedrige Sensitivitét ist Ausdruck der Tatsache, dass SH durch viele
Faktoren beeinflusst wird und nicht nur durch diese Genvariante. Mit
der Bestimmung des cc-Genotyps werden nur 4% der Probanden er-
fasst, die eine erhohte Empfindlichkeit fiir die Entwicklung einer LISH
haben. 80-90% der Probanden, die Triger des t-Allels (= negativer
Test) sind, werden keine SH entwickeln (= Spezifitét).
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Tab. 4: Verteilung der SOD2 Allel- und Genotypen bei Probanden mit verschiedenem
Risiko fiir LISH[23].

Allele/Genotyp LISH sens. Prob. LISH resist. Prob.
(n=201; “krank™) (n =202; “gesund”)

5'-get ccg get ttg ggg-37 ...(c-Allel) 17.7 % (*36; a ="rp) 10.9 % (22; b =1p)
A" P AL G.

5%- get ceg gtt ttg ggg-3't ...(t-Allel) 82.3 % (165; ¢ = fn) 89.1% (180; d =rn)
A PV LG

...CC........(cc-Genotyp) 40% (8) 1.5% (3)

...Ct.........(ct-Genotyp) 27.3% (55) 18.8% (38)

...tt.......(tt-Genotyp ) 68.7 % (138) 79.7 % (161)

LISH sens., resist.-sensitiv oder resistent hinsichtlich der Entwicklung einer SH bei
Lérmeinwirkung.

! Aminosduren: A-Alanin, P-Prolin, L-Leucin, G-Glycin, V-Valin.

2 Absolutzahlen in Klammern,

3 Abkiirzungen: rp-richtig positiv, fp-falsch positiv; fu-falsch negativ, rn-richtig negativ.

Eine weitere GroBe fiir die Einschéitzung der Bedeutung der Variante
zur Beurteilung der Disposition fiir die Entwicklung einer SH bei Larm
ist das Wahrscheinlichkeits-Verhéltnis (LR™ oder LR", likelihood ratio
des positiven oder negativen Testes). Diese Kenngrofie beriicksichtigt
sowohl Sensitivitit als auch Spezifitidt. Das LR kennzeichnet den Aus-
sagewert des Testes (Effizienz des Testes) fiir die Entwicklung einer
SH. Aus positiver und negativer LR kann man das Odds-Ratio (Chan-
ce) berechnen, ein in der Medizin {ibliches MaB fiir das relative Risiko.
Die Tréager der c-Allel-Variante (OR = 1.78) haben gegeniiber jenen mit
dem t-Allel ein um 78 % hoheres Risiko bei einer Larmeinwirkung eine
SH zu entwickeln.

Bei der Pravention geht es um die Frage nach der Verdnderung der
Wabhrscheinlichkeit fiir das Auftreten einer SH bei Larmeinwirkung
nach Durchfithrung der Analyse und Kenntnis des Ergebnisses des aus-
gewihlten Testes. Dazu dienen der priadiktive Wert (Vorhersagewert,
PW, predictive value des positiven und negativen Testes). Der PW
macht eine Aussage iiber die Wahrscheinlichkeit, eine SH zu entwi-
ckeln bei Vorliegen (= positiver Test) oder Fehlen (= negativer Test)
der Variante. Nach dem Bayes Theorem geht in die Berechnung auch
die Privalenz ein. Je besser der Test, umso hoher der PW des positiven
Testes. Im vorliegenden Beispiel betrdgt die Wahrscheinlichkeit, dass
der Proband bei positivem Test (c-Allel) eine SH entwickelt, 62%. Die
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Tab. 5: Diagnostischer Wert der Allel-und Genotyp-Bestimmung der SOD2-Genvariante
rs4880 fiir die Vorhersage einer SH (s. Tabelle 4)

c-Allel ct-Genotyp cc-Genotyp
Gesamt (n) 403 403 403
Préavalenz (Prav) 0.50 0.50 0.50
Sensitivitét (Se) 0.18 0.27 0.04
Specifitit (Spe) 0.89 0.81 0.99
Pos. Likelihood ratio (LR") 1.64 1.45 2.68
Neg. Likelihood ratio (LR") 0.92 0.89 0.97
Odds-Ratio (OR) 1.78 1.63 2.76
Prédiktiver Wert, positiver Test (PPW). 0.62 0.59 0.73
Pridiktiver Wert, negative Test (NPW) 0.52 0.59 0.54

Berechnung auf der Grundlage der Vierfeldertafel von Tab. 4.

Se = a/(a+c); Spe =d/ (b+d); LR+ [a/ (a+c)] /[b/ (b+d)];

LR-=[c/(a+c)] / [d/ (b+d)]; OR = LR+/LR-;

PPW = [Se x Priv] / [(Se x Prdv)] + [(I-Spe) x (1-Prdiv)]; NPW = [(Spe x (I-Prdv) /
[Spe x (1-Prdv) + (1-Se) x Priv].

Pravalenz in dem untersuchten Kollektiv betrdgt 50%, d. h. das Vor-
test-Risiko fiir die Entwicklung einer SH betrigt 50 % (Tab. 5). Wird
bei einer Person 754880 nachgewiesen (c-Allel), dann erhdht sich die
Wabhrscheinlichkeit fiir die Entwicklung einer SH von 50 % auf 62 %,
d. h. der Zuwachs an Information betragt 12%. Wird der cc-Genotyp
nachgewiesen, dann erhdht sich diese Wahrscheinlichkeit von 50 % auf
73%. Das Odds Ratio von 2.8 entspricht im vorliegenden Fall einem
Anstieg der SH-Wahrscheinlichkeit um etwa 25 %.

Die Zahlen verdeutlichen, dass die Erfassung von Risikopatienten
mit Hilfe der »s4880 Gendiagnostik sehr begrenzt ist. Mit der Allel-
Diagnostik werden nur 20 % der Risiko-Patienten erfasst, mit der Geno-
typ —Analyse fillt dieser Anteil sogar auf nur 5 %. Die Spezifitit steigt
auf 98 %, d. h. der Proband mit dem tt-Genotyp wird mit hoher Wahr-
scheinlichkeit keine SH entwickeln. Da aber eine Reihe anderer Vari-
anten oder Faktoren die Entwicklung der SH verursachen konnen, ist
diese hohe Spezifitit kaum von Bedeutung. Die Zahlen verdeutlichen
ebenfalls, dass genetische Screening-Untersuchungen fiir die behandel-
te Fragestellung wertlos sind, weil die Pridvalenz bei solchen Untersu-
chungen sehr gering ist.
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Schlussfolgerungen

1.

Die derzeitigen Kenntnisse {iber genetische Varianten und ihre Asso-
ziationen zu erworbener Schwerhorigkeit sind z.Z. gering. Dariiber
hinaus sind die Aussagen einer Reihe von Studien mit einer groflen
Unsicherheit behaftet, da sie entweder an einer zu kleinen Populati-
on erhoben wurden, oder in Studien mit anderen Probandengruppen
nicht bestétigt werden konnten. Konkrete Schlussfolgerungen fiir
die Anwendung in der klinischen Praxis konnen noch nicht gegeben
werden !,

. Der diagnostische Wert der bisher bekannten SNP-Varianten fiir die

Vorhersage der Entstehung einer SH ist zu gering fiir die Risiko-
Einschdtzung einer gegebenen Person. Die konsequente Einhaltung
der verfligbaren Mittel zum Schutz des Gehors ist z.Z. wichtiger
als jede individuelle genetische Diagnostik. Die erworbene Schwer-
horigkeit gehort zu den sogenannten multifaktoriellen, komplexen
Erkrankungen, da sie sowohl durch genetische und Umweltfaktoren
bestimmt werden.

. Die Weiterentwicklung der genetischen Diagnostik, insbesondere

die Aufdeckung neuer Kandidaten- Gene und die Mdglichkeiten
der Hochdurchsatz-Sequenzierung (,,next generation sequencing‘;
NGS) konnten diese Liicke in absehbarer Zeit zu schlieBen. Eine
SH-Test-Kombination bei Bestimmung mehrerer SNPs und Einbe-
ziehung von Risikofaktoren und der Familienanamnese konnte den
diagnostischen Wert verbessern. Die Einbeziehung mehrerer SNP
Varianten in die Diagnostik muss nicht notwendigerweise zu einer
Verbesserung der Vorhersage des Krankheitsrisiko fithren!'2!,

. Ausnahmen fir den Einsatz der bisher bekannten SNP-Varianten

konnten Personen mit Larmexposition und positiver Familienanam-
nese sein. Fiir einzelne Personen, z.B. Berufsmusiker ist es sicherlich
sinnvoll, eine erhdhte Empfindlichkeit gegeniiber Lédrm zu kennen.
Das bietet die Chance, konsequenten Larmschutz von Jugend an zu
pflegen. Moglicherweise stehen in absehbarer Zukunft auch Medi-
kamente zur Verfiigung, die protektiv auf Haarzellen wirken*.

. Am vordringlichsten scheinen mir Forschungen zur Verhinderung

einer iatrogenen SH, sei es durch die Verabreichung von Cisplatin
oder Antibiotika. Es besteht eine hohe Verantwortung der Arzte, um
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diese Form der SH zu verhindern. Alle Moglichkeiten der Abschét-
zung eines Risikos im Vorfeld (Familienanamnese, ev. genetische
Diagnostik) sollten genutzt werden, um eine Chemotherapie bei ei-
nem Kind nicht mit einer lebenslangen SH zu bezahlen!*..
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