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Zusammenfassung

Mit einer Lebenszeitprdvalenz von etwa 30 % sind Schwindelsymptome im klinischen Alltag

sehr haufig zu finden. Die Kombination diverser sensorischer und motorischer Einfliisse, darunter die
Beeinflussung der Raumwahrnehmung, eine Beeintrachtigung der Korperstabilitdit und die
Wahrnehmung einer nicht existenten Bewegung, fiihren dabei zum Symptom Schwindel. Die
vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit drei peripheren Schwindelerkrankungen, also pathologisch
das Innenohr betreffenden Krankheiten. Untersucht wurden die Patientengruppen (1) gutartiger
paroxysmaler Lagerungsschwindel (BPPV), (2) bilaterale Vestibulopathie (BVP) und (3) Morbus
Meniere (MM). Der BPPV entsteht bei einer Ablésung von organischem Material im Innenohr und der
Reizung der Sinnesepithelien der Vestibularorgane durch freies Umherschwimmen des Materials. Da
bisher nur strukturelle Veranderungen, wie Schadel-Hirn-Traumata als Ausldser fiir diese Erkrankung
bekannt sind, kann diese Erkrankung als Kontrollgruppe verwendet werden. BVP zeichnet sich durch
einen Totalausfall der Vestibularorgane oder der Gleichgewichtsnerven aus. Neben ototoxischen
Antibiotika werden zunehmend neurodegenerative oder autoimmune Ursachen diskutiert,
hauptsachlich gestiitzt durch die im Einzelfall wirksame Behandlung mit Kortikosteroiden. Der
Morbus Meniere ist nach dem BPPV die zweithdufigste Schwindelerkrankung. Pathologisch lasst sich
eine Vermehrung der Endolymphe in der Cochlea feststellen, wodurch die korrekte Reizweiterleitung
an das Gehirn beeintrachtigt wird. Auch fir den MM werden neben infektiésen Ursachen
autoimmune oder degenerative Griinde aufgefiihrt. In diversen Studien konnten Antikérper im
Serum von MM-Patienten gegen Innenohrstrukturen gefunden werden und stiitzen so die These
einer Autoimmunerkrankung.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Detektion von Autoantikdrpern in Patientenseren auf
Gewebsschnitten von humanen Innenohren. Das Gewebe wurde dazu mit Seren der drei Gruppen
behandelt und auf IgG-spezifische Farbungen hin untersucht. Im Vergleich zur BPPV-Kontrollgruppe
konnten keine gruppenspezifischen Unterschiede festgestellt werden. Bei allen Seren zeigten sich
Farbungen der Neuronen des Nervus cochlearis, sowie des Osseum laminae spiralis und des
Spiralligaments. Zusatzlich konnten in den Randbereichen des Felsenbeines markierte Osteone,
sowie die umgebenden Osteozyten detektiert werden. Eine genauere Untersuchung der Neuronen
des N. cochlearis konnte keine Unterschiede in der Verteilung von starken, schwachen und
ungefarbten Neuronen innerhalb der drei Versuchsgruppen feststellen. In dieser Studie konnten
somit keine Autoantikérper gegen Innenohrstrukturen detektiert werden. Auch Patienten, bei denen
am ehesten von einer autoimmunen Genese der Erkrankung ausgegangen werden konnte, zeigten
keine spezifischen Unterschiede bei ihrer Untersuchung auf den Gewebsschnitten.

Neben den Untersuchungen auf Autoantikorper sollte in dieser Studie auch die Verwendung

von High-Throughput-Sequenzierungen bei peripheren Schwindelerkrankungen evaluiert werden.

v



Speziell wurden dazu miRNAs verwendet, kurze nicht-kodierende RNA-Fragmente, die eine
besondere Rolle bei der Regulation der Genexpression spielen. Fir eine Vielzahl von Erkrankungen,
darunter mehrere Krebsarten, aber auch systemische Erkrankungen, kénnen miRNAs aus dem Serum
von Patienten als Biomarker flir diese Krankheiten genutzt werden. Ob miRNAs auch eine zusatzliche,
neue Methode fiir die Diagnostik von Innenohrerkrankungen darstellen, sollte im Rahmen dieser
Arbeit untersucht werden. Es wurden verschiedene differenziell exprimierte miRNAs in den Seren der
drei Versuchsgruppen detektiert und deren Verwendung fiir die Unterscheidung der Erkrankungen
evaluiert. Durch die vorkommenden biologischen Schwankungen war eine Einordung von
Blindproben nur zu 60 % erfolgreich. Um die diagnostische Verwendung ausgewahlter miRNAs zu
bestimmen, wurden diese in allen untersuchten Seren zusatzlich noch einmal mittels einer miRNA-
RT-PCR nachgewiesen. Die Ergebnisse dieser Untersuchung konnten die High-Throughput-Resultate
nicht bestdtigen und kénnen daher mit der gewahlten Methode nicht fiir eine unterstiitzende
Diagnostik im Rahmen der Patientenuntersuchung genutzt werden.

Zusatzlich wurde im Verlauf dieser Arbeit erstmalig das vollstdindige miRNA-Profil der
humanen Innenohrflissigkeiten bestimmt. Dazu wurde aus den Felsenbeinen im Rahmen von
Autopsien die Endo-/Perilymphe extrahiert und alle vorkommenden miRNAs detektiert. Die am
haufigsten gefundenen miRNAs sind fir deren Funktion in der Zellzyklusregulation und
Immunmodulation bekannt. Signifikante Unterschiede konnten auch im Vergleich der
Innenohrflissigkeiten mit dem humanen Serum festgestellt werden, wobei eine Vielzahl von miRNAs
ausschlieBlich in der Endo-/Perilymphe zu finden waren. Das miRNA-Profil der humanen
Innenohrflussigkeiten ist somit einzigartig und unterscheidet sich stark wvon anderen
Korperflissigkeiten. Die vorliegende Arbeit kann als Grundlage fur zukinftige Studien der
Innenohrflissigkeiten dienen, welche im Rahmen von operativen Eingriffen entnommen und
krankheitsspezifisch untersucht werden kénnen. Die hier angewendete Technik ist dabei nutzbar, um
miRNAs aus Patienten mit vestibularen Erkrankungen zu detektieren und deren Verwendung als
potentielle Biomarker filir degenerative oder autoimmungesteuerte Krankheitsursachen zu

evaluieren.



Summary

With a lifetime prevalence of approximately 30 %, dizziness and vertigo are frequently found
in clinical routine. The combination of several sensory and motor influences, like impact on spatial
perception, impairment of body stability and perception of non-existent movement, lead to the
symptom of vertigo. The present study focuses on three peripheral inner ear diseases. The following
three patient cohorts were investigated: (1) benign paroxysmal positional vertigo (BPPV), (2) bilateral
vestibulopathy (BVP) and (3) Meniere’s disease (MM). BPPV originates from the detachment of
organic material in the inner ear and the subsequent excitation of the sensory epithelia of the
vestibular system by the free-floating material. To date only structural changes like concussion are
known as triggers for BPPV, thus making these patients an ideal control group for peripheral inner
ear diseases. BVP is characterized by a complete failure of the vestibular organs or the vestibular
nerves. Besides ototoxic antibiotics, there is mounting evidence that neurodegenerative or
autoimmune causes can contribute to BVP. In individuals the treatment with corticosteroids is
efficient to improve the disease. The second most common inner ear disease after BPPV is Meniere’s
disease. Pathologic findings show an increase of endolymphatic fluid within the cochlea of these
patients, resulting in an improper transmission of the sensory stimuli. As with BVP the causes of MM
range from infections to autoimmune or degenerative ones. Several studies found antibodies against
inner ear structures in the serum of MM patients and therefore support the thesis of MM as an
autoimmune disease.

The aim of the present study was to detect autoantibodies in the serum of patients with the
help of human inner ear sections. Therefore, the tissue was treated with sera of the three patient
cohorts and IgG-specific stains were investigated. No group-specific differences were detected when
compared to the BPPV-control group. All examined sera showed stains of the neurons of the nervus
cochlearis, as well as of the spiral lamina of cochlea and the spiral ligament. Additional stains were
detected in the periphery of the temporal bone and marked osteons and the surrounding osteocytes.
Closer examination of the neurons of the n. cochlearis was not able to detect any variation in the
distribution of strong, weak and unstained neurons within the three experimental cohorts. Taken
together, the present study did not detect any autoantibodies against inner ear structures. Patients
with a disorder most likely of autoimmune origin likewise showed no specific differences during the
investigation of the inner ear sections.

In addition to examining autoantibodies, this study also evaluated the usage of high-
throughput sequencing techniques in peripheral inner ear diseases. In particular, short non-coding
RNA-fragments called miRNAs were used. The regulation of gene expression is heavily dependent on
these miRNAs. They also serve as promising biomarkers in the patient sera for a variety of diseases

including several cancers and systemic diseases. The study aimed to examine whether miRNAs can be

Vi



used as a reliable, new and additional diagnostic system for inner ear disorders. Several differentially
expressed miRNAs were detected within the sera of the patient cohorts and their ability to
discriminate the diseases was evaluated. Due to high biological variations, a randomized blind test
was only 60 % successful at classifying the correct patient cohort. A second approach was to evaluate
the usage of selected miRNAs for diagnostic purposes within the daily lab routine during an RT-PCR
screen. The results of this experiment did not confirm those of the high-throughput sequencing.
Therefore, this method is not suitable to support the routine diagnostics of the medical examination
of patients with inner ear diseases.

The present study also provides for the first time the complete miRNA profile of the human
inner ear fluids, the endo- and perilymph. The inner ear fluids were extracted from the petrosal bone
removed at autopsy and all occurring miRNAs were detected by high-throughput sequencing. The
most frequent miRNAs are known for their function during cell cycle regulation and modulation of
the immune system. Significant differences were also detected by comparing the inner ear fluids with
the serum of BPPV patients, the control group used in this study. Therefore, one can state that the
miRNA profile of the inner ear fluids is unique and distinct from serum. The present study can serve
as a basis for further investigations of the inner ear fluids, in which they are collected within the
scope of inner ear surgery and examined for specific diseases. The technique applied in this study can
be used to detect inner ear miRNAs from patients suffering from inner ear disorders and to evaluate

their use as biomarkers for degenerative or autoimmune mediated disease etiologies.

Vi
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1.1 Das humane Innenohr

1.1.1 Anatomie

Das menschliche Ohr ist aus drei Abschnitten aufgebaut, dem duBeren Ohr, dem Mittelohr
und dem Innenohr (Abbildung 1) (1-3). Dabei bilden die Ohrmuschel (Auricula), der &uRere
Gehorgang (Meatus acusticus externus) und das Trommelfell (Membrana tympanica) das dullere
Ohr. Dessen Hauptfunktion besteht in der Weiterleitung der akustischen Signale an das Mittelohr.
Das Mittelohr besteht aus den Hauptstrukturen der Paukenhdhle (Cavum tympani) sowie den drei
Gehorknéchelchen, Hammer (Malleus), Amboss (Incus) und Steigbligel (Stapes). Die
Gehorkndchelchen sind uber feine Gelenke sowie Bander und Muskeln miteinander verbunden und
ermoglichen so eine koordinierte Bewegung (1). Die Transduktion der akustischen Signale erfolgt
dabei durch die Ubertragung der Schwingungen des Trommelfells, hervorgerufen durch Schallwellen,
auf das mit dem Steigbiigel verbundene ovale Fenster (Fenestra vestibuli) und die dahinter liegende
Perilymphe. Die grundlegenden Prozesse fiir Héren und Gleichgewicht finden dabei im Innenohr

statt.

Abbildung 1: Rechtes
humanes Ohr mit
dem 3duBeren Ohr,
sowie Mittel- und
Innenohr. Sicht von
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Das menschliche Innenohr und auch das Mittelohr befinden sich im Felsenbein (Pars petrosa)
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als Teil des Schlafenbeines (Os temporale) auf beiden Seiten der Schddelbasis. Strukturell bildet das
Felsenbein eine dreiseitige Pyramide, deren Spitze in Richtung rostromedial weist und dabei zum Teil
in der mittleren, zum anderen in der hinteren Schadelgrube liegt (4). Das Innenohr selbst wird durch
einen knochernen Bereich (Labyrinthus osseus) gebildet, der das hautige Labyrinth (Labyrinthus
membraneceus) umschliet. Das knocherne Labyrinth gliedert sich in drei Abschnitte: den Vorhof

(Vestibulum), die schneckenférmige Cochlea (Cochlea), sowie die drei nahezu kreisférmigen
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Bogengange (Canales semicirculares) (3). Diese Bereiche bilden die strukturelle Grundlage fiir das mit
Endolymphe gefiillte hautige Labyrinth, welches aus dem Sacculus und dem Utriculus, den drei
Bogengangen, sowie dem Ductus cochlearis, auch Scala media genannt, besteht. Der Bereich
zwischen den beiden Labyrinthen ist ein mit Perilymphe gefiillter Bindegewebsraum (Spatium

perilymphaticum) (5).
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Abbildung 2: Schematische Ubersicht des kndchernen und hautigen Labyrinths. Die Endolymphe ist weiR dargestellt, die
Perilymphe blau (aus (1), Seite 699). Abdruck genehmigt von Springer Customer Service Centre GmbH: Springer Nature,
Anatomie, Kapitel 17 Nervensystem und Sinnesorgane, K. Amunts, |. Bechmann, R. Nitsch et al, Copyright 2010

1.1.2 Physiologie
1.1.2.1 Aufbau und Funktion der Cochlea

Die Cochlea im Innenohr bildet die strukturelle Grundlage des akustischen Systems und
gliedert sich als spiralformiges, gewundenes Schlauchsystem mit zweieinhalb Windungen in das
Felsenbein ein. Die Gesamtlange des cochledren Schlauchs betrdgt etwa 22 mm (6). Der funktionelle
Aufbau der Cochlea lasst sich am besten an einem Querschnitt erkennen (Abbildung 3), welcher drei
flissigkeitsgefiillte Schlduche erkennen lasst. Die mit Endolymphe geflllte Scala media macht dabei
nur den kleineren Teil des Querschnitts aus, wahrend sie von den beiden mit Perilymphe gefillten
Scala vestibuli und Scala tympani begrenzt wird. Diese beiden bilden genau genommen einen
einzigen Schlauch, da sie an der Spitze der Cochlea (Helicotrema) ineinander Gbergehen (1). Die
Begrenzung des Perilymph-Raumes erfolgt auf der einen Seite durch das mit dem Mittelohr
verbundene ovale Fenster (Fenestra vestibuli), auf der anderen Seite durch das runde Fenster

(Fenestra cochleae) (Abbildung 2). Die Grenzschichten zwischen Perilymph-Raum und dem
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knochernen, sowie hdautigen Labyrinth bildet ein epitheldhnlicher Zellverbund, wodurch ein
abgeschlossener Perilymph-Raum entsteht (1, 7). Die Abgrenzung der Scala vestibuli zu der mit
Endolymphe gefillten Scala media erfolgt durch eine 1.25-4.4 um diinne Zellmembran, der Reissner-
Membran. Diese besteht auf der Seite der Scala vestibuli aus einer undurchlassigen Schicht aus
Mesothelzellen, auf der Seite der Scala media aus Epithelzellen, die eine osmotische Druckregulation
ermoglichen (8, 9). Gleichzeitig wirkt die Reissner-Membran als Diffusionsbarriere, um eine
Vermischung der fir die auditive Funktion notwendigen Endolymphe mit der Perilymphe zu
verhindern (1). Dies ist notwendig, da sich Endo- und Perilymphe in ihrer ionischen
Zusammensetzung stark unterscheiden. Wahrend die Perilymphe einen sehr hohen Anteil an Na*-
lonen und einen geringen Anteil an K*-lonen aufweist und damit anderen typischen extrazelluldren
FlUssigkeiten entspricht, setzt sich die Endolymphe mit einem hohen K*- und niedrigen Na*-Anteil

eher wie das Zytosol zusammen (10-13).

Abbildung 3: Langsschnitt durch

eine menschliche Cochlea (aus
Sulcus spirals internus (1), Seite 704). Die Dreiteilung
Sulcus spiralis externus des cochledren Schlauchs in
Membrana vestibularis Scala vestibuli, media und
tympani ist in allen Abschnitten
der Windungen gut zu erkennen.
Die Reissner-Membran
verhindert eine Durchmischung
von Endo- und Perilymphe.
Abdruck genehmigt von Springer
Customer Service Centre GmbH:
Springer  Nature,  Anatomie,
Kapitel 17 Nervensystem und
Sinnesorgane, K. Amunts, |I.
Bechmann, R. Nitsch et al,
Copyright 2010
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Beim eigentlichen Vorgang des Horens wird der Schalldruck vom Trommelfell Gber die
Mittelohr-Knéchelchen auf das ovale Fenster Ubertragen, welches dadurch nach innen in die
Perilymphe hineingedrickt wird. Da der Perilymph-Raum ein quasi-abgeschlossener Raum ist und die
Flussigkeit selber inkompressibel ist, erfolgt ein Ausweichen der Flussigkeit und dadurch eine
Deformation der Reissner-Membran in die Scala media hinein (Abbildung 4 A, roter Pfeil). Die
Endolymphe darin kann auch nur durch Ausweichen dem Druck Platz machen, wodurch es zu einer
Auslenkung der Corti-Organe mit verbundener Tektorialmembran, in die Scala tympani hinein,
kommt (Abbildung 4 A, weiler Pfeil). Der Schalldruck kann dann Uber das runde Fenster das Ohr
verlassen. Die Flissigkeiten, sowie die Membranen schwingen wieder in den Ausgangszustand

zuriick. Da Toéne und Gerdusche aus vielen hintereinander liegenden Schwingungen bestehen,
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pendelt das System permanent zwischen Auslenkungszustand und Ruhezustand hin und her,

wodurch ein ununterbrochenes Héren erméglicht wird (12-14).
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Abbildung 4: Endorgane des Horens (aus (13), Seiten 322, 323). A: Querschnitt durch die Cochlea mit eingetragener
Auslenkung der Reissner-Membran (roter Pfeil), sowie der Corti-Organe (weiRer Pfeil) beim Ubertragen der Schallenergie
durch das Mittelohr. B: Querschnitt durch das Corti-Organ. Anordnung der duBeren und inneren Haarzellen mit efferenten
und afferenten Nervenbahnen. Nur die duReren Haarzellen haben Kontakt zur dariiber liegenden Tektorialmembran. Die
inneren Haarzellen werden durch die duBeren gesteuert. Abdruck genehmigt von Springer Customer Service Centre GmbH:
Springer Nature, Physiologie des Menschen, Kapitel 16 Die Kommunikation des Menschen: Hoéren und Sprechen, H.P.
Zenner, Copyright 31.Auflage 2010

Die Corti-Organe bestehen aus einzelnen Reihen duRRerer Haarzellen, der dariber liegenden
Tektorialmembran, dem subtektorialen Spalt sowie einer Reihe von inneren Haarzellen
(Abbildung 4 B). Insgesamt reihen sich so etwa 15.000 Haarzellen entlang der cochledren Windungen
aneinander (15). Der Name ,Haarzelle” leitet sich dabei von einer besonderen Struktur auf der
Oberflache der Zellen ab, ndmlich etwa 100 Sinnesharchen (Stereozilien). Diese Stereozilien sind
mechanosensitiv, das heildt, eine Auslenkung oder Deformation durch mechanischen Druck fihrt zu
einem bestimmten intrazellularen Signal (16, 17). Beim Vorgang des Horens fihrt die Auslenkung der
Corti-Organe und der Tektorialmembran zu einer Stimulation der dufleren Haarzellen, wodurch die
Zelle ihr Membranpotential d@ndert. Die inneren Haarzellen haben keinen Kontakt zur sich
bewegenden Tektorialmembran, aber man vermutet, dass sich durch die Bewegung auch die
Flussigkeit im subtektorialen Spalt bewegt, was zu einer Abscherung der Stereozilien und damit zur
Reizung fuhrt (Abbildung 4 B, Pfeil) (12, 13). Die Haarzellen sind extrem sensibel und eine Auslenkung
von etwa 1nm reicht aus, um einen addquaten Reiz zu setzen (18, 19). Die Bewegung der
Stereozilien fiihrt dabei zu einer Offnung von mechanosensitiven K*-Kanilen, wodurch K*-lonen in die
Zellen einstromen und diese depolarisieren. Die Haarzellen reagieren daraufhin mit der Ausschittung
von Glutamat an die afferenten Nerven und damit mit einer Weitergabe der Schallinformation an das
Gebhirn (iber den VIII. Hirnnerv (1, 12, 13, 20). Die Repolarisation der Zellen erfolgt durch die Offnung
von K*-induzierten K*-Kandlen in den K*-armen Perilymph-Raum, wodurch die K*-lonen aus der Zelle

hinausstromen und der Ruhezustand wiederhergestellt wird (13).
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1.1.2.2 Aufbau und Funktion des vestibuldren Systems

Wie schon oben beschrieben, setzt sich das vestibuldare System aus den strukturellen
knochernen Bereichen des Vestibulums sowie den drei Bogengdngen zusammen. Darin eingelagert
liegen bei den Sdugetieren die mit Endolymphe gefiillten, funktionellen Bereiche, der Sacculus und
der Utriculus im Vestibulum sowie die Ductus semicirculares in den Bogengadngen (Abbildung 2).
Diese 5 Abschnitte enthalten die sensorischen Epithelien (21). Die grundlegende Funktion des
vestibuldren Systems ist die Detektion der Information, die zur Bestimmung der Ausrichtung und
Lage des Kopfes im dreidimensionalen Raum benétigt werden. Dabei detektieren der Sacculus
vertikale und der Utriculus horizontale Linearbeschleunigungen, zum Beispiel die Schwerkraft oder
das Anfahren in einem Auto (22). Die Bogenginge hingegen sind fiir die Perzeption von
Rotationsbewegungen zustidndig. Durch die Lage der Bogengdnge, sowohl im Kopf als auch
zueinander, ist eine dreidimensionale Erkennung von Drehbewegungen moglich (23, 24). Die
Sinnesorgane des Vestibulums und der Bogengange besitzen einen unterschiedlichen systematischen
Aufbau, aber die eigentlichen Sinneszellen sind bei beiden wieder Haarzellen, die denen in der
Cochlea sehr dhnlich sind. Auch diese Zellen haben auf ihrer Zelloberflache haardhnliche Fortsatze,
die Stereozilien, zusatzlich aber auch noch ein langeres Kinozilium auf einer Zellseite (25). Anders als
in der Cochlea ragen die Sinnesharchen in den Vestibularorganen in eine gallertartige,
mukopolysaccharid-reiche Masse hinein (13). Diese Masse wird in den Bogengédngen Cupula genannt,
in den Makulaorganen des Sacculus und Utriculus Otolithenmembran, aufgrund eingelagerter
Calciumcarbonat-Kristalle, die Statokonien. Umgeben werden die Sinnesorgane in den Bogengadngen

und im Vestibulum von Endolymphe (Abbildung 5).

— Cupula

Stato-
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Abbildung 5: Aufbau der sensorischen Organe in den Bogengingen (links) und der Makulaorgane des Sacculus und
Utriculus (rechts) (aus (13), Seite 338). Die Stereozilien der Sinneszellen ragen in eine gallertartige Masse (gelb) hinein.
Abdruck genehmigt von Springer Customer Service Centre GmbH: Springer Nature, Physiologie des Menschen, Kapitel 17

Der Gleichgewichtssinn und die Bewegungs- und Lageempfindung des Menschen, H.P. Zenner, Copyright 31.Auflage 2010
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Die Detektion von Translationsbeschleunigungen erfolgt durch die Reizung der Sinnes-
hadrchen in den Makulaorganen. Durch die aufgelagerten Statokonien erhoht sich das spezifische
Gewicht der Otolithenmembran gegeniber der Endolymphe. Kopfbewegungen flihren zu einer
Bewegung der Endolymphe, die in den Otolithenmembranen nicht so stark ausfallt. Durch diese
Bewegung werden die Stereozilien ausgeschert, was zu einer Reiziibertragung fihrt (13). Bei einer
aufrechten Kopfhaltung wird der senkrecht stehende Sacculus durch die stetige Schwerkraft
permanent stimuliert und die Otolithenmembran ist leicht nach unten versetzt. Dementgegen wird
der horizontale Utriculus durch die Schwerkraft nicht beeinflusst. Bei einer Lageanderung des Kopfes
im Raum andert sich der gravitative Einfluss auf die beiden Makulaorgane, was deren Stimulation
und damit die Reizweiterleitung beeinflusst. Die Perzeption von Rotationsbewegungen erfolgt nach
einem adhnlichen Prinzip. Die Cupula reicht dabei weit in den Bogengang hinein, eine direkte
physische Verbindung konnte bisher allerdings noch nicht nachgewiesen werden (1). Da hier keine
Statokonien zu finden sind, haben Cupula und Endolymphe die gleiche Dichte, weswegen sie sich bei
Translationsbeschleunigungen gleich bewegen und keine Reizung erfolgt. Bei Drehbewegungen des
Kopfes hingegen kommt es zu einer relativen Bewegung der Endolymphe, da diese aufgrund der
Tragheit der Flussigkeit gegeniiber den knéchernen Bogengangen zurickbleibt. Da die Cupula und die
Haarzellen fest mit dem Bogengang verbunden sind und dadurch mit bewegt werden, kommt es zu
einer Verschiebung der Cupula und damit zum Ausscheren der Sinnesharchen (26). Durch die drei
Bogengiange konnen Drehbewegungen raumlich wahrgenommen werden und die spezifischen
Muster aller 6 Bogengdnge werden im Gehirn weiterverarbeitet, um die Lage des Kopfes im Raum zu
bestimmen. Sowohl bei Translations- als auch Rotationsbewegungen kann der Korper dabei nicht
zwischen aktiver und passiver Bewegung (Fahrzeug, Drehstuhl) unterscheiden und eine
entsprechende exogene Reizung der Nerven Uber Elektroden fiihrt zu einer Wahrnehmung, auch

wenn keine Bewegung stattfindet (24, 27).

1.2 Periphere Innenohr-Erkrankungen

Erkrankungen des Innenohres, begleitend mit dem Symptom Schwindel, sind im klinischen
Alltag sehr haufig zu finden. GrolR angelegte Studien zeigen, dass die Lebenszeitprdvalenz, also die
Wahrscheinlichkeit, einmal im Leben am Symptom Schwindel zu leiden, etwa 20-30 Prozent betragt
(28-30). Ein Schwindelanfall zeichnet sich durch eine Beeinflussung der Raumwahrnehmung, eine
Beeintrachtigung der Korperstabilitdit und die Wahrnehmung einer nicht existierenden Bewegung
aus. Unterschieden werden dabei Drehschwindel (Karussell fahren) oder Schwankschwindel (Boot
fahren). Die Ursache dieser Wahrnehmung kann in allen Bereichen der Perzeption, Reizweiterleitung
oder auch der Verarbeitung im Gehirn liegen. Dadurch lassen sich die Schwindelsymptome in zwei

generelle Klassen einteilen: (1) periphere, also das Innenohr betreffende Erkrankungen und (2)

6
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zentrale, also das Balance-System des zentralen Nervensystems betreffende (31, 32). Die in dieser

Studie vorkommenden Erkrankungen sollen in den folgenden Abschnitten kurz beschrieben werden.

1.2.1 Gutartiger paroxysmaler Lagerungsschwindel (BPPV)

Der BPPV ist mit einer Haufigkeit von 17.8 % die am haufigsten diagnostizierte Schwindel-
erkrankung in der Spezialambulanz des Klinikums der Universitat Minchen (32). Er zeichnet sich
durch kurze Drehschwindelattacken, teilweise auch durch Ubelkeit aus. Dabei tritt er nur bei
Lagedanderungen des Kopfes auf, zum Beispiel beim Hinlegen oder Aufsetzen im Bett oder auch beim
Blcken. Pathophysiologisch ldsst sich der BPPV am besten mit der Theorie von Brandt et al. erklaren,
die das freie Umherschwimmen von organischen Materialien und eine damit einhergehende Reizung
der Sinnesepithelien in den Bogengadngen als Ursache ansieht (33). Das organische Material kann
dabei zum Teil aus Statokonien, also den Kristallen der Makulaorgane (Utriculus) bestehen, die sich
zum Beispiel bei Schadel-Hirn-Traumata aus den Organen abldsen und so in den Bogengang geraten
kénnen. Neuere Untersuchungen zeigen auch Hinweise auf einen Einfluss von Osteoporose oder
Diabetes mellitus auf die Entstehung von BPPV (34, 35). Zur Therapie des BPPV werden physikalische
Kopfmandver durchgefiihrt, mit dem Ziel das Konglomerat aus den Bogengangen auszuschwemmen
und so eine neue Reizung der Cupula zu unterbinden (36-38). Da die Schwindelattacken beim BPPV
ausschlieBlich durch freies Material im Bogengang ausgelost werden, wurden Patienten mit dieser

Erkrankung als Kontrollgruppe fir die Arbeit ausgesucht.

1.2.2 Bilaterale Vestibulopathie

Die bilaterale Vestibulopathie (BVP) ist mit 7.3 % eine recht haufige Ursache fiir eine
Schwindelerkrankung (32). Dabei kommt es zu einer Stérung beziehungsweise einem Totalausfall in
beiden Vestibularorganen oder in den Gleichgewichtsnerven (39). Typische Symptome sind dabei ein
Schwankschwindel, sowie Gangunsicherheiten und Fallneigung, die beim Laufen auftreten. In
Ruhelage (Sitzen) herrscht meist Beschwerdefreiheit. Ein Teil der Patienten klagt auBerdem (iber
unscharfes Sehen wahrend der Bewegung. Dabei wird eine Scheinbewegung der Umwelt
wahrgenommen, da eine Fixierung auf einen festen Punkt durch das Auge nicht mehr moglich ist
(Oszillopsie) (40). Der Krankheitsverlauf zeigt meist eine teilweise sehr langsame, fortschreitende
Verschlechterung der Vestibularfunktion bis hin zum Ausfall auf, wobei die beiden Seiten
unterschiedlich stark betroffen sein kdnnen. Eine Besserung der Funktionsdefizite wurde kaum
beobachtet (41). Atiologisch tritt BVP bei einer Reihe verschiedener Erkrankungen auf. Ursachen fiir
die Entwicklung einer BVP kénnen ototoxische Antibiotika, wie Gentamicin, sein oder das Auftreten
eines Morbus Meniere. Allerdings zeigen etwa 50 % der Patienten eine idiopathische BVP, bei der

keine genaue Ursache gefunden werden kann (39). Auch die Bildung von Tumoren
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(Vestibularisschwannom) oder verschiedene Autoimmunerkrankungen, z.B. Cogan-Syndrom, kénnen
eine BVP auslosen (32, 42). Des Weiteren finden sich bei BVP-Patienten oft auch zerebellare
Stérungen, bei denen von einer neurodegenerativen Erkrankung ausgegangen werden kann, die
sowohl die Vestibularganglien, als auch das Balance-Zentrum des Gehirnes betreffen konnen. Diese
Symptomkombination wird als CANVAS-Syndrom (Cerebellar Ataxia with Neuropathy and Vestibular
Areflexia) bezeichnet und tritt bei etwa 20 % aller BVP-Falle auf (43). Eine wichtige MaRnahme ist die
Pravention, besonders bei der Verwendung von ototoxischen Antibiotika oder anderen
Medikamenten, um eine BVP weitestgehend zu verhindern. Dazu zahlt die Verwendung solcher
Mittel nur bei dringender Indikation sowie unter strenger Uberwachung. Bei potentiellen
autoimmunen Ursachen fiir BVP kann auch eine Medikation mit Kortikosteroiden erfolgen, die
aufgrund ihrer anti-inflammatorischen und immunsuppressiven Wirkung die Fortschreitung der
Krankheit verzogern konnen, wobei deren Wirkung noch nicht sicher geklart ist (44, 45). Bei
fortschreitender BVP wird ein physikalisches Training zur Kompensation des Vestibularausfalls immer
wichtiger, um so den visuellen und somatosensorischen Input fir die Stabilisation der Kérperhaltung
zu nutzen. Besonders bei einseitigen Ausfallen konnte eine Wirksamkeit dieser Therapie belegt

werden (46-48).

1.2.3 Morbus Meniére

In der Ambulanz des Deutschen Schwindel- und Gleichgewichtszentrums fiihren etwa 10 %
aller Schwindelsymptome zu der abschlieBenden Diagnose eines Morbus Meniére (MM). Damit ist
der MM nach dem BPPV die zweihaufigste periphere Innenohrerkrankung (32). Der MM ist durch
spontane, immer wiederkehrende Drehschwindelattacken mit begleitender Hérminderung und
Tinnitus gekennzeichnet (49). Diese Attacken konnen zwischen 20 Minuten, aber auch bis zu
12 Stunden andauern. Zumeist treten die Beschwerden unilateral auf, verlagern sich aber im Laufe
der Erkrankung meist auf beide Seiten (50). Pathophysiologisch findet sich beim Morbus Meniére ein
Endolymph-Hydrops, also eine Flissigkeitsansammlung von Endolymphe im Labyrinth (51, 52). Dabei
wird entweder zu viel Endolymphe produziert oder zu wenig resorbiert, was den Druck auf die
Reissner-Membran der Scala media erhoht. Dies kann entweder zu einer Ruptur derselben fihren,
aber auch die Aktivierung von drucksensitiven lonenkandlen in der Membran wurde bereits
nachgewiesen (53). Im Folgenden wird der streng regulierte lonenhaushalt der Cochlea gestort und
der physiologisch K*-arme Perilymph-Raum wird mit K*-lonen aus der Endolymphe gefullt. Durch
diese Storung der lonen-Homoostase und der damit einhergehenden Beeinflussung des
elektrochemischen Potentials zwischen Endo- und Perilymphe kommt es zu einer Fehlweiterleitung
von Signalen aus der Cochlea an das Horzentrum im Gehirn. Diese werden vom Patienten dann als

Horminderung oder Tinnitus wahrgenommen (32). Die Ursachen fir die Bildung des Endolymph-
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Hydrops sind noch nicht abschlieBend geklart. Neue Studien richten ihr Augenmerk auf verschiedene
infektiose Modelle, aber auch autoimmunologische Ursachen wurden bereits untersucht.
Dementsprechend konnte gezeigt werden, dass Patienten mit MM eine stark verringerte Anzahl an
Haarzellen, sowohl in der Cochlea, als auch in den Bogengangen aufwiesen (54). AuBerdem konnten
einige histopathologische Studien nachweisen, dass auch die Anzahl an Neuronen des
Vestibularganglions, sowie die Anzahl an vorhandenen Synapsen reduziert waren (55, 56). Dass der
endolymphatische Sack, ein Ableitungskanal fiir die Endolymphe, den Ort eines lokal agierenden
Immunsystems bildet, steht daher in engem Zusammenhang mit moglichen degenerativen
Vorgangen durch Infektionen oder Autoimmunitaten (57, 58). Bei post-mortem Studien mit humanen
Innenohren wurden verschiedene Viren, sowie Antikorper gegen einige Viren gefunden, darunter
Viren des Typus Herpes simplex und Varizella zoster (59, 60). Dass diese Viren die Vestibularganglien
im Menschen befallen kénnen, ist bekannt und eine Reaktivierung kann im Zuge der Immunantwort
die Zerstorung der Vestibularganglien zur Folge haben (61, 62). Eine antivirale Therapie in Patienten
mit MM konnte bei 91 % eine Verbesserung der Schwindelattacken belegen, was eine infektiose
Ursache fiir einige Falle von Morbus Meniére wahrscheinlich macht (63). Andere Fille von MM
zeigten eine Verbesserung nach der Gabe von Steroidhormonen, die auf deren immunsuppressive
Wirkung zurlickzufiihren ist (64). Allerdings zeigten einige retrospektive Studien nur einen geringen
Hinweis auf die Wirksamkeit dieser Glukokortikoide (32). Theorien zu einer immunologischen
Ursache des MM berufen sich auf die Spezifitdt von Antigenen des Innenohres sowie die Tatsache,
dass das Innenohr ein in sich abgeschlossener Bereich des Korpers ist. Daher sind mogliche Antigene
nur im Innenohr zu finden und werden vom restlichen Immunsystem des Koérpers als fremd und
potentiell schadlich erkannt, was deren immunologische Bekampfung zur Folge hat (65, 66). Schon
vor Jahrzehnten wurden in Tiermodellen (Ratte, Rind) einige solcher Antigene beschrieben, darunter
Proteine mit der MolekulargrofRe 68 kDa, auf die das Serum von MM-Patienten positiv reagierte (67,
68). Eine erneute Untersuchung des 68 kDa Antigens, auch bekannt als Heat-Shock-Protein 70
(Hsp70), ergab, dass der Informationsgehalt dieser Untersuchungen recht gering war, da auch
gesunde Kontrollpatienten zu einem hohen Prozentsatz Antikorper im Serum aufwiesen (69). Derzeit
werden immunologische Ursachen ausschlieflich auf die Wirkung der Glukokortikoide sowie einige
genetische Faktoren und positive Familienanamnesen gestiitzt. Eine weitere Therapiemoglichkeit fr
MM-Patienten besteht in der intratympanalen Gabe von Gentamycin zur Zerstérung der vestibularen
Haarzellen, um die Schwindelanfille durch die Zerstorung der peripheren Vestibularorgane zu
verhindern (70). Da diese Therapie bei etwa 20 % aller Fille eine begleitende Hérschadigung nach
sich zieht, wird empfohlen, diese nur bei Patienten mit schon vorhandener Hoérminderung
anzuwenden (71). Die Behandlung von MM-Patienten mit Betahistin zeigt einen offensichtlichen

prophylaktischen Effekt auf die Attacken-Frequenz. Randomisierte Doppelblindstudien wurden
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allerdings noch nicht durchgefiihrt, sondern die Wirksamkeit beruht auf klinischen Beobachtungen
(72). Man vermutet, dass durch Betahistin der Blutfluss im Innenohr erhoht wird, wodurch das

Ungleichgewicht zwischen Produktion und Resorption der Endolymphe positiv beeinflusst wird (73).

1.3 Humane miRNAs

1.3.1 Ursprung und Funktion

Die Forschung an micro-RNAs (miRNAs) begann mit der Entdeckung kurzer Ribonukleinsaure-
Fragmente (RNA), die keine Proteine kodierten, aber trotzdem eine zelluldre Funktion ausiben
konnten (74). Diese 19-24 Nukleotide langen RNA-Fragmente wurden zundchst nur in C. elegans
gefunden und dort im Zusammenhang mit der Entwicklung der Nematoden untersucht. Anfang des
neuen Jahrtausends wurden Homologe einiger dieser miRNAs sowohl bei der Fruchtfliege
D. melanogaster als auch im menschlichen Genom detektiert (75). Sehr schnell wuchs die Anzahl der
miRNAs in den Genomen auf mehrere Hundert an, wobei nicht nur entwicklungsspezifische, sondern
auch zelltypspezifische miRNAs detektiert wurden (76, 77). Viele miRNAs zeigten hochspezifische
Expressionsmuster, die nur zu bestimmten Zeitpunkten der Entwicklung oder in bestimmten
Gewebe-/Zelltypen auftraten. Auch die Anzahl an miRNA-Transkripten einzelner miRNAs konnte
innerhalb einer Zelle von einigen zehn bis hin zu mehreren zehntausend reichen (77, 78). Studien zur
Funktion dieser miRNAs beschrieben eine post-transkriptionelle Regulation durch die negative
Regulation der mRNA-Expression (79, 80).

Die Biogenese der funktionellen miRNAs beginnt mit der Expression aus dem Genom
[Reviews (81, 82)]. Die miRNA-kodierenden Gene liegen dabei haufig in Introns anderer Gene,
kénnen aber unabhédngig von diesen exprimiert werden (83, 84). Zunachst werden die pri-miRNAs
aus dem Genom abgelesen, wodurch Fragmente von mehreren hundert Basenpaaren gebildet
werden. Noch im Nukleus werden diese durch die Drosha RNase Ill prozessiert, was die pre-miRNAs
zur Folge hat. Diese 60-70 Nukleotide langen Fragmente bilden einen Stem-Loop als
Intermediarstruktur und werden danach aus dem Zellkern exportiert (85). Im Zytoplasma werden
diese pre-miRNAs durch die RNase Il Dicer in einen 19-24 Nukleotid langen Doppelstrang gespalten
(86). Dieser RNA-Duplex wird anschlieRend zusammen mit AGO-Proteinen zu einem Komplex
zusammengelagert, dem miRNA-induced silencing complex (miRISC) (87). Das humane Genom
kodiert fir 4 AGO-Proteine, die alle zusammen mit den miRNAs den miRISC bilden kénnen. Dabei
besitzt AGO2 als einziges eine Endonuklease-Aktivitat, die eine Spaltung der Ziel-mRNA steuern kann
(88). Nach der Beladung der AGO-Proteine mit dem miRNA-Duplex wird ein Strang abgespalten und
hochstwahrscheinlich schnell degradiert, wahrend der andere, die reife (mature) miRNA, fir die
komplementare Erkennung der Ziel-mRNA genutzt wird. Der fertige miRISC-Komplex kann die

Translation der mRNAs in verschiedener Weise regulieren (Abbildung 6).

10



Einleitung

Bei einer miRISC-Bildung mit dem AGO2-Protein und einer hohen Komplementaritat
zwischen miRNA und mRNA kommt es zu einer Spaltung der mRNA durch die AGO2-Endonuklease-
Aktivitat, deren Fragmente danach schnell durch zytoplasmatische Exonukleasen degradiert werden
(89). Bei einer geringeren Komplementaritdt zwischen miRNA und mRNA kommt es zu einer
translationalen Repression entweder durch eine Inhibierung der Translation oder Verstarkung der
mMRNA-Degradierung. Bei der Translationsinhibierung wird vermutet, dass die Ribosomen an der
mRNA entweder komplett aufgehalten oder so stark verlangsamt werden, dass das entstehende
Protein schneller degradiert als gebildet wird (90). Die Komplexitat der miRNA:mRNA-Regulation wird
durch die komplementare Erkennung der Ziel-mRNA weiter erhoht. Studien belegen, dass nur ein
kurzer Abschnitt der miRNA tatsachlich fur die Erkennung der Ziel-mRNA genutzt wird. Diese Seed-
Region ist meist sechs Nukleotide lang, aber auch acht Nukleotid lange Basenpaarungen zwischen
miRNA:mRNA wurden schon beschrieben (91). Untersuchungen verschiedener Spezies ergaben, dass
diese Seed-Regionen bei homologen miRNAs hochgradiert konserviert sind (78). Zumeist finden sich
die komplementaren Abschnitte zur miRNA-Seed-Region in der 3‘-untranslatierten Region (3'UTR)
der Ziel-mRNA. Durch die kurzen Seed-Regionen sowie der Moglichkeit einer imperfekten
Komplementaritat kénnen einzelne miRNAs eine Vielzahl an unterschiedlichen mRNAs als Ziel haben
(92). Gleichzeitig konnen einzelne mRNAs in ihrer 3’UTR mehrere Bindestellen fir eine oder auch
mehrere verschiedene miRNAs aufweisen, was eine komplexe Regulation auf post-transkriptioneller

Ebene ermdoglicht.
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Abbildung 6: miRNA-Biogenese. Transkription und intranukleare Prozessierung zur Stem-Loop-Intermediarstruktur. Export
aus dem Zellkern und Spaltung durch RNAse Il Dicer zum miRNA-Duplex. Einlagerung der reifen miRNA in den RISC-
Komplex zur komplementdren Erkennung der Ziel-mRNA. Je nach Komplementaritdt wird die Ziel-mRNA entweder
degradiert oder die Translation reprimiert.
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Neben den Studien zur Wirkungsweise der miRNAs wurden auch die Funktionen diverser
miRNAs auf zelluldrer Ebene untersucht. Gefunden wurden die miRNAs bei Untersuchungen zur
Entwicklung von C. elegans, wo diese die zeitliche Entwicklung steuern. Dabei wirken die miRNAs an
Prozessen zur Kontrolle der Stammzell-Differenzierung oder auch bei der korrekten Differenzierung
von Zellen zur Organogenese mit (93). Andere miRNAs sind in die Regulation des Zellwachstums oder
des programmierten Zelltodes involviert (94). Fehlfunktionen von miRNAs, also die Fehlregulation
von bestimmten Genen, spielen daher eine immer groBere Rolle im Verstdandnis von Krankheiten.
MiRNAs, die bei der Kontrolle des Zellwachstums mitwirken, zeigen in einigen Tumoren eine
Fehlfunktion. Im Mausmodell wurde gezeigt, dass eine Uberexpression der miRNA miR-17 die
Tumorentwicklung eines B-Zell-Lymphoms deutlich beschleunigt und damit onkogenes Potential

besitzt (95).

1.3.2 Extrazellulare miRNAs

Extrazelluldare miRNAs wurden nahezu gleichzeitig durch zwei Arbeitsgruppen entdeckt.
Einmal wurden miRNAs im Blutplasma aus der Plazenta gefunden, andererseits detektierten Forscher
tumorspezifische miRNAs im Serum von Patienten (96, 97). Schnell wurde bekannt, dass nahezu alle
BioflUssigkeiten miRNAs enthielten, darunter Trdnen, Speichel, Urin oder auch die
Zerebrospinalflissigkeit (98). Untersuchungen an Patienten belegten, dass sich die miRNA-Profile bei
vielen Krankheiten von denen gesunder Kontrollprobanden deutlich unterschieden. Seitdem wurden
viele extrazelluldare miRNAs als Biomarker fiir bestimmte Krankheiten detektiert und verwendet (98,
99). Im Rahmen der Untersuchungen stellte sich heraus, dass miRNAs in verschiedenen Varianten in
extrazelluldaren Flussigkeiten vorkommen. Zum einem wurde nachgewiesen, dass sich miRNAs in
Exosomen, Mikrovesikeln und apoptotischen Koérperchen anreichern, die von den Zellen im Zuge
ihrer normalen zelluldaren Funktion gebildet werden. Zum anderen fand sich eine grofRe Population an
miRNAs, die nur an AGO-Proteine gebunden war und frei im Serum und Plasma vorkamen (100, 101).

Durch die Detektion von miRNAs in Exosomen und Mikrovesikeln kam die Frage auf, ob es
selektive Sekretionswege in den Zellen gibt, um spezifische miRNAs auszuschleusen und ob diese
miRNAs eine extrazelluldre Funktion Ubernehmen koénnen. Zahlreiche in vitro Studien konnten
nachweisen, dass ein interzellularer Transport von miRNAs in Mikrovesikeln moglich ist. Gleichzeitig
konnte eine Anderung der Genexpression in den Empfianger-Zellen festgestellt werden (100, 102).
Die Frage nach einem selektiven Sekretionsweg bleibt allerdings bis heute unbeantwortet, jedoch
konnten erste Indizien hierfiir gefunden werden (103). Ein funktioneller Einfluss von extrazellularen
miRNAs wurde unter anderem fiir Immunprozesse und die Tumorprogression beschrieben. Eine neue
Studie konnte nachweisen, dass zwei immunregulatorische miRNAs (miR-155 und miR-146a) in

Exosomen vorkommen, zwischen dendritischen Zellen ausgetauscht werden und die Empfanger-

12



Einleitung

Zellen modulieren kdnnen (104). Bei Untersuchungen einer humanen Glioblastom-Zelllinie wurden
tumorspezifische miRNAs in Mikrovesikeln detektiert, die wiederrum die Proliferation der Gliazellen
anregen konnten. Auerdem wurde die Sekretion von tumorsuppressiven miRNAs aus gastrischen
Tumorzellen beobachtet (105, 106).

Neben der Hypothese einer potentiellen Zell-Zell-kommunikation finden sich viele
Unterstiitzer einer Hypothese, die extrazelluldare miRNAs nur als Nebenprodukt der physiologischen
und pathologischen Zellfunktion ansehen. Vor allem die AGO-gebundenen miRNAs kdnnen im
Rahmen der Apoptose oder einer Ruptur der Zellmembran in den extrazellularen Raum gelangen.
Belege fir diese Theorie basieren auf der aullerordentlichen Stabilitdit von AGO:miRNA-Komplexen
gegenlber extrazellularen Nukleasen und damit deren Langlebigkeit, die auch nach Monaten der
Aufbewahrung bei Raumtemperatur noch gegeben war (107). Des Weiteren zeigten Studien, dass die
Konzentration von gewebsspezifischen miRNAs nach Verletzungen von Leber, Herz und Gehirn im
Serum von Patienten stark anstieg, was eine passive Freisetzung bei Zellschdden impliziert (108).
AulRerdem besteht die Moglichkeit, dass AGO:miRNA-Komplexe im Rahmen der Mikrovesikel-Bildung
als passive Inhaltsstoffe des aufgenommenen Zytosols in diesen vorkommen. Einer physiologischen
Funktion von extrazellularen miRNAs widersprechen auch Studien zur Bestimmung der
Konzentrationen im Blutplasma und Serum. Wahrend intrazelluldr etwa 1000 Kopien der miRNA fir
eine signifikante Genregulation notwendig sind, kommen im Blutplasma statistisch gesehen weniger
als eine miRNA pro Zellvolumen vor. Die dadurch erreichte Konzentration liegt weit unter der, die
hochpotente Hormone erreichen missen, um gerade noch wirksam zu sein (109-111). Und auch die
Konzentration von miRNAs in Exosomen ist zu gering, um eine physiologische Funktion zu erreichen.
Im Durchschnitt kommt auf 100 Exosome gerade einmal eine Kopie einer einzelnen miRNA. Daher
scheinen Exosomen nicht in der Lage zu sein gentigend miRNAs zu transportieren, um in vivo einen
funktionellen, interzellularen Mechanismus zu gewdhrleisten (112). Zusammenfassend ldsst sich
sagen, dass die biologische Rolle extrazelluldrer miRNAs weiterhin nicht geklart ist, da sowohl
Hinweise auf eine Zell-Zell-Kkommunikation bestehen, aber viele Studien extrazelluldare miRNAs nur

als Nebenprodukte in Korperflissigkeiten ansehen.

1.3.3 miRNAs im Ohr

Bei Untersuchungen von miRNAs mit einer entwicklungsspezifischen Rolle in Zebrafischen
konnten diese auch im Innenohr nachgewiesen werden. Besonders eine spezielle miRNA-Triade aus
miR-96, miR-182 und miR-183 wurde detektiert, die in den Haarzellen und Innenohrneuronen
exprimiert wurde (113). Es folgten weitere Studien zur Entwicklung des Innenohres im Mausmodell,
wobei die gewebsspezifischen und zeitenspezifischen Expressionsmuster verschiedener miRNAs

aufgezeichnet wurden (114). Der miRNA-Cluster (96, 182, 183) konnte auch hier gewebsspezifisch in
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den Haarzellen der Cochlea und des Vestibulums, sowie in den Neuronen der Spiral- und
Vestibularganglien nachgewiesen werden. Weitere Untersuchungen dieses Clusters konnten die
Wichtigkeit dieser miRNAs in der korrekten Entwicklung des Innenohres, speziell der Haarzellen
aufzeigen. Konditionale Knock-Out-Mause, bei denen die Dicer-Prozessierung der miRNAs
ausgeschaltet wurde, zeigten schwere Defekte in der Morphogenese des Innenohres und der Cochlea
(115). Ein spezielleres Knock-Out-System mit der Abschaltung von Dicer in den Haarzellen fiihrte zur
Taubheit der Mause. Eine morphologische Untersuchung der Haarzellen zeigte sowohl eine
Deformation der Haarzellen als auch den vollstindigen Verlust der Stereozilien (116). Die
Besonderheit der miR-96 wird deutlich, da Mutationen in der Seed-Region, also in der Zielerkennung,
zu einer erblich und genetisch bedingten Form des Horverlustes fiihren konnen (117).
Untersuchungen zum pathologischen Verlust von Haarzellen im Rahmen eines altersbedingten
Horverlustes konnten nachweisen, dass pro-apoptotische miRNAs im Alter verstarkt exprimiert
wurden, wahrend die Expression von pro-proliferativen miRNAs deutlich abnahm (118). Daher Iasst
sich sagen, dass die regulatorische Funktion der miRNAs auch im Innenohr stattfindet und dort

Prozesse wie die Entwicklung, Zelldifferenzierung und Homoostase die Zellfunktionen steuert.

1.4 Autoimmunitat im Menschen

1.4.1 Einleitung Immunsystem

Das Immunsystem schiitzt den Korper durch die Steuerung der Abwehr gegen pathogene
Erreger und exogene Fremdstoffe. Dazu gehort der Schutz gegen Erreger aller Arten, wie Bakterien,
Viren und Pilze, aber auch gegen Giftstoffe. Nicht nur exogene Fremdkorper kénnen den Koérper
schadigen, auch endogene Faktoren, wie tote Zellen oder Tumorzellen miissen vom Korper beseitigt
werden. Dazu nutzt der Korper ein kompliziertes System aus Immunzellen, aktivierenden und
inhibierenden Faktoren, Antikdrpern und physikalischen Mechanismen, um eine Schadigung des
Organismus zu verhindern (119).

Die erste Verteidigungslinie des Korpers hat die Aufgabe, das Eindringen von Erregern in den
Korper zu verhindern. Dazu gehort die physikalische Hautbarriere, die aufgrund ihrer Epithelstruktur
das Durchdringen von Pathogenen verhindern kann. Auch die Schleimhdute der Atemwege mit
antibakteriellen Substanzen sowie die Flimmerhdrchen der Bronchien dienen einer ersten Abwehr
gegen Erreger. Sollten trotzdem Fremdstoffe in den Korper eindringen, etwa durch
Hautverletzungen, geht dies meist mit der Zerstorung lokaler Korperzellen einher. Dies 16st im Korper
eine Aktivierung lokaler Immunzellen aus und das Immunsystem beginnt mit der Bekampfung der
Infektion. Dabei spielen sowohl das angeborene als auch das erworbene Immunsystem eine tragende
Rolle (120). Dem angeborenen Immunsystem unterstehen unter anderem alle Arten von Phagozyten.

Deren primare Funktion ist die Erkennung von koérperfremden Zellen, deren Phagozytose und
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Zerstorung im Zellinneren. Dazu gehoren Granulozyten, aber auch antigen-prasentierende Zellen wie
Makrophagen. Nach der Zerstérung von Pathogenen werden deren Abbauprodukte auf der
Zelloberflache prasentiert und erlauben so die Aktivierung und Rekrutierung weiterer Immunzellen
zum Infektionsort (121). Auch die natirlichen Killerzellen (NKs) tragen einen Teil zur Immunabwehr
bei. Diese erkennen infizierte Zellen, schalten diese durch zytotoxische Substanzen aus und
aktivieren weitere Immunzellen. Dabei hilft ihnen die Erkennung von durch Infektionen verdanderten
Zelloberflachenstrukturen der MHC-Klasse-I-Molekiile, die auf nahezu allen kdrpereigenen Zellen
exprimiert werden. Diese prasentieren ein Abbild aller in der Zelle synthetisierten Proteine, wobei
aktive Infektionen neue, kérperfremde Proteine bilden (122). Einige Viren und Tumore kénnen die
Expression von MHC-I-Molekiilen herunterregulieren, um einer Immunantwort zu entgehen, werden
dadurch aber anfilliger fir NK-Zellen (119). Neben den zelluldren Faktoren gibt es eine Vielzahl
|6slicher Komponenten (Zytokine, Chemokine), die von Immunzellen ausgeschittet werden und zur
Kommunikation mit anderen Immunzellen dienen. Diese werden sowohl zur Aktivierung als auch
Rekrutierung und als Schnittstelle zum erworbenen Immunsystem verwendet.

Das erworbene Immunsystem besteht hauptsachlich aus B- und T-Zellen, die hochgradig
spezifisch auf Erreger reagieren konnen und das Immungedachtnis zur Immunitat gegen Re-
Infektionen ausbilden. Die T-Zellen reifen im Thymus heran und werden dort doppelt selektioniert.
Einmal wird getestet, ob sie an die MHC-Molekile von Zellen binden kénnen, danach, ob sie auf
korpereigene Antigene reagieren. In diesem Fall werden die autoreaktiven T-Zellen abgetotet, da sie
flr den Korper potentiell schadlich sind. Man unterscheidet zytotoxische T-Zellen (CD8*), die auf
MHC-I-Molekiile reagieren und so den Infektionsstatus dhnlich wie NK-Zellen erkennen. Daneben
gibt es T-Helferzellen (CD4"), die Antigene auf MHC-II-Molekiilen erkennen. MHC-II-Molekiile werden
von antigen-prasentierenden Zellen (u.a. Makrophagen) gebildet und zeigen extrazelluldre Erreger im
Korper an. T-Helferzellen schiitten daraufhin Zytokine aus und tragen so zur Immunkoordination bei
(119, 120, 123). B-Zellen werden bei ihrer Reifung im Knochenmark genau wie T-Zellen doppelt
selektioniert. Da B-Zellen die Entstehungsorte der Antikorper sind, wird zunachst Gberprift, ob ein
funktioneller Antikorper in der Zelle gebildet werden kann, danach ob sie an kérpereigene Antigene
binden. Dadurch kénnen autoreaktive B-Zellen friihzeitig erkannt und abget6tet werden. Naive,
fertige B-Zellen kdnnen danach unter der Aktivierung durch T-Helferzellen spezifische Antikoérper
gegen fremde Antigene bilden und in den Korper ausschiitten. Diese Antikdrper kdnnen dann im
entziindeten Gewebe an ihr entsprechendes Antigen binden und so zum Beispiel eine Infektion von
Zellen verhindern oder umgebende Immunzellen auf das Pathogen aufmerksam machen. Ein Teil der
B-Zellen entwickelt sich zu Gedachtniszellen weiter, die das Immungedachtnis bilden. Damit kann bei
einer erneuten Infektion mit dem gleichen Pathogen eine schnellere und spezifischere

Immunantwort ausgel6st werden (124, 125).
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1.4.2 Autoimmunitat

Die oben beschriebenen Selektionsmechanismen bei der Entwicklung von T- und B-Zellen
werden auch zentrale Toleranz genannt. Ziel ist die Verhinderung von autoreaktiven Zellen. Sollten
diese Mechanismen einer erlernten Selbst-Toleranz versagen, kénnen autoreaktive Zellen im Korper
freigesetzt werden, die wiederrum korpereigene Zellen angreifen. Neben der zentralen Toleranz
kénnen autoreaktive Zellen noch durch die periphere Toleranz abgeschaltet werden (126). Bei einer
Erkennung eines Autoantigens ohne Infektion im Kérper fehlen pro-inflammatorische Komponenten
wie Zytokine, wodurch eine verstarkende Aktivierung der autoreaktiven Zellen ausbleibt. Dies fiihrt
zum Abschalten der Zellen und zur Verhinderung einer Autoimmunitit. Doch auch beide
Toleranzmechanismen kénnen autoreaktive Zellen nicht immer verhindern. Deren Angriffe fiihren zu
einer Vielzahl von chronischen Erkrankungen, die haufig ganze Gewebearten oder Organe betreffen
und autoimmune Erkrankungen genannt werden. Auch Allergien gehdren im weitesten Sinne zu
Autoimmundefekten, da hier der Korper unverhaltnismalig stark gegen eigentlich ungefahrliche
Antigene, wie Pollen, Medikamente oder Nahrungsmittel reagiert (127).

Defekte in der Selbst-Toleranz sind haufig nicht die grundlegende Ursache dieser
Erkrankungen. Zumeist spielen andere Faktoren eine Rolle, die sich durch diese Defekte bemerkbar
machen. So kdnnen genetische Pradispositionen, also bestimmte genetische Anlagen, durch
fehlerhafte oder nicht-funktionelle Proteine die zentrale oder periphere Toleranz stéren. So kénnen
Mutationen in Transkriptionsfaktoren die T-Zell-Differenzierung beeinflussen oder eine Stérung der
Expression von Zytokinen und ko-stimulierenden Faktoren zu einer Gewebsschadigung fiihren. Sehr
haufig sind geringfligige Mutationen der MHC-Proteine Ausléser fir Immunerkrankungen. Ein
Beispiel fir solche Erkrankungen ist die rheumatoide Arthritis, welche sich durch chronische
Gelenksentziindungen manifestiert. Auch bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ-l wird oft eine
spezifische MHC-Kombination vorgefunden, die die autoreaktive Zerstorung der B-Zellen im Pankreas
und somit einen Insulinmangel auslést. Eine Vielzahl von Untersuchungen konnte auch die
Beteiligung von Hormonen, besonders der Sexualhormone Ostrogen und Testosteron, an
Autoimmundefekten belegen. So steuert Ostrogen sowohl die Thymus-Entwicklung als auch die
B-Zell-Regulation, was zu einer Erhohung der B-Zell-Aktivitdt und damit zu mehr Antikérpern fihren
kann (128). Da Ostrogen das Hauptsexualhormon bei Frauen ist, erkldrt sich auch die leichte
Pravalenz (65 %) von Autoimmunerkrankungen in jungen Frauen, besonders in Phasen hormoneller
Umstellungen (127). Neben diesen endogenen Faktoren spielen auch exogene Faktoren, wie
bakterielle und virale Infektionen eine Rolle in der Entwicklung von autoimmunen Defekten. Das bei
Infektionen aktivierte Immunsystem kann durch bestimmte Eigenschaften der exogenen Proteine auf
den eigenen Korper fehlgeleitet werden. Molekulares Mimikry besteht, wenn Proteine von

Pathogenen teilweise Strukturen von korpereigenen Antigenen aufweisen. Dieser Mechanismus
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dient eigentlich dem Schutz der Erreger, kann aber bei der Herstellung von Antikérpern dazu fiihren,
dass korpereigene Strukturen mit erkannt werden. Zum Beispiel kann eine Infektion mit dem
Scharlach-Erreger S. pyogenes zu einer autoreaktiven Schadigung der Herzklappen fiihren (129). Auch
die infektionsbedingte Nekrose der Zellen, besonders bei viralen Infektionen, kann zu einer
Freisetzung von normalerweise vom Immunsystem abgeschirmten Antigenen fiihren, die dann als
fremd erkannt werden und autoreaktive Mechanismen auslésen kdnnen.

Mechanistisch kénnen Autoimmunerkrankungen in vier Typen eingeteilt werden. Typ-I sind
die typischen Allergien, deren Mechanismus hier nicht weiter ausgefiihrt werden soll. Erkrankungen
des Typ-ll basieren auf der Reaktivitdit von Autoantikorpern gegen Zelloberflaichen- oder
Matrixproteine. Beispiele sind die autoimmune hdmolytische Andmie mit Antikbrpern gegen die
Erythrozyten oder chronische Schilddrisenentziindungen (Hashimoto-Thyreoiditis). Typ-lll
Erkrankungen bilden grofRe Immunkomplexe durch Autoantikorper gegen l6sliche Antigene, die
normalerweise durch Makrophagen erfolgreich entfernt werden. Im Zusammenspiel mit
angeborenen Immundefekten kdnnen diese Komplexe nicht oder nur unvollstandig entfernt werden,
was deren Ablagerung an die Haut, in Gelenken und an den BlutgefdRen zur Folge hat. Diese
Ablagerungen aktivieren wiederrum das lokale Immunsystem, was zur Ausschittung
pro-inflammatorischer Zytokine und damit zur Gewebsschadigung durch autoreaktive zytotoxische
T-Zellen fiihrt. Ein Beispiel fir diesen Typ ist der systemische Lupus erythematodes, dessen
Autoantikorper hauptsachlich gegen Zellkernbestandteile (DNA, freie Nukleotide, Histone) gerichtet
sind. Chronische schwere Entziindungen der Haut, aber auch der Gelenke und Nieren sind typische
Folgen der stindigen Reaktivitdit des Immunsystems gegen korpereigene Zellen und
Immunkomplexe. Autoimmunerkrankungen des Typ-IV sind hauptsachlich durch das Vorhandensein
autoreaktiver T-Zellen (zytotoxische T-Zellen und T-Helferzellen), sowie die Aktivierung autoreaktiver
B-Zellen gekennzeichnet. Beispiele sind der Diabetes mellitus Typ-I mit autoreaktiven zytotoxischen
T-Zellen, sowie Autoantikdrpern gegen das korpereigene Insulin. Eine weitere, haufige
Immunerkrankung ist die Multiple Sklerose, eine chronische Entziindung des zentralen
Nervensystems. Hauptsichlich durch T-Helfer-Zellen gesteuerte Uberreaktionen der lokalen
Makrophagen, sowie deren Vertreter im Gehirn, die Mikrogliazellen, fiihren zu einer Zerstérung der
Myelinscheide von Nerven. Dadurch wird die korrekte Signalweiterleitung gestort, besonders
Lahmungen, sowie Sprach- und Sehstérungen treten dabei auf. AuBerdem werden vermehrt
zytotoxische Zytokine, wie TNF-a ausgeschiittet, welche in den Nervenzellen das apoptotische

Programm auslosen (127).
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1.5 Ziele der Arbeit

Die vorliegende Arbeit wurde in zwei Hauptziele unterteilt. 1. Patientenseren sollten auf
mogliche Autoantikorper fiir spezifische Innenohr-Strukturen hin untersucht werden. Die
Grundannahme war, dass periphere Innenohr-Erkrankungen mit autoimmuner Genese, wie auch
andere Autoimmunerkrankungen, tber Antikorper im Serum nachgewiesen werden kénnen. Anders
als friihere Studien zu diesem Thema sollte der Nachweis direkt auf vorher praparierten humanen
Innenohren stattfinden und nicht auf Gewebe von Maus oder Ratte. 2. sollten neuartige
Hochdurchsatz-Sequenzier-Methoden genutzt werden, um das Verstandnis fir das humane Innenohr
sowie periphere Innenohr-Erkrankungen zu verbessern. Zu diesem Zwecke sollte erstmalig ein
vollstandiges miRNA-Profil der humanen Endo- und Perilymphe erstellt werden und dieses dann auf
Besonderheiten untersucht werden. Auflerdem wurde diese Technik auf die gesammelten
Patientenseren angewendet, um neben den Antikérpern weitere Biomarker zu finden. Die Erstellung
von miRNA-Profilen, beziehungsweise der Nachweis einzelner miRNAs, ist bereits fir eine Vielzahl
von anderen Erkrankungen beschrieben worden und fihrt dort zu verlasslichen, diagnostischen
Ergebnissen. Unter Verwendung von Kontrollpatienten sollten die miRNA-Profile von Patienten mit
bilateraler Vestibulopathie (BVP) und Morbus Meniére (MM) auf differenziell exprimierte miRNAs
untersucht werden. Diese Ergebnisse sollten dann flr diagnostische Zwecke in ein RT-qPCR
Experiment Uberfihrt werden. Die diagnostische Validierung sollte im Rahmen der standardmaRig
durchgefiihrten Patientenuntersuchung unterstiitzend angewendet werden, um den Patienten eine

sichere Diagnose zu gewahrleisten.
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Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Ammoniak (NHs)

Ammoniumsulfat

APS (Ammoniumpersulfat)
Adenosintriphosphat, ATP, 100 mM
Bovines Serum Albumin (BSA)
Chloroform

Dimethylsulfoxid (DMSQ), 100 %

dNTP, 10 mM

Ethanol (C;HsOH)

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Formaldehyd-Losung, 4 %

Glycogen, RNA grade

Isopropanol

Kaiser’s Glyceringelatine

Methanol

O’RangeRuler, 20 bp DNA Ladder
Rotiphorese® Sequenziergel Konzentrat
Rotiphorese® Sequenziergel Verdiinner
T4 RNA Ligase | (ssRNA Ligase)

TEMED (N,N,N’,N" - tetramethylethan-1,2-diamin)
Xylene Substitute

Wasserstoffperoxid (H,0,)

2.1.2 Antikorper und immunhistochemische Reagenzien
DAB Enhancer

Liquid DAB+ Substrate Chromogen System
Hase-anti-Calbindin, 1 mg/ml, polyklonal

Hase IgG Isotyp-Kontrolle, 5 mg/ml, polyklonal

Humane IgG Isotyp-Kontrolle

Maus-anti-Mensch IgG-Biotin, Fc-spezifisch, monoklonal

Roth # 2610.1

Merck # 1.01211.1000

Merck # 101200

ThermoFisher Scientific # R0441
Sigma # A3059

Roth # 3313.1

ThermoFisher Scientific # F-515
ThermoFisher Scientific # R0191
AppliChem # A3678

Roth # 7870.1

Roth # 8040.2

MicroCos GmbH RegNr: 29188
ThermoFisher Scientific # R0551
Roth # 9866.1

Merck # 1.09242.0100

Sigma # 322415

ThermoFisher Scientific # SM1323
Roth # 3043.1

Roth # 3047.1

New England Biolabs® Inc. # M0204
Roth # 2367

Sigma # A5597

Sigma # H1009

Abcam # ab675

Dako # K3468

Abcam # ab11426

Abcam # ab37415

ThermoFisher Scientific # 12000C
Sigma-Aldrich # B3773
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Normal Maus Serum
Streptavidin-HRP (Verwendung 1:300)
Target Retrieval Solution, ph 6, 10x Konzentrat

Ziege-anti-Hase Ig-Biotin, polyklonal

2.1.3 TagMan miRNA Assays

ath-miR-159a

ath-miR-159a Kontrol-RNA, kundenspezifisch
hsa-miR-27a-3p

hsa-miR-93-5p

hsa-miR-143-3p

hsa-miR-223-3p

hsa-miR-584-5p

hsa-miR-622

2.1.4 Kits

miRNeasy Serum/Plasma Kit

SuperScript® Il First-Strand Synthesis SuperMix
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
TagMan® Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit

2.1.5 Puffer und Lésungen

Elutionspuffer: 0.3 M NacCl
2 mM EDTA

10x Ligationspuffer: 0.1 M MgCl,

0.1 M B-Mercaptoethanol

0.5 M Tris Base pH 7.6

1 mg/ml BSA (acetyliert/ Nuklease-frei)
10x PBS 0.1 M Dinatriumhydrogenphosphat

1.5 M Natriumchlorid

10 mM Kaliumdihydrogenphosphat

ThermoFisher Scientific # 10410
BioLegend® Cat: 405210

Dako # S1669

Dako # E0432

ThermoFisher Scientific #478411_miR
Invitrogen Nr.: 10620310

ThermoFisher Scientific #478384_miR
ThermoFisher Scientific #478210_miR
ThermoFisher Scientific #477912_miR
ThermoFisher Scientific #477983_miR
ThermoFisher Scientific #478167_miR
ThermoFisher Scientific #479106_miR

Qiagen # 217184

Invitrogen # 18080400
ThermoFisher Scientific # F530
ThermoFisher Scientific # A28007
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2.1.6 Verbrauchsmaterialien

Agilent High Sensitivity DNA Kit Agilent Technologies # 5067-4626
Agilent High Sensitivity DNA Reagenzien Agilent Technologies # 5067-4627
Biosphere® SafeSeal Tube, 0.5 mL Sarstedt # 72.704.200

Corning® Costar® Spin-X® Zentrifugen-Filter R6hrchen Sigma-Aldrich® # CLS8163
Eppendof® DNA LoBind Tubes, 1.5 mL Sigma-Aldrich® # EP0030108051
MicroAmp® Fast Optical 96 well Plate mit Barcode, 0.1 ml Applied Biosystems™ # 4346906
MicroAmp® Optical Adhesive Film, PCR kompatibel Applied Biosystems™ # 4311971
SuperFrost™ Plus Mikroskop-Objekttrager ThermoFisher Scientific # J1800AMNZ
Sterican® Kanilen 1.20x40 mm B.Braun Melsungen AG

2.1.7 Geridte

Applied Biosystems GeneAmp® PCR System 9700 ThermoFisher Scientific

Applied Biosystems StepOnePlus Real-Time PCR System ThermoFisher Scientific
NanoDrop 1000 und 2000 ThermoFisher Scientific

Biowave Mikrowelle Pelko

Eppendorf Zentrifugen 5415D und 5430R Eppendorf

peqStar2x Thermocycler peqlab

2.2 Probensammlung und weitere Vorbereitungen

2.2.1 Sammlung von Patientenseren
Die in dieser Studie verwendeten Seren wurden Patienten entnommen, die aufgrund einer
Schwindelsymptomatik im Deutschen Schwindel- und Gleichgewichtszentrum, Abteilung fir
Neurologie, des Klinikums der Universitat Miinchen, Standort GroRBhadern, vorstellig wurden. Alle
Patienten wurden einer standardisierten Untersuchung unterzogen. Diese enthdlt neben der
neurologischen und otologischen Untersuchung auch eine Abschlussdiagnose sowie maogliche
Behandlungsstrategien. Die Studie wurde durch das Ethik-Komitee der Ludwig-Maximilians-
Universitdit Milnchen genehmigt und alle Patienten haben ihre mindliche und schriftliche
Zustimmung zur Verwendung ihrer Proben erteilt.

Patienten mit folgenden Krankheiten wurden in die Studie eingeschlossen: Morbus Meniére
(MM) und bilaterale Vestibulopathie (BVP) jeglichen Ursprungs. Als Kontrollgruppe wurden Seren
von Patienten mit benignem paroxysmalem Lagerungsschwindel (BPPV) verwendet. Alle Diagnosen
wurden nach 6 und 12 Monaten erneut Uberprift, um eine korrekte Zuordnung zur jeweiligen

Patientengruppe zu gewahrleisten.

21



Material und Methoden

Das Serum wurde von den anwesenden Arzten oder Medizinstudenten fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur koaguliert. Dazu wurden sterile S-Monovette® Blutentnahme-Réhrchen verwendet.
Das koagulierte Blut wurde zentrifugiert (1800g, 13 min, 6°C) und der gelbliche, klare
Serumiberstand in neue Eppendorf-Rohrchen Uberfihrt. Zur Entfernung von moglichen
Verunreinigungen durch verbliebene, zelluldre Riickstinde wurde das Serum erneut zentrifugiert
(16.000 g, 5 min, 4 °C). Das daraus resultierende klare Serum wurde bei -80 °C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.

2.2.2 Probenvorbereitung des humanen Felsenbeines

Die Nutzung von Autopsie-Proben wurde durch das Ethik-Komitee der Ludwig-Maximilians-
Universitdit Muinchen genehmigt und die Autopsien am Institut flir Rechtsmedizin
(Direktor Prof. Dr. M. Graw) durch die Rechtsmedizinerin PD Dr. med. Inga Sinicina durchgefiihrt. Im
Zuge der Autopsien wurden dazu Felsenbeine mit Cochlea, dem kndchernen Labyrinth, dem duBerem
sowie innerem Gehorgang aus dem Schddel entfernt. Die Felsenbeine wurden nach der

Probenentnahme zuriick in den Kérper gegeben.

2.2.2.1 Entnahme von Endolymphe und Perilymphe

Abbildung 7: Links: Humanes Felsenbein mit er6ffnetem
superioren Bogengang (Sicht von kaudal). Rechts:
Seitenansicht des linken Felsenbeines mit superiorem und
lateralem Bogengang (SSC, LSC), der Eminentia arcuata (AE)
und dem Antrum mastoideum (MA). Bearbeitet nach Seo et
al, 2007 (130).

Um die Endo- und Perilymphe zu gewinnen,
wurde der superiore Bogengang eroffnet und

die darin enthaltene Fllssigkeit mit einer 10 ul

: Pipette entnommen. Dazu wurde das
.. ’

Felsenbein in einem Schraubstock fixiert und die Eminentia arcuata von Blut und Knochenhaut
gereinigt. Diese Erhohung auf der Oberfliche des Felsenbeins konnte zu einer groben

Lagebestimmung des superioren Bogenganges genutzt werden (130). Nach der Reinigung wurde der
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Knochen mit Hilfe eines HNO-Spatels und eines Hammers vorsichtig entfernt und der Bogengang
freigelegt. Die entnommene Flissigkeit, in etwa 40-60 ul, wurde zentrifugiert (16.000 g, 2 min, 20 °C),

um Zelltrimmer und rote Blutkérperchen zu entfernen und danach bei -80 °C gelagert.

2.2.2.2 Vorbereitungen der Schnitte fiir die Inmunhistochemie

Die im Rahmen der Autopsien entnommenen Felsenbeine wurden zunachst fir zwei Wochen in
4 % PFA bei 4 °C fixiert. Danach erfolgte die Entkalkung des Gewebes in 25 %-iger EDTA-LOsung bei
Raumtemperatur. Die EDTA-LOsung wurde alle zwei Wochen gewechselt. Zur Kontrolle der
vollstandigen Entkalkung wurden die Felsenbeine alle drei Monate gerontgt. AuRerdem wurden die
Felsenbeine nach und nach gekiirzt, um die eigentliche Schnittfliche mit den Innenohr-Strukturen
am Ende moglichst klein zu halten. Nach etwa 10-monatiger Entkalkungszeit wurde die EDTA-
Konzentration auf 12.5 % gesenkt und der Wechselturnus beibehalten. Um das Felsenbein am
Kryostat schneiden zu konnen, wurde es zuerst fir eine Woche in Leitungswasser gewassert und
anschlieRend in PBS, pH 7.4 Gberfihrt und dort drei Tage bei tdglichem Wechsel inkubiert. Die
folgende Entwdsserung wurde mit einer aufsteigenden Konzentration an Sucrose (10 %, 20 %, 30 %)
bei 4-tagigem Wechsel durchgefiihrt. Das Felsenbein wurde danach in Gefriereinbettmedium
eingeschlossen und anschlieBend am Kryostat, mit einer speziellen Klinge fir harte Gewebe, in 25 um
dicke Schnitte geschnitten. Das Felsenbein, welches in Paraffin eingebettet werden sollte, wurde mit
Leitungswasser gewdssert und anschliefend eine Entwasserung in einer aufsteigenden Alkohol-Reihe
und Xylol vorgenommen und das Gewebe danach direkt in flissiges Paraffin eingegossen. Der
Paraffinblock wurde danach an einem Schlitten-Mikrotom mit einer Schnittdicke von 12 pum
geschnitten. Sowohl Gefrier- als auch Paraffinschnitte wurden auf SuperFrost™ Plus Objekttrager
aufgezogen. Die Gefrierschnitte wurden danach bei -20 °C, die Paraffin-Schnitte bei Raumtemperatur

gelagert.

2.3 Immunhistochemie

Immunhistochemische Techniken werden seit einigen Jahrzehnten verwendet, um mit Hilfe
von hoch spezifischen Antikorpern, Antigene im Gewebe spezifisch nachzuweisen und zu
visualisieren (131, 132). Diese basieren auf der hohen Affinitdt einzelner Antikorper gegeniber in
Geweben enthaltenen bestimmten Charakteristiken, wie etwa definierte Gruppen und Strukturen
von Aminosauresequenzen. Die Visualisierung des gebundenen Antikdrpers kann entweder tber eine
direkte Konjugation von Fluorophoren oder Uber indirekte Methoden, wie die spater beschriebene
Streptavidin-Biotin-Methode, erfolgen (133). Die direkten Methoden bieten zwar einen Zeitvorteil,
aber die Sensitivitdt gegenliber Antigenen, die nur in geringer Anzahl vorhanden sind, ist stark

limitiert. Daher wurde in dieser Studie die indirekte Labelled-Streptavidin-Biotin-Methode

23



Material und Methoden

verwendet, welche die hohe Bindeaffinitat von Streptavidin an Biotin ausnutzt und so die Sensitivitat
stark erhoht. Diese Methode verwendet einen primaren Antikorper, einen Biotin-konjugierten
sekundaren Antikoérper, der den ersten bindet, sowie den Verstarkungsschritt Gber Streptavidin, um
das Vorhandensein spezifischer Antigene zu detektieren. Zur eigentlichen Detektion wird eine an
Streptavidin-gekoppelte Peroxidase (Horseradish peroxidase, HRP) verwendet, welche aufgrund ihrer
Aktivitat eine kolorimetrische Umsetzung eines Substrates (DAB) ermoglicht. Diese Methode ist fir

eine hohe Sensitivitat und ein gutes Signal-Hintergrund-Verhaltnis bekannt (133, 134).

2.3.1 Immunhistochemie auf FFPE-Gewebe

Formalin-fixierte, paraffin-eingebettete (FFPE) Gewebsschnitte des humanen Felsenbeins
wurden mittels Xylol-Substitut flir dreimal 5 Minuten entparaffiniert. Danach wurden die Schnitte in
Ethanol mit absteigenden Konzentrationen (100 %, 96 %, 70 %) gewaschen und anschlieRend in PBS
Uberfiihrt. Es erfolgte die Refixierung mit 4 % PFA (10 min, 20 °C) und ein erneuter Waschgang mit
PBS. Um vorhandene endogene Peroxidasen zu blocken, wurden die Schnitte mit 10 % H,0; in
Methanol fir 10 Minuten behandelt. Durch die genutzte Fixierungsmethode kann davon
ausgegangen werden, dass es an vielen Proteinen zu Verdnderungen der Konformation durch
Quervernetzungen zwischen Proteinen und dem Formaldehyd wahrend der Fixierung kommen kann
(135). Um diese Verdanderungen zu entfernen und Proteine in ihre physiologische Form
zurickzufihren, wurde in dieser Studie eine hitzeinduzierte Epitop-Retrieval (HIER) Methode
verwendet (136). Die Proben wurden dazu in eine vorgewdrmte Antigen-Retrieval-Lésung (DAKO)
Uberfuhrt und fir 20 Minuten in der Mikrowelle bei 85 °C inkubiert. Nach dem Abkiihlen der Losung
wurden die Schnitte erneut mit PBS gewaschen und fir 30 Minuten mit 2 % BSA oder 5% Normal-
Maus-Serum behandelt, um unspezifische Bindestellen zu blockieren. Der primare Antikérper wurde
danach auf die Schnitte gegeben und die Proben lber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Vor Zugabe des sekundaren Antikdrpers wurden die Schnitte dreimal mit PBS gewaschen und
der Antikorper fir 30 Minuten bei Raumtemperatur zu den Proben gegeben. Zuletzt wurden die
Proben erneut gewaschen und fiir 30 Minuten mit dem Streptavidin-HRP-Komplex behandelt. Die
kolorimetrische Detektion erfolgte mittels des DAB+ Substrates nach Angaben des Herstellers unter
Zugabe von 50 ul DAB Enhancer, um die Farbung zu verstarken. Dabei farbte sich das Gewebe von
transparent zu hellbraun, woraufhin die Reaktion mit Leitungswasser gestoppt wurde. Die Schnitte
wurden abschlieBend zweimal mit Wasser gewaschen und danach mit Kaiser’s Glyceringelatine

eingedeckt.
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2.3.2 Immunhistochmie auf Kryo-Schnitten

Kryo-Schnitte, welche bei -20°C gelagert wurden, wurden fir 10 Minuten auf
Raumtemperatur gebracht und anschlieRend bei 37 °C fiir 20 Minuten getrocknet. Der 20-minitigen
Fixierung mittels 4 % PFA folgte dreimaliges Waschen mit PBS. Das Blocken der endogenen
Peroxidasen und der unspezifischen Bindungsstellen erfolgte nach dem Protokoll fiir FFPE-Gewebe.
Die Schnitte wurden Gber Nacht bei 4 °C mit dem primaren Antikorper inkubiert. Die weitere

Prozessierung erfolgte wie oben beschrieben.

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Antikdrper, sowie deren Arbeitsverdiinnung

Priméare Antikorper Sekundare Antikérper
Humanes Serum (150 pl, unbehandelt) Maus-anti-Human IgG-Biotin, 1:100
Humane IgG Isotyp-Kontrolle (1:100) Maus-anti-Human IgG-Biotin, 1:100
Hase-anti-Calbindin (Verwendung 1 pg/ml) Ziege-anti-Hase IgG-Biotin, 1:100
Hase IgG Isotyp-Kontrolle (Verwendung 1 pg/ml) Ziege-anti-Hase IgG-Biotin, 1:100

2.3.3 Detektion und Auswertung der Firbung

Die Farbung wurde mit Hilfe des Keyence BZ-8000 Kompakt-Mikroskops und der
dazugehorigen Software kontrolliert. Die Schnitte wurden mittels Hellfeld-Optik untersucht und ein
Ubersichtsbild des Gewebes, sowie VergroBerungen bestimmter interessanter Bereiche, angefertigt.
Die im Gewebe enthaltenen Neuronen wurden zusatzlich noch mit der Fluoreszenz-Optik des
Gerétes, bei einer Anregung gegen GFP (480 nm), untersucht. Dies diente der Visualisierung von
Lipofuscin-Aggregaten, welches sich als Alterspigment in den Zellen anlagert und dabei gelblich-
braune Granula bildet. Diese Ablagerungen kdnnen von der DAB-Farbung durch die Autofluoreszenz
derselben unterschieden werden (137, 138).

Die Auswertung der Farbung erfolgte durch Vergleichen der einzelnen Bilder verschiedener
Seren untereinander, um mogliche Unterschiede in Farbintensitdt sowie in der Farbung einzelner
Strukturen festzustellen. Zusdtzlich wurden auf den FFPE-Schnitten die Neuronen des VIII. Hirnnerv
auf differenzielle Farbungen hin untersucht. Dazu wurde das frei verfligbare, Java-basierte,

Bildauswertungsprogramm Image J verwendet (online verfiigbar: https://imagej.nih.gov/ij/) (139).

Dieses Programm ermoglicht eine wissenschaftliche Auswertung von Hellfeld-, aber auch von
Fluoreszenzbildern mit verschiedenen Methoden. Fiir die Neuronenauswertung wurden Hellfeld-
Bilder verwendet, die alle mit denselben Belichtungszeiten und Einstellungen aufgenommen wurden.
Diese lagen im 8-bit-TIFF-Format und im RGB-Farbraum vor, welcher die Intensititen der drei
Grundfarben Rot, Griin und Blau abbildet. Dadurch kann die Farbe jedes Pixels des Bildes mit drei
Komponenten beschrieben werden. Dazu wird zu jedem Pixel die Intensitat jeder Farbe mit Werten
zwischen 0 und 255 abgespeichert. Ein rein weiler Pixel erhalt dabei den Wert 255, 255, 255; ein
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schwarzer Pixel den Wert 0, 0, 0. Alle Farben dazwischen werden durch unterschiedliche
Kombinationen beschrieben, wobei die Werte kleiner werden, je dunkler ein Pixel ist. Eine Messung
dieser Intensitat erlaubt dadurch die Differenzierung zwischen hellen, ungefarbten und dunklen,
gefarbten Pixeln. Fir die Bestimmung der Neuronen-Farbung wurden Linienscans mit einer Breite
von 25 Pixeln durchgefiihrt. Die daraus resultierenden Linien konnten durch das Setzen selbst
bestimmter Grenzwerte fir die Evaluierung der Farbung verwendet werden. Neuronen, welche eine
durchschnittliche Helligkeit von Uber 150 aufwiesen, wurden als ungefarbt gezihlt, da diese
Neuronen im Autofluoreszenzbild fast vollstandig fluoreszierten. Eine starke Farbung wurde bei
Werten von unter 100 gewertet, Werte dazwischen als schwach gefarbt. Die daraus resultierende

Statistik wurde fiir eine Detektion einer differenziellen Farbung verwendet.

2.4 Biochemische Methoden

2.4.1 Extraktion der Serum-RNA

Die RNA wurde mit dem Qiagen miRNeasy Serum/Plasma Kit nach Herstellerangaben
extrahiert. Dazu wurden 200 pl Serum aufgetaut und zentrifugiert, um mogliche Kryo-Prazipitate zu
entfernen. Nach Zugabe von Qiazol und Chloroform wurde der klare Uberstand durch die im Kit
enthaltenen RNeasy MinElute Zentrifugenrohrchen aufgereinigt. Fiir das Serum, welches fir die
Hochdurchsatz-Sequenzierung verwendet werden sollte, wurde die im Protokoll vorgeschlagene
Zugabe einer Serum/Plasma Kontroll-RNA ausgelassen, da diese die Resultate der miRNA
Sequenzierung storen wirde. Bei der RNA-Extraktion der Real-Time PCR-Proben wurde als Kontroll-
RNA, die im humanen Genom nicht vorkommende miRNA ath-159a der Pflanze Arabidopsis thaliana,
verwendet (140). Die Zugabe einer definierten Menge dieser Kontrolle erlaubte eine Normierung der

Real-Time PCR-Ergebnisse. Die extrahierte Total-RNA wurde anschlielend bei -80 °C gelagert.

2.4.2 Extraktion der Endo/Perilymph-RNA

Die Proben wurden zunéachst auf Eis aufgetaut, anschlieRend mit der zehnfachen Menge an
Qiazol Lysis-Reagenz versetzt und fiir 5 Minuten unter regelmaRigem Schiitteln bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Zugabe von Chloroform (1/5 der Qiazol-Menge) wurden die Proben per Hand
geschittelt und erneut 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Trennung der RNA von DNA
und Proteinen wurden die Proben zentrifugiert (12.000 g, 15 min, 4 °C) und der klare Uberstand
vorsichtig abgenommen. Die Proben wurden mit Isopropanol (1/2 der Qiazol-Menge) und 1 pl
Glycogen versetzt, kurz gevortext und die RNA durch Zentrifugation ausgeféllt (12.000 g, 15 min,
4 °C). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit eiskaltem 75 % Ethanol gewaschen und

erneut zentrifugiert (7.500 g, 5 min, 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet fiir etwa
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5 Minuten luftgetrocknet. Zuletzt wurde das Pellet in RNase-freiem Wasser gelést und bei -80 °C

gelagert.

2.4.3 lllumina Next Generation Sequenzierung (NGS)

Next-Generation-Sequenzierungs-Techniken bieten eine optimale Basis, um Analysen
gesamter Genome durchzufiihren, darunter die differenzielle Genexpression, Verdanderungen der
Genfunktion durch alternatives Splicen und der Effekt von genetischen Variationen auf Gesundheit
und Krankheit (141, 142). Die Illlumina Methode basiert dabei auf der schon friiher beschriebenen
Technik der zyklischen reversiblen Terminator (CRT) Chemie, einer Methode, die die Sequenzierung
im Rahmen einer Neusynthese ermoglicht (143). Zuerst werden 3‘ und 5 Adapter an die zu
sequenzierenden DNA-Fragmente ligiert und danach eine Festphasen-Amplifikation durchgefihrt.
Dazu werden die vorbereiteten DNA-Fragmente denaturiert und auf der Oberflache von Flusszell-
Kandlen immobilisiert. Daraus resultieren Felder von Einzelstrang DNA-Fragmenten, welche Uber
Adapter-komplementéare Oligonukleotide gebunden sind. Durch die sogenannte Bridge-Amplifikation
werden 3‘ und 5‘ Adapter in unmittelbare Ndhe gebunden und der Einzelstrang in 325’ Richtung
durch unmodifizierte Nukleotide verlangert. Eine darauffolgende Denaturierung erzeugt wieder
Einzelstrange, welche durch eine standige Wiederholung dieses Zyklus zu Clustern mit mehreren
hundert DNA-Templates anwachsen. Von diesen Template-Clustern kénnen 100-200 Millionen auf
jedem Kanal der Flusszelle gebunden werden. Diese Cluster sind dicht genug, um beim folgenden

Sequenzierungsschritt detektiert zu werden.

IHlumina/Solexa
Festphasen-Amplifikation
1 DMA Molekdl pro Cluster

Cluster-

Wachstum
Proben-vorbereitung
DNA (Sug)

und

Template
dMTPs
Polymerase

Bridge-amplifikation

Abbildung 8: Festphasen-Amplifikation zur Generierung von Millionen von Template-Clustern, verandert nach (141).
Ubersetzung und Bearbeitung genehmigt von Springer Customer Service Centre GmbH: Springer Nature, Nature Review
Genetics, Sequencing techniques — the next generation, Micheal L. Metzker, Copyright 2008
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Die Sequenzierung selbst erfolgte durch Polymerase-gesteuerte Erweiterung mit einzelnen

3‘-modifizierten, fluoreszenz-markierten dNTPs. Diese Nukleotide wurden in die Fluss-Zelle gegeben,

komplementar an den sekundaren Strang eingebaut und die tUberzahligen durch Waschen entfernt.

Durch die Detektion des Fluoreszenz-Signals einzelner Cluster konnten die eingebauten dNTPs

bestimmt werden. Das Fluoreszenz-Label wurde anschlieBend chemisch entfernt, wodurch eine freie

3‘-Hydroxyl-Gruppe hergestellt wurde, welche flir den nachsten Polymerase-Zyklus bendtigt wurde.

Dieser Zyklus wurde mehrfach wiederholt, wodurch mehrere Millionen detektierbare, raumlich

fixierte, fluoreszente Punkte in jedem Zyklus generiert wurden. Die Systemsoftware war dadurch in

der Lage, die Sequenz der urspriinglich eingesetzten Templates zu bestimmen.

a Illumina/Solexa - Reversible Terminatoren

®

@eH

Einbau aller @
4 Nuklectide mit
unterschiedlichen
Farb-Labels

Waschen, é
4-Farben
Aufnahme

Label abspalten,
Termination,
Waschen

-~

'\
wiederholung -

cQ 20O Oben : CATCGT
TO GO Unten: CCCCCC

Abbildung 9: Vier-Farben zyklische
reversible Terminator Methode.
A: Template Cluster wurden der Einfachheit
halber als einzelne Templates dargestellt.
Fluoreszenz-markierte ~ dNTPs  wurden
eingebaut, der Uberschuss entfernt und die
Fluoreszenz detektiert. Eine reduzierende
Chemikalie spaltet das Label ab und stellt
eine freie 3‘-Hydroxyl-Gruppe fir den
nachsten Zyklus her. B: Vier-Farben-
Aufnahme von zwei markierten Template-
Clustern und dazugehorige Sequenzen.
Verandert nach (141). Ubersetzung und
Bearbeitung genehmigt von Springer
Customer Service Centre GmbH: Springer
Nature, Nature Review Genetics,
Sequencing techniques — the next
generation, Micheal L. Metzker, Copyright
2008
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2.4.4 TruSeq® Small RNA Library Generation

Zur Generierung der cDNA-Bibliothek wurde das Illumina TruSeq® Klonierungsprotokoll mit
einigen Anderungen und selbsthergestellten Reagenzien und Primern verwendet. Das Protokoll setzt
sich dabei aus 4 entscheidenden Schritten zusammen: 1) Ligation der 3 RNA Adapter, 2) Ligation der
5‘RNA Adapter, gefolgt von der 3) cDNA-Synthese und 4) der PCR-Amplifikation (Abbildung 10).

Total RNA oder
aufgereinigte kleine
RNA Fragmente

RNA 3' Adapter

3' Ligation

RNA 3' Adapter

RNA 5' Adapter
5' Ligation
A\
RNA 5' Adapter RNA 3' Adapter
RT-PCR cDNA Synthese
Y
PCR Amplifikation
4 Index-Sequenz
Gel-Aufreinigung \\
(Proben-Pool erstellen) N
\ 4 A

Abbildung 10: TruSeq® Small RNA Library Vorbereitung. Abdruck und Ubersetzung genehmigt von lllumina Inc: lllumina®,
TruSeq® Small RNA Library Prep Guide, Copyright Revision G 2014

Das vollstéandige TruSeq® Klonierungsprotokoll wird im folgenden Abschnitt beschrieben, die
Primerliste findet sich im Anhang. Alle Pipettierschritte wurden auf Eis ausgefiihrt, sofern es nicht
anders angegeben war. Das gesamte Protokoll war fiir 1 ug einer Total-RNA Extraktion optimiert. Da
die Menge an RNA einer zellfreien Serum-Extraktion nicht ausreichte, wurden fir den ersten Schritt

12 pl der Serum-RNA verwendet. Diese Menge wurde mit 2 pl des 10x Ligationspuffers, 3 ul DMSO

29



Material und Methoden

und 1 pl des 3‘-adenylierten Adapters vermischt. Die Proben wurden danach fiir 30 Sekunden auf
90 °C erhitzt und sofort auf Eis gestellt. Die Ligation erfolgte nach Zugabe von 2 ul einer speziell
gekilrzten T4 RNA Ligase 2 (144) iber Nacht bei 4 °C. Die Ligase wurde anschlieRend fiir 10 Minuten
bei 65 °C inaktiviert und die Proben auf Eis gestellt. Alle Komponenten der 5° Adapter Ligation
wurden gleichzeitig zu den Proben gegeben und erneut fiir 30 Sekunden auf 90 °C erhitzt. Nach dem
Abktihlen auf Eis wurden die Proben mit 2 ul einer T4 RNA Ligase 1 vermischt, fir 1.5 Stunden auf Eis
und abschlieRend fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Nach diesen beiden Ligationsschritten wurde
die Einzelstrang-RNA mittels reverser Transkription in fir die nachfolgende Amplifikation benétigte
cDNA umgeschrieben. Dazu wurden die Proben mit RT-Primern und dem Annealingpuffer vermischt
und fur 5 Minuten auf 65 °C erhitzt, um eine korrekte Binding der Primer zu erméglichen. Nach dem
Abkihlen auf Eis wurden der First-Strand-Mix und das Enzym SuperScript 1l / RNase Out
hinzugegeben, die Proben gut gemischt und fir 50 Minuten bei 50 °C inkubiert. Es folgte die
Deaktivierung der Enzyme bei 85 °C fir 5 Minuten. Die cDNA wurde anschlieBend bis zur weiteren
Verwendung bei -20 °C gelagert.

Nach der cDNA-Synthese wurde fiir jede Probe eine Pilot-PCR durchgefiihrt, um die Ligation
zu Uberprifen und die korrekte Zyklenanzahl fiir die Scale-Up-PCR zu bestimmen. Dazu wurden 10 pl
der Pilot-PCR mit 2 ul 6x Ladepuffer und 0.5 ul Rotiphorese®-Verdiinner vermischt und auf ein
6 %-iges Polyacrylamid Rotiphorese® Sequenziergel geladen. Die Gele liefen zunachst bei 250V,
spater bei 300V, bis der untere Marker des Ladepuffers aus dem Gel heraus gelaufen war. Die Gele
wurden anschlieBend fir 10 Minuten mit Ethidiumbromid gefarbt und mit Hilfe von UV-Licht
visualisiert. Auf Hohe von 120 bp erschien bei allen Proben eine starke Bande, welche leere Adapter-
Adapter Dimere enthielt. Eine korrekte Ligation erzeugte cDNA-Fragmente, die auf einer Hohe von
etwa 140 bp zu finden waren. Fiir Proben, bei denen eine Bande bei 140 bp deutlich zu erkennen
war, wurde die Zyklenanzahl fir die Scale-Up-PCR auf 18 reduziert (Abbildung 11 A). Bei Proben ohne
erkennbare 140 bp Bande wurde die Zyklenanzahl auf 21 Zyklen reduziert (Abbildung 11 B, MM 5-7).
Diese Verringerung war notwendig, um eine Amplifikation der Adapter-Adapter Dimere zu
verhindern, welche im nachfolgenden Gel einen stark verwaschenen Bereich zwischen 140 und

120 bp zur Folge gehabt hatten.
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Abbildung 11: Rotiphorese® Sequenzier-Gele (6 %). Pilot-PCRs, um eine erfolgreiche Ligation zu Uberprifen. A: Drei
unterschiedliche Test-Seren mit gut detektierbaren Banden bei 140 bp. B: Verschiedene Seren von Patienten mit Morbus
Meniéere oder BPPV. Die 140 bp Bande ist in der BPPV 16-Probe schwach zu erkennen, wahrend sie in den Spuren MM 5-7
nicht zu erkennen ist. Die Probe MM 4 zeigt eine misslungene Ligation (fehlende Banden im Bereich Gber 140 bp) und
wurde daher von einer weiteren Bearbeitung ausgeschlossen.

Nach der Pilot-PCR und der Uberpriifung auf dem Gel wurde fiir alle erfolgreichen Ligationen
die Scale-Up-PCR durchgefiihrt, um die endgiltigen cDNA-Bibliotheken fiir die weitere
Sequenzierung zu erstellen. Dazu wurde fiir jede Probe ein anderer, einmaliger Index-Primer
verwendet (siehe PCR-Protokolle). Die Scale-Up-PCRs wurden wiederum auf einem 6 %-igen
Rotiphorese® Sequenzier-Gel aufgetrennt. Die miRNA enthaltenden Bereiche (136-140 bp) wurden

aus dem Gel ausgeschnitten und weiter aufgereinigt (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Scale-Up-PCRs auf 6 % Rotiphorese® Sequenzier-Gel. A: Gel-Dokumentation vor dem Ausschneiden. Zwei
Spalten pro Probe, Adapter-Adapter Dimere bei 120 bp sind klar erkennbar. B: Gel-Dokumentation nach dem Ausschneiden.
Der obere Schnitt wurde direkt unterhalb der Doppelbande bei etwa 140 bp gesetzt, der untere Schnitt bei etwa 135 bp, so

dass ein Bereich zwischen 136 und 140 bp ausgeschnitten werden konnte.

Die Gelstlicke wurden in vorher vorbereitete Eppendorf-GefaRe tberfihrt. Dazu wurde bei
0.5 ml Eppendorf-GefalRen mittels einer Kaniile der Boden mehrfach punktiert und diese dann in
1.5 ml Eppendorf-GefaRRe gesteckt. Die Proben wurden zentrifugiert (17.000 g, 1 min, 4 °C), wodurch
die Gelstiicke komplett geschreddert wurden und sich in dem 1.5 ml Eppendorf-Gefal ansammelten.
Die kleineren Eppendorf-Gefdalle wurden anschlieBend verworfen und die cDNA nach Zugabe von
300 ul Elutionspuffer Gber Nacht, unter stidndigem Schitteln (1000 rpm), aus den Gelstlicken
herausgelést. Um die Gelstiicke vom Eluat zu trennen, wurde das Eluat/Gel-Gemsich in SpinX
Zentrifugen-Filter Gberfihrt. Um das gesamte Eluat aufzufangen, wurden die Filter zentrifugiert
(10.000 g, 1 min, 4 °C), um 180° gedreht und erneut zentrifugiert (12.000 g, 1 min, 4 °C). Das klare
Eluat wurde in frische Low-Bind-Eppendorf-GefaRe uberfihrt und die cDNA unter Zugabe des
2.5-fachen Volumens 100 % Ethanols iber Nacht bei -20 °C ausgeféllt. Die cDNA-Bibliothek wurde
anschliefend durch Zentrifugation (17.000 g, 1 min, 4 °C) pelletiert, mit eiskaltem 80 %-igem Ethanol
gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde komplett entfernt und das Pellet fiir etwa

5 Minuten an der Luft getrocknet. Zum Auflésen der Pellets wurden 18 pl RNase-freies Wasser in die

32



Material und Methoden

Eppendorf-Gefdlle gegeben und die cDNA bei -20 °C gelagert. Dieses Protokoll wurde in der gleichen

Weise auch fir die Sequenzierung der Endo-/Perilymphe angewandt.

Tabelle 2: Protokolle der TruSeq® Small RNA Library

3’Adapter Ligation 5°Adapter Ligation
12 ul  Total-RNA 2 ul 10 x Ligationspuffer
2l 10x Ligationspuffer 0.4ul  ATP (100 mM)
3ul  DMSO (100 %) 3yl DMSO (100 %)
1ul  3’adenylierter Adapter (5 pmol) 11,6 ul  H,O
+2ul  gekiirzte RNA Ligase 2 1ul  5°Adapter RNA Oligos (10 uM)

+2ul T4 RNA-Ligase 1

cDNA-Synthese Pilot-PCR Scale-Up-PCR
6 ul  RNA Ligation 6.25 pl 27.25 pl H.O
1l RTPrimer (100 uM) 2 ul 10 pl 5 x Phusion HF Puffer
1ul  Annealingpuffer 0.2 ul 1ul 5'Primer
TruSeq Index-Primer
+ 10l 2x First-Strand Mix 0.2 ul 1l
(1 von 48)
+2ul  SuperScript IlI/RNase Out 0.25 ul 1.25 ul dNTP Mix (10 mM)
0.1l 0.5 ul Phusion Polymerase
+1ul +9ul cDNA
PCR-Programm Pilot Scale Up
Denaturierung 98 °C 1 min
Denaturierung 98 °C 10 sec
Annealing 60 °C 10 sec 22 Zyklen 21 Zyklen
Elongation 72°C 30 sec
Finale Elongation 72°C 10 min

2.4.5 Erstellung der DeepSequencing-Pools

Jede Flusszelle des lllumina HiSeq 1000 war in der Lage, einen Pool mit der kompletten Liste

der TruSeq Primer 1-48 zu sequenzieren. Um eine Uber-/Unterreprisentation einzelner Proben zu

verhindern, war es notwendig, die Pools aus jeweils dquimolaren Mengen der einzelnen cDNA-

Bibliotheken zu erstellen. Dazu wurden die Konzentrationen und die Reinheit der Proben mittels

Nanodrop und anschlieRender Analyse im Agilent Bioanalyzer bestimmt. Die am Nanodrop

bestimmten Konzentrationen konnten nur fiir eine Abschatzung genutzt werden, da bei den meisten
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Proben die 140 bp Bande nicht sichtbar war. Dadurch musste der Bereich zum Ausschneiden etwas
groRer gewdhlt werden, wodurch eine Kontamination durch leere Adapter-Adapter Dimere aus dem
Gelschmier nicht verhindert werden konnte. Diese Kontamination erlaubte keine korrekte
Bestimmung der miRNA-Konzentration der Proben. Fir zuverldssigere Resultate wurden alle Proben
daher mit einen Agilent Bioanalyzer 2100 und dem High Sensitivity DNA-Assay untersucht. Um eine
Uberladung der Assay-Chips zu verhindern, wurden alle Proben anhand der im Nanodrop
gemessenen Konzentration auf eine Konzentration von etwa 2.5 ng/ul eingestellt.

Das Arbeitsprinzip des Bioanalyzer ist gleichzusetzen mit dem Prinzip der elektrophoretischen
GroRentrennung von DNA-Fragmenten auf einem Gel. Die Assay-Chips sind dabei aus mehreren, mit
Mikrokanalen verbundenen, kleinen Lochern aufgebaut. Diese Kandle werden mit einem Polymer
und einem DNA-interkalierenden Farbstoff gefiillt und bilden so die Basis fir die On-Chip
Gelelektrophorese. Nachdem die Proben in die einzelnen Locher gegeben wurden, entstanden so
einzelne voneinander unabhangige Mikrokanal-Gelsegmente. Durch ein nachfolgendes Anlegen einer
Spannung wurden die DNA-Fragmente innerhalb dieser Gelsegmente voneinander getrennt und
durch laserinduzierte Fluoreszenz detektiert. Ein Standardmarker mit bekannten FragmentgrofRen
und Konzentrationen wurde zur internen Kalibration verwendet, um ein Vergleichsschema fir die
Migrationszeiten einzelner Fragmente zu erstellen. Jede Probe enthélt zusatzlich zur cDNA-Bibliothek
zwei Marker mit bekannter Konzentration, um einen Vergleich zum Standard zu gewéhrleisten. Jedes
Fragment innerhalb der Bibliothek, welches innerhalb der Mikrokanale durch den Detektionspunkt
lauft, wird detektiert und erzeugt dadurch einen spezifischen Peak im so erstellten
Elektropherogramm. Aus den Migrationszeiten der Fragmente konnte die GroRRe berechnet werden
und der obere Marker jeder Probe erlaubte eine Kalkulation der Fragment-Konzentration. Aus diesen
Werten ergab sich ein Elektropherogramm mit exakt bestimmter GrofRe und Konzentration jedes
Fragmentes innerhalb der einzelnen Proben. Abbildung 13 zeigt zwei Beispiele dieser Ergebnisse. Um
die Proben-Molaritat zu bestimmen, wurden die Berechnungen zwischen den Grenzwerten 105 bp
und 165 bp durchgefiihrt. Dadurch konnte eine vollstandige Abdeckung aller miRNAs innerhalb der
Probe gewahrleistet werden. Die berechnete Molaritdt wurde dann mit der probenspezifischen
Verdiinnung zuriick gerechnet. Alle Proben innerhalb der Pools wurden dann in dquimolaren

Konzentrationen gemischt und so fiir die Sequenzierung fertig gestellt.
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Abbildung 13: Beispiele fiir Elektropherogramme des Agilent Bioanalyzer 2100. Links: Diagramm einer Probe, mit einem
sehr guten Verhdltnis zwischen miRNA (143 bp) und Adapter-Adapter Dimeren (124 bp) (ca. 240/100 [FU] = 2,4).
Rechts: Diagramm einer Probe mit einer hohen Rate an enthaltenen Adapter-Adapter Dimeren. Das Verhaltnis an miRNA-
Fragmenten (144 bp) zu Adapter-Adapter-Dimeren (123 bp) (ca. 90/60 [FU] = 1,5) ist deutlich in Richtung Dimere
verschoben. Dimere sind Riickstande aus dem Gelschmier, die beim Ausschneiden teilweise mit ausgeschnitten wurden.

2.4.6 DeepSequencing am lllumina HiSeq 1000
Die cDNA-Pools wurden auf einem Illumina HiSeq 1000 am Kompetenzzentrum Fluoreszente
Bioanalytik (KFB, Universitdt Regensburg, Deutschland) sequenziert. Die resultierenden fastg-Dateien

wurden anschlieBend mit der miRDeep2 Software unter Galaxy analysiert (siehe Abschnitt 2.5.1).

2.4.7 Real-Time PCR zur miRNA Diagnostik

Zur Untersuchung einer diagnostischen Verwertbarkeit der Ergebnisse der Hochdurchsatz-
Sequenzierung wurde eine Real-Time PCR aller Proben mit mehreren Markern durchgefiihrt. Dazu
wurden aus allen Seren erneut die Total-RNA extrahiert (siehe Abschnitt 2.4.1), diesmal unter der
Zugabe der exogenen, im humanen Serum nicht vorkommenden, Kontroll-miRNA ath-159a (140). Die
extrahierten Seren wurden dann unter Verwendung der TagMan® Advanced Chemikalien mit Hilfe
des Advanced miRNA cDNA Synthese-Kits und den Advanced miRNA Assays weiter prozessiert. Das
miRNA cDNA-Synthese-Kit besteht dabei aus 4 Schritten: 1) dem Anhangen eines Poly(A)-Schwanzes,
um die kurzen miRNAs zu verldangern, 2) einer Adapter-Ligation gefolgt von 3) der universellen
reversen Transkription und 4) einem Pra-Amplifikationsschritt (Abbildung 14A). Danach wurden die
Proben auf einem Real-Time PCR Gerat untersucht, um spezifische miRNAs zu detektieren, welche
wahrend der Hochdurchsatz-Sequenzierung signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Patienten-Gruppen aufwiesen (siehe Resultate). Die Detektion spezifischer miRNAs wurde dabei mit
TagMan-Proben und einer zugehdrigen Polymerase sichergestellt. Die TagMan-Proben bestanden
aus einer kurzen komplementaren Nukleotidsequenz, einem gebundenen Reporter-Farbstoff und
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einem nicht-fluoreszenten Quencher. Solange sich diese Proben ungebunden in der Reaktionslosung
befanden, wurde das Fluoreszenz-Signal des Reporters teilweise durch den Quencher unterdriickt,
wodurch ein konstantes Hintergrund-Signal detektiert werden konnte. Bei einem Vorhandensein der
zur TagMan-Probe korrespondierenden miRNA konnten diese miteinander interagieren und so ein
kurzes doppelstrangiges DNA-Fragment bilden. Im Rahmen der PCR wurde eine zweite Eigenschaft
der DNA-Polymerase verwendet. Neben der 5‘23‘ Polymerase-Aktivitat besitzen diese Polymerasen
auch eine 523° Exonuklease-Aktivitdit. Diese Funktion erlaubt ein Zerschneiden von
doppelstrangiger DNA am freien 5-Ende wahrend der Elongation des Primers (145). Durch das
Zerschneiden der TagMan-Proben wurden der Quencher und der Reporter voneinander getrennt,
wodurch das Fluoreszenz-Signal des Reporters nicht mehr unterdriickt werden konnte
(Abbildung 14B). Durch die Detektion des Verhéltnisses von Hintergrund und freier Fluoreszenz nach
jedem PCR-Zyklus konnte das Vorhandensein einer spezifischen miRNA innerhalb der Probe
nachgewiesen werden. Alle Experimente wurden auf einem StepOnePlus Real-Time PCR-System mit
gleichen Einstellungen und PCR-Bedingungen durchgefiihrt. Alle 96-Loch Platten enthielten zuséatzlich
mehrere Proben, um eine Kalibrierung innerhalb einzelner Laufe zu erméglichen. Dadurch wurde der

Einfluss einer geratespezifischen Variabilitat bei aufeinander folgenden Experimenten minimiert.
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Abbildung 14: Ablauf der TagMan Advanced miRNA Assays. A: cDNA-Synthese mit Verldangerung des Poly(A)-Schwanzes,
Adapter-Ligation, reverser Transkription mit universellen Primern und miRNA-Amplifikations-Reaktion. B: Detektierung der
TagMan-Proben mit gebundenem Reporter und Quencher. Wahrend der DNA-Elongation wurde die Probe durch die 5> 3*
Exonuklease-Aktivitat der DNA-Polymerase gespalten und die Fluoreszenz des freien Reporters detektiert. Abdruck und
Ubersetzung genehmigt von Thermo Fisher Scientific Life Technologies GmbH: White paper: TagMan Advanced miRNA
Assays — superior performance for miRNA detection and quantification, Copyright 2016

2.5 Bioinformatik und Statistik

2.5.1 miRDeep2 in der Galaxy-Umgebung

Die fastg-Dateien wurden mit verschiedenen Software-Paketen im Rahmen einer lokal
installierten Galaxy-Umgebung analysiert. Beim Galaxy-Projekt handelt es sich um eine offene,
webbasierte Bioinformatik-Plattform fiir datenintensive Genomforschung, welche sich durch ihre
Reproduzierbarkeit und Transparenz auszeichnet (146, 147). Das Tool-Sheed der Galaxy-Umgebung
erlaubt ein einfaches Teilen und Konfigurieren von informatischen Tools, sodass auch Personen ohne
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Programmierkenntnisse mit der Komplexitdt der Genomforschung zurechtkommen kénnen (148).

Galaxy ist online verfugbar auf http://galaxyproject.org/.

Zuerst wurden alle fastg-Dateien in die Galaxy-Umgebung geladen und dort unter
Verwendung des Tools FastQC einem kurzen Qualitatscheck unterzogen (149). Diese Software war in
der Lage, Informationen, wie die Gesamtanzahl aller sequenzierten Fragmente (Read-Count), die
Sequenzqualitdt und das Vorhandensein von (iberreprasentierten Sequenzen bereitzustellen. Bei
allen analysierten Proben wurde eine generelle Qualitats-Punktzahl von Uber 37 festgestellt, wobei
Werte Uber 30 eine gute Sequenzierqualitat darstellten. Weiterhin war in den FastQC-Dateien der
Anteil an (berreprasentierten Fragmenten erkennbar, in diesem Fall die Adapter-Adapter Dimere,
die beim Ausschneiden der miRNA-Banden aus den Gelen mit Uberfiihrt wurden. Innerhalb der
Proben wurde dabei ein Prozentsatz zwischen 35 % und 60 % solcher Dimere festgestellt, der Rest
verteilte sich auf die in den Proben enthaltenen miRNAs.

Der zweite Analyseschritt war die Erstellung von Tabellen, welche zu jeder bekannten miRNA
in jeder Probe die Gesamtanzahl der gezahlten sequenzierten Fragmente auflisteten. Dazu wurde das
miRDeep2-Softwarepaket innerhalb der Galaxy-Umgebung mit dem Mapper-Modul und dem
Quantifier-Modul verwendet, detaillierte Information sind online verfiigbar (150, 151). Das Mapper-
Modul konvertiert die lllumina Sequenzdaten in ein geeignetes Format und schneidet gleichzeitig die
vorher eingegebene 3’ Adapter-Sequenz (TGGAATTCTCGGGTGCCAAGG) aus den Sequenzen heraus.
Die so gekiirzten Fragmente wurden anschlieRend mit dem humanen Genom verglichen und das
Ergebnis direkt mit dem Quantifier-Modul weiterverarbeitet. Dieses Modul vergleicht die Dateien mit
bekannten miRNA-Vorldufer-Sequenzen und physiologisch wirksamen miRNA-Sequenzen, die zuvor
in die Software eingespeist wurden. Beide Datensatze sind auf der miRBase Website online verfugbar

(http://mirbase.org, Release 21, 06/14), welche eine Liste aller bekannten miRNAs verschiedener

Spezies bereitstellt (152-154). Die dort verfiigbaren Datensidtze enthielten Vorldufer- und reife
miRNA-Sequenzen aller bekannten miRNA und wurden so angepasst, dass nur diejenigen
Ubrigblieben, welche im humanen Genom bekannt waren. Das Quantifier-Modul vergleicht dabei
zuerst die physiologischen Sequenzen mit den Vorldufern und anschliefend die Sequenzierdaten mit
den Vorlaufer-Sequenzen. Bei der Verwendung des Moduls wurden die vorkonfigurierten Optionen
verwendet. Dabei wurde bei dem Sequenzvergleich eine Fehlpaarung innerhalb eines Intervalls von
2 Nukleotiden upstream und 5 Nukleotiden downstream der eigentlichen physiologischen Sequenz
zugelassen. Durch diese Einstellung konnte auch die korrekte Detektion von miRNAs ermdglicht
werden, welche durch eine unprazise Dicer-Prozessierung geringfligig verandert wurde (150). Die
resultierenden Tabellen enthielten den Namen der miRNA, den dazugehérigen Vorldufer und die
exakte und normalisierte Anzahl der gezdhlten Fragmente jeder einzelnen Probe. Die normalisierten

Werte reprasentieren dabei die Anzahl an miRNA-Fragmenten jeder miRNA bei einer Gesamtzahl von
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einer Million gemessenen Fragmenten. Einige der Fragmente wurden doppelt in den Tabellen
aufgefihrt, da sich die Vorlaufer-Sequenzen minimal unterschieden, wahrend die physiologischen
Sequenzen exakt gleich waren. Deswegen wurden nur die Datensadtze mit der hoheren Gesamtanzahl

behalten und die anderen aus den Tabellen geldscht.

2.5.2 Bestimmung der differenziellen Expression mit DESeq2

Um differenziell exprimierte miRNAs in den Proben zu bestimmen, wurde das DESeq2-
Softwarepaket innerhalb der R-Statistik-Software verwendet. R ist eine kostenlose, frei verfligbare
Software fiir statistische Datenverarbeitung und erlaubt die Verwendung einer Vielzahl von
unterschiedlichen Paketen, darunter auch die grafische lllustration von Daten und Ergebnissen (155).
Das DESeq2 Paket wird zu Detektion systematischer Unterschiede zwischen bestimmten
Bedingungen verwendet. Detaillierte Informationen zu den einzelnen Berechnungen finden sich bei
Love et al. (156). Die Analyse berechnet auf Grundlage des Wald-Tests die signifikanten, statistischen
Anderungen bei verschiedenen Test-Gruppen und filhrt auch eine Korrektur fiir multiple Proben
mittels der Prozedur nach Benjamini und Hochberg durch (157, 158). Fiir die Analyse wurde zuvor

eine Datei mit allen nicht modifizierten Sequenzier-Werten aller miRNAs und aller Proben erstellt.
2.5.3 Weitere statistische Auswertung

Zusatzliche statistische Auswertungen wurden entweder mit SPPS 24 von IBM oder Excel

2013 von Microsoft durchgefihrt.
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3.1 Kryo-Immunhistochemie

3.1.1 Statistik der Patientengruppen

Auf den Kryo-Schnitten wurden insgesamt 79 Patientenseren, davon 47 (59.5 %) mannlich
und 32 (40.5 %) weiblich, untersucht. Die Versuchsgruppen enthielten 21 Proben fir die BPPV-
Kontrollgruppe, 21 Proben fiir die BVP-Gruppe und 37 Proben fiir die Morbus Meniere-Gruppe. Das
Durchschnittsalter der Patienten lag bei 62.15+13.7 Jahren. Aufgrund der ProbengréRe (n=79) wurde
zur Abschatzung der Normalverteilung der Chi-Quadrat-Test angewendet. Sowohl das Geschlecht
(p=0.091) als auch das Alter (p=0.942) zeigten dabei eine Normalverteilung. AnschlieBend wurde der
Levene-Test zur Bestimmung der Varianzhomogenitat angewendet. Auch hierbei bestatigte sich bei
beiden Variablen, Geschlecht (p=0.349) und Alter (p=0.151), dass von einer Varianzhomogenitat
ausgegangen werden konnte. Dadurch waren die Grundvoraussetzungen fiir die Verwendung einer
einfaktoriellen Varianzanalyse erfillt. Diese ergab, dass sich sowohl in der Variable Geschlecht
(p=0.182) als auch beim Alter (p=0.051) innerhalb der Patientengruppen keine signifikanten

Unterschiede zeigten, wodurch entsprechende Post-Hoc-Tests nicht durchgefiihrt wurden.

3.1.2 Bestimmung der Firbung anhand von Kontrollen

Anhand von Kontrollen wurde bestimmt, wie eine etablierte Farbung von nicht gefarbten
Strukturen unterschieden werden kann. Zusatzlich wurden Schnitte angefertigt, die fir eine
Hintergrund-Bestimmung der humanen Seren verwendet wurden. Alle gezeigten Bilder
reprasentieren die Ergebnisse aller Wiederholungen der jeweiligen Antikorper. Dazu wurde als
Positivkontrolle ein Hase-anti-Calbindin-Antikorper verwendet, welcher das 28 kDa Protein Calbindin,
ein Mitglied der Calcium-bindenden Proteine, erkennt und spezifisch bindet. Gleichzeitig wurde eine
entsprechende Hase-IgG Isotyp-Kontrolle als korrespondierende Negativkontrolle genutzt. Die
Nutzung des Calbindin-Antikdrpers fihrte zu einer intensiven Farbung der cochledren Strukturen, wie
des Osseum lamina spiralis und des Spiralligamentes (Abbildung 15 A, C). AuRerdem wurden
intensive Farbungen der Nervengewebe sowie der Neuronen festgestellt, darunter die
Spiralganglion-Neuronen und die Neuronen des Nervus cochlearis (Abbildung 15 B, E). Bei allen
Neuronen wurde noch ein Autofluoreszenz-Bild aufgenommen, um eine Unterscheidung zwischen
einer etablierten Farbung und der Lipofuscin-Autofluoreszenz sicherzustellen. Lipofuscin, ein
Alterspigment, lagert sich in postmitotischen Zellen wie Neuronen an und bildet dort braun-gelbe
Aggregate, die durch die Autofluoreszenz von der DAB-Farbung unterschieden werden konnten
(137). Neuronen, die eine DAB-Farbung aufwiesen, konnten im Autofluoreszenz-Bild durch eine

Abschwachung bis hin zum Fehlen derselben detektiert werden. Weitere Farbungen wurden mit dem
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Calbindin-Antikorper nicht festgestellt, der gesamte kndcherne Bereich um die Cochlea herum war
ungefarbt. Bei der Verwendung der Hase-IgG Isotyp-Kontrolle konnten keine Farbungen festgestellt
werden. Das gesamte Gewebe inklusive Cochlea, Nerven, Neuronen und knocherne Bereiche war

vollstandig transparent (Abbildung 15 F, G).

anti-Calbindin Positiv-Kontrolle
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v it Abbildung 15: Vertikale Kryo-Sektion (25pum) eines
b osL g = humanen Felsenbeines mit Kontrollfarbungen. Ansicht
‘ ~ von medial Richtung lateral. A-E: Farbung mit Calbindin-
ST 7 Antikérper. A: Ubersicht der Cochlea mit basaler Windung

und Osseum laminae spiralis (OSL) zur Trennung der Scala

vestibuli (SV) und Scala tympani (ST). Eine Farbung aller

Cochlea-Strukturen inklusive des Spiral-Ligaments (LS),

sowie der Spiralganglion-Neuronen (SGN) ist erkennbar.
MaRstabsbalken entspricht 500 um. B: Detailansicht des Modiolus mit eingelagertem und gefarbtem Spiralganglion
(keine Autofluoreszenz). MaRstab 250 um. C: Detailansicht der Osseum laminae spiralis mit gefarbten Nervenfasern.
MafRstab 250 um. D: Knocherne Bereiche der Cochlea, Autofluoreszenz (berdeckt eine mogliche Farbung.
MalRstab 250 um. E: Neuronen des Nervus cochlearis. Gefarbte Neuronen (schwarzer Pfeil) verlieren ihre
Autofluoreszenz (weiBer Pfeil). MaRstab 100 um. F-G: Kontrolle der Calbindin-Farbung durch entsprechende IgG-Isotyp-
Kontrolle, welche keine Bindeaffinitit zu dem Gewebe aufweist. F: Ubersicht der Cochlea, es wurde keine Firbung
detektiert. Malstab 500 um. G: Knocherne Bereiche der Cochlea, ausschlieRlich Autofluoreszenz erkennbar.
MaRstab 250 pum.
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Als Negativ-Farbung fir die humanen Seren wurde eine dem sekunddren Antikorper
anti-Human-lgG angepasste IgG-lsotyp-Kontrolle zur Bestimmung der Hintergrundfarbung
verwendet. Da die Isotyp-Kontrolle keine Bindeaffinitat fir das Gewebe aufweist, konnte so die
alleinige Farbung des sekundadren Antikérpers untersucht werden. Dieser fiihrte zu einer
vergleichbaren Farbung wie der Calbindin-Antikérper. Gefarbt waren nahezu alle Strukturen der
Cochlea, aber auch das Nervengewebe (Abbildung 16 A, B, D). Eine Farbung der Neuronen wurde
hingegen nicht festgestellt. Alle Neuronen konnten im Autofluoreszenzbild eindeutig identifiziert
werden, aullerdem konnten keine Unterschiede zwischen einzelnen Neuronen detektiert werden. Im
Gegensatz zur Positivkontrolle wurde eine Farbung innerhalb der kndchernen Bereiche der Cochlea
festgestellt, welche durch das Fehlen der Autofluoreszenz verifiziert werden konnte (Abbildung 16 C).
Anhand ihrer Struktur sowie deren Umgebung lasst sich diese Farbung den Osteonen zuweisen. Diese
Mikrostrukturen entstehen bei der Osteogenese im Zuge der Remodellierung der primaren
Geflechtknochen zum Lamellenknochen (1, 159). Die Osteone mit ihrem zentralen Havers-Kanal,
sowie den umgebenden Lamellen und kreisformig angeordneten Osteozyten sind in den FFPE-
Schnitten noch besser zu erkennen (siehe Abschnitt 3.2.2 und 3.2.3). Zuséatzlich wurden einmalig
Experimente ohne den primdren und sekunddren Antikdrper durchgefiihrt, ausschlieBlich der
Streptavidin-HRP-Komplex wurde auf die Schnitte gegeben. Damit konnte ausgeschlossen werden,
dass die Farbung durch endogenes Biotin im Gewebe verursacht wurde (Abbildung Anhang 1).

Humane-IgG Isotyp-Kontrolle
e - B T

Abbildung 16: Vertikale Kryo-Sektion (25 um) eines
humanen Felsenbeines, gefarbt mit einer humanen IgG
Istoyp-Kontrolle. Ansicht von medial Richtung lateral.
A-D: Die humane IgG-Isotyp-Kontrolle besitzt keine
Bindeaffinitat zum Gewebe, wodurch ausschlieBlich die
Farbung durch den sekundaren anti-lgG-Antikorper
sichtbar wird. A: Ubersicht der Cochlea mit osseum
laminae spiralis (OSL), Spiral-Ligament (LS) und der Scala
vestibuli, sowie der Scala tympani. Cochlea-Strukturen zeigen eine Farbung. MafRstab 500 um. B: Detailansicht der
Neuronen des Nervus cochlearis. Alle Neuronen konnen im Autofluoreszenz-Bild identifiziert werden und sind daher
ungefarbt. MaRstab 100 um. C: Knocherne Bereiche der Cochlea zeigen eine Farbung, die die Autofluoreszenz vollstandig
Uberdeckt. MaRstab 100 um. D: Detailansicht auf das gefarbte Spiral-Ligament (LS). MaRstab 250 um.
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3.1.3 Farbung mit Patientenseren

Die Kryo-Schnitte wurden mit unverdiinnten Seren von Patienten mit folgenden Krankheiten
gefarbt: (1) BPPV als rein funktioneller, pathologischer Schwindel als Kontrollgruppe, (2) BVP, welche
unter anderem auch autoimmune Ursachen haben kann und (3) Morbus Meniere, bei welchem
schon Serum-Antikorper beschrieben wurden (67, 68). Als Sekundar-Antikbrper wurde ein anti-
Human-lgG-Antikérper und zur Verstarkung der Streptavidin-HRP-Komplex verwendet. Alle gezeigten
Bilder reprasentieren die einzelnen Patientengruppen und wurden aufgrund der Bild- und
Schnittqualitdt ausgewahlt. Alle Schnitte wurden am Mikroskop Uberprift, um Auffalligkeiten
einzelner Seren zu erkennen. Die Intensitdat der Farbung war hauptsachlich von der Zeitdauer der
DAB+-Entwicklung abhangig. Die BPPV-Seren wurden als Kontrollgruppe verwendet, um die
Reaktivitdt von Seren ohne autoimmune Komponenten zu bestimmen. Ahnlich der Firbung der
humanen Isotyp-Kontrolle waren auch hier alle Strukturen der Cochlea angefarbt (Abbildung 17 A, C).
Es konnten keine Unterschiede zur Negativkontrolle festgestellt werden. Die Nerven und Neuronen
zeigten die gleiche Farbung, die auch in der Negativkontrolle detektiert wurde (Abbildung 17 K,
reprasentativ fiir alle Seren). Dem hingegen zeigten sich Unterschiede in den kndchernen Bereichen
der Cochlea. Die dabei angefarbten Strukturen, die gleichen wie in der Negativkontrolle, zeigten eine
erheblich intensivere Farbung (Abbildung 17 B). Insgesamt waren die Schnitte etwas intensiver, die
knochernen Bereiche wesentlich intensiver gefarbt als bei der Negativkontrolle. Die gleichen
Farbemuster konnten auch fiir die beiden anderen Patientengruppen festgestellt werden. Auch hier
zeigte sich eine Farbung der cochledren Strukturen (Abbildung 17 D, F [BVP]; G, J [MM]), sowie der
kndchernen Bereiche (Abbildung 17 E [BVP]; H [MM]). Die Schnitte waren, wie auch die BPPV-
Kontrollgruppe etwas intensiver gefarbt als die Isotyp-Kontrolle. Innerhalb der drei Gruppen wurden
keine Unterschiede in den Farbungen festgestellt. Alle Schnitte zeigten die gleichen gefarbten
Strukturen, sowie gleiche Intensitdten. Experiment-abhangige Unterschiede durch die Dauer der
DAB+-Entwicklung zeigten in allen Gruppen die gleichen Anderungen der Intensititen. Einzelne,
spezifische Unterschiede konnten innerhalb der Gruppen nicht beobachtet werden, beziehungsweise
waren nicht gruppenspezifisch. Dazu gehérte zum Beispiel eine intensivere Farbung der Strukturen

der knochernen Bereiche der Cochlea.
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BPPV Serum

Morbus Meniére Serum
S 'H ] 7

Abbildung 17: Vertikale Kryo-Sektion (25 pum) eines
humanen Felsenbeines, gefarbt mit Seren von Patienten
mit BPPV (A-C), BVP (G-F) und Morbus Meniére (G-K).
Ansicht von medial Richtung lateral. A, D, G: Ubersicht
der Cochlea, jeweils mit basaler und apikaler Windung,
sowie dem Modiolus. Alle Seren zeigten nahezu
identische Farbungen. Farbintensitat teilweise von der
Entwicklungszeit abhangig. Malstab 500 um.
B, E, H: Kndcherne Bereiche der Cochlea, mit intensiv gefarbten Strukturen, welche keine Autofluoreszenz aufweisen.
MaRstab 100 um. C, F, J: Detailansicht auf das Osseum laminae spiralis (OSL) und das Spiral-Ligament (LS). Farbung in
allen Seren nahezu identisch. Farbintensitat teilweise von der Entwicklungszeit abhdngig. MaRstab 250 um.
K: Detailansicht der Neuronen des Nervus facialis. Alle Neuronen sind im Autofluoreszenz-Bild erkennbar und ungefarbt.
Bild ist beispielhaft fiir Seren aus anderen Patientengruppen. MaRstab 100 pm. a4
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3.2 FFPE-Immunhistochemie

3.2.1 Statistik der Patientengruppen

Auf den Schnitten mit FFPE-Gewebe wurden insgesamt 52 Seren von Patienten untersucht.
Davon waren 29 (55.8 %) mannlich und 23 (44.2 %) weiblich. Die Versuchsgruppen verteilten sich auf
15 BPPV-Patienten, 19 BVP-Patienten und 18 Patienten mit Morbus Meniéere. Das Durchschnittsalter
der Patienten lag bei 63.06+14.6 Jahren. Aufgrund der ProbengroRe (n=52) wurde der Chi-Quadrat-
Test zur Kontrolle der Normalverteilung verwendet, welcher diese bei beiden Variablen, Geschlecht
(p=0.405) und Alter (p=0.981), bestatigte. Der darauffolgende Levene-Test auf Varianzhomogenitat
ergab sowohl beim Geschlecht (p=0.743) als auch beim Alter (p=0.16), dass eine Varianzhomogenitat
vorlag. Somit war das Durchfiihren einer einfaktoriellen Varianzanalyse moglich. Es wurden keine
signifikanten Unterschiede innerhalb der Versuchsgruppen bei Geschlecht (p=0.702) oder Alter

(p=0.486) festgestellt. Entsprechende Post-Hoc-Tests wurden daraufhin nicht durchgefihrt.

3.2.2 Bestimmung der Firbung anhand von Kontrollen

Die FFPE-Schnitte wurden zuerst mit Kontrollen behandelt, um eine Positivkontrolle sowie
entsprechende Negativkontrollen zu etablieren. Auch hier wurde als Positivkontrolle der anti-
Calbindin-Antikérper verwendet. Die entsprechende Isotyp-Kontrolle wurde durchgefiihrt und zeigte
die gleiche Reaktivitat wie sie fiir die Kryo-Schnitte oben beschrieben wurde. Es wurde daher darauf
verzichtet, diese erneut in den Abbildungen darzustellen. Bei der Positivkontrolle wurden die
gleichen gefarbten Strukturen wie auf den Kryo-Sektionen detektiert. Die Farbung der Cochlea-
Strukturen war nahezu identisch (Abbildung 18 A). Anders als auf den Kryo-Schnitten konnte auf dem
FFPE-Gewebe eine Farbung der Osteone der kndchernen Bereiche festgestellt werden, welche im
Autofluoreszenz-Bild verifiziert wurde (Abbildung 18 B). Des Weiteren waren die Neuronen des
Nervus cochlearis unterschiedlich stark angefarbt (Abbildung 18 C). Einige zeigten eine intensive
Farbung, die die Autofluoreszenz nahezu vollstandig Gberdeckte, wahrend andere ungefarbt waren
und eine starke Autofluoreszenz aufwiesen. Auch die Farbung der humanen IgG Isotyp-Kontrolle war
mit der Farbung auf den Kryo-Schnitten vergleichbar. Es zeigte sich eine intensive Farbung der
Cochlea, zusatzlich konnte auch hier eine Farbung der Nerven sowie der Neuronen festgestellt
werden (Abbildung 18 D, F). Die kndchernen Bereiche zeigten die gleichen angefarbten Strukturen,
wenn auch intensiver als auf den Kryo-Sektionen (Abbildung 18 E). Die Farbungen auf den FFPE-

Schnitten erschienen insgesamt intensiver und dadurch deutlicher als auf den Kryo-Schnitten.

45



Ergebnisse

anti-Calbindin Positiv-Kontrolle

&3 e
Humane-IgG Isotyp-Kontrolle

Abbildung 18: Vertikale FFPE-Sektion (12 um) eines humanen Felsenbeines mit Kontrollfarbungen. Ansicht von medial
Richtung lateral. A-C: Anti-Calbindin-Farbung als Positivkontrolle. A: Ubersicht {iber die Cochlea (basale Windung), Osseum
laminae spiralis (OSL) und Spiral-Ligament (LS) zeigen eine leichte Farbung. MaRstab 500 um. B: Kndcherne Bereiche der
Cochlea mit Osteonen, Farbungen zeigen keine Autofluoreszenz. MaRstab 100 um. C: Neuronen des Nervus cochlearis sind
teilweise gefarbt. Uberlagerung der Autofluoreszenz ist abhangig von der Stirke der Farbung. Schwarzer bzw. weiRer Pfeil
zeigen ein Neuron mit starker Farbung, die die Autofluoreszenz liberlagert. Am oberen Rand des Neurons befinden sich
Lipofuszin-Ablagerungen, die im Fluoreszenz-Bild als leuchtender Rand erkennbar sind. MaRstab 100 um. D-F: Felsenbein
gefarbt mit humaner IgG-Isotyp-Kontrolle. Es fehlt die Bindeaffinitdit zum Gewebe, daher ist nur die Farbung des
sekundiren anti-lgG Antikdrpers sichtbar. D: Ubersicht des humanen Felsbeins mit basaler und apikaler Windung, sowie des
Modiolus und Teile des Nervus cochlearis. Alle Bereiche zeigen charakteristische Hintergrundfarbung. MaRstab 500 pum.
E: Kn6cherne Bereiche der Cochlea mit Osteonen und markiertem zentralen Havers-Kanal (schwarzer Pfeil), Farbungen
zeigen keine Autofluoreszenz. MaRstab 100 um. F: Neuronen des Nervus cochlearis mit Autofluoreszenz je nach Starke der
Farbung. MaRstab 50 um.

3.2.3 Farbung mit Patientenseren

Die FFPE-Schnitte wurden mit unverdiinnten Seren von Patienten mit BPPV, BVP und Morbus
Meniére behandelt und mit dem sekunddren Antikorper sowie dem Streptavidin-HRP-Komplex
weiterbearbeitet. Alle gezeigten Bilder reprasentieren die entsprechenden Patientengruppen und
wurden aufgrund der Bild- und Schnittqualitat ausgewahlt. Die BPPV-Kontrollgruppe zeigte eine
deutliche Farbung der Cochlea sowie der Nerven und Neuronen (Abbildung 19 A). Zusatzlich konnte
eine intensive Farbung der knéchernen Bereiche detektiert werden (Abbildung 19 B). Neben den

stark gefarbten runden Osteonen konnten dazwischen kleine, punktartige, regelmaRig verteilte
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Farbungen festgestellt werden, deren kreisférmige Anordnung der Anordnung von Osteozyten um
den zentralen Havers-Kanal entspricht. Die gleichen Farbungen wurden auch fir BVP
(Abbildung 19 C, D) und Morbus Meniere (Abbildung 19 E, F) gefunden. Insgesamt zeigten die Seren

auf den FFPE-Schnitten eine intensivere, sowie deutlichere Farbung als auf den Kryo-Schnitten.

Einzelne, probenspezifische oder gruppenspezifische Unterschiede konnten nicht detektiert werden.

Abbildung 19: Vertikale FFPE-Sektionen (12 um) eines
humanen Felsenbeines, gefarbt mit Seren von Patienten
mit BPPV (A-B), BVP (C-D) und Morbus Meniére (E-F).
Ansicht von medial Richtung lateral. A, C, E: Ubersicht der
Cochlea, jeweils mit basaler und apikaler Windung, sowie
dem Modiolus und Teilen des Nervus cochlearis.
C: Cochlea mit intakter ReiBner-Membran (RM) und
erkennbarer Scala media (*). Alle Seren zeigten nahezu
identische Farbungen. Farbintensitat teilweise von der Entwicklungszeit abhdngig. MaRstab 500 um. B, D, F: Knécherne
Bereiche der Cochlea mit Osteonen, Farbungen zeigten keine Autofluoreszenz. Alle Seren zeigten gleiche Farbungen.
Malstab 100 pum.
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3.2.4 Farbung der Neuronen des Nervus cochlearis

Alle Schnitte, die Neuronen des Nervus cochlearis enthielten, zeigten Farbungen. Dabei
waren die Neuronen unterschiedlich intensiv gefarbt. Einige zeigten keine Farbung und leuchteten im
Autofluoreszenz-Bild sehr stark. Andere hingegen waren stark gefarbt und die DAB+-Farbung
Uberdeckte die Autofluoreszenz. Daneben gab es Neuronen, die eine schwache Farbung aufwiesen,
was im Autofluoreszenz-Bild nur zu einer Abschwidchung derselben fiihrte. Aufgrund dieser
Unterschiede wurden von allen Neuronen Aufnahmen mit dem gleichen Zoom sowie der gleichen
Belichtungszeit aufgenommen, um diese auf Unterschiede zwischen den Patientengruppen zu
untersuchen. Die Neuronen wurden durch Linienscans auf ihre Helligkeit und damit auf ihre Farbung
hin untersucht und in ungefarbt, schwach gefarbt und stark gefarbt unterteilt.

Die nachfolgenden Abbildungen zeigen jeweils eine reprasentative Aufnahme der jeweiligen
Patientengruppe mit unterschiedlich stark gefarbten Neuronen (Abbildung 20.1 und 20.2 linke Seite).
Dabei wurden auf jedem einzelnen Schnitt Neuronen aller drei Intensitaten vorgefunden. Innerhalb
der Gruppen konnten durch die Aufnahmen keine Unterschiede per Auge festgestellt werden. Diese
Beobachtung sollte anschlieBend durch die Linienscans verifiziert werden. Zu allen drei
Patientengruppen wurde jeweils ein einzelnes Neuron der unterschiedlichen Farbungen stark
vergroRert und der Linienscan, sowie die Scanrichtung eingezeichnet (Abbildung 20.1 und 20.2
Mitte). Anhand der Linienscans (Abbildung 20.1 und 20.2, rechte Seite) konnten die meisten
Neuronen eindeutig in eine der drei Gruppen eingeordnet werden. Bei unklaren Scans wurden die
Neuronen in die Gruppe der schwach gefarbten Neuronen eingeordnet. Aufgrund der Schnittdicke
und der Hellfeld-Mikroskopie war bei vielen Neuronen ein dunkler Rand erkennbar. Dieser war auf
den Linienscans als dunkle Inzision erkennbar und wurde daher als Marker fiir die eigentliche GroR3e
des Neurons verwendet. Neuronen mit einer durchschnittlichen Helligkeit von Gber 150 wurden als
ungefarbt gezahlt, Neuronen mit Werten unter 100 als stark gefarbt. Von allen untersuchten Seren
wurden die Prozentangaben der jeweiligen Farbeintensitaten der Neuronen berechnet und diese auf
signifikante Unterschiede innerhalb der Gruppen untersucht. Bei der BPPV-Gruppe waren im
Durchschnitt 26 % der Neuronen ungefarbt, 51 % schwach gefarbt und 23 % stark gefarbt. Eine
dhnliche Verteilung konnte fir BVP (30 %, 51 %, 19 %) und fir Morbus Meniére (36 %, 48 %, 17 %)
festgestellt werden (Abbildung 20.2 Diagramm). Bei der statistischen Untersuchung wurde eine
Varianzhomogenitat der Gruppen festgestellt, jedoch keine Normalverteilung. Da die einfaktorielle
Varianzanalyse jedoch gegenliber Verletzungen der Normalverteilung recht robust ist, wurde diese
trotzdem durchgefiihrt. Dabei wurden keine signifikanten Unterschiede innerhalb der Verteilung der
Neuronen in die verschiedenen Intensitaten bei den Patientengruppen festgestellt (keine Farbung

p=0.387, schwache Farbung p=0.800 und starke Farbung p=0.708). Die Statistik bestatigte damit die
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schon wahrend der Analyse gefundene Beobachtung, dass keine Unterschiede zwischen den

Patientengruppen bestehen.
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Abbildung 20.1: Vertikale FFPE-Sektionen (12 um) eines humanen Felsenbeines, gefarbt mit Seren von Patienten mit BPPV
und BVP. Ansicht von medial Richtung lateral. Links: Neuronen des Nervus cochlearis mit Autofluoreszenzbild. Neuronen
zeigten unterschiedliche Intensitdten der Farbung. Ein ungefarbtes (rot), schwach gefarbtes (schwarz) und stark gefarbtes
(blau) Neuron ist jeweils markiert. MaRstab 50 um. Mitte: Detailansicht einzelner Neuronen mit eingetragenem Linienscan
durch das Neuron. Die Scan-Richtung ist durch einen Pfeil angegeben. Farbkodierung wie angegeben. MaRstab 10 um.
Rechts: Profile der entsprechenden Linienscans. Eine Helligkeit tiber 150 wurde als ungefarbt angenommen, eine Helligkeit
kleiner 100 als stark gefarbt.
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Abbildung 20.2: Fortfiihrung Abbildung 20.1 mit vertikaler FFPE-Sektion gefirbt mit Serum von Morbus Meniére
Patienten (Ansicht von medial Richtung lateral), sowie der Statistik aller ausgezdhlten Schnitte. Oben links: Neuronen des
Nervus cochlearis mit Autofluoreszenzbild. Neuronen zeigten unterschiedliche Intensitaten in der Farbung. Ein ungefarbtes
(rot), schwach gefarbtes (schwarz) und stark gefarbtes (blau) Neuron ist jeweils markiert. MaRstab 50 um.
Oben Mitte: Detailansicht einzelner Neuronen mit eingetragenem Linienscan durch das Neuron. Die Scan-Richtung ist
durch einen Pfeil angegeben. Farbkodierung wie angegeben. Mallstab 10 um. Oben rechts: Profile der entsprechenden
Linienscans. Unten: Balkendiagramm mit Auftragung der Patientengruppe (X-Achse) gegen die Mittelwerte der Anzahl an
unterschiedlich gefarbten Neuronen pro Serum in Prozent. Die exakten Prozentwerte sind innerhalb der Balken angegeben
(gerundet). Fehlerbalken zeigen den 2-fachen Standardfehler an. Die Ergebnisse sind statistisch nicht signifikant (p>0.05),
da alle Seren nahezu identische Farbungen zeigen.
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3.3 miRNA-Profil der humanen Endo- und Perilymphe

Fir die Untersuchung des miRNA-Profils der Endo-/Perilymphe wurden insgesamt 12 Proben
aus humanen Felsenbeinen entnommen, davon 5 (42 %) Frauen und 7 (58 %) Manner. Der
Altersdurchschnitt lag bei 56.5+18.8 Jahre. Nach dem Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung bei
kleinen Stichproben lag eine Normalverteilung der Alterswerte vor (p=0.573) und auch der Levene-
Test der Varianzgleichheit bestatigte diese (p=0.148). Dementsprechend waren die Voraussetzungen
fiir einen T-Test fir unabhangige Stichproben gegeben. Aus diesem ergab sich, dass sich die beiden
Gruppen (mannlich und weiblich) hinsichtlich der Altersverteilung nicht signifikant voneinander
unterschieden (p=0.919).

Die miRNA-Profile wurden unter Verwendung der lllumina Next-Generation-Sequenzierung
und miRDeep2 erstellt und danach unter anderem mit DESeq 2 analysiert. Dabei zeigte sich innerhalb
der einzelnen Proben eine hohe biologische Variabilitat, welche anhand der Verteilung der zehn
miRNAs mit den hdchsten Sequenzier-Werten festgestellt wurde (Abbildung 21). Insgesamt betrug
der Anteil der 10 abundanten miRNAs bei den Endo-/Perilymph-Proben 52.8+4.4% aller
sequenzierten miRNAs. Einzelne miRNAs zeigten dabei eine wesentlich hohere Variabilitat als andere.
Wahrend die miRNA hsa-miR-320a zwischen den Extremwerten 26.4 % (ProbeW2) und 1.2 %
(ProbeM3) schwankte, ergab die Analyse der miRNA hsa-miR-181a-5p Schwankungen zwischen 1.5 %
(ProbeW4) und 7.2 % (ProbeM1). Insgesamt konnten 528 verschiedene miRNAs in allen 12 Proben

nachgewiesen werden.
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Abbildung 21: Top 10 der abundanten miRNAs der humanen Endo-/Perilymphe. Relative Verteilung der
10 hochstexprimierten miRNAs, welche etwa 50 % aller gefundenen miRNAs ausmachen. Die einzelnen Proben sind nach
Frauen (W) und Mannern (M) getrennt. Die Y-Achse repradsentiert den Anteil der einzelnen miRNAs an der Gesamtheit aller
gefundenen miRNAs. Die Legende enthélt alle miRNAs mit der entsprechenden Farbkodierung.
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Tabelle 3: Resultate der DESeq2-Untersuchung humaner Endo-/Perilymphe (Top 10; geordnet nach p-Wert, korrigiert)

miRNA Name Normalisierte Werte Anderung Anderung p-Wert p-Wert
[Mittelwert] [log2] Standardfehler Signifikanz korrigiert
hsa-miR-3622a-5p 31,5 2,1 0,497 0,00003449 0,03296968
hsa-miR-129-2-3p 8,7 2,2 0,604 0,00028192 0,11369309
hsa-miR-550a-3p 4,3 3,3 0,915 0,00035678 0,11369309
hsa-miR-7977 38,5 1,9 0,598 0,00113335 0,27087016
hsa-miR-125a-3p 24,1 1,9 0,618 0,00201044 0,27456918
hsa-miR-128-1-5p 8,6 1,7 0,547 0,00178419 0,27456918
hsa-miR-34c-5p 19,2 2,8 0,881 0,00174757 0,27456918
hsa-miR-5187-5p 8,6 2,7 0,921 0,00305359 0,36490427
hsa-miR-2277-5p 2,9 3,4 1,179 0,00417705 0,44369527
hsa-miR-320c 1.277,8 2,6 0,923 0,00533425 0,50385601

Des Weiteren wurde untersucht, ob es zwischen den Proben geschlechtsspezifische
Unterschiede gab. Die DESeq2-Software berechnete dazu aus gegebenen Originaldaten die
entsprechenden normalisierten Werte zu jeder miRNA sowie den Mittelwert aller Proben.
Durchschnittliche Anderungen der einzelnen Versuchsgruppen wurden daraufhin auf statistische
Signifikanz Uberprift, sowie eine Benjamini-Hochberg-Korrektur durchgefiihrt. Tabelle 3 zeigt
entsprechende Resultate, wobei der korrigierte p-Wert fir alle Aussagen zu Rate gezogen wurde. Zur
visuellen Darstellung moglicher Unterschiede wurden sogenannte MA-Plots erstellt. Diese Grafiken
erlaubten den direkten Vergleich der Expressionsanderung gegeniber der durchschnittlichen
Expressionsstarke innerhalb zweier Versuchsgruppen. Dabei ergab sich bei der Sequenzierung der
Endo-/Perilymphe eine signifikante Erhohung einer einzigen miRNA, hsa-miR-3622a-5p (Abbildung
22 A). Der MA-Plot visualisierte dabei alle in den Proben gefundenen miRNAs mit einem Punkt.
Schwarze Punkte standen fiir miRNAs, die keine signifikanten Anderungen zeigten, wohingegen blaue
Punkte miRNAs darstellten, deren Anderung als statistisch signifikant berechnet wurden. Die roten
Punkte waren alle miRNAs, die nach der Benjamini-Hochberg-Korrektur flir multiple Tests noch
immer eine statistische Signifikanz zeigten. Eine genauere Betrachtung der miRNA has-miR-3622a-5p
konnte mit Hilfe einer Heatmap erfolgen. Dabei wurden die Expressionsanderungen in den einzelnen
Proben gegeniber der mittleren Expressionsstarke aufgetragen und farbkodiert dargestellt
(Abbildung 22 B). Bei allen Frauen zeigte sich dabei eine Erhéhung der Expression, wiahrend Manner
eine verringerte Expression der miRNA zeigten. Insgesamt lieB sich erkennen, dass die mittlere
Expressionsstarke der miRNA hsa-miR-3622a-5p in der humanen Endo-/Perilymphe bei Frauen

signifikant hoher war als bei Mannern (Abbildung 22 C).
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A MA-Plot: Weiblich vs Mannlich
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Abbildung 22: Differenzielle, geschlechtsspezifische Unterschiede der humanen Endo-/Perilymphe. A: MA-Plot mit
Auftragung der durchschnittlichen Expressionsstdrke (X-Achse) gegen die Expressionsdnderung innerhalb der beiden
Gruppen (Y-Achse). Jeder schwarze Punkt steht fiir eine einzelne miRNA, welche keine signifikante Anderung aufweist.
Jeder blaue Punkt zeigt eine miRNA mit einer signifikanten Anderung (p<0.05). Die roten Punkte stehen fir miRNAs, die
nach einer Korrektur fiir multiple Tests (Benjamini-Hochberg-Korrektur) eine tatsichliche signifikante Anderung anzeigen
und sind mit dem Namen der miRNA beschriftet. B: Farbkodierte Heatmap der differenziell exprimierten miRNAs. Dabei
sind die x-fachen Anderungen gegeniiber der mittleren Expressionsstirke innerhalb aller Proben aufgetragen. Dabei zeigte
sich eine erhohte Expression bei Frauen (Probe W1-WS5) und eine erniedrigte Expression bei Mdnnern (Probe M1-M7). Die
exakten Anderungen sind innerhalb der Boxen angegeben und die Farben entsprechen der farbkodierten Legende.
C: Normalisierte Mittelwerte der Expressionsstarke der miRNA hsa-miR-3622a-5p mit aufgetragener Standardabweichung
und Signifikanz (korrigiert nach Benjamini-Hochberg, p<0.05).

3.3.1 Unterschiede zwischen Endo-/Perilymphe und Serum

Die Untersuchung auf signifikante Unterschiede zwischen den Endo-/Perilymph-Proben und
humanen Seren, einschlieBlich BPPV-Kontrollgruppe, erfolgte unter Verwendung des DESeq2
Software-Paketes. Dazu wurden die 12 Endo-/Perilymph-Proben und 21 BPPV-Proben analysiert. Das
Durchschnittsalter aller Proben lag bei 61.7+14 Jahren bei 17 (51.5 %) Frauen und 16 (48.5 %)

Mannern. Um die Versuchsgruppen korrekt zu definieren, wurden sowohl fir die
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Geschlechterverteilung als auch fir den Altersdurchschnitt die Tests zur Normalverteilung sowie zur
Varianzgleichheit durchgefihrt. Fiir die Altersverteilung konnte von einer Normalverteilung
ausgegangen werden (p=0.11, Shapiro-Wilk-Test), fir die Geschlechtsverteilung hingegen nicht
(p=0.000, Shapiro-Wilk-Test). Der Levene-Test auf Varianzgleichheit ergab fiir die Altersverteilung
eine Varianzheterogenitat (p=0.022) und fiir die Geschlechtsverteilung eine Varianzhomogenitat
(p=0.896). Aufgrund dieser Vor-Tests wurden verschiedene Tests angewandt, um die Gruppen zu
vergleichen. Fir die Altersverteilung wurde daher der Welch’s T-Test verwendet, welcher keine
signifikanten Unterschiede der beiden Versuchsgruppen ergab (p=0.177). Fir die nicht
normalverteilte Variable des Geschlechts wurde der nicht-parametrische Mann-Whitney-U-Test
verwendet. Auch dieser ergab fiir die Geschlechtsverteilung innerhalb der Versuchsgruppen keine
signifikanten Unterschiede (p=0.399). Schlussfolgernd waren beide Versuchsgruppen korrekt
definiert und konnten somit weiter verglichen werden.

Um signifikante Unterschiede zu detektieren, wurde erneut das DESeq2-Paket verwendet.
Anders als bei der geschlechtsspezifischen Untersuchung der Endo-/Perilymphe wurden beim
Vergleich mit den BPPV-Kontrollseren insgesamt 481 miRNAs gefunden, die differenzielle
Expressionsmuster zeigten (p-Wert, korrigiert <0.05). Davon zeigten 246 (51.1 %) eine erniedrigte
Expression, beziehungsweise 235 (48.9 %) eine erhohte Expression in den Endo-/Perilymph-Proben
im Vergleich zu den Serum-Proben. Aufgrund dieser Menge an signifikanten Unterschieden zeigte der
dazugehérige MA-Plot keine Ubersichtlichkeit und wurde daher nicht verwendet. Bei der
Visualisierung der Ergebnisse zeigte sich, dass die Heatmap wesentlich besser geeignet war. Um die
Ubersichtlichkeit zu gewihrleisten, wurden nur die 20 signifikantesten miRNAs in den Plot
aufgenommen (Abbildung 23). Dabei ergab sich sowohl fir stark erhéhte, als auch stark verringerte
miRNAs eine Gruppierung der Versuchsgruppen in Endo-/Perilymphe und Serum. Die miRNAs, die in
der Endo-/Perilymphe zu finden waren, konnten in den Serum-Proben teilweise kaum detektiert
werden, andersherum genauso. Insgesamt ldsst sich daraus ableiten, dass sich diese beiden
Korperflissigkeiten in ihrer miRNA-Zusammensetzung sehr stark voneinander unterscheiden, wobei

einige miRNAs ausschlieRlich in den Endo-/Perilymphe-Proben zu finden sind.
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Heatmap: Top 20 signifikante miRNAs
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Abbildung 23: Farbkodierte Heatmap der differenziell exprimierten miRNAs im Vergleich von Endo-/Perilymphe und
humanem Serum. Auftragung der Expressionsanderung einzelner Proben gegeniiber der mittleren Expressionsstarke aller
Proben mit farbkodierter Legende. Der obere Abschnitt zeigt miRNAs, die in den Endo-/Perilymph-Proben fast nicht
detektiert wurden (blaue Farbténe). Im unteren Abschnitt finden sich einige miRNAs, die ausschlieBlich in den Endo-
/Perilymph-Proben zu finden (gelbe/rétliche Farben) waren, wahrend diese in den Serum-Proben kaum detektiert wurden.

3.4 miRNA-Profil in Patienten mit BPPV, BVP und Morbus Meniéere

3.4.1 Statistik und Ubersicht

Die Versuchsgruppen waren identisch mit denen aus der Kryo-Immunhistochemie und die
Statistik wurde unter Punkt 3.1.1 schon durchgefiihrt. Die Versuchsgruppen zeigten keine
Unterschiede in Alters- und Geschlechterverteilung. Bei der Verteilung der Top 10 abundanten
miRNAs zeigte sich sowohl innerhalb der Seren als auch innerhalb der Versuchsgruppen eine sehr
homogene Verteilung (Abbildung 24). Die beiden meist gefundenen miRNAs waren die miRNA
hsa-miR-486-5p (35.7+6.7 %) und hsa-miR-92a-3p (20.0+3.0 %). An diesen ldsst auch die geringe
Variabilitdat beispielhaft erkennen, welche sich letztendlich auch in den Mittelwerten der
Versuchsgruppen wiederspiegelt. Insgesamt trugen die 10 hdchstexprimierten miRNAs etwa
71.845.4 % aller miRNAs im humanen Serum bei. Auch hier ldsst sich die geringe biologische
Variabilitdat erkennen, anders als es fir die Endo-/Perilymph-Proben gemessen wurde. Alle
Signifikanz-Werte in den nachfolgenden Abschnitten beziehen sich, soweit nicht anders angegeben,
auf die korrigierten p-Werte, die mit der Benjamini-Hochberg-Korrektur fiir multiple Tests berechnet

wurden.
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Abbildung 24: Top 10 der abundanten miRNAs des humanen Serums. Relative Verteilung der 10 héchstexprimierten
miRNAs, welche etwa 72 % aller gefundenen miRNAs ausmachen. Die drei Versuchsgruppen (BPPV, BVP und MM) sind
jeweils zusammengefasst. Die Y-Achse reprasentiert den Anteil der einzelnen miRNAs an der Gesamtheit aller gefunden
miRNAs. Die Legende enthalt alle miRNAs mit der entsprechenden Farbkodierung.

3.4.2 Unterschiede zwischen BPPV und BVP

Die Originaldaten aller drei Versuchsgruppen wurden im DESeq2-Paket auf statistisch
signifikante Unterschiede hin untersucht. Dabei ergab sich fir die Versuchsgruppen BPPV und BVP
ein statistischer Unterschied in 10 miRNAs. Der MA-Plot zeigte direkt die miRNAs mit ihrer
entsprechenden Anderung gegeniiber der durchschnittlichen Expressionsstirke (Abbildung 25 A). Bei
der Auftragung der miRNAs in die Expressions-Heatmap ergab sich ein eher heterogenes Bild und
keine klare Abgrenzung der Versuchsgruppen voneinander (Abbildung 25 B). Die signifikanten
Anderungen wurden iber die Gesamtheit aller Proben ermittelt, wobei einzelne Proben durchaus
Abweichungen zeigten, die eine Zuordnung zu einer Versuchsgruppe nur Gber das miRNA-Profil
erschwerten. Um aus diesen Ergebnissen eine mogliche diagnostische Verwendung zu erhalten,
wurden die miRNAs ausgewahlt, die entweder eine recht hohe durchschnittliche Expressionsstarke
oder eine hohe Anderung derselben aufweisen konnten. Dies war notwendig, um eine sichere
Detektion im Rahmen der RT-PCR zu gewahrleisten. Fir die Diagnostik wurden die miRNAs hsa-miR-
223-3p (Expression: 3888, Anderung BVP +0.7[log2], p=0,036), hsa-miR-93-5p (Expression: 1641,
Anderung BVP +0.4[log2], p=0.047) und hsa-miR-27a-3p (Expression: 275, Anderung BVP +0.5[log2],
p=0.036) verwendet. Die Unterschiede der Versuchsgruppen sind in Abbildung 25 C aufgetragen.
Insgesamt waren die Signifikanzen statistisch recht gering, was auch durch die biologische Variabilitat

bedingt war.
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3.4.3 Unterschiede zwischen BPPV und Morbus Meniére

Bei der Auswertung der beiden Versuchsgruppen BPPV und Morbus Meniere ergab sich eine
statistisch signifikante differenzielle Expression einer einzigen miRNA, hsa-miR-622. Sowohl der MA-
Plot (Abbildung 26 A) als auch die entsprechende Heatmap (Abbildung 26 B) zeigten die deutlichen
Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen. In der Heatmap sind auch einzelne biologische
Schwankungen innerhalb der Proben zu erkennen. Die miRNA hsa-miR-622 wurde in den Proben der
BPPV-Kontrollgruppe teilweise nicht nachgewiesen (BPPV 08-13). Insgesamt war die
Expressionsstirke dieser miRNA sehr gering (Expression: 3.2, Anderung MM +1.4[log2], p=0.0006)
(Abbildung 26 C). Trotz der geringen Expressionsstarke konnte diese miRNA in den folgenden RT-PCR

Experimenten nachgewiesen werden und wurde daher weiter untersucht.

3.4.4 Unterschiede zwischen BVP und Morbus Meniére

Bei der Untersuchung dieser beiden Versuchsgruppen wurden insgesamt 28 miRNAs mit
statistisch signifikanten differenziellen Expressionsmustern gefunden (Abbildung 27 A, B), wobei auch
hier eine hohe biologische Variabilitat innerhalb der Proben zu finden war. Interessanterweise
fanden sich bei den signifikanten miRNAs einige aus den beiden anderen Vergleichen wieder. So
wurde die miRNA hsa-miR-622 erneut als statistisch signifikant beschrieben. Diese miRNA zeigte im
Vergleich zwischen BVP und BPPV keine Signifikanz, war allerdings in den Morbus Meniere-Proben
stark erhoht. Der Vergleich zwischen BVP und MM detektierte eine erhohte Expression in den MM-
Proben und eine BPPV entsprechende Expression in den BVP-Proben (Expression: 6.2, Anderung MM
+0.9[log2], p=0.048). AuRerdem wurden die beiden miRNAs hsa-miR-27a-3p (Expression: 275,
Anderung MM -0.4[log2], p=0.02) und hsa-miR-223-3p (Expression: 3888, Anderung MM -0.7[log2],
p=0.016) als statistisch signifikant detektiert. Diese konnten in den BVP-Proben im Vergleich zu BPPV
vermehrt detektiert werden, allerdings zeigten sich keine Unterschiede bei BPPV gegen Morbus
Meniere. Dementsprechend konnten diese miRNAs in den Morbus Meniére-Proben gegen BVP
vermindert nachgewiesen werden. Zusatzlich zu diesen drei miRNAs wurden zwei miRNAs fiir die
nachfolgende RT-PCR Untersuchung ausgewihlt, die eine hohe durchschnittliche Expressionsstarke
aufwiesen und damit sehr gut geeignet waren. Dazu wurden die miRNAs hsa-miR-143-3p (Expression:
1646, Anderung MM -0.5[log2], p=0.047) und hsa-miR-584-5p (Expression: 1026, Anderung MM
+0.5[log2], p=0.016) in die Liste fir die RT-PCR aufgenommen. Alle 5 differenziellen miRNAs sind in

Abbildung 27 C, unterteilt nach den Versuchsgruppen, dargestellt.
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Abbildung 26: Differenzielle Expression von miRNAs beim Vergleich von
Morbus Meniere gegen BPPV. A: MA-Plot mit Auftragung der
durchschnittlichen Expressionsstarke (X-Achse) gegen die
Expressionsdanderung innerhalb der beiden Gruppen (Y-Achse). Nach der
Benjamini-Hochberg-Korrektur bleibt nur hsa-miR-622 als signifikante miRNA
Ubrig. B: Farbkodierte Heatmap mit Auftragung der Expressionsanderung
einzelner Werte gegenliber der durchschnittlichen Expressionsstarke.
Einzelne Proben zeigen eine hohe Variabilitat. hsa-miR-622 war in den BPPV-
Seren teilweise nicht messbar. C: Diagramm mit Auftragung der Expressions-
starke der hsa-miR-622 unterteilt in die beiden Versuchsgruppen.
Anderungen sind statistisch signifikant (* p<0.001).
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Abbildung 27: Differenzielle Expression von miRNAs beim Vergleich von Morbus Meniére gegen BVP. A: MA-Plot mit
Auftragung der durchschnittlichen Expressionsstarken (X-Achse) gegen die Expressionsanderung innerhalb der beiden
Gruppen (Y-Achse). Nach der Korrektur blieben insgesamt 28 miRNAs signifikant, darunter einige, die auch schon eine
Unterscheidung zwischen BVP und BPPV zulieRen. B: Farbkodierte Heatmap mit Auftragung der Expressionsianderung
einzelner Werte gegeniber der durchschnittlichen Expressionsstarke. Einzelne Proben zeigen eine hohe Variabilitat.

C: Diagramm mit Auftragung der Expressionsstarke einzelner miRNAs, unterteilt in die beiden Versuchsgruppen (* p<0.05).

3.4.5 Ubersicht der differenziellen miRNAs und Blindprobe

Zur besseren Ubersicht sollen hier die Ergebnisse der miRNA-Sequenzierung und den damit
einhergehenden Voraussetzungen fir den RT-PCR-Screen herausgestellt werden. Die differenziell
exprimierten miRNAs wurden hauptsachlich nach ihrer Expressionsstarke ausgewahlt, um eine
sichere Detektion in den PCRs zu gewahrleisten. Die Ausnahme davon bildete die miRNA
hsa-miR-622, die eine sehr geringe Expression zeigte und daher vorab in einem Nebenversuch auf
ihre Detektierbarkeit hin untersucht wurde. Diese war gegeben und die Verwendung im
nachfolgenden Screen méglich. Die Anderungen, der fiir den Screen verwendeten miRNAs sind in der

nachfolgenden Tabelle aufgefiihrt.

Tabelle 4: Anderungen der im RT-PCR-Screen verwendeten, differenziell exprimierten miRNAs

Gegen ¢ BPPV Gegen ¢ MM Gegen ¢ BVP
BVP miR-27a-3p T miR-27a-3p miR-622 |,
miR-223-3p P miR-223-3p I | miR-584-5p |,
miR-93-5p 1 miR-143-3p
MM miR-622 1 miR-27a-3p ¢
miR-622 1 miR-584-5p 1 | miR-223-3p |
miR-143-3p |
BPPV miR-27a-3p |
miR-622 |, miR-223-3p |,
miR-93-5p |

Neben den 74 Serum-Proben der drei Versuchsgruppen wurden auch 11 Proben sequenziert,
welche bis zum Sequenzierdatum keine eindeutige Diagnose aufwiesen. Diese sollten dann anhand
ihres miRNA-Profils in die vorhandenen Gruppen eingeordnet werden. Zunachst wurde jedoch
Uberprift, ob eine Einordnung anhand dieser 6 miRNAs moglich war. Dafiir wurden 10 Proben
willkiirlich von einer zweiten Person ausgesucht und unter Anderung der Reihenfolge und des
Namens randomisiert. Diese sollten als Grundlage dienen, ob eine Einordung moglich und wie hoch
die Genauigkeit ist. Die nachfolgenden Tabellen geben die 10 Blindproben, die Referenzwerte der

miRNAs sowie die Ergebnisse samt Entscheidung wieder.
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Tabelle 5: Referenzwerte [Mittelwerte, normalisiert] der miRNAs, aufgeteilt nach Versuchsgruppen

miRNA-Name BPPV BVP MM Gesamt
hsa-miR-27a-3p 2444 346,9 250,2 274.9
hsa-miR-223-3p 3255,1 5631,7 3235,6 3887,9
hsa-miR-143-3p 1465 2141,9 1462 1646,5
hsa-miR-584-5p 1031,7 775,3 1162,7 1026,1

hsa-miR-622 1,4 3,7 10 6,2
hsa-miR-93-5p 1426,1 1932,8 1586,2 1640,9

Tabelle 6: Normalisierte Werte der miRNAs der 10 Blindproben

Blind1 Blind2 Blind3 Blind4 Blind5 Blind6 Blind7 Blind8 Blind9 | Blind10
hsa-miR-27a-

257,8 356,2 116,4 203,6 334,8 260,6 185,6 250,3 212,5 352,7
3p
hsa-miR-223-

3.599,1 | 3.511,3 | 3.333,7 | 2.101,4 | 4.876,3 | 5.812,1 | 2.546,0 | 1.494,7 | 1.790,5 | 4.083,8
3p
hsa-miR-143-

1.538,5 1.945,3 1.942,0 906,2 1.380,5 | 1.651,0 | 1.271,0 604,5 1.071,2 1.914,8
3p
hsa-miR-584-

1.645,5 832,7 502,0 741,7 863,9 1.374,3 | 1.105,6 800,5 1.062,4 | 1.410,7
5p
hsa-miR-622 0,8 0,0 0,0 5,5 6,7 1,1 14,9 28,3 0,0 1,1
hsa-miR-93-

1.523,1 | 1.4919 | 1.468,1 | 2.703,0 | 1.748,8 | 1.456,2 | 1.391,5 | 1.676,5 | 1.352,3 | 1.123,7
5p

Tabelle 7: Ergebnisse der Blindproben mit Anderung gegen die Referenzwerte, sowie Einordung in die Versuchsgruppen

Anderungen Entscheidung Korrekte Gruppe
Blind1 27=;223=;143=;584+;622-;93 = H BPPV
Blind2 27+;223=;143+;584=-;622-;93 = _ BPPV
Blind3 27 +;223=;143 +; 584 -; 622 -; 93 = _ BPPV
Blind4 27-;223-;143-;584-;622=;93 + _ BVP
Blind5 27+;223+;143=;584=;622+;93 = _ BVP
Blind6 27=;223+;143=,584+;622-;93 = _ BVP
Blind7 27-,223-;143=;584=;622 ++;93 = _ MM
Blind8 27=;223-;143-;584-;622++;93 = _ MM
Blind9 27-;223-;143-;584=;622-;93 = _ BPPV
Blind10 27 +;223 =+;143 +; 584 =+ ; 622 - ; 93 - ! BVP
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Bei der Blindprobe konnten 6 von 10 Proben der korrekten Versuchsgruppe zugeordnet
werden, darunter 3 von 4 BPPV-Proben, 1 von 4 BVP-Proben und 2 von 2 Morbus Meniére-Proben.
Die beiden MM-Proben wurden ausschlielich durch die héhere Expression von hsa-miR-622 der
Versuchsgruppe zugeordnet. Bei der Probe Blind5 (iberstieg der Wert fiir die hsa-miR-622 die
durchschnittlichen Werte, daher wurde diese Probe falsch in die MM-Gruppe eingeordnet. Bei der
Probe Blind2 wurde zundchst Morbus Meniére ausgeschlossen. Von den drei signifikanten
Anderungen von BVP gegeniiber BPPV zeigten zwei Werte keine Anderung, doch aufgrund der leicht
erhohten hsa-miR-143-3p Expression wurde diese Probe falsch in die BVP-Gruppe eingeteilt. Auch bei
der Probe Blind6 konnte zuerst Morbus Meniére ausgeschlossen werden. Bei den Anderungen BVP
gegenliber BPPV zeigten zwei Werte keine Unterschiede, daher wurde diese Probe falsch der BPPV-
Gruppe zugeteilt. Auch die Probe Blind10 wurde falsch beim Vergleich BVP gegen BPPV zugeordnet.
Wahrend die hsa-miR-27-3p erhoht war, zeigte die hsa-miR-223-3p nur eine kleine Erhdhung,
wahrend die hsa-miR-93-5p sogar eine Verringerung zeigte. Daher wurde die Probe falsch in die
BPPV-Gruppe eingeordnet. Die Fehleinordnung betraf alle Versuchsgruppen, ausschliefllich die
Einordung von Morbus Meniére kann (ber die erhdhte Expression der hsa-miR-622 relativ sicher
getroffen werden. Die beiden Gruppen BVP und BPPV konnten nur mit einer Sicherheit von 50 %
korrekt zugeordnet werden. Aufgrund dieser Daten wurde die Einordnung der unsicheren Diagnosen
durch das miRNA-Profil nicht weiter durchgefiihrt, da die Zuordnung durch die unsichere klinische

Diagnostik auch nicht weiter Gberprift werden konnte.

3.5 RT-PCR Anwendung der differenziellen miRNAs

3.5.1 Ubersicht und Durchfiihrung

Um die drei Versuchsgruppen voneinander zu unterscheiden, wurde die Detektion von
6 signifikanten miRNAs in allen 74 Serum-Proben in Dupletts vorgenommen. Zusatzlich wurden alle
Proben mit einer Positivkontrolle bekannter Konzentration versetzt, um eine Kalibrierung der Proben
sowie der PCR-Platten zu ermoglichen. Bei allen PCR-Platten wurden zwei Proben der
vorangegangenen Platte erneut mit aufgetragen, um eine Inter-Kalibrierung zu gewahrleisten. Bei
der Auswertung wurden diese Kalibratoren immer so eingestellt, dass sie den Werten der vorherigen
Platte entsprachen. Dadurch konnten alle Proben auf eine vergleichbare Basis gesetzt werden. Dies
erfolgte durch eine Anpassung der Detektions-Grenzwerte, also dem Wert, der fiir eine Detektion
Uberschritten werden musste. Dieser wurde in die Mitte der exponentiellen Amplifikationsphase
gesetzt. Die daraus resultierenden Ci-Werte entsprachen der Zyklusnummer, die gerade diesen
Grenzwert Uberschritt. Diese Ci-Werte wurden fiir die weitere Auswertung verwendet und
normalisiert. Daflir wurde die durchschnittliche RNA-Extraktionseffizienz (C--Wert) anhand der

spike-in miRNA ath-159a aller Proben bestimmt. Aus dem Quotient (Mittelwert C; [ath-159a]) /
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(Probe C: [ath-159a]) wurde so der Extraktionsfaktor berechnet, der auf alle Ci-Werte der
verschiedenen miRNAs dieser Probe angewendet wurde. Danach erfolgte die Berechnung des AC; aus
der Differenz (C: [miRNA]) — (Mittelwert C; [ath-159a]). Die Berechnung der relativen Transkript-Zahl
erfolgte durch die Formel: [2”(- AC)]*1075. Diese relative Transkript-Zahl wurde fir die Statistik

verwendet. Die nachstehende Tabelle zeigt die Berechnungen an drei Beispielen.

Tabelle 8: Berechnung der relativen Transkript-Zahl

Gemessene = Ct[Probe] ACt AC
@ Ct [ath — 159a] . = [278¢]
Serum 1 C-Werte = * Faktor[ath = (Ct[miRNA]
Ct [ath — 159a] %105
[Mittelwerte] —159a] — (@ Ct[ath — 159a)
ath-159a 19.33 0.9 [¢ Ct =17.48]
hsa-miR-93-
28.8 25.92 8.44 287.9
5p
hsa-miR-223-
23.88 21.49 4.01 6206
3p
hsa-miR-622 32.69 29.42 11.94 25.5

3.5.2 Differenzielle Expression der miRNAs in der RT-PCR

Nach der Berechnung der relativen Transkripte wurden diese Proben einer einfaktoriellen
Varianzanalyse unterzogen. Die Statistik zur Alters- und Geschlechtsverteilung war identisch mit der
aus Punkt 3.1.1. Die Untersuchung aller miRNA-Gruppen auf eine Normalverteilung der relativen
Transkript-Zahl ergab fiir alle Gruppen, dass von einer Normalverteilung ausgegangen werden konnte
(p<0.000, Kolmogorov-Smirnov-Test). Zusatzlich wurde fir alle miRNA-Gruppen die
Varianzhomogenitdat nach dem Levene-Test bestimmt. Dabei ergab sich nur fir die Gruppe
hsa-miR-93-5p eine Varianzhomogenitdt (p=0.143), wdhrend die anderen miRNAs eine
Varianzheterogenitat aufwiesen (p<0.05). Aus diesen statistischen Vorversuchen wurden die
Untersuchungsmethoden fir die verschiedenen miRNA-Gruppen angepasst und fir alle Gruppen der
Kruskal-Wallis-Test angewendet. Dieser entspricht der einfaktoriellen Varianzanalyse, setzt aber
weder eine Normalverteilung der Ergebnisse noch eine Varianzhomogenitat voraus. Dieser ergab fir
alle miRNA-Gruppen, auller fir die miRNA hsa-miR-622 (p=0.099), dass es innerhalb der drei
Patientengruppen signifikante Unterschiede in den Transkript-Zahlen gab (p<0.05). Welche
Patientengruppen diese Unterschiede zeigten, konnte mit den paarweisen Post-Hoc-Tests und
nachfolgender Bonferroni-Korrektur fiir multiple Tests nachvollzogen werden.

Dabei ergab sich fir die miRNA hsa-miR-143-3p, dass sich sowohl die beiden
Patientengruppen MM-BPPV (p=0.031) als auch MM-BVP (p=0.022) signifikant voneinander

unterschieden (Abbildung 28 A). Dieses Ergebnis unterscheidet sich von der miRNA-Sequenzierung,
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wo eine Anderung in den Gruppen MM-BVP und BVP-BPPV als signifikant bewertet wurde
(vgl. Abbildung 27C).

Die Untersuchung der miRNA hsa-miR-223-3p ergab andere Ergebnisse als in der
Sequenzierung. Wahrend dort die Unterschiede zwischen den Gruppen BVP-BPPV und MM-BVP
signifikant waren, zeigten die Post-Hoc-Tests dieser miRNA in den Transkript-Zahlen eine
differenzielle Expression bei den Patientengruppen BVP-BPPV (p<0.001) und MM-BPPV (p=0.009)
(Abbildung 28 B).

Die Ergebnisse der miRNA hsa-miR-27a-3p gaben die, auch in der Sequenzierung gefundene,
erhohte Expression bei BVP-Patienten gegeniiber BPPV-Patienten wieder (p<0.001). Zusatzlich wurde
eine erhohte Transkript-Zahl in den Morbus Meniére-Patienten festgestellt, die in der Sequenzierung
nicht gefunden wurde (Abbildung 28 C).

Wahrend die vorangegangenen miRNAs teilweise die Ergebnisse der Sequenzierung
wiederspiegelten, konnte dies bei der miRNA hsa-miR-584-5p nicht detektiert werden. Die
Sequenzierung ergab eine signifikante Verringerung in der BVP-Gruppe gegeniliber der MM-Gruppe,
jedoch nicht gegeniiber der BPPV-Gruppe. Die Ergebnisse der RT-PCR widersprachen diesen
komplett. Hier wurde eine signifikante Verringerung der Transkript-Zahlen in dem Parchen BVP-BPPV
detektiert (p=0.025), wahrend der Unterschied zwischen BVP und MM, aufgrund der ebenfalls
verringerten Transkript-Zahl in MM nur sehr gering war (Abbildung 28 D).

Ahnliche Abweichungen von den Sequenzier-Ergebnissen wurden auch fiir hsa-miR-93-5p
gefunden. Wahrend die erhdhte Expression von BVP gegeniliber BPPV noch (ibereinstimmte
(p=0.001), wurde zusatzlich noch eine signifikante Erhéhung in der Morbus Meniere-Gruppe
gegeniliber BPPV gemessen (p<0.001), die wahrend der Sequenzierung nicht detektiert wurde
(Abbildung 28 E).

Im Gegensatz zur Sequenzierung konnten bei der miRNA hsa-miR-622 in der RT-PCR keine
Unterschiede zwischen den Gruppen bestimmt werden. Die beobachtete Erhéhung in den MM-
Patienten konnte nicht detektiert werden. Die BVP-Gruppe zeigte sogar eine nicht signifikante
Erhéhung dieser miRNA (Abbildung 28 F).

Insgesamt entsprachen die Ergebnisse des RT-PCR-Screens nur teilweise denen aus der
Sequenzierung, wobei bei den miRNAs zusatzliche Signifikanzen zwischen den Gruppen festgestellt
wurden. Aufgrund der Diskrepanzen zwischen den beiden Experimenten wurde fiir den RT-PCR-

Screen auf eine Blind-Einteilung von Proben verzichtet.
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Diskussion

Diskussion

4.1 Keine spezifischen Autoantikérper im humanen Serum

Uber die Jahrzehnte wurde eine Vielzahl an Untersuchungen zum Thema Serum-Antikdrper
gegen Innenohrstrukturen in Patienten mit Morbus Meniére oder BVP durchgefiihrt. Dazu wurden
verschiedene immunhistochemische Techniken angewandt, um Serum-Antikérper zu detektieren.
Haufig wurden dazu Innenohren von Ratten oder Meerschweinchen verwendet und diese dann mit
humanen Patientenseren behandelt. Des Weiteren wurden systematische Screenings mittels
Western- und Immunoblot Techniken durchgefiihrt. Dabei wurden Antikdrper gegen verschiedene
Innenohrstrukturen, darunter Utrikel sowie Bogengange gefunden, die nicht ndher definiert wurden
(42). Andere Untersuchungen mit MM-Patienten konnten Antikdrper gegen ein Antigen der GroRe
28 kDa nachweisen, welches spater als das Proto-Onkogen Raf-1 bestimmt wurde (160, 161). Eine
Vielzahl weiterer Antigene wurde im Laufe der Untersuchungen bestimmt und so das Vorhandensein
multipler Autoantikérper bei autoimmunen Innenohrerkrankungen festgestellt (162). Neuere
Untersuchungen fokussieren sich auf ein Protein der extrazelluldren Matrix, das Cochlin. Dieses
Protein wird im Innenohr hauptsachlich in den Makulaorganen des Sakkulus und Utrikulus sowie den
Cristae der Bogengdnge exprimiert und fungiert dort hoéchstwahrscheinlich als Unterstiitzer des
Hauptmatrixproteins Collagen bei der strukturellen Erhaltung der sensorischen Organe (163, 164).
Eine Studie mit MM-Patienten konnte dabei eine erhdhte Expression im Innenohr nachweisen. Es
wurde vermutet, dass eine fehlerhafte Homoostase der sensorischen Organe eine Rolle bei der MM-
Erkrankung spielt (165). Griinde daflir konnten in der Struktur von Cochlin gefunden werden, welche
Homologien mit einigen Aspergillus und Penicillium Spezies zeigt. Diese Ahnlichkeit kann vom Kérper
im Rahmen einer Kreuzreaktion auf die potentiell exogenen Antigene als Angriffsfliche von
Antikorpern genutzt werden. Die darauffolgende Stimulation des Immunsystems sowie die erhdhte
Freisetzung zytotoxischer Zytokine kann so zur Neurodegeneration und damit zum Horverlust
beitragen (166). AuBerdem konnten Modelle zum Antikérper-induzierten Horverlust etabliert
werden, wodurch bewiesen wurde, dass ahnlich aufgebaute Autoantikdrper durchaus eine Rolle im
Rahmen eines autoimmunen Horverlustes spielen kénnen (167). All diese Untersuchungen werden
gestltzt durch die Wirksamkeit von Steroidhormonen zur Behandlung von potentiell autoimmunen
Erkrankungen, welche mit ihrer anti-inflammatorischen und immunsuppressiven Wirkung teilweise
zu einer Verbesserung der Beschwerden fiihren (45). In der vorliegenden Studie sollte daher das
Vorhandensein von Autoantikdrpern gegen spezifische Innenohrstrukturen erneut untersucht
werden, um diese dann im Rahmen einer Diagnostik nutzbar zu machen. Anders als in frilheren
Studien sollten die Serum-Antikérper dabei auf Gewebsschnitten von humanen Innenohren

nachgewiesen werden. Dazu wurden humane Felsenbeine im Rahmen von Autopsien entnommen
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und anschlieRend bis zur vollstandigen Entkalkung in EDTA-L6sung aufbewahrt. Die Entkalkung sollte
sicherstellen, dass sich das Gewebe sowohl als Kryo- als auch als Paraffinschnitte verninftig
verarbeiten lasst. Das Nutzen beider Methoden sollte einem potentiellen Verlust der antigenen
Reaktivitat durch die weitere Behandlung der Schnitte entgegenwirken. Potentielle Autoantikérper
sollten auf beiden Geweben eine Reaktivitat zeigen. In die Studie eingeschlossen wurden Patienten
mit BVP, darunter auch einige mit einer potentiellen autoimmunen Genese, sowie Patienten mit
Morbus Meniere, um friher beschriebene immunhistologische Farbungen zu verifizieren. Des
Weiteren wurde eine Kontrollgruppe aus BPPV-Patienten erstellt, eine nicht autoimmune, rein
strukturell  pathologisch  hervorgerufene  Schwindelerkrankung.  Zur  Bestimmung der
Hintergrundfarbung wurden sowohl Positivkontrollen als auch nicht reaktive Isotyp-Kontrollen
durchgefiihrt. Die humanen Seren wurden im Rahmen der im Methodenteil beschriebenen
Protokolle unverdiinnt auf die Schnitte gegeben und als Sekundarantikérper ein anti-human-IgG
Antikorper verwendet.

Auf den Kryo-Schnitten konnte mittels einer Calbindin-Positivkontrolle eine Farbung in den
Spiralganglion-Neuronen, der Lamina spiralis ossea sowie den Neuronen des Nervus cochlearis
nachgewiesen werden. In diesen Bereichen liegen besonders viele Neuronen mit langen Axon-
Verbindungen, die fiir die Signalweiterleitung verantwortlich sind und eine hohe Calbindin-
Expression aufweisen (168). Aullerdem wurden Farbungen in den Bereichen des Spiral-Ligaments
gefunden, also dem Ubergang zwischen den flissigkeitsgefiillten Hohlrdumen der Cochlea und dem
umgebenden kndchernen Gewebe. Diese Farbung ist hochstwahrscheinlich auf spezielle Fibroblasten
innerhalb dieses Gewebes zuriickzufilhren, deren Funktion eine Regulation der Calcium-
Konzentration der Perilymphe sein konnte (169). In den knéchernen Bereichen der Cochlea konnten
keine weiteren Farbungen festgestellt werden. Eine entsprechende Isotyp-Kontrolle zeigte keinerlei
Farbung des Gewebes, was die Calbindin-Farbung verifizieren konnte. Zur Verifizierung der Serum-
Proben wurde eine humane IgG-Isotyp-Kontrolle etabliert, die aufgrund fehlender Bindeaffinitaten
an das Gewebe keine Farbung zeigen sollte. Die sichtbaren Farbungen sollten daher hauptsachlich
durch den sekundéaren anti-lgG-Antikorper, also von natirlich vorhandenen IgGs oder durch rein
strukturelle, passive Anlagerungen des Sekundarantikorpers, des Verstarkers Streptavidin-HRP oder
der anschlieRenden DAB-Farbung verursacht werden. Es konnten erneut Farbungen in der Lamina
spiralis ossea, sowie dem Spiral-Ligament festgestellt werden, allerdings war die Intensitat der
Farbung etwas geringer als bei der Calbindin-Positivkontrolle. Die vorhandenen Neuronen zeigten
keine Farbung und konnten im Autofluoreszenzbild anhand ihrer Lipofuscin-Anlagerung eindeutig
identifiziert werden. Interessanterweise konnten Farbungen im peripheren kndchernen Bereich der
Cochlea festgestellt werden. Deren runde Form sowie die umgebenden Strukturen konnten diese

Bereiche als Osteone klassifizieren (1, 159). Deren Aufbau sowie das Vorhandensein von Mikro-
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BlutgefaBen zur Versorgung und Nervenfasern zur Reizlibertragung erméglichen das Vorhandensein
natirlicher 1gGs aus den anliegenden Neuronen und damit eine positive Farbung dieser Strukturen
(170-172). Eine falsch-positive Farbung, zum Beispiel durch eine Anlagerung des Streptavidin-HRP-
Komplexes und anschlieBRender DAB-Farbung, kann durch das Fehlen dieser Farbung auf der
Calbindin-Isotyp-Kontrolle ausgeschlossen werden. Das resultierende Farbemuster wurde daher als
Grundfarbung herangenommen und entsprechende Serumproben wurden auf Verdnderungen
gegenlber diesem Muster hin untersucht. Bei der Verwendung von Patientenseren wurden keine
neuen spezifischen Farbemuster gefunden. Sowohl die Farbung mit BPPV-Kontrollserum als auch mit
MM- oder BVP-Serum zeigte die gleichen Farbungen wie die humane IgG-Isotyp-Kontrolle. Alle drei
Gruppen zeigten die gleichen Farbeintensititen sowie Muster, daher wurden keine
gruppenspezifischen Unterschiede festgestellt. Insgesamt war die Farbeintensitat hoher als bei der
humanen IgG-Isotyp-Kontrolle, auBerdem waren die kndchernen Bereiche rund um die Cochlea lber
den gesamten Schnitt hinweg leicht angefarbt. Alle auf den Schnitten vorhandenen Neuronen
konnten Uber die Autofluoreszenzbilder identifiziert werden, eine Farbung aufgrund natdirlicher
IgG-Expression konnte nicht beobachtet werden. Bei allen gekauften Antikdrpern wurde auf die
Einsetzbarkeit in beiden Immuntechniken geachtet, bei den im Serum vorhandenen Antikérpern
konnte davon nicht sicher ausgegangen werden. Zur Umgehung dieses Problems wurden die
Positivkontrolle, die Isotyp-Kontrollen und die Patientenseren zusatzlich auf FFPE-Schnitten des
humanen Felsenbeines untersucht. Sowohl die Farbungen mit der Calbindin-Positivkontrolle als auch
der humanen IgG-Isotyp-Kontrolle konnten dhnliche Ergebnisse wie bereits auf den Kryo-Schnitten
hervorbringen. Auch hier waren sowohl das Spiral-Ligament als auch die Lamina spiralis ossea
angefarbt. Zusatzlich wurden Farbungen der Osteone auf beiden Kontrollen sowie eine verschieden
starke Anfarbung der Neuronen des Nervus cochlearis detektiert. Dabei konnten stark, schwach und
ungefarbte Neuronen beobachten werden. Auch die Experimente mit den Patientenseren konnten,
zusatzlich zu den schon auf den Kryo-Schnitten beobachteten Farbungen, verschieden starke
Farbungen der Neuronen des N. cochlearis aufzeigen. Generell erschienen die Farbungen auf dem
FFPE-Gewebe intensiver als auf den Kryo-Schnitten, wobei keine gruppenspezifischen Unterschiede
festgestellt wurden. Um einen moglichen neurodegenerativen Effekt durch Autoantikdrper im Serum
von Patienten mit BVP oder MM zu bestimmen, wurden die Neuronen des N. cochlearis anhand ihrer
Farbeintensitat eingeteilt und die Verteilung dieser Intensitdaten ermittelt. Dabei ergaben sich keine
gruppenspezifischen signifikanten Unterschiede in der Verteilung der Neuronen-Farbung. Etwa 50 %
waren schwach angefarbt, wahrend stark gefarbte Neuronen ca. 20% ausmachten. Bei einer
erhohten Anzahl an Autoantikérpern gegen neuronale Antigene, wie man es fir autoimmune
Erkrankungen erwarten wiirde, hatte sich die Verteilung im Vergleich zur BPPV-Kontrollgruppe hin zu

schwach oder stark gefarbten Neuronen verschieben missen. Diese Annahme konnte mit den
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Experimenten nicht bestdtigt werden. Vielmehr konnten auf verschiedenen Geweben keine
gruppenspezifischen Unterschiede und damit auch keine neuen Autoantikérper gegen Innenohr-
Strukturen gefunden werden.

Aufgrund der fehlenden neuen Ergebnisse sollen im Folgenden kurz die methodischen
Herausforderungen der Immunhistochemie am humanen Felsenbein dargestellt werden. Kndcherne
Gewebe missen vor dem Schneiden routinemaRig entkalkt werden, um die Harte des Gewebes zu
verringern. Im generellen werden dazu Calcium-bindende Substanzen wie EDTA verwendet, um das
Calcium aus den Knochen herauszulésen. Die vollstéandige Entkalkung der humanen Felsenbeine mit
der schonenden EDTA-Methode dauerte fiir diese Experimente mehr als ein Jahr. Friilhe Experimente
konnten keinen Einfluss der Entkalkungsdauer (bis zu einem Monat) auf die Antigenitat des Gewebes
feststellen (173). Trotzdem kann nicht vollstédndig ausgeschlossen werden, dass einzelne Antigene
liber die Dauer eines Jahres hinweg ihre Antigenitat verloren. Eine Verkiirzung der Entkalkungsdauer
mit aggressiveren Chemikalien oder anderen Protokollen (Mikrowelle) konnte dafiir eine Losung sein.
Mikrowellen-Protokolle erlauben die Entkalkung innerhalb weniger Wochen, ohne die Antigenitat zu
stéren (174). Ob ein anderes Protokoll die Anzahl zu detektierender Antigene (ber eine
Nachweisgrenze hinaus erhéhen kann, ist dennoch nicht gesichert. Wenn nur bestimmte Strukturen
des Innenohres untersucht werden sollen, stellt die Mikrodissektion eine schnelle Methode dar, die
teilweise auch auf eine Entkalkung verzichten kann (Review dazu (175)). Beim Schneiden der Gewebe
wurden Schnittdicken von 25 um (Kryo) und 12 um (FFPE) verwendet. Dinnere Schnitte konnten
nicht hergestellt werden, da das Gewebe dabei, aufgrund der trotz Entkalkung noch vorhandenen
Harte, immer wieder einriss. Die Schnittdicken entsprechen in etwa denen, die in Praxislehrbiichern
fir knocherne Gewebe vorgeschlagen oder verwendet werden (133, 176). Je geringer die
Schnittdicke, desto besser ist die Durchdringung mit den genutzten Antikérpern, was deren
spezifische Anlagerung erleichtert. Durch die Positivkontrollen konnte eine ausreichende Anlagerung
der Antikérper an vorhandene Antigene sichergestellt werden. Methodisch unterscheiden sich die
beiden Protokolle durch die Notwendigkeit eines hitze-induzierten Antigen-Retrievals bei der
Verwendung des FFPE-Gewebes, welches die Quervernetzungen der Proteine nach der PFA-Fixierung
wieder |6st. Praxislehrblicher raten dabei zu einem Protokoll, bei welchem die Schnitte bei etwa
100 °C in der Retrieval-Loésung gekocht werden (133, 136, 177). Bei Vorexperimenten |ésten sich die
Gewebeschnitte dabei vom Objekttrager ab und konnten nicht weiterverwendet werden. Daher
wurde das Protokoll so modifiziert, dass sich das beste Verhaltnis aus Hitze, Dauer und Bestdndigkeit
der Schnitte ergab. Aufgrund der wesentlich geringeren Temperatur von 80 °C kann bei diesem
Protokoll nicht ausgeschlossen werden, dass potentielle Antigene fiir die Serum-Antikorper nur
unvollkommen oder gar nicht von den Quervernetzungen befreit werden und so nicht fir die

Immunhistochemie zur Verfligung stehen. Die Ablésung der Schnitte war auch durch deren Dicke,
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und damit Gewicht, sowie der GroRe der Gewebsstiicke bedingt. Eine Anpassung der GréRe oder das
Verwenden anderer Objekttrager mit noch besseren, adhasiven Eigenschaften kann die Nutzung
hoherer Temperaturen ermdéglichen und damit weitere Antigene zugadnglich machen. Technisch |dsst
sich auch an der Konzentration der Serum-Antikorper arbeiten. Eine Verdiinnung der Seren kann die
Hintergrund-Farbung reduzieren, die Anzahl potentieller Autoantikérper allerdings auch unter die
Nachweisgrenze driicken. Eine Aufkonzentrierung der Antikdrper mittels Ultrafiltrationssaulen
konzentriert neben kaum vorhandenen Autoantikérpern allerdings auch unspezifische Antikorper,
welche die Hintergrund-Farbung verstarken. Diese Methoden sind allerdings nur bei bekannten
Antigenen sinnvoll, um deren Detektion zu verbessern. In der vorliegenden Arbeit wurde bewusst
darauf verzichtet, da keine Kenntnisse Gber mogliche Antigene bestanden. Stattdessen wurden die
Gewebe mit unbehandeltem Serum versetzt, um dem Verlust der Antikérper durch Verdiinnung
vorzubeugen. Aufgrund der starken Hintergrundfarbung, sowohl bei den Isotyp-Kontrollen als auch
bei der BPPV-Kontrollgruppe erschien eine Aufkonzentrierung nicht weiter sinnvoll.
Gruppenspezifische Autoantikorper sollten in den Experimenten durch den Vergleich mit der BPPV-
Kontrollgruppe sowie Uber die Anzahl der verwendeten Seren untersucht werden. Da mit den hier
verwendeten Methoden keine neuen Autoantikorper gegen humane Innenohrstrukturen detektiert
werden konnten, erscheint die Anpassung der Protokolle oder die Verwendung anderer Techniken,

wie dem Western Blot, sinnvoll.

4.2 miRNA-Profil der humanen Endo-/Perilymphe

Die Endo- und Perilymphe des Innenohres bilden ein in sich abgeschlossenes System und
stehen nicht mit anderen extrazelluldren Flissigkeiten des Korpers in Verbindung. Daher ist es nicht
Uberraschend, dass die Zusammensetzung dieser Fliissigkeiten einzigartig ist. Eine Vielzahl von
Studien untersuchte sowohl die ionische Zusammensetzung als auch das Proteom, also die Protein-
Zusammensetzung. Wahrend die Endolymphe in ihrer ionischen Zusammensetzung dem Zytosol der
Zellen dhnelt, weist die Perilymphe typische Konzentrationen anderer extrazellularer Flissigkeiten
auf (10, 11). Auch im Proteom lassen sich viele Gemeinsamkeiten mit dem Blutplasma oder der
Rickenmarksflissigkeit nachweisen (178, 179). In dieser Arbeit wurden erstmalig das miRNA-Profil
der humanen Endo-/Perilymphe erstellt und vergleichende Untersuchungen zum miRNA-Profil des
humanen Serums durchgefiihrt. Die miRNAs sind kurze, 19-24 Nukleotid lange, nicht-kodierende
RNA-Fragmente, die eine tragende Rolle in der Regulation der Genexpression bei einer Vielzahl von
biologischen Prozessen spielen. Im Rahmen vieler Studien konnte die Verwendung von
extrazellularen miRNAs aus Korperflissigkeiten fir die Diagnostik verschiedener Krankheiten,
darunter auch Krebs, nachgewiesen werden (98, 180). Fir die vorliegende Arbeit wurden im Zuge

von Autopsien humane Felsenbeine verwendet, um aus den Bogengdngen einen Mix aus Endo- und
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Perilymphe zu gewinnen. Die EP-Proben wurden innerhalb eines Zeitintervalls von 24 Stunden post-
mortem gesammelt, sofort weiterbearbeitet und bei -80 °C gelagert. In friiheren Studien konnte die
auBerordentliche Stabilitdt von miRNAs auch tber langere post-mortem Intervalle von bis zu fiinf
Tagen festgestellt werden. Die miRNAs waren dabei resistent gegeniiber Degradierung oder einer
Verschlechterung der miRNA-Qualitat (181, 182). Durch den gewahlten Zeitraum der
Probenentnahme konnte so sichergestellt werden, dass das generierte miRNA-Profil auch die in vivo
Situation wiederspiegelt und die Ergebnisse somit verwertbar waren. Die miRNA-Profile wurden
daraufhin mit dem Illumina Next-Generation-Sequencing System erstellt und mit den Programmen
miRDeep2 und DESeq2 weiter untersucht. Insgesamt konnten 528 verschiedene miRNAs in allen
Proben detektiert werden, wobei die 10 meist gefunden miRNAs etwa 50 % reprasentieren. Die drei
haufigsten miRNAs waren hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-320a und hsa-let7b-5p. Trotz einer sehr hohen
biologischen Variabilitat innerhalb der verschiedenen Proben konnten kaum Unterschiede zwischen
Frauen und Mannern festgestellt werden. Lediglich eine miRNA (hsa-miR-3622a-5p) zeigte eine um
4.3-fache signifikant erhéhte Expression in der Innenohrflissigkeit von Frauen. Eine systematische
und bioinformatische Analyse der einzelnen miRNAs ist aufgrund der Menge an verfligbaren
genetischen Informationen nur bedingt sinnvoll. So kdénnen Uber das Programm TargetScan

(TargetScan Human, Release 7.1, online verfligbar: www.targetscan.org) alleine fiir die miRNA

miR-3622a-5p 2365 verschiedene Targets abgerufen werden. Alle diese Targets sind Gene, deren
3’UTR wenigstens eine mogliche Bindestelle fir diese miRNA aufweisen und damit ein mogliches Ziel
fir die Regulation sind. Auch ein Vergleich dieser Targets mit einem vorhandenen Gen-Expressions-
Atlas (SHIELD, Shared Harvard Inner-Ear Laboratory Database) wirde kaum verwertbare
Informationen liefern (183). Die vorhandenen Datenbanken liefern fiir die Haarzellen der humanen
Cochlea Informationen Uber die Expression von liber 41.000 Datensatzen, darunter iber 25.000
eindeutige. Die Wahrscheinlichkeit, dass die Uber TargetScan ermittelten Gene auch in diesen
Genexpressionsstudien auftauchen, ist zu hoch, um eine verniinftige Validierung durchfiihren zu
kénnen. Eine experimentelle Untersuchung der Genexpression bei Uber- oder Unterexpression der
miRNAs mit etablierten Zelllinien aus Innenohren wurde im Rahmen dieser Studie nicht durchgefiihrt
(184). Der experimentelle Wert solcher Studien sowie deren Beitrag zum Verstandnis des Innenohres
kann der Bestandteil von Uberlegungen zu fortfilhrenden Experimenten sein. Da extrazellulire
miRNAs von einigen Forschern als passive Nebenprodukte der physiologischen und pathologischen
Zellfunktion angesehen werden, kann das Vorhandensein spezifischer miRNAs in den
Innenohrflissigkeiten auf zellulare Vorgange der anliegenden Zelltypen hinweisen. Die Untersuchung
der Freisetzung von miRNAs im Rahmen von autoimmunen, zytotoxischen oder neurodegenerativen

Vorgangen kann zum Verstandnis dieser beitragen.

72


http://www.targetscan.org/

Diskussion

Eine Einordung der gefundenen miRNAs anhand der vorhandenen Literatur soll einen ersten
Einblick in deren intrazellulare Wirkungsweise geben. Soweit nicht gesondert angegeben, kdnnen alle
Information liber die miRBase Datenbank abgerufen werden. Eine neuere Studie zum miRNA-Profil
der sensorischen Epithelien im Innenohr konnte die Expression der miRNAs miR-92a und miR-let7b in
der Maus nachweisen. Die miR-320a wurde hingegen nicht detektiert (185). Die Mitglieder der
miR-92a Familie sind bekannt fiir ihre regulatorische Rolle innerhalb der Zellzyklus-Regulation und im
Zellwachstum. Studien konnten nachweisen, dass die Phosphatase PTEN (Phosphatase Tensin
Homolog), ein negativer Regulator des PI3K/AKT Wachstumssignals, ein direktes Target der
miRNA-92a ist. Eine Uberexpression verstirkte den Phaseniibergang von Epithelzellen zu invasiven
Tumorzellen sowie die Wachstumsrate von Tumoren durch eine Down-Regulation der intrazelluldren
PTEN-Levels (186). Die let7-Familie codiert im humanen Genom fiir 8 miRNAs mit dhnlichen Seed-
Sequenzen fir die Target-Erkennung (76). Generell sind diese fir eine korrekte zeitliche Abfolge der
Entwicklung zustandig, ihnen werden aber auch tumorsuppressive Funktionen zugeschrieben, da ihre
Expression in Krebszellen signifikant reduziert ist (187). Dazu gehort die negative Regulation der
RAS-Onkogene, aber auch Gene der Zellzyklus-Progression sind als Targets verifiziert worden (188).
Weiterhin konnten Studien einen Einfluss der let7-Familie auf das Immunsystem nachweisen. Auf
eine bakterielle Infektion reagieren Makrophagen mit einer Abschaltung der let7-Expression, um die
Freisetzung immunmodulatorischer Zytokine zu ermoglichen (189). Eine tumorsuppressive, anti-
metastasierende Wirkung konnte auch fir die miRNA miR-320a bewiesen werden. Besonders
immunmodulatorische Proteine, wie das High-Mobility-Group-Protein B1 (HMGB1), sind als Targets
flir miR-320a bestimmt worden (190). HMGB1 kann bei nekrotischen Prozessen freigesetzt werden
und wirkt als Aktivator des angeborenen Immunsystems. Da es auch von Zellen des angeborenen
Immunsystems sekretiert werden kann, wird auch eine autoimmune Rolle diskutiert (191). Zur
miRNA miR-3622a ist bisher nur sehr wenig bekannt. Nachgewiesen werden konnten eine
tumorsuppressive Wirkung und eine negative Regulation des Phaseniibergangs von Epithelzellen zu
invasiven Tumorzellen (192). Diese Ergebnisse gelten bislang allerdings nur fiir Prostata-Epithelzellen.
Die genetischen Informationen fir miR-3622a liegen auf dem Chromosom 8 und damit nicht auf dem
geschlechtsspezifischen Y-Chromosom. Ein wissenschaftlicher Grund fiir die erhéhte Konzentration in
Innenohrflissigkeiten von Frauen ldsst sich aus den wenigen bekannten Informationen nicht
ableiten.

Neben dem miRNA-Profil der Innenohrflissigkeiten sollten auch die Gemeinsamkeiten und
Unterschiede zu humanen Serum untersucht werden. Dabei wurden 481 miRNAs festgestellt, die ein
signifikant differenzielles Expressionsmuster in den EP-Proben im Vergleich zu den BPPV-Proben
aufwiesen. Bei einer Cluster-Analyse der beiden Gruppen konnten eine Reihe von miRNAs festgestellt

werden, die in den EP-Proben eine sehr hohe Expression aufwiesen, wahrend sie in den Serum-
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Proben kaum detektiert werden konnten, sowie eine Gruppe, die genau das gegenteilige Muster
aufwies. Wahrend 378 miRNAs in beiden Korperflissigkeiten zu finden waren, konnten 191 nur in
den EP-Proben und 106 ausschlielRlich in den Serum-Proben nachgewiesen werden. Aufgrund der
Volumenverteilung der Endo- und Perilymphe im Ohr, mit einem 4-5-fach erhéhten Perilymph-
Volumen, konnten die gefundenen Ergebnisse eher der Perilymphe zugeordnet werden als der
Endolymphe (193). Wahrend es bei der ionischen Komposition und dem Proteom Ahnlichkeiten
zwischen der Perilymphe und anderen extrazellularen Korperflissigkeiten gibt, unterscheiden sich
die miRNA-Profile deutlich voneinander. Diese gravierenden Unterschiede lassen sich am ehesten
durch die Spezifitat der Innenohrflissigkeiten sowie durch die Einflussmoglichkeiten auf die
Korperflissigkeiten erklaren. Im Blutserum lassen sich alle moglichen 16slichen Bestandteile des
Blutes finden. Durch die Vernetzung des Blutstromes mit allen Korperregionen, Organen oder
Zelltypen wird das miRNA-Profil durch eine Vielzahl von Faktoren beeinflusst und bildet daher ein
Gesamtbild des Organismus ab. Der Ursprung der Innenohrflissigkeiten hingegen ist weitaus weniger
bekannt. Neben der Blut-Hirn-Schranke, die das Blut aus dem Rest des Korpers vom zerebellaren
Blutstrom trennt und so ein spezifisches Hirnmilieu aufrechterhilt, trennt eine weitere epithel-
gebildete Barriere, die Blut-Perilymph-Barriere, den Perilymph-Raum von den GefidlRen des Innenohr-
Blutflusses ab (194, 195). Dadurch wird ein Einfluss aus intravendsem Blut doppelt selektioniert und
nur kleine, l6sliche Stoffe kdnnen in das Gehirn gelangen, was einen Schutz gegeniber
Krankheitserregern gewabhrleistet, jedoch die bendtigten Nahrstoffe passieren lasst (196). Dadurch
bildet sich fiir die Perilymphe ein nahezu abgeschlossenes System, dessen Wasser und lonen-
Komposition hauptsdchlich aus dem Blutplasma und dem Zerebrospinalfluid stammen. Auch die
Sekretion der Perilymphe durch Zellen im Bereich der Lamina spiralis ossea, genauer des
Spirallimbus, wurde durch verschiedene Studien nahegelegt (195, 197). Die Endolymphe wird
dagegen nur lokal im Innenohr gebildet, zum einen durch die Diffusion von Perilymphe in den
Endolymphraum, zum anderen durch eine mogliche Sekretion aus Zellen der Stria vascularis (198,
199). Da hauptsachlich lokale Einflussmoglichkeiten auf das miRNA-Profil der Innenohrfliissigkeiten
bestehen, lasst sich der Ursprung der meisten extrazellularen miRNAs dieses Milieus auf Zellen des
Innenohrs zuriickfihren. Eine hohe Konzentration organspezifischer miRNAs, in diesem Fall aus den
hochspezialisierten, einzigartigen Zellen des Innenohres, kann daher als sicher angenommen werden.
Dieser Ursprung wiirde diejenigen miRNAs erklaren, die im Blutserum kaum bis gar nicht zu finden
waren, in den Innenohrflissigkeiten jedoch eine scheinbar groRere Rolle spielen.

Die stark differentiell exprimierten miRNAs miR-204, miR-125b und miR-99 wurden in den
sensorischen Innenohr-Epithelien schon zuvor nachgewiesen (185). Wie schon andere miRNAs zuvor
wurde miR-204 hauptsachlich im Zusammenhang mit Krebsstudien untersucht. Dabei konnten

tumorsuppressive Funktionen durch eine Kontrolle des Zellwachstums und einer Down-Regulation
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anti-apoptotischer Faktoren verifiziert werden (200). Auch Gene, die den Phaseniibergang von
Epithelzellen zu invasiven Tumorzellen steuern, konnten als Targets von miR-204 bestimmt werden
(201). Die miRNA miR-125b gehort in eine Familie mit miR-125a. Diese miRNA liegt auf einem
chromosomalen Cluster zusammen mit miR-99b und hsa-let-7e. Sowohl miR-99b als auch miR-125a
werden signifikant differenziell exprimiert, wahrend hsa-let-7e in der Perilymphe keine Rolle spielt,
da diese kaum detektiert werden konnte. Auch die Mitglieder der miR-125-Familie spielen in der
Tumorgenese eine wichtige Rolle, wobei sowohl tumorsuppressive als auch tumorprogressive
Funktionen nachgewiesen werden konnten (Review dazu (202)). Zusatzlich dazu spielen miR-125
miRNAs eine regulatorische Rolle sowohl bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen als auch bei
der Abwehr von bakteriellen und viralen Krankheitserregern. So konnte eine Fehlregulation von
miR-125a in der Autoimmunerkrankung Systemischer Lupus erythematodes und miR-125b im
Rahmen der Alzheimer-Erkrankung nachgewiesen werden (203, 204). Bei der Immunabwehr scheint
die Differenzierung von B-Lymphozyten teilweise durch die miR-125b reguliert zu werden, da eine
Uberexpression die Differenzierung verhinderte (205). In HIV-1 Infektionsmodellen konnte eine anti-
HIV-Wirkung durch Verstarkung der Viruslatenz nachgewiesen werden, indem miR-125b an die HIV
eigenen mMRNAs bindet, deren Translation verhindert und somit einer aktiven Virusproduktion
entgegenwirkt (206). Zur Familie der miR-99 gehdren miR-99a und miR-99b, welche wiederum
zusammen mit miR-100 zur miR-10-Familie gehoéren. Die miR-99a wird in einem engen Cluster
zusammen mit hsa-let-7c auf dem gleichen Chromosom kodiert. Beide miRNAs wurden in der Endo-
/Perilymphe als signifikant erhoht detektiert, wahrend sie im Serum fast nicht nachgewiesen werden
konnten. Auch miR-100 wurde in den Top 20 der signifikanten miRNAs als stark erhéht im EP-Mix
vorgefunden. Die miRNAs miR-99a und miR-99b zeigen tumorsuppressive Wirkungen in einigen
Krebsarten durch eine Suppression der Proliferations-Signalwege innerhalb der Zellen (207). Des
Weiteren konnten mogliche tumorférdernde Funktionen nachgewiesen werden, indem in die
Regulation der Zelldifferenzierung eingegriffen wird (208, 209). Die gefundenen miRNAs greifen stark
in die Regulation der Zellproliferation und -Differenzierung ein, was eine wichtige Rolle in der
Zellhomoostase nahelegt. Damit scheinen sie fiir die Aufrechterhaltung des zelluldren, aber auch
extrazellularen Milieus im Innenohr eine zentrale Rolle zu spielen. Die potentiell
immunmodulatorischen miRNAs stehen wahrscheinlich im Zusammenhang mit dem lokalen
Immunsystem des Innenohres. Dessen Existenz wurde schon frih beschrieben und es kann auf
Infektionen mit einer lokalen Immunantwort, inklusive der Freisetzung von proinflammatorischen
Zyotkinen sowie AntikOrpern reagieren (210-212).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das miRNA-Profil der humanen
Innenohrflissigkeiten einzigartig ist und sich stark vom Serum unterscheidet. Die vorliegende Arbeit

konnte die Grundlagen legen, um die Innenohrflissigkeiten weiter zu untersuchen. So kénnen im
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Rahmen von Operationen am Innenohr, zum Beispiel bei Cochlea-Implantationen, Perilymphproben
entnommen werden und die miRNAs bei Patienten mit Innenohrerkrankungen analysiert werden.
Die beschriebenen miRNAs kdnnen dabei als potentielle Biomarker verwendet werden, um zwischen

degenerativen und autoimmunen Innenohrerkrankungen zu unterscheiden.

4.3 Differenzielle miRNAs im Serum von Patienten

Wie schon in der Einleitung beschrieben, kbnnen Serum-miRNAs als Biomarker fiir eine Reihe
verschiedener Krankheiten und Krebsarten genutzt werden, darunter auch verschiedene
kardiovaskuldre Erkrankungen oder Autoimmunerkrankungen wie Diabetes (180, 213). Ein
differenzieller Nachweis zirkulierender miRNAs im Serum von Patienten mit BVP und MM kann daher
eine weitere Methode sein, um eine sichere Diagnostik zu gewahrleisten. Sowohl fiir BPV als auch fir
MM werden verschiedene autoimmune oder genetische Ursachen diskutiert. Besonders
inflammatorische Prozesse sollten als Abbild des Organismus im Serum zu detektieren sein.
Differenzielle miRNAs konnten so als Biomarker fiir periphere Innenohrerkrankungen genutzt
werden. Um dies zu bestdtigen, wurden Seren von Patienten mit BVP, MM und BPPV auf die
jeweiligen miRNA-Profile hin untersucht. Im Durchschnitt reprasentierten die 10 haufigsten miRNAs
im Serum etwa 70 % aller gefundenen. Von diesen zeigte keine eine differenzielle Expression
innerhalb der Versuchsgruppen. Signifikante Anderungen betreffen daher nur einen kleinen
Prozentsatz aller miRNA, was deren Spezifitat aber deutlich erhoht. In der Tat konnten signifikante
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen festgestellt werden. Beim Vergleich zwischen BVP und
BPPV wurden acht miRNAs vermehrt und zwei vermindert detektiert. Aufgrund der teilweise recht
geringen Expressionszahlen im Serum lassen sich diese miRNAs nicht eindeutig zu
gruppenspezifischen Clustern zusammenlagern. Die Unterschiede ergeben sich daher aus der
Probenanzahl pro Versuchsgruppe. Noch spezifischer fiel das Resultat bei den Gruppen MM und
BPPV aus. Dort konnte nur eine einzige miRNA als statistisch signifikant nachgewiesen werden,
wahrend alle anderen detektierten miRNAs ahnliche Expressionsmuster zeigten. Auch der Vergleich
zwischen MM und BVP konnte Unterschiede nachweisen. Wichtig dabei ist zu erwdhnen, dass die
signifikant erhohte miRNA im Vergleich zu BPPV auch hier in den MM-Proben verstarkt exprimiert
wurde. AuBerdem konnten einige miRNAs, die in den BVP-Proben signifikant gegen BPPV waren,
auch hier als signifikant gegen MM beschrieben werden. Daraus lasst sich ableiten, dass diese als
spezifisch fiir BVP gelten und damit das Potential fiir Biomarker besitzen.

Zur Uberpriifung dieser These wurden spezifische miRNAs in einem RT-PCR-Screen erneut
untersucht, um festzustellen, ob die signifikanten Unterschiede auch hier nachgewiesen werden
kénnen. Dazu wurden alle Proben auf alle sechs ausgewahlten signifikanten Marker hin untersucht

und mittels statistischen Tests die differenzielle Expression ermittelt. Der PCR-Screen konnte die

76



Diskussion

Ergebnisse der miRNA-Sequenzierung nur teilweise bestatigen. Fir die miRNA miR-143 konnte der
signifikante Anstieg in der BVP-Gruppe gegeniliber der MM-Gruppe bestatigt werden. Allerdings
zeigte sich auch ein Anstieg in der BPPV-Gruppe gegeniliber der MM-Gruppe, die im miRNA-Profil
nicht beobachtet werden konnte. Ein dhnliches Ergebnis zeigte sich flir miR-223 und miR-27a, welche
den Anstieg BVP-BPPV zeigten, aber nicht den erwarteten Rickgang im MM-Serum. Géanzlich den
Ergebnissen der Sequenzierung widersprachen die Ergebnisse der miR-584 und miR-622. Statt der
erwarteten hochsten Expression von miR-584 in der MM-Gruppe und damit einer Abgrenzung zu
BVP, war hier kein Unterschied feststellbar. Stattdessen wurde in der BPPV-Gruppe die hochste
durchschnittliche Konzentration gefunden. Auch miR-622 zeigte die hochste Konzentration in einer
anderen Patientengruppe, namlich in der BVP-Gruppe, anstatt einen signifikanten Unterschied
zwischen MM und BPPV darzustellen. Fir miR-93 konnte der signifikante Anstieg bei BVP-BPPV
bestatigt werden, allerdings zusatzlich auch ein signifikanter Anstieg bei MM-BPPV. Dieser Anstieg
wurde zwar auch in der Sequenzierung gefunden, allerdings nicht als signifikant bewertet. Keines der
Ergebnisse des RT-Screens konnte die Resultate der Sequenzierung vollstdandig verifizieren. Daraus
lasst sich ableiten, dass die verwendeten miRNAs zumindest innerhalb dieses Experiment-Aufbaus
nicht als diagnostische Biomarker verwendet werden kénnen.

Die unterschiedlichen Ergebnisse lassen die Frage aufkommen, warum die Resultate den
Erwartungen nicht entsprachen und welche Anderungen an den Experimenten vorgenommen
werden kdnnen, um zuverlassigere Daten zu erhalten. Beginnend bei der miRNA-Sequenzierung lasst
sich am einfachsten die Anzahl der Stichproben jeder Patientengruppe erhéhen. Eine Erhéhung der
Probenanzahl fiihrt zu einem verldsslicheren Ergebnis, da probenspezifische, biologische
Schwankungen (iber die Gesamtmenge keinen so grofRen Einfluss haben. Dadurch kdnnten
Unterschiede, die aufgrund weniger AusreiRer entstehen, etwas abgemildert werden und so die
signifikanten miRNAs genauer bestimmt werden. Die miRNAs, die in den bestehenden Ergebnissen
nur eine geringe Signifikanz zeigten, lassen sich dadurch noch genauer untersuchen und in die
Unterschiede zwischen den Gruppen einordnen. Bei einer genaueren Betrachtung der Ergebnisse
zeigte sich auch, dass die Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen nur sehr geringe
Signifikanzen aufwiesen. Alle detektierten Unterschiede wiesen korrigierte p-Werte zwischen 0.05
und 0.01 auf, wobei 0.05 das obere Ende der Signifikanz darstellte. Ausnahme hiervon war nur
miRNA miR-622, welche zwischen den Gruppen MM und BPPV eine sehr hohe Signifikanz aufweisen
konnte (p<0.001). Die geringen Signifikanzen bedeuteten auch, dass die Unterschiede der Expression
einzelner miRNAs innerhalb der Gruppen teilweise sehr gering waren. Beispielsweise erhohte sich die
Expression von miR-93 bei BVP nur um 0.4[log2] im Vergleich zu BPPV. Das entsprach einem nur
1.32-fachen Anstieg der durchschnittlichen Expression. Innerhalb der biologischen Variabilitat

schwankten die einzelnen normierten Werte zwischen 1426+161 fir BPPV und 19324580 in der BVP-
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Gruppe. Die anderen miRNAs konnten mit vergleichbaren Werten bestimmt werden, wobei der
groflite Unterschied bei dem 1.63-fachen Anstieg von miRNA-223 zwischen BVP und BPPV vorhanden
war. Dadurch ist es moglich, dass einzelne Proben aufgrund ihrer Werte-Konstellation nur sehr
geringe Unterschiede zur Vergleichsgruppe aufweisen und daher bei der Bestimmung der
statistischen Signifikanz zu falschen Resultaten fiihren. Auch hier kann die Erhohung der
Probenanzahl jeder Versuchsgruppe eine Besserung bringen, da damit zumeist eine hohere
Genauigkeit innerhalb der Standardabweichung einhergeht. Des Weiteren lielen die Werte nur bei
einigen wenigen Proben eine Blindeinteilung in die drei Versuchsgruppen zu. Von zehn Blindproben
konnten sechs in die richtige Gruppe eingeordnet werden. Die damit einhergehende Fehlerquote
schliel$t damit die Ergebnisse der Sequenzierung fir eine direkte Diagnostik aus. Doch auch die PCR-
Ergebnisse konnten keinen Nutzen der verwendeten miRNAs als diagnostische Biomarker aufzeigen,
da die signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen zum Teil deutliche Abweichungen
von denen der Sequenzierung aufwiesen.

Daher stellt sich die Frage, ob mit Anpassungen des Protokolls bessere und vor allem
verlasslichere Ergebnisse geliefert werden kénnen. Zuerst ist zu erwahnen, dass alle RNA-Proben fir
den PCR-Screen genau einmal isoliert, dann in cDNA umgeschrieben und zuletzt in Duplikaten
gemessen wurden. Die Abweichungen innerhalb der Duplikate lagen alle in tolerierbaren Bereichen,
da sie auch bei den Kalibrator-Proben innerhalb der verschiedenen Platten nur sehr gering waren.
Aufgrund der Menge an Proben wurden daher keine unabhangigen Wiederholungen durchgefihrt.
Ob diese die erhaltenen Ergebnisse bestdtigen kdnnen oder sehr stark davon abweichen, kann
innerhalb dieser Arbeit nicht beantwortet werden. Des Weiteren lasst sich die Methodik der
Normalisierung anhand einer exogenen spike-in-Kontrolle diskutieren. Der Vorteil solcher Kontrollen
ist vor allem die bekannte und in allen Proben gleich zugesetzte Konzentration. Daraus lasst sich die
Extraktionseffizienz der einzelnen Probanden-Proben berechnen. Dies wurde ebenfalls fur die
Auswertung durchgefiihrt, indem die mittlere Extraktionseffizienz aller Proben berechnet wurde und
so ein probenspezifischer Extraktionsfaktor in den Resultaten verrechnet werden konnte.
Problematisch an dieser Methode kann der miRNA-Gehalt einzelner Proben sein, da auch bei dem
gleichen Ausgangsvolumen unterschiedliche Gesamt-miRNA-Konzentrationen vorkommen kénnen.
Die Verwendung einer endogenen Kontrolle, welche sich durch eine invariante Expression innerhalb
der einzelnen Proben auszeichnet, kann zu einer besseren Normalisierung der Ergebnisse beitragen.
In verschiedenen Studien wurde untersucht, welche miRNAs als endogene Kontrollen genutzt
werden kénnen. Dabei wurde eine Vielzahl verschiedener miRNAs verwendet, die sich aber spater
zum Teil als variabel bei bestimmten Krankheitsbedingungen herausstellten. So wird miRNA-16 als
endogene Kontrolle vorgeschlagen, aber gleichzeitig auch als Biomarker fiir rheumatoide Arthritis

diskutiert (214-216). Uber eine Kombination an verschiedenen exogenen und mehreren endogenen
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Kontrollen kann die Variabilitat innerhalb der einzelnen Proben ausgeglichen werden, um dadurch
die Ergebnisse moglicherweise noch zu verbessern (217). In der vorliegenden Arbeit wurde die
Normalisierung ausschlielRlich tber die exogene Kontrolle durchgefiihrt. Eine Re-Evaluierung der
Ergebnisse mit gleichzeitigem Heranziehen von endogenen Kontrollen kann daher verlasslichere
Resultate liefern. Es ist auch zu (iberlegen, ob bei der Menge an eingesetztem Serum besser vorher
eine miRNA-Konzentrationsbestimmung, zum Beispiel ber eine Messung mittels des Agilent
Bioanalyzers, durchgefiihrt werden sollte, um bei allen Proben mit der gleichen Gesamt-miRNA-
Menge in die Experimente zu starten. Dieses Vorgehen sollte sich auch bei der Verwendung der
endogenen Kontrollen durch deren Invariabilitdit innerhalb der verschiedenen Proben als
Verbesserung erweisen. Des Weiteren kann eine Erweiterung des PCR-Screens Uberdacht werden,
indem nach der Re-Evaluierung des Versuchsaufbaus alle Proben in unabhangigen, biologischen
Replikaten erneut untersucht werden. Dadurch koénnen einzelne Ausreiller, die entweder
systembedingt oder durch Pipettierfehler auftreten, ausgeglichen und das Ergebnis wissenschaftlich
exakter bestimmt werden.

Mit den Moglichkeiten zur Verifizierung der Sequenzierungsresultate sowie einer Re-
Evaluierung der im Anschluss verwendeten miRNAs fiir den PCR-Screen und der Anpassung des
Screening-Setups kann das vorliegende Ergebnis noch genauer bestimmt werden. Ohne diese
Anpassungen sind die bisher erhaltenen Resultate nicht geeignet, um ein Set aus spezifischen
miRNAs zu definieren, die sich als diagnostische Biomarker im Rahmen der Routineuntersuchung bei

Patienten mit peripheren Innenohrerkrankungen verwenden lassen.
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Abbildung Anhang 1: Horizontale FFPE-Sektion (12 um) eines humanen Felsenbeines, gefarbt mit Streptavidin-HRP, ohne
primdren und sekunddren Antikorper. Ansicht von medial Richtung lateral. A: Detailansicht auf das Osseum laminae
spiralis (OSL) und das Spiral-Ligament (LS). Keine Farbung erkennbar. MaRstab 500 um. B: Keine Farbung des Nervus
vestibulocochlearis. MaBstab 500 um. C: Knécherne Bereiche der Cochlea mit Osteonen. Malstab 500 um. Keine Farbung
nachweisbar. Durch diese Behandlung der Schnitte konnte eine Hintergrundfarbung durch endogenes Biotin
ausgeschlossen werden.

Tabelle 9: Primersequenzen fiir die TruSeq® Small RNA Library-Vorbereitung (aus dem Illumina Customer Sequence Letter)

Name

Sequenzen

RNA 3’Adapter

5 TGGAATTCTCGGGTGCCAAGG

RNA 5°Adapter

5" GUUCAGAGUUCUACAGUCCGACGAUC

Universal-RT-Primer

5" GCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

PCR-Primer (Pilot+Scale-Up)

5" AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGTTCAGAGTTCTACAGTCCGA

Index-Primer 1

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTGATGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 2

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACATCGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 3

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCCTAAGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 4

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGGTCAGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 5

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCACTGTGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 6

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATTGGCGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 7

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGATCTGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 8

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCAAGTGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA
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Index-Primer 9

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTGATCGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 10

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAAGCTAGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 11

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTAGCCGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 12

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTACAAGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 13

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTGACTGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 14

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGGAACTGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 15

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGACATGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 16

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGGACGGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 17

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTCTACGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 18

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCGGACGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 19

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTTCACGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 20

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGGCCACGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 21

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGAAACGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 22

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTACGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 23

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCCACTCGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 24

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTACCGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 25

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATCAGTGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 26

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTCATGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 27

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGGAATGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 28

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGGAATGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 29

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTAGTTGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 30

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCCGGTGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 31

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATCGTGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 32

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGAGTGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 33

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGCCTGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 34

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCCATGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 35

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAAAATGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 36

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGTTGGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 37

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATTCCGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 38

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGCTAGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 39

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTATAGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 40

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCTGAGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 41

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTCGTCGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 42

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGATTAGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 43

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTGTAGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 44

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATTATAGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 45

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGAATGAGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 46

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCGGGAGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 47

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTTCGAGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Index-Primer 48

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGCCGAGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA
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Tabelle 10: Liste der rechtmedizinischen Autopsie-Proben

Probennummer Alter Geschlecht Todesursache
EP1 24 Weiblich Polytrauma
EP2 46 Mannlich Intoxikation
EP3 89 Weiblich Lungenentziindung
EP4 67 Mannlich Ertrinken
EP5 59 Mannlich Erhdngen
EP6 61 Mannlich Kardiogener Schock
EP7 63 Weiblich Polytrauma
EP8 70 Weiblich Bauchfellentzliindung
EP9 71 Mannlich Herzinsuffizienz
EP10 28 Mannlich Drogenintoxikation
EP11 60 Mannlich Herzinsuffizienz
EP12 40 Weiblich Betdubungsmittel

Tabelle 11: Liste aller Serum-Proben der High-Throughput Sequenzierung (fehlende Werte wurden aufgrund misslungener
Ligation wahrend der TruSeq® Library Erstellung nicht weiterbearbeitet)

Patient | Alter | Geschlecht Patient | Alter | Geschlecht Patient | Alter | Geschlecht
BPPV1 |61 Weiblich BVP3 73 Mannlich MM1 34 Mannlich
BPPV2 |79 Mannlich BVP4 52 Mannlich MM2 52 Mannlich
BPPV3 | 68 Weiblich BVP5 84 Mannlich MM3 48 Mannlich
BPPV4 | 71 Mannlich BVP6 76 Mannlich MM5 63 Mannlich
BPPV5 | 59 Weiblich BVP7 67 Weiblich MM6 70 Mannlich
BPPV6 52 Weiblich BVP8 59 Mannlich MM7 82 Mannlich
BPPV7 | 79 Mannlich BVP9 79 Weiblich MM8 66 Mannlich
BPPV8 58 Mannlich BVP10 77 Mannlich MM9 74 Weiblich
BPPV9 | 46 Mannlich BVP11 59 Mannlich MM10 | 74 Mannlich
BPPV10 | 55 Mannlich BVP12 48 Weiblich MM11 | 56 Weiblich
BPPV11 | 56 Weiblich BVP13 88 Weiblich MM12 | 36 Mannlich
BPPV12 | 77 Mannlich BVP14 64 Mannlich MM13 | 48 Weiblich
BPPV13 | 58 Weiblich BVP15 67 Mannlich MM14 | 77 Weiblich
BPPV14 | 64 Weiblich BVP16 51 Mannlich MM16 | 66 Mannlich
BPPV15 | 81 Weiblich BVP17 95 Mannlich MM17 | 43 Mannlich
BPPV17 | 69 Mannlich BVP18 74 Weiblich MM18 | 32 Weiblich
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