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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung
Morbus Meniére ist eine Erkrankung des Innenohrs, welche durch die Symptomtrias aus
Drehschwindelattacken, Tieftonschwerhdrigkeit und weiterer auraler Symptomatik, wie
Tinnitus oder Druckgefiihl, gekennzeichnet ist, und oft mit einem hohen Leidensdruck fur die
Betroffenen einhergeht. Histopathologische Studien identifizierten den endolymphatischen
Hydrops als pathophysiologisches Korrelat, wobei eine multifaktorielle Entstehung diskutiert
wird. Eine Theorie der Entstehung ist, dass Dysregulationen der lonenhomdostase und des
Wasserhaushaltes zu Flissigkeitsverschiebungen zwischen Endo- und Perilymphe flihren. In
vielen Geweben, unter anderem auch dem Innenohr, konnten Aquaporine (AQP) als
Regulatoren des Wasserhaushalts nachgewiesen werden. Die Region-spezifische
Expression sowie die Funktion der AQPs machen eine Beteiligung dieser an der
Flissigkeitshomdostase im Innenohr wahrscheinlich. Veranderungen auf molekularer Ebene
konnten an einer gestorten Endolymphhomdostase und somit der Entstehung eines
Endolymphhydrops beteiligt sein. Epidemiologische Daten, wie Krankheitshaufung in
bestimmten ethnischen Gruppen und Altersstufen, sowie weibliche Dominanz in der
Pravalenz, deuten zudem auf eine genetische Komponente hin. All dies fuhrte dazu, dass
einige Forschungsgruppen nach Mutationen in den Aquaporinen und nach Assoziationen
dieser mit der Innenohrerkrankung Morbus Meniére suchten. Vor allem die Aquaporingene 3,
4 und 5 wurden bisher auf Assoziationen mit Morbus Meniére analysiert. Bisherige Studien
lieferten jedoch inkonsistente Befunde, welche mdglicherweise den kleinen Fallzahlen und

inhomogenen Stichproben unterschiedlicher Ethnien geschuldet waren.

In dieser Arbeit wurden im Rahmen einer Fall-Kontroll-Assoziationsstudie vier
Einzelnukleotidpolymorphismen in den AQPs 3, 4 und 5, welche bereits in anderen Studien
untersucht worden waren, auf Verknipfungen mit Morbus Meniére geprift. Hierfir wurde im
Vergleich zu den bisherigen Studien eine groRere Fallzahl von Uber 300 kaukasischen
Meniére-Patienten des deutschen Schwindel- und Gleichgewichtszentrums und der
Neurologischen Poliklinik in Minchen rekrutiert. Von allen Probanden wurde die DNA isoliert
und mittels Microarrays genotypisiert. Nach erfolgter Qualitadtskontrolle wurden die vier
Polymorphismen aus dem Gesamtdatenset extrahiet und es erfolgte die
Assoziationsanalyse unter Berlcksichtigung 2615 kaukasischer Kontrollprobanden mittels

additiver, dominanter und rezessiver logistischer Modelle.

Es zeigte sich eine nominal signifikante Assoziation des Polymorphismus rs376309 im
AQP 5-Gen und Morbus Meniére bei Betrachtung der gesamten Patientengruppe. Diese

Ergebnisse konnten darauf hindeuten, dass das G-Allel mit einem erhdhten
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Zusammenfassung

Erkrankungsrisiko fir Morbus Meniere einhergeht (additives Modell: p = 0,027, OR = 1,33,
95 % Kl = 1,03-1,72). In weiteren Analysen in Gruppen mit zunehmender Diagnosesicherheit
wie mindestens klinisch wahrscheinlichem oder eindeutigem Morbus Meniére blieb diese
Assoziation jedoch nicht bestehen. Eine Assoziation in diesem Polymorphismus und Morbus
Meniére wurde bereits von Nishio et al. 2013 beschrieben, zeigte in deren Studie allerdings
eine Assoziation mit dem umgekehrten Risikoallel. Unter Bertcksichtigung des Flip-Flop-
Phanomens kdnnten auch Assoziationen mit unterschiedlichen Risikoallelen verschiedener
Studien auf eine Beteiligung des Aquaporin 5 in der Krankheitsentstehung des Morbus
Meniére hinweisen. Zukinftige Replikationsstudien sollten die Ergebnisse verifizieren oder
falsifizieren, um Kandidatengene als diagnostische Marker oder die Entwicklung einer

zielgerichteten Therapie ableiten zu konnen.
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2 Einleitung

2.1 Anatomie und Physiologie des Innenohrs

Eine Voraussetzung fur das Verstandnis der Pathophysiologie des Morbus Meniéere sind
genaue Kenntnisse der Anatomie und Physiologie des Innenohrs. Vestibularorgan und
Cochlea entstehen aus einer gemeinsamen Anlage, sind anatomisch ahnlich aufgebaut und
stehen uber den Ductus reuniens in Verbindung. Im kndchernen Labyrinth des Innenohrs
befindet sich ein hautiges, mit Endolymphe geflilltes Labyrinth, welches vom Perilymphraum,
gefllt mit Perilymphe, umgeben wird (Abbildung 2.1). Endolymphe ist eine kaliumreiche und
natriumarme Flussigkeit. Bei Perilymphe handelt es sich, wie bei Extrazellularflissigkeit, um
eine natriumreiche und kaliumarme Flussigkeit. Die unterschiedlichen
lonenzusammensetzungen der zwei Flissigkeiten haben zur Folge, dass die Endolymphe
gegenuber der Perilymphe ein Potenzial von circa +80 mV besitzt (wuHibino & Kurachi,
2006; Ekdale, 2016; Pape et al., 2018).

Gehérknéchelchen  vestibuldres Labyrinth

Nervus
——vestibulo-
cochlearis
Cochlea
__(Hérschnecke)
¢ Helikotrema
N Struktur
der ,entrollten” y
hl
{Gehorgang Trommelfell o
Stelgbugel
)
Amboss |
Reillner-
Hammer Membran
/ Basilarmembran
,/ Und Corti-Organ
Trommelfell Scala tympani (Perilymphe)

Scala media (Endolymphe)
Scala vestibuli (Perilymphe)

auBeres Ohr\ Mittelohr

Abbildung 2.1: Aufbau des Hoérorgans. Die Cochlea ist entrollt, um die Skalen besser darstellen zu
kénnen. Bewegungen des Steigbligels (bertragen sich auf die Perilymphe der Scala vestibuli.
Mit freundlicher Genehmigung des © Georg Thieme Verlag KG (Pape et al., 2018).

Tuba Eustachii

Innenohr
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Um die Entstehung sowie Auswirkung des endolymphatischen Hydrops, dem
histopathologischen Korrelat der Erkrankung Morbus Meniére, zu verstehen, werden die
Grundlagen der Schallibertragung in der Cochlea zusammengefasst.

In der Cochlea werden mechanische Schallreize, welche tGber Ohrmuschel, Gehérgang und
Mittelohr in das Innenohr geleitet werden, in neuronale Erregungen Ubertragen. Die Cochlea
besteht aus drei Kanalen: der Scala media, geflllt mit Endolymphe, und den beiden sie
umgebenden Scala tympani und Scala vestibuli, welche Perilymphe enthalten (Braun et al.,
2012; Ekdale, 2016; Pape et al., 2018). Die Potenzialdifferenz zwischen den beiden
Flissigkeitskompartimenten, das sogenannte endocochledre Potenzial, betragt in der
Cochlea etwa 80 mV (Bekesy, 1952b; Hibino & Kurachi, 2006). Da dieses Potenzial fur die
neuronale Erregung essenziell ist, wird es stets durch verschiedene lonenpumpen und
lonentransportmechanismen aufrecht erhalten (Wangemann, 2006). Neben homdostatischen
lonenkonzentrationen bedarf es auch der Aufrechterhaltung der Flissigkeitsvolumina in den
verschiedenen Kompartimenten, wozu Wasserkanale, wie die Aquaporine (vgl. Kapitel 2.3),
dienen.

Die Basilarmembran, welche die Scala media und die Scala tympani voneinander trennt,
tragt den Sinnesapparat, das Corti-Organ (Abbildung 2.2) (Pape et al., 2018). Die Haarzellen
tragen auf ihrer freien Oberflache feine Harchen unterschiedlicher Grof3e, die Stereozilien,
welche durch feinste Faden, sogenannte Tip-Links, miteinander verbunden sind (Hudspeth,
1989; Pape et al., 2018). Ein Schallreiz, welcher Uber die Gehdrknéchelchen des Mittelohrs
auf das Innenohr Ubertragen wird, versetzt die Basilarmembran in Schwingungen. Die
Schwingungen laufen als sogenannte Wanderwelle die Basilarmembran entlang und bilden
nach dem Prinzip der Tonotopie fir bestimmte Frequenzen an bestimmten Orten der
Membran Schwingungsmaxima (Bekesy, 1952a; Ehret, 1978). Hohe Frequenzen werden
dabei an der Schneckenbasis und tiefe Frequenzen an der Schneckenspitze abgebildet
(Hudspeth, 1989). Da bei Meniére-Erkrankten initial typischerweise die Hoérstérung im
Tieftonbereich  auftritt, wird auf pathophysiologischer Ebene der Beginn der
Hydropsformation an der Schneckenspitze vermutet, was bereits in Tiermodellen
nachgewiesen werden konnte (Megerian et al., 2008).

Am Ort des Schwingungsmaximums werden durch Scherbewegungen der Basilar- und
Tektorialmembran die Stereovili zuerst der auferen, anschlieBend auch der inneren
Haarzellen abgebogen und dadurch lonenkanale an den Tip-Links gedffnet (Hudspeth, 1989).
Die Potenzialdifferenz von 150 mV zwischen endcochledrem Potenzial in der Scala media
(+80 mV) und negativem Membranpotenzial der auReren Haarzellen (-70 mV) treibt durch
die lonenkanale an den abgebogenen Stereozilien einen Kaliumstrom in die duf3eren und
inneren Haarzellen, wodurch diese depolarisieren (He et al., 2004; Hibino & Kurachi, 2006;

Fettiplace, 2017). Dies hat zur Folge, dass von den inneren Haarzellen prasynaptisch der
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Neurotransmitter Glutamat ausgeschuttet wird, durch den die postsynaptischen afferenten
Fasern des Hornervs erregt werden (Safieddine et al., 2012; Fettiplace, 2017). Uber den
Hoérnerv und die Hérbahn wird die neuronale Erregung schlieRlich an die Horrinde im Gehirn
geleitet, wo die Information verarbeitet wird.

Der komplexe Prozess der Schallweiterleitung, der neuronalen Erregung und schlielich
Wahrnehmung eines Tons bedarf einer genauen Regulation der lonenkonzentrationen und
der Flussigkeitsvolumina in den Kompartimenten des Innenohrs. Kleine Abweichungen, wie
eine Volumenzunahme der Endolymphe, wie sie beim Morbus Meniére beobachtet wird,

kénnen mechanische Stérungen am Corti-Organ hervorrufen und die Signalkaskade

unterbrechen.
“ '.\‘.
y Reissner-Membran
Stria
Vascularis
Ay N Tektorialmembran
Tl Scala media >
‘ A (Endolymphe) .
\ N Hensen Streifen
AuRere 2 Sy
‘ Retikulire Lamina Haarzellen Corti DY Innere Grenzzelle
9 Deiters — Zellen | Tunnel \ , " Sulcus spiralis
. phalangealer Prozess Innere N internus

Haarzelle ) o
Hensen - Zellen Limbus spiralis

N3 Claudius- AR, \ / /// -
\ X ] ' D, N
", ’. | Zellen ) L . /// > \

/

/

/' Deiters-Zellen Innere und dulere

Pfeilerzellen
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Abbildung 2.2: Die zellulare Struktur der Scala media. Begrenzungen der Scala media sind die
Reissner-Membran, die Basilarmembran und das spirale Ligament. Gefllt ist die Scala media mit
kaliumreicher Endolymphe (rosa). Auf der Basilarmembran sitzt das Corti-Organ, welches aus den
Sinneszellen, inneren und dufleren Haarzellen, und Stiitzzellen besteht. Die Haarzellen sind mit den
Nervenfasern des 8. Hirnnervs und somit lber einige Zwischenschaltpunkte in der Hérbahn mit der
Horrinde im GroBhirn verbunden. © (Fettiplace, 2017)
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Analog zu den Vorgangen in der Cochlea werden die Reize im Vestibularorgan (Linear- und
Drehbeschleunigungen) verarbeitet und Uber ahnliche Signalkaskaden und den Nervus
vestibularis in das Gehirn geleitet (Khan & Chang, 2013; Ekdale, 2016). Kommt es in den
Strukturen des Vestibularorgans zu einem Ungleichgewicht der Volumina und
Flussigkeitskonzentrationen, kann es auch hier zu einer Stérung kommen, welche sich bei
Meniére-Patienten typischerweise als Drehschwindelepisoden manifestieren (Foster &
Breeze, 2013).

2.2 Morbus Meniére

2.2.1 Krankheitsbild
Morbus Meniére ist eine multifaktorielle Innenohrerkrankung, welche vermutlich durch eine
Kombination aus genetischen-, Umwelt-, immunologischen- und/oder allergologischen
Faktoren verursacht wird. Pathophysiologisch wird die Erkrankung mit einem
Endolymphhydrops, einer Wasseransammlung im Endolymphraum des Innenohrs, assoziiert.
Klinisch zeigt sich Morbus Meniére typischerweise mit der Symptomtrias spontan
ausgeldster Drehschwindelepisoden, unilateral fluktuierendem sensorineuralen Horverlust
und weiteren Ohrsymptomen, wie Tinnitus und Druckgefuhl (Lopez-Escamez J. A. 2015).
Normalerweise treten zu Beginn des Krankheitsverlaufs die Schwindelattacken am
haufigsten auf, wobei im Anfangsstadium die auralen Symptome und der Horverlust
zwischen den Attacken nahezu komplett regredient sind (Harcourt et al., 2014; Kutlubaev et
al., 2020). Typischerweise nehmen die Schwindelattacken im Verlauf ab, die Schwerhorigkeit
und die auralen Symptome nehmen jedoch 2zu wund persistieren in spateren
Krankheitsstadien auch unabhangig von den episodischen Schwindelattacken (Harcourt et
al., 2014; Kutlubaev et al., 2020). Generell kann die Symptomatik von Patient zu Patient sehr
variabel sein, weshalb die Diagnosestellung nicht immer einfach ist. Der Krankheitsverlauf ist
progressiv und momentan nicht heilbar. Die Patienten weisen in der Regel einen sehr hohen
Leidensdruck auf (Talewar et al., 2019). Therapeutisch gibt es verschiedene Ansatze,
chirurgisch oder medikamentos, wobei ein individuelles Abwagen, je nach Kklinischer
Auspragung, Leidensdruck sowie moglichen Komplikationen und Nebenwirkungen, der

spezifischen Therapie nétig ist.

2.2.2 Epidemiologie
In der Epidemiologie des Morbus Meniére zeigt sich eine differente Studienlage (Harris &
Alexander, 2010). Einerseits wird dies dadurch begriindet, dass es wenige epidemiologische
Studien zu der Erkrankung gibt (Bruderer et al., 2017), andererseits, dass die Erkrankung,
gerade in frihen Stadien, nicht eindeutig diagnostizierbar ist (Sajjadi & Paparella, 2008).
Die Spannweite der Pravalenzangaben verschiedener Studien reicht von 17/100000 bis

513/100000 (Watanabe et al., 1995; Havia et al., 2005; Radtke et al., 2008; Harris &
14
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Alexander, 2010; Kim & Cheon, 2020). Diese grofe Variabilitat beruht auf methodischen
Differenzen, Anderungen in den Diagnosekriterien und der Betrachtung unterschiedlicher
Populationen und Ethnizitaten (Radtke et al., 2008; Harris & Alexander, 2010; Kim & Cheon,
2020). Die wahre Pravalenz liegt am ehesten zwischen den zwei Extremwerten, da bei
Watanabe et al. die Pravalenz durch eine nicht populationsbasierte Stichprobe eher
unterschatzt wurde (Watanabe et al., 1995) und bei Havia et al. diese durch eine ungenaue
Fragetechnik und zu offene Einschlusskriterien eher Uberschatzt wurde (Havia et al., 2005).
Die meisten Erkrankungsfalle treten sporadisch auf, nur etwa 5 -9 % sind familiar gehauft
(Requena et al., 2014; Lee et al., 2015; Frejo et al., 2016a). Die meisten Studien stimmten
darlber ein, dass generell mehr Frauen als Manner von der Erkrankung betroffen sind
(Shojaku et al., 2005; Harris & Alexander, 2010; Ohmen et al., 2013; Tyrrell et al., 2014;
Simo et al., 2015; Bruderer et al., 2017; Muelleman et al., 2017). Eine Uberschatzung des
weiblichen Geschlechts kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, da Fehldiagnosen
von Morbus Meniére bei weiblichen Patienten mit vestibularer Migrane vermutet werden, da
beide Erkrankungen gerade in friihen Stadien sehr ahnlich verlaufen (Lopez-Escamez et al.,
2014; Becker-Bense et al., 2019). Mit steigendem Alter zeigen sich zunehmende
Krankheitspravalenzen (Simo et al., 2015), wobei die meisten Diagnosen im Altersbereich
zwischen 40-60 Jahren gestellt werden (Sajjadi & Paparella, 2008; Tyrrell et al., 2014; Simo
et al., 2015; Bruderer et al., 2017; Suh et al., 2019). Interessanterweise wurde neben
Geschlecht und Alter ein deutlicher Trend bei der Ethnizitat festgestellt. Morbus Meniére
scheint eine Erkrankung der Kaukasier zu sein, da die weilte Bevolkerung deutlich haufiger
betroffen ist, als asiatisch- oder afrikanisch-stammige Personen (Ohmen et al., 2013; Tyrrell
et al., 2014; Simo et al., 2015).

Bruderer et al. und Tyrell et al. untersuchten zudem weitere und fir viele Erkrankungen sehr
typische Risikofaktoren, wie Rauchen, Alkohol-, Salz- und Koffeinkonsum, und stellten fest,
dass diese nicht mit der Krankheitsentstehung assoziiert sind (Tyrrell et al., 2014; Bruderer
etal., 2017).

Bezuglich Komorbiditaten zeigte sich haufigeres Auftreten von Begleiterkrankungen aus dem
allergischen und autoimmunen Formenkreis sowie Migrane (Tyrrell et al., 2014; Kangasniemi
& Hietikko, 2018). Erhohte Pravalenzen wurden fir systemische Autoimmunerkrankungen,
wie rheumatoide Arthritis, Lupus erythematodus, ankylosierende Spondylitis, Hypothyreose
und Psoriasis beschrieben (Gazquez et al., 2011; Tyrrell et al., 2014). Bei familiaren
Meniére-Fallen und bei Meniere-Patienten mit Migrane stellte man zusatzlich eine erhdhte

Pravalenz von Autoimmunerkrankungen fest (Gazquez et al., 2011; Hietikko et al., 2014).

2.2.3 Diagnosekriterien
In den Jahren 1972 und 1985 wurden vom Committe on Hearing and Equilibrium of the

American Academy of Otolaryngology - Head and Neck Surgery (AAO-HNS) erstmals
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Leitlinien fur die Diagnose des Morbus Meniére verdffentlicht. 1995 wurden diese revidiert,
um sie besser kompatibel und so einfach wie mdéglich zu gestalten (Foundation, 1995). Sie
sollten sowohl fir Settings in Universitatskliniken, als auch fir niedergelassene Hausarzte
anwendbar sein.

Definiert wurde Morbus Meniére in der Leitlinie von 1995 als idiopathisches Syndrom des
endolymphatischen Hydrops. Bevor sich die Visualisierung des Innenohrs mittels
Magnetresonanztomographie (MRT) etablierte, konnte der endolymphatische Hydrops nur
post mortem histopathologisch gesichert werden. Die Diagnosekriterien basieren somit
hauptsachlich auf klinischen Beobachtungen, mit Ausnahme des audiometrischen Befundes.
Der Symptomkomplex sich wiederholender, spontaner Schwindelattacken, Schwerhérigkeit,
Druckgefuhl auf dem Ohr und/oder Tinnitus bildet die Grundlage der Diagnose. Entweder
Tinnitus oder Druckgefihl auf dem betroffenen Ohr (oder beides) muss vorhanden sein, um
die Diagnose zu stellen.

Schwindel wird definiert als die Wahrnehmung von Bewegung, wenn tatsachlich keine
Bewegung in Relation zur Schwerkraft stattfindet. Die Diagnose nach den Kriterien der AAO-
HNS bei Morbus Meniére fordert spontane Drehschwindelattacken, welche mindestens
20 min, meistens jedoch mehrere Stunden, andauern. Diese koénnen mit gestortem
Gleichgewicht, Ubelkeit und Erbrechen einhergehen, ein Bewusstseinsverlust muss
ausgeschlossen werden. Fir die Diagnose eines klinisch sicheren Morbus Meniére missen
mindestens zwei Schwindelattacken mit je 20 Minuten aufgetreten sein. Sensorineuraler
Horverlust sollte mittels 4-Ton-Audiometrie objektiviert werden. In der Leitlinie wurde genau
definiert, welche Befunde als Meniére-typischer Horverlust gelten. Verallgemeinert handelt
es sich um eine Schallempfindungsstérung (sensorineural) im Tieftonbereich, welche
fluktuieren kann. Tinnitus und aurales Druckgefuhl sind schwierig zu messen, weshalb das
Komitee den Untersuchern einen gro3en Spielraum zur eigenen Erstellung und Validierung
von Messkriterien Uberlie3. Generell gilt, dass Differentialdiagnosen, wie Neuritis vestibularis,

primare Autoimmun- oder allergische Erkrankungen, stets auszuschlie3en sind.

Im Jahr 2015 wurden unter der Obhut des Klassifikationskomitees der Barany-Gesellschaft,
neue Diagnosekriterien verabschiedet, welche zwischen klinisch sicherem und Klinisch
wahrscheinlichem Morbus Meniére unterscheiden (Lopez et al., 2015; Lopez-Escamez et al.,
2017). Einer der Hauptunterschiede der neueren im Vergleich zu den alteren Kriterien ist die
Festlegung von zeitlichen Begrenzungen der Meniére typischen Schwindelepisoden auf
maximal 12 bzw. 24 h. Zudem wird in den Kriterien der Barany-Gesellschaft nur beim klinisch
sicheren und nicht beim klinisch wahrscheinlichen Morbus Meniére das Vorliegen des

typischen audiometrischen Befunds gefordert.
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Die Tabelle 2.1 stellt die Diagnosekriterien der AAO-HNS und der Barany-Gesellschaft in
deutscher Fassung gegenuber. In der vorliegenden Arbeit wurden die Diagnosekriterien der
AAO-HNS von 1995 verwendet.

Tabelle 2.1 Diagnosekriterien des Morbus Meniére gemaf den Leitlinien der AAO-HNS (Foundation,
1995) im Vergleich zu den Leitlinien der Barany-Gesellschaft (Lopez et al., 2015; Lopez-Escamez et

al., 2017)

Diagnosekriterien Morbus
Meniére der AAO-HNS

Diagnosekriterien Morbus

Meniére der Barany-Gesellschaft

Klinisch gesichert

Klinisch sicherer Morbus Meniére
und histopathologischer

Endolymphhydrops

Klinisch sicher

Zwei oder mehr spontane
Schwindelepisoden, davon jede
mit einer Dauer von mindestens
20 min

Im betroffenen Ohr liegt
audiometrisch gesicherter
sensorineuraler Horverlust im
tiefen bis mittleren
Frequenzbereich zu mindestens
einem Zeitpunkt vor, wahrend
oder nach einer
Schwindelepisode
(Fluktuierende) Aurasymptome
(Horverlust, Tinnitus,
Druckgefiihl) im betroffenen Ohr
Nicht auf eine andere

Erkrankung zuriickzufiihren

Zwei oder mehr spontane
Schwindelepisoden, davon jede
mit einer Dauer von 20 min bis
12 h

Im betroffenen Ohr liegt
audiometrisch gesicherter
sensorineuraler Horverlust im
tiefen bis mittleren
Frequenzbereich zu mindestens
einem Zeitpunkt vor, wahrend
oder nach einer
Schwindelepisode
(Fluktuierende) Aurasymptome
(Horverlust, Tinnitus,
Druckgefiihl) im betroffenen Ohr
Nicht auf eine andere

Erkrankung zuriickzufiihren
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Klinisch

wahrscheinlich

Eine oder mehr spontane
Schwindelepisoden, davon jede
mit einer Dauer von mindestens
20 min

Im betroffenen Ohr liegt
audiometrisch gesicherter
sensorineuraler Horverlust im
tiefen bis mittleren
Frequenzbereich zu mindestens
einem Zeitpunkt vor, wahrend
oder nach einer
Schwindelepisode
(Fluktuierende) Aurasymptome
(Horverlust, Tinnitus,
Druckgefiihl) im betroffenen Ohr
Nicht auf eine andere

Erkrankung zuriickzufiihren

Zwei oder mehr spontane
Schwindelepisoden, davon jede
mit einer Dauer von 20 min bis
24 h

(Fluktuierende) Aurasymptome
(Horverlust, Tinnitus,
Druckgefiihl) im betroffenen Ohr
Nicht auf eine andere

Erkrankung zuriickzufiihren

Klinisch méglich

Schwindelepisode(n) ohne
audiometrisch gesicherten
Horverlust ODER
(fluktuierender) audiometrisch
gesicherter sensorineuraler
Horverlust mit
Gleichgewichtsstérung aber
ohne gesicherte
Schwindelepisoden

Nicht auf eine andere

Erkrankung zuriickzufiihren

2.2.4 Subgruppenbildung

Aufgrund der variablen Symptomauspragung bei Meniére-Erkrankten wird von einem

heterogenen Phanotyp gesprochen. In den bisher offiziell publizierten Diagnosekriterien

werden haufige Komorbiditaten,

wie Autoimmunerkrankungen oder

Migrane, nicht

bericksichtigt. Eine Klassifizierung des Patientenguts anhand dieser Kriterien ware gemaf

einiger Forschungsgruppen jedoch sinnvoll, um das Verstandnis der pathophysiologischen
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Vorgange im Innenohr zu steigern und zielgerichtete Therapiemdglichkeiten zu entwickeln
(Frejo et al., 2016a; Phillips et al., 2018).

Sowohl in einer spanischen Kohorte als auch in einer amerikanischen Stichprobe ergaben
sich mittels einer Clusteranalyse finf Subgruppen (Frejo et al., 2016b; Frejo et al., 2017;
Crossley et al, 2020). Diese wurden durch die Parameter begleitende
Autoimmunerkrankungen, familidares bzw. sporadisches Auftreten, Horverlust und Migrane
gebildet (Frejo et al., 2016a; Frejo et al., 2016b; Crossley et al., 2020).

2.2.5 Atiopathogenese: Der endolymphatische Hydrops
Die Pathophysiologie von Morbus Meniére ist bisher noch nicht vollstandig verstanden.
Ursprung findet die Beschreibung der Erkrankung im Jahr 1861, als Prosper Meniére (1799-
1862) erstmalig Patienten mit episodischem Schwindel, Gehoérverlust und Tinnitus von einer
zentralen, Schlaganfall ahnlichen Erkrankung abgrenzte und die These aufstellte, dass die
Ursache dieser Symptome eine periphere Lasion des Innenohres darstelle (Thorp & James,
2005). Ab den 1870ern, etwa 10 Jahre nach dem Tod des franzdsischen Arztes, etablierte
sich der Term ,Morbus Meniéere® fir die Bezeichnung des Symptomkomplex aus plétzlichem
Schwindel und Horstérung (Atkinson, 1961; Thorp & James, 2005). 1938 beobachteten
Yamakawa in Japan, zeitgleich mit Hallpike und Cairns in England, unabhangig voneinander
in histopathologischen Untersuchungen des Innenohrs, dass bei Meniere-Patienten die
Flissigkeit im Endolymphraum gestaut war (Hallpike & Cairns, 1938; Yamakawa, 1938).
Somit legten sie den Grundstein fir die weitere Forschungsarbeit zur Pathophysiologie und

Therapie des sogenannten endolymphatischen Hydrops.

2.2.5.1 Zusammenhang des endolymphatischen Hydrops mit den klinischen
Eigenschaften des Morbus Meniére

Viele weitere Studien konnten den Zusammenhang zwischen den klinischen Symptomen von
Morbus Meniére und dem Auftreten des endolymphatischen Hydrops reproduzieren und
etablierten diesen zum histopathologischen Korrelat der Erkrankung (Merchant et al., 2005;
Foster & Breeze, 2013). Merchant et al. wiesen bei allen ihrer 28 untersuchten Patienten,
welche nach den Kriterien der AAO-HNS von 1995 in die Kategorie klinisch sicherer Morbus
Meniére eingestuft worden sind (Foundation, 1995), histopathologisch einen
endolymphatischen Hydrops nach (Merchant et al., 2005). Foster und Breeze
schlussfolgerten in ihrem Review, dass der endolymphatische Hydrops weder
Begleitphanomen, noch Folge, sondern Ursache der Erkrankung ist. Zugleich postulierten sie,
dass dieser allein nicht zur Ausbildung der Erkrankung ausreicht, da auch bei wenigen

asymptomatischen Patienten der endolymphatische Hydrops vorlag. Hieraus folgerten sie,
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dass es noch weitere ursachliche Faktoren geben muss und diese zusammen zur
Krankheitsauspragung beitragen (Foster & Breeze, 2013).

Im Jahr 2007 gelang es erstmalig mittels MRT den endolymphatischen Hydrops bei
lebenden Individuen zu visualisieren (Nakashima et al, 2007). Ahnlich wie bei den
histopathologischen Studien zeigte sich bei verschiedenen endolymphatischen Hydrops
Bildgebungsstudien mittels MRT, dass ein starker Zusammenhang zwischen dem
Symptomkomplex des Morbus Meniére und dem Vorhandensein des endolymphatischen
Hydrops besteht (Naganawa & Nakashima, 2014; Wu et al., 2016; Bernaerts & De Foer,
2019; Pai et al., 2020; Zhang et al., 2020; Gurkov et al., 2022).

Signifikante Assoziationen konnten vor allem bei Untersuchung der in der MRT dargestellten
Hydropsauspragung im Zusammenhang mit Krankheitsdauer und Hérminderung festgestellt
werden (Gurkov et al., 2012; Wu et al., 2016; de Pont et al., 2021; Liu et al., 2022). Der Grad
des Hydrops koénnte somit einen Hinweis auf die Krankheitsdauer geben und als Marker des
Krankheitsprozesses dienen. Bei differenzierter Betrachtung des isoliert cochlearen Hydrops
zeigte sich, dass dieser vor allem mit Hérminderung im Tieftonbereich, auralem Druckgefuhl,
sowie Tinnitus, jedoch nicht mit Schwindel einherging (Alonso et al., 2021). Patienten mit
saccularem endolymphatischen Hydrops wiesen meist eine volle Symptomauspragung auf
(Maxwell et al., 2021).

Dominguez et al. zeigten bei der Untersuchung von 170 Patienten verschiedener
Krankheitsstadien (83 mit klinisch sicherem Morbus Meniére, 38 mit fluktuierendem
sensorineuralen Horverlust, 34 mit rezidivierenden Schwindelattacken und 15 mit
idiopathischem plétzlichen Horverlust) eine direkte Korrelation zwischen Auspragungsgrad
des Hydrops und Schweregrad der Symptomatik. Das heif3t, dass Patienten mit voller
Symptomauspragung, also Erfillung der klinisch sicheren Meniére-Kriterien, einen eher
héhergradigen Hydrops aufweisen, als Patienten mit milderer, beziehungsweise
unvollstandiger Symptomatik (Dominguez et al., 2021).

Einige Falle, bei welchen initial zwar ein voll ausgepragter Hydrops in der MRT vorlag, die
klinisch sicheren Meniere-Kriterien jedoch erst im Verlauf erfillt waren, deuten darauf hin,
dass der Hydrops als prognostischer Marker fur den zukiinftigen Krankheitsverlauf dienen
kdnnte (Alonso et al., 2021; Dominguez et al., 2021).

In einem veroffentlichten Konsensus mehrerer internationaler Experten wurden neben der
klaren Empfehlung zur Durchfihrung einer MRT zur Erhéhung der diagnostischen Sicherheit
auch spezifische Empfehlungen zur genauen Ausfihrung der MRT, wie technische
Einstellungen, medizinische Kontraindikationen, Kontrastmittelapplikation und

Bildauswertung, gegeben (Liu et al., 2022).
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2.2.5.2 Mogliche Ursachen der Entstehung des endolymphatischen Hydrops
Die Ursachensuche fir den Hydrops gab viel Raum fir ein breites Spektrum an
Spekulationen. Verschiedene Studien konnten zeigen, dass es sich bei dem Hydrops nicht
um eine Volumenzunahme selbst, sondern eher um eine Flussigkeitsverschiebung zwischen
den zwei Kompartimenten Endolymphe und Perilymphe handelt (Merchant et al., 2005).
Verschiedene Hypothesen sind zur Entstehung des Hydrops und somit zur Ausbildung der
Erkrankung vertreten.
Erhohte Pravalenzen von Autoimmunerkrankungen bei Meniére-Patienten deuten auf eine
autoimmunologische Komponente in der Krankheitsentstehung hin (Gazquez et al., 2011;
Tyrrell et al., 2014). Unterstutzt wird die Hypothese dadurch, dass in Blutseren von Meniére-
Patienten erhdhte Antikérper- und Immunkomplextiter gefunden wurden (Kim et al., 2014;
Kangasniemi & Hietikko, 2018). In experimentellen Studien konnte der endolymphatische
Hydrops durch Injektionen von Antigenen und monoklonalen Antikdrpern induziert werden
(Matsuoka et al., 2002; Flook & Lopez Escamez, 2018). Zudem reagieren viele Patienten
positiv auf die Therapie mit Immunsuppressiva, wie Glukokortikoiden, weshalb in
Zusammenschau mit den oben genannten anderen Befunden, eine immunologische
Krankheitskomponente als wahrscheinlich erscheint (Phillips & Westerberg, 2011; Patel et al.,
2016; Harcourt et al., 2019; Rogha et al., 2019; Kutlubaev et al., 2020). Ebenso lasst die
fluktuierende Symptomatik mit den in Attacken auftretenden Schwindelepisoden und der
langsamen progressiven Verschlechterung der Hoérfunktion Parallelen zum Verlauf von
Autoimmunerkrankungen erkennen (Kangasniemi & Hietikko, 2018).
Sowohl fir Nahrungsmittel- als auch Umweltallergien wurde ein Zusammenhang mit Morbus
Meniére beschrieben (Perez-Carpena & Lopez-Escamez, 2020). In einer Studie von
Derebery et al. zeigten von allen untersuchten Meniére-Patienten 58 % eine positive Allergie-
Anamnese und 41 % einen positiven Prick-Hauttest (Derebery, 2000; Weinreich & Agrawal,
2014). Zudem wurde bei Meniére-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe ein erhdhter
IgE-Titer ermitteltet (Keles et al., 2004). In einer experimentellen Tierstudie wurde einerseits
die Entwicklung des endolymphatischen Hydrops nach Exposition mit einem Umweltantigen
beschrieben. Andererseits wurde gezeigt, dass durch einen Leukotrienrezeptorantagonisten,
ein Antiallergikum, welches beispielsweise beim allergischen Asthma eingesetzt wird, die
Entstehung des endolymphatischen Hydrops verhindert werden kann (Takeda et al., 2012).
Probanden mit Allergie und Morbus Meniére zeigten eine gebesserte Kontrolle der Meniére-
Symptome nach Behandlung der allergischen Grunderkrankung. Hieraus kann geschlossen
werden, dass Morbus Meniére direkt oder indirekt von antiallergischer Therapie beeinflusst
werden kann (Derebery, 2000; Derebery & Berliner, 2010; Di Berardino et al., 2013). Das
Antihistaminikum Betahistin wird bezlglich Wirksamkeit kontrovers diskutiert (Egami et al.,
2014; Adrion et al., 2016; Flook & Lopez Escamez, 2018).

21



Einleitung

Hohere Pravalenz bei Kaukasiern im Vergleich zu anderen Ethnien, familidres Clustering,
sowie das hohe Erkrankungsrisiko fur Geschwister von Betroffenen suggerieren eine
genetische Komponente in der Ausbildung des Hydrops und der Krankheitsentstehung von
Morbus Meniére (Ohmen et al., 2013; Requena et al., 2014; Chiarella et al., 2015; Lee et al.,
2015). Vor allem Gene, deren Proteine im Innenohr exprimiert sind und in der Entstehung
des endolymphatischen Hydrops denkbar waren wurden als potentielle Kandidatengene auf
Assoziationen mit Morbus Meniére gepruft. Dazu zahlen im Rahmen der Immunhypothese
beispielsweise Tumornekrosefaktoren, Interleukine und Toll Like Rezeptoren (Gazquez et al.,
2013; Li et al., 2017). lonentransporter und Zellmembrankandle wurden durch viele
Forschungsgruppen als Regulator der FlUssigkeits- und lonenhombostase und somit
Mitverursacher des endolymphatischen Hydrops identifiziert. Beispielsweise gelten die
spannungsabhangigen Kaliumkanale KCNE1 und KCNE3 durch ihre tonotopisch spezifische
Expression im Innenohr als suggestive Kandidatengene und rickten somit in den Fokus
mehrerer Assoziationsanalysen. Auflerdem wurde eine Variante von Adducin untersucht,
durch welche die Induktion von Hyperosmolaritat der Endolymphe zum Hydrops fihren
konnte (Teggi et al., 2019; Gallego-Martinez & Lopez-Escamez, 2020).

Aquaporine wurden durch viele Forscher mit der Wasserregulation im Innenohr in
Verbindung gebracht und als potentielle Verursacher einer Volumenzunahme der
Endolymphe angesehen (Teggi et al, 2019). Bevor genauer auf genetische
Vorgangerstudien mit Assoziationen von AQPs und Morbus Meniére eingegangen wird
(Kapitel 2.4), werden im Folgenden Aufbau, Funktion und Expressionsmuster der

Aquaporine beschrieben.
2.3 Aquaporine

2.3.1 Aufbau und Funktion

Aquaporine sind transmembrane Wasserkanale, welche den interzelluldren und
intrazellularen Wasserfluss regulieren (Li & Wang, 2017). Bis zur Entdeckung dieser durch
die Arbeitsgruppe um Peter Agre Anfang der 1990er Jahre (Preston et al., 1992), ging man
davon aus, dass der transzelluldare Wasseraustausch nur durch Diffusion Uber die
hydrophobe Lipiddoppelmembran erfolgt.

AQP sind ubiquitar, das heifdt in allen Lebewesen mit Zellmembranen zu finden (Li & Wang,
2017). Beim Menschen wurden 13 Aquaporinisoformen identifiziert (AQP 0 — AQP 12),
welche initial in zwei Subgruppen eingeteilt wurden: die Aquaglyceroporine, welche neben
Wasser auch fur kleine Molekile, wie Glycerol und Urea, durchlassig sind und die
klassischen Aquaporine, welche spezifisch nur Wasser transportieren (Sorani et al., 2008).
Im Nachhinein wurde eine dritte Subfamilie entdeckt, deren Aquaporine teilweise strukturelle

Abweichungen von den vorherig beschriebenen Aquaporinen aufweisen und als
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Superaquaporine bezeichnet werden (Li & Wang, 2017). Eine Einteilung der Aquaporine in

die drei Subgruppen wird in Abbildung 2.3 dargestellt.

/ Aquaglyceroporine
AQP7 Klassische Aquaporine
AQP3 |
AQP10 \ AaQps
N
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AQP9 OO\  AQP12
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Abbildung 2.3 Der Stammbaum der 13 humanen Aquaporine. Klassische Aquaporine in griin: AQP 0,
AQP 1, AQP 2, AQP 4, AQP 5, AQP 6, AQP 8. Aquaglyceroporine in blau: AQP 3, AQP 7, AQP 9,

AQP 10. Superaquaporine in rot: AQP 11, AQP 12. © (Ishibashi et al., 2014)

Alle 13 humanen Aquaporine besitzen einen ahnlichen strukturellen Aufbau. Aquaporine sind
homotetramere Proteine, welche sich aus vier identischen 30 kDa-Monomeren, die jeweils
als unabhangige Wasserkanale fungieren, zusammensetzen (Cheng et al., 1997; Li & Wang,
2017). Jedes AQP-Monomer besteht aus sechs transmembranen alpha-Helices (H1-6),
welche durch finf, abwechselnd intra- und extrazellulare, Loops (A-E) verbunden sind
(Murata et al., 2000; Eriksson et al., 2013; Day et al., 2014). Die Helices bilden ein Blindel
um eine sehr enge Pore, durch welche das Wasser durchtritt (Cheng et al., 1997; Day et al.,
2014). Die Loops B und E, welche jeweils von gegentberliegenden Seiten bis zur Halfte in
die Membran eintauchen, besitzen beide ein charakteristisches Leitmotiv, bestehend aus

den drei Aminosauren Asparagin, Prolin und Arginin (NPA-Sequenz) (Murata et al., 2000;
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Eriksson et al., 2013). Dieses doppelt vorkommende NPA-Strukturmotiv, welches zentral im
Kanal liegt und die Pore konstringiert, bindet durch Wasserstoffbriicken nacheinander die
Wassermolekille. Somit wird durch den engen Durchmesser und durch das
Bindungsverhalten sichergestellt, dass nur einzelne Wassermolekule den Kanal der Reihe
nach passieren (Li & Wang, 2017). Eine weitere Sequenz, welche als selektiver Filter
fungiert, ist die Arginin/Aromatische-Sequenz (Ar/R-Sequenz), welche am extrazellularen
Kanaleingang liegt. Wie die Bezeichnung Ar/R-Sequenz bereits suggeriert, findet sich an
dieser Stelle meist ein Argininrest und eine aromatische Aminosaure, Phenylalanin oder
Histidin (Verma et al., 2014; Verma et al., 2015). Die Eigenschaften dieser Aminosauren,
hydrophil, basisch und voluminds, haben zur Folge, dass grof3e und positiv geladene
Molekule den Kanal nicht passieren kdnnen (Verma et al., 2015). Aquaglyceroporine haben
im Vergleich zu Aquaporinen eine etwas weitere Pore, so dass auch andere Molektile den
Kanal passieren kénnen (Tornroth-Horsefield et al., 2010; Beitz et al., 2015). Auf den beiden
folgenden Abbildungen wird der Aufbau der Aquaporine sowohl in der Sekundéarstruktur
(Abbildung 2.4), als auch in schematischer 3D-Struktur (Abbildung 2.5) veranschaulicht.

intrazellular

COOH

Abbildung 2.4 Aufbau und Struktur des AQP1 a) Sechs transmembranare Helices (H1-6) sind durch
funf Loops (A-E) miteinander verbunden. b) Die zwei hydrophilen Loops B und E ragen in das
Kanalinnere und treffen dort aufeinander, um mit ihnren NPA-Motiven den fir Wasser selektiven Filter
zu bilden. © (Zeuthen, 2001)
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Abbildung 2.5 Die Loops B und E liegen an der engsten Stelle des Kanalinneren und bilden ein
positives elektrostatisches Feld, welches die Wassermolekule in Richtung der Aminoséure Asparagin
ausrichtet. Die Wassermolekile bilden mit Asparagin Wasserstoffbriickenbindungen. So wird
sichergestellt, dass nur Wassermolekiile den Kanal passieren kdnnen. © (Murata et al., 2000)

Funktionell leisten die AQP einen grolRen Beitrag zur Regulation des transzellularen
Wasserflusses und des Zellvolumens. Wahrend der passive Fluss, lediglich durch den
osmotischen Gradienten bestimmt und kaum regulierbar ist, kann die Anzahl und die
Verteilung der Aquaporine in den verschiedenen Geweben je nach Bedarf angepasst werden.
Diese Regulationsmechanismen finden auf Genexpressionsebene statt (Day et al., 2014).

Da die Aquaporine in vielen humanen Geweben mit hohem Wasserfluss vorkommen, spielen
sie eine groRe Rolle in physiologischen und pathophysiologischen Vorgangen. Um die
Relevanz von fehlfunktionierenden Aquaporinen darzustellen, folgen einige Beispiele von
bisher erforschten Erkrankungen, welche auf mutierten Aquaporinen beruhen: Mutationen im
Aquaporin 2 kénnen zur Klinik des nephrogenen Diabetes insipidus fihren. Dies ist eine
Erkrankung, bei welcher es zu Polyurie aufgrund fehlender Ruckresorptionskapazitat des
Primarharns im Sammelrohr der Niere kommt (Agre et al, 2002; King & Yasui, 2002;
Bockenhauer & Bichet, 2017; Milano et al., 2017). Es wurden verschiedene Mutationen im
Aquaporin 0 identifiziert, welche die Entstehung des Grauen Stars im Auge beglinstigen
(Agre et al., 2002; King & Yasui, 2002; Senthil Kumar et al., 2013; Qin et al., 2016). Im
Gehirn konnten Mutationen im AQP 4 fir die Involvierung in Entstehung und Resorption

eines Hirnédems verantwortlich gemacht werden (Agre et al., 2002; Tang & Yang, 2016).
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2.3.2 Aquaporine im Innenohr

Wie bereits im Abschnitt Pathophysiologie erlautert, wurde eine enge Assoziation zwischen
dem Auftreten von Morbus Meniére und dem endolymphatischen Hydrops vermutet. Kleine
Anderungen im Zellvolumen kénnen die mechanischen Eigenschaften im Cortiorgan und im
vestibularen sensorischen Epithel beeintrachtigen. Eine prazise Volumenregulation in den
Epithelzellen und eine Aufrechterhaltung des endocochledaren Potenzials sind
Voraussetzungen fir eine intakte akustische und vestibuldare Signaltransduktion (Li &
Verkman, 2001; Lopez et al., 2007). Die seit Langerem existierende Vermutung, dass
Stérungen der Flissigkeitshomdostase im Innenohr durch fehlfunktionierende Wasserkanale
verursacht werden, wurde nach Entdeckung der Aquaporine (Preston et al., 1992) und dem
Nachweis dieser im Innenohr weiter unterstutzt.

Verschiedene Forschungsgruppen konnten eine Expression von 8 der 13 bis dato
entdeckten Aquaporine, namlich AQP 1-7 und AQP°9, im menschlichen Innenohr
nachweisen (Kakigi et al., 2009; Hirt et al., 2010; Maekawa et al., 2010; Eckhard et al., 2012;
Dong et al., 2019). Aufgrund der im Folgenden vorgestellten Ergebnisse vorheriger Studien,
wird in dieser Arbeit genaueres Augenmerk auf die Verteilung der Aquaporine 3, 4 und 5 im

Innenohr gelegt.

Aquaporin 3 konnte durch immunhistochemische Verfahren in der Cochlea im spiralen
Ligament, in Fibrozyten des spiralen Limbus (Huang et al., 2002; Nevoux et al., 2015) und
mit schwacherem Signal in der Stria vascularis (Zhong & Liu, 2004) nachgewiesen werden.
Im Sacculus endolymphaticus zeigte sich, dass Aquaporin 3 zusammen mit den
Aquaporinen 2 und 4 co-exprimiert wird (Beitz et al., 1999). Ein ahnliches Verteilungsmuster
der Aquaporine 2, 3 und 4 wurde auch im Sammelrohr der Niere gefunden, weshalb
Ishiyama et. al die Vermutung aufstellten, dass diese Expressionskombination in denjenigen

Zellen vorkommt, welche fir Wasserresorption zustandig sind (Ishiyama et al., 2006).

Aquaporin 4 wurde in cochledren Stitzzellen, wie den auflieren und inneren Sulcuszellen,
Hensen-, Deiter- und Claudiuszellen, nachgewiesen (Takumi et al., 1998; Li & Verkman,
2001; Mhatre et al., 2002; Lopez et al, 2007, Eckhard et al., 2012). In den
Gleichgewichtsorganen konnte Aquaporin 4, analog zum Hdérorgan, auch in den Stutzzellen
ausfindig gemacht werden (Takumi et al., 1998; Mhatre et al., 2002; Zhong & Liu, 2004;
Lopez et al, 2007). Es wurde zudem gezeigt, dass Aquaporin4 vor allem in der
basolateralen Membran der vestibularen Stitzzellen angeordnet ist (Takumi et al., 1998;
Ishiyama et al., 2010; Eckhard et al., 2012). Zusatzlich konnte AQP 4 in den Stltzzellen des
zentralen Anteils des Nervus cochleovestibularis nachgewiesen werden (Takumi et al., 1998;
Mhatre et al., 2002).
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Ishiyama et. al Uberpriften zudem die quantitative Expression von AQP 4 in den Maculae
utriculi in drei verschiedenen Studiengruppen. Die erste Gruppe wurde ausschlieRlich aus
Meniére-Patienten, die zweite Gruppe aus Kontrollprobanden mit blander audiovestibularer
Anamnese und die dritte Gruppe aus Patienten mit Akustikusneurinom, einem gutartigen
Tumor der Myelinscheide des Nervus vestibulocochlearis, gebildet. Bei Gegenlberstellung
und Vergleich dieser drei Gruppen stellte sich heraus, dass alle drei Gruppen im basalen Teil
der Stutzzellen des Utriculus AQP 4 exprimierten. In der Meniére-Patienten-Gruppe zeigte
sich jedoch eine statistisch signifikant verminderte Expression des Wasserkanals
Aquaporin 4 im Vergleich zu den anderen beiden Gruppen. Dies deutet darauf hin, dass der
verminderte AQP 4-Anteil einen primaren oder sekundaren Effekt auf den Wassertransport
haben konnte und somit im Zusammenhang mit der Formation des endolympahtischen
Hydrops bei Morbus Meniére stehen kénnte. (Ishiyama et al., 2010)

Die potentielle Rolle von Aquaporin 4 im Hérprozess wurde von Li und Verkman und Mhatre
et al. anhand von Knockout-Mausen aufgezeigt. Sie erzeugten Mause ohne AQP 4-Gen und
malen deren akustische Hirnstammsignale (Acustic Brainstem Response, ABR) nach
Zufihrung von Kilickstimuli und Reintdnen unterschiedlicher Frequenzen. Beide
Forschungsgruppen konnten eine signifikant erhdhte frequenzunabhangige Horschwelle bei
AQP 4 Knockout-Mausen im Vergleich zu Wildtypmausen feststellen. Die schlechtere
Horleistung wurde, bei normaler Nervenleitgeschwindigkeit, primar einem Problem in der
Cochlea, namlich funktionsgeminderten Haarzellen, zugeschrieben. Li und Verkman
erzeugten zudem AQP 1, 3 und 5 Knockout-Mause, bei welchen sich jedoch keine
signifikanten Unterschiede in der Horleistung im Vergleich zu Wildtypmausen zeigte. (Li &
Verkman, 2001; Mhatre et al., 2002)

Aquaporin 5 konnte im Cortiorgan und der Reissner-Membran nachgewiesen werden (Beitz
et al., 1999). Hirt et al. konnten bei der Untersuchung einer menschlichen Cochlea, sowie
von Cochleae vier verschiedener Nagetiere, Aquaporin 5 in den &uferen Sulcuszellen
nachweisen (Hirt et al., 2010; Eckhard et al., 2014). Interessant dabei war, dass sowohl im
humanen Gewebe, also auch in allen vier Tierspezies AQP 5 nur im oberen Viertel der
Cochlea exprimiert wurde. Da im apikalen Teil der Cochlea tiefe Téne wahrgenommen,
verarbeitet und weitergeleitet werden (Bekesy, 1952a; Hudspeth, 1989; Muller et al., 2005),
stellt sich die Frage, ob Aquaporin 5 Knockout-Mause eine beeintrachtigte Horleistung im
Tieftonfrequenzbereich aufweisen. Li und Verkman, sowie Merves et al. widerlegten dies
jedoch mit normal hérenden und morphologisch unauffalligen AQP 5 Knockout-Mausen (Li &
Verkman, 2001; Merves et al., 2003). Auf zellularer Ebene wurde festgestellt, dass AQP 5
ausschlieflich in der apikalen Membran und komplementar dazu AQP 4 ausschlief3lich in der

basolateralen Membran der duferen Sulcuszellen exprimiert werden (Hirt et al., 2010). Die
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unterschiedliche Lokalisierung der beiden Wasserkanale AQP 4 und AQP 5 innerhalb des
gleichen Zelltyps legt die Vermutung nahe, dass die Wasserkanale dort einen transzellularen
Wasserfluss durch die auleren Sulcuszellen — und somit einen Fluss zwischen Peri- und
Endolymphe — ermdglichen (Hirt et al., 2010; Eckhard et al., 2015). Hypothetisch kénnten
somit vermehrt exprimierte AQP 5 zu einer Ubersekretion von Wasser in die Endolymphe
und schlieRlich zu einem endolymphatischen Hydrops fuihren (Hirt et al., 2010; Eckhard et al.,
2015).

2.4 Genetische Studien zu Polymorphismen der Aquaporingene 3, 4 und 5 und
Morbus Meniére

Die Region-spezifische Expression der Aquaporin-Wasserkanale im Innenohr sowie deren
Funktion impliziert eine Beteiligung dieser in der Flussigkeitshombostase im Innenohr
(Huang et al., 2002; Candreia et al., 2010). Veranderungen auf molekularer Ebene kdnnten
an einer gestoérten Endolymphhomdoostase und der Entstehung eines Endolymphhydrops
beteiligt sein. Aus diesem Grund begannen einige Forschungsgruppen nach Mutationen in
den Aquaporingenen und nach Assoziationen dieser mit der Innenohrerkrankung Morbus
Meniére zu suchen.
Candreia et al. detektierten bei einer Mutationsanalyse der kodierenden Bereiche und der
Exon-Intron-Verbindungen der Aquaporingene 1-4 eine potentiell aussagekraftige Variation.
Sie fanden eine homozygote Punktmutation im Exon 1 des AQP 3 (rs591810) in 11 der 34
Patienten (32 %) und in keinem der 100 Kontrollprobanden. Als Stichprobe dienten
Kaukasier, die im Kantonsspital Aarau und dem Universitatsspital Basel in der Schweiz
vorstellig waren. In die Patientengruppe wurden Personen mit klinisch sicherem Morbus
Meniére, definiert nach AAO-HNS, eingeschlossen. Es wurden alle kodierenden Exons und
Exon-Intron-Verbindungen sequenziert. (Candreia et al., 2010)
Arweiler et al. uberpriften einen mdglichen Zusammenhang des
Einzelnukleotidpolymophismus (Single nucleotid polymorphism, SNP) rs3759129 in der
Promoterregion des AQP5 Gens und Morbus Meniére. Hierfir wurden am
Universitatsklinikum Essen 93 kaukasische Patienten mit klinisch gesichertem oder klinisch
sicherem Morbus Meniére nach AAO-HNS rekrutiert. Zusatzlich wurden 9 Patienten mit
MRT-gesichertem endolymphatischen Hydrops eingeschlossen, die zwar eine
Tieftonschwerhorigkeit aufwiesen, jedoch nicht unter vestibularen Beschwerden litten. 292
randomisierte gesunde kaukasische Personen wurden innerhalb des Transfusionszentrums
Essen fur die Kontroligruppe rekrutiert. Nach Genotypisierung des AQP 5 Promotors via
Pyrosequenzierung zeigten weder die Krankheitspravalenz, noch die Schwere der
Erkrankung eine Assoziation mit diesem SNP. (Arweiler-Harbeck et al., 2012)
Nishio et al. untersuchten in einer japanischen Stichprobe Assoziationen der

Polymorphismen des Aquaporingens 4 (AQP 4, rs2075575), des Aquaporingens 5 (AQP 5,
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rs3736309) und des Ostrogenrezeptors a (ERa1, rs2234693; ERa2, rs9340799) mit Morbus
Meniére und plétzlichem Hoérverlust. Als Stichprobe dienten 86 Meniéere-Patienten und 85
Patienten mit plotzlichem Hoérverlust, welche sich im Zeitraum November 2007 - Marz 2011
auf der Otorhinolaryngologie der Nagoya Universitatsklinik in Japan vorstellten. Morbus
Meniére wurde anhand der Diagnosekriterien der AAO-HNS definiert, wobei Patienten mit
klinisch sicherem, wahrscheinlichem und moglichem Morbus Meniére eingeschlossen
wurden. Idiopathischer plétzlicher sensorineuraler Hoérverlust wurde nach den Kriterien der
Sudden Deafness Research Committee Study Group of the Ministry of Health and Welfare
aus dem Jahr 1973 definiert. Die Kontrollgruppe bildeten 2136 Erwachsene ohne Meniére-
und Horverlust-Anamnese, die ebenfalls in und um Nagoya wohnhaft waren und aus dem
Datenpool einer populationsbasierten Studie des Alterwerdens extrahiert wurden. Nach
Genotypisierung der Polymorphismen zeigte sich, dass das G-Allel des Polymorphismus
rs3736309 im AQP 5 mit einem reduzierten Risiko an Morbus Meniére zu erkranken
assoziiert war. (Nishio et al., 2013)

Lopes et al. untersuchte in einer brasilianischen Kohorte neben Prifung von
Polymorphismen des AQP 2 und des KCNE1 den Polymorphismus rs591810 des AQP 3 auf
Assoziationen. Hierfir wurden 30 Patienten mit klinisch sicherem Morbus Meniére, definiert
nach den Diagnosekriterien der AAO-HNS, und 30 gesunde Kontrollprobanden innerhalb des
Universitatsklinikums Sao Paulo untersucht. Es handelte sich um ein Probandenkollektiv
unterschiedlicher Ethnien, groftenteils jedoch Kaukasiern. Fur den Polymorphismus
rs591810 des AQP 3 konnte kein signifikanter Unterschied in der Genotyp- und
Allelverteilung zwischen der Patientengruppe und der Kontrollgruppe beobachtet werden.
(Lopes Kde et al., 2016)

In den Vorgangerstudien wurden lediglich kleine Stichproben mit 100 oder weniger Meniére-
Patienten in der Fallgruppe untersucht. Replikationsstudien, welche die Ergebnisse der

genannten Studien belegen oder widerlegen wurden bisher nicht publiziert.
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2.5 Zielsetzung
Morbus Meniére ist eine Innenohrerkrankung mit typischer Symptomtrias aus spontan
ausgeldsten Drehschwindelepisoden, unilateral fluktuierendem sensorineuralen Horverlust
und weiteren Ohrsymptomen, wie Tinnitus und Druckgefihl. Auf pathophysiologischer Ebene
gilt der endolymphatische Hydrops als Korrelat der Erkrankung. Dessen Atiopathogenese ist
noch nicht abschlieRend erforscht. Verschiedene Hypothesen postulieren die Kombination
aus Genetik und Umweltfaktoren fur dessen Entstehung.
Aquaporine sind Wasserkanale, welche in Geweben mit hohem Wasserfluss exprimiert sind.
Aufgrund ihrer Expression und Funktion im Innenohr kénnten sie in der Pathogenese des
endolymphatischen Hydrops und somit der Krankheitsentstehung von Morbus Meniére eine
wichtige Rolle spielen. Genetische Varianten in den Aquaporinen wurden in friiheren Studien
untersucht.
In bisherigen Vorgangerstudien wurde eine signifikante Assoziation des Polymorphismus
rs3736309 im AQP 5 publiziert (Nishio et al., 2013). Fur die anderen Polymorphismen
rs591810 im AQP 3, rs2075575 im AQP 4 und rs3759129 im AQP 5 konnten signifikante
Assoziationen mit Morbus Meniére aufgrund kleiner Stichproben weder festgestellt noch
ausgeschlossen werden (Candreia et al., 2010; Arweiler-Harbeck et al., 2012; Nishio et al.,
2013; Lopes Kde et al., 2016). Da es sich um vielversprechende Kandidatengene handelt,
war es Ziel dieser Doktorarbeit in einer grofleren und homogen kaukasischen Stichprobe
erneut den Zusammenhang zwischen genetischen Variationen in den Aquaporinen 3, 4 und
5 und der Innenohrerkrankung Morbus Meniére zu untersuchen. Im Speziellen wurden die
Genotypen der vier Polymorphismen rs591810, rs2075575, rs3759129 und rs3736309 der
Aquaporine 3, 4 und 5 von sowohl 323 Patienten mit klinisch gesichertem, sicherem,
wahrscheinlichem oder moéglichem Morbus Meniére nach den Diagnosekriterien der AAO-
HNS als auch 2615 gesunden Kontrollprobanden bestimmt und auf Assoziationen mit
Morbus Meniére gepruft. Hierfir wurde initial das gesamte Patientenkollektiv und
anschlielend im Sinne einer zunehmenden Diagnosesicherheit Patienten mit mindestens
klinisch wahrscheinlichem sowie die unter eindeutiger Morbus Meniére zusammengefasste
Gruppe aus Patienten mit klinisch gesichertem und sicherem Morbus Meniére betrachtet.
Da es sich bei Morbus Meniére um eine heterogene Symptomkombination mit damit
einhergehender Prasentation vielseitiger Krankheitsbilder handelt, kdnnte durch die
Gruppierung ahnlicher Phanotypen in Subgruppen die Erforschung des Krankheitspfades
beglnstigt werden (Frejo et al., 2017; Crossley et al., 2020). Aus diesem Grund wurde in
einem weiteren Schritt die Patientengruppe der klinisch mdglichen Meniére Patienten
anhand des Parameters Schwerhorigkeit in zwei Gruppen gegliedert. Ziel war es das
Symptom Schwerhérigkeit separat auf einen genetischen Zusammenhang mit den

Polymorphismen der AQPs 3, 4 und 5 zu prfen.
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3 Material und Methoden

3.1 Studiendesign
In dieser Arbeit wurde der Zusammenhang von vier verschiedenen
Einzelnukleotidpolymorphismen der Aquaporingene 3,4 und 5 mit der Erkrankung Morbus
Meniére untersucht. Daflir wurden die best guess Genotypen der vier Polymorphismen,
welche bereits in Vorgangerstudien untersucht wurden, aus dem imputierten Datensatz,
dessen Rohgenotypen durch SNP-Arrays generiert wurden, extrahiert und zur Rechnung

verwendet.

3.1.1 Voraussetzungen
Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universitadt Minchen
zugelassen und in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt. Alle
Probanden wurden Uber den Zweck, das Prozedere und das Ziel der Studie aufgeklart. Die
Bereitschaft zur freiwiligen Teilnahme wurde durch das Unterschreiben einer

Einverstandniserklarung vor Studienbeginn bestatigt.

3.1.2 Datengewinnung
Die vorliegende Dissertation wurde im Rahmen einer Fall-Kontroll-Assoziationsstudie in
Zusammenarbeit mit der Universitatsklinik und Poliklinik fur Psychiatrie, Psychotherapie und
Psychosomatik Halle (Saale) und dem Deutschen Schwindel- und Gleichgewichtszentrum
der Universitatsklinik Minchen GroRhadern durchgefuhrt. Es wurde der Zusammenhang von
vier verschiedenen Einzelnukleotidpolymorphismen der Aquaporingene 3, 4 und 5 mit der
Erkrankung Morbus Meniéere untersucht. Hierzu wurden etwa 3000 Kontrollpersonen und
etwa 350 Patienten europaischer Herkunft rekrutiert. Da es sich um ein fortlaufendes
wissenschaftliches Projekt handelt wurden Daten, die von den wissenschaftlichen

Mitarbeitern, Doktoranden und Arzten gewonnen wurden, in einer Biodatenbank gesammelt.

3.1.3 Studienteilnehmer der Fall-Kontroll-Studie

3.1.3.1 Kontroligruppe
Fir die Kontrollgruppe wurden circa 2600 Probanden aus der PAGES (Phenomics and
Genomics Sample) Stichprobe auf freiwilliger Basis aus der Minchner Bevdlkerung
ausgewahlt. Bei diesen Kontrollen handelt es sich um psychiatrisch gesunde Personen, bei
denen, neben einer Blutentnahme, zahlreiche anamnestische, neuropsychologische und
elektrophysiologische Daten erhoben wurden. Bei den ausgewahlten Probanden handelt es
sich um nicht miteinander verwandte, deutschstammige Personen beider Geschlechter. Um
eine reprasentative Stichprobe zu erhalten, wurden per Zufall Einwohner im Grof3raum

Minchen mit Hilfe von Daten des Kreisverwaltungsreferats ausgewahlt. Ein mehrstufiges
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Verfahren hatte zum Ziel, alle Personen mit psychiatrischen und neurologischen
Vorerkrankungen, wie auch Schwindelerkrankungen, auszuschlie3en.

Zunachst wurden die zufallig ausgewahlten Personen postalisch kontaktiert und Gber Art und
Umfang der Studie informiert. Alle interessierten Personen wurden daraufhin schrittweise,
zunachst durch ein Telefonscreening und, wenn weiterhin die Einschlusskriterien erfiillt
blieben, anschlieRend mittels eines ausflihrlichen Fragebogens, auf das Vorhandensein
psychiatrischer und hirnorganischer Erkrankungen gepruft. Alle Personen, die selbst oder
deren biologische Verwandte ersten Grades jemals an neurologischen und psychiatrischen
Stérungen litten, wurden ausgeschlossen. Die verbliebenen Probanden wurden in die Klinik
fur die Erhebung einer ausfihrlichen Anamnese, die Durchfiihrung einer orientierenden
neurologischen Untersuchung und die Teilnahme an verschiedenen neuropsychologischen
Tests eingeladen.

Nach einer orientierenden neurologischen Anamnese und Untersuchung, bei welcher
Reflexe, Hirnnervenfunktionen, Sensorik, Motorik und Koordination getestet wurden, folgte
das klinische Interview mittels Strukturiertem Klinischem Interview | und Il (SKID | und 1)
(First et al., 1996; First et al., 1997), um Probanden mit psychiatrischen Erkrankungen
wahrend der bisherigen Lebensgeschichte auszuschlielen. Um  psychiatrische
Erkrankungen innerhalb der Familie auszuschlie3en, durchliefen alle Teilnehmer das Family
History Assessment Module (FHAM) (Rice et al., 1995). Alle Personen Uber 60 Jahre,
mussten, um in die Kontrollgruppe aufgenommen zu werden, zusatzlich den Mini Mental
State Test (MMST) (Folstein et al., 1975) absolvieren, welcher zur Detektion kognitiver

Defizite aufgrund von Demenz diente.

3.1.3.2 Fallgruppe
Die Probanden fiur die Patientengruppe wurden in Kooperation mit dem Deutschen
Schwindel- und Gleichgewichtszentrum (DSGZ) Mdunchen, innerhalb der LMU-
Universitatsklinik Grof3hadern, rekrutiert. Voraussetzungen zur Studienteilnahme waren,
neben dem Vorhandensein der Erkrankung Morbus Meniére, Volljahrigkeit, europaische
Ethnizitdt und das schriftliche Einverstandnis zur Datenerhebung mittels Anamnese und

vendser Blutentnahme.
Durch die Doktoranden wurden aus dem Patientenpool des DSGZ potentielle
Studienteilnehmer herausgefiltert und Uber Ziele, Ablauf und Hintergrund der Studie
informiert. Bei Interesse zur Studienteilnahme startete nach Unterschreiben der
Einverstandniserklarung die Befragung mittels standardisierter Anamnesebdgen. Einerseits
wurden Daten zur Person, wie Alter, Geschlecht, Herkunft und Familienanamnese erhoben.
Andererseits wurden die medizinische Vorgeschichte und die Medikamenteneinnahme der
Person erfragt. Aulerdem waren Fragen zu psychiatrischen, neurologischen und
genetischen Erkrankungen in der Familie Bestandteil des Fragebogens. Schwerpunkt der
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Anamnese bildete die Befragung zum Symptom Schwindel und dessen Begleitsymptome,
wie Gangunsicherheit, Sehstérungen, Migrane und Hoérstérungen. Auch wurde nach
Auftreten dieser Symptome bei einem der Familienmitglieder geforscht.

Alle Patienten mit Morbus Meniére wurden anhand der anamnestisch erhobenen Symptome
und der klinischen Befunde anhand der Diagnosekriterien der AAO-HNS (Foundation, 1995)
eingestuft (vgl. Tabelle 2.1). In diese Studie wurden Patienten mit einem klinisch gesicherten,
klinisch sicheren, klinisch wahrscheinlichen und klinisch mdglichen Morbus Meniére
eingeschlossen. Bei allen Patienten der Diagnosekategorie klinisch gesichert lag ein mittels
MRT nachgewiesener endolymphatischer Hydrops vor. Der Horverlust war audiometrisch
objektiviert. Das Vorhandensein von anderen Schwindelerkrankungen als zuséatzliche
Diagnose galt nicht als Ausschlusskriterium.

Nach Assoziationspriifung von Patienten- und Kontrollgruppe wurde die Patientengruppe mit
klinisch mdglicher Meniére Diagnose anhand des Parameters Schwerhdrigkeit in zwei
Subgruppen geteilt, um innerhalb dieser Gruppe das Symptom Schwerhoérigkeit separat auf
genetische Assoziation zu testen. Hierfur wurden die anamnestischen Informationen aus den
Symptomfragebdgen Uber das Vorliegen von Schwerhdrigkeit extrahiert und die klinisch
moglichen Meniére Patienten mit subjektiv empfundener Schwerhdrigkeit den klinisch

moglichen Meniére Patienten ohne subjektiv empfundene Schwerhdrigkeit gegentbergestellt.

3.2 Laborverfahren
Grundlage der genetischen Analyse bildete das von allen Probanden abgenommene vendse
Vollblut. Die etwa 7-10 ml umfassenden Proben wurde in Ethylendiamintetraazetat (EDTA) -
Monovetten bewahrt, um eine Gerinnung des Blutes zu verhindern. Alle Proben wurden zu
Anonymisierungszwecken mit einem Code versehen.
Das vendse Vollblut in den EDTA - Monovetten wurde bei 6 °C fir 12 min bei 3620 rpm
zentrifugiert, das Plasma anschlieend abpipettiert und der Blutkuchen bei -80 °C gelagert.

3.21 DNA-Extraktion
Voraussetzung fir die Genotypisierung ist eine Isolierung der DNA, die mit dem Qiagen DNA
Blood Maxi Kit nach Herstellerangaben durchgefihrt wurde (Qiagen, 2005). Die Abbildung
3.1 gibt einen Uberblick tber den Ablauf der DNA-Isolierung. Alle Verbrauchsmaterialien,
Reagenzien und Gerate, welche fir die DNA-Extraktion verwendet wurden, sind in Tabelle

3.1 aufgelistet.
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Abbildung 3.1 DNA-Extraktion gemaR des Protokolls des QIAamp DNA Blodd Midi/Maxi Handbook.
© QIAGEN, all rights reserved (Qiagen, 2005)

Zuerst wurde der Blutkuchen in der EDTA-Monovette bei Zimmertemperatur aufgetaut, mit
2 ml Phosphat gepufferter Salzldsung (PBS) aufgefullt und gemischt. Das Gemisch wurde in
ein 50 ml Zentrifugenréhrchen transferiert und mit 1x PBS auf ein Volumen von 10 ml
adjustiert. Fur die Zelllyse wurden 500 pl Qiagen Protease und 12 ml Guanidinhydrochlorid-
haltiger (GHCI) Lysepuffer zugegeben. Das Blutgemisch wurde 60 s auf einem Vortex
homogenisiert und bei 70 °C fir 30 min im Wasserbad inkubiert. Durch Zugabe von 10 ml
Ethanol und anschlieBend zweiminitigem Mischen auf dem Vortex wurde die Hydrathdlle
entzogen und die DNA ausgefallt. Nun konnte das DNA-Gemisch sukzessive auf eine
QIAmp Maxi Saule Uberflihrt und bei 3000 rpm fir 3 min bei Raumtemperatur zentrifugiert
werden. Die DNA wurde durch das saure Milieu und die Salzbedingung selektiv an die
Silikagelmembran gebunden. RNA und Proteine wurden nicht an der Membran gehalten und
wurden mit dem Eluat entsorgt. Um restliche Protein- und RNA-Kontaminationen auf der
Membran zu entfernen, wurde die Probe mit 5 ml GHCI-haltigem Waschpuffer (Puffer AW1)
2 min bei 4000 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. In einem zweiten Waschschritt mit
5 ml ethanolhaltigem, salzarmem Waschpuffer (Puffer AW2) und Zentrifugation fur 15 min
bei 4000 rpom wurden restliche GHCI-Salze ausgewaschen. Die Silikagelmembran wurde
getrocknet. AbschlieRend wurde die DNA durch Anderung der pH-Bedingungen von der
Membran eluiert. Hierfur wurde sie durch zweimalige Inkubation mit insgesamt 1,5 ml TRIS-
haltigem AE-Puffer fir jeweils 5 min und anschlieender Zentrifugation fur 2 min bei
5000 rpm (jeweils bei Raumtemperatur) von der Membran geldst. Die DNA-Stammldsung

wurde in 2 Microschraubrohrchen gelagert.
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Tabelle 3.1 Fir die DNA-Extraktion verwendete Materialien, Reagenzien und Gerate

Material, Reagenz, Gerat Hersteller
EDTA Monovette Sarstedt, Niimbrecht
50 ml Zentrifugenrohre Sarstedt, Niimbrecht
Micro-Schraubrohre, 2 ml Sarstedt, Niimbrecht
1x PBS-Puffer: Eigene Herstellung:
8 g NaCl Reagenzien von Carl Roth, Hamburg
0,2 g KCI

1,44 g NazHPO4
0,24 g KH2POq4

Ad 1 | mit Aqua dest.
Mit NaOH auf pH 7,4

Qiagen DNA Blood Maxi Kit Qiagen, Hilden

Ethanol Rotipuran (<98 % p. A.) Carl Roth, Karlsruhe

Vortex Genie Scientific Industries, New York, USA

Wasserbad WNB 22 Memmert, Schwabhausen

Klhizentrifuge CF108-GR VWR Life Science Competence Center, Erlangen

3.2.2 DNA-Konzentrationseinstellung

Da fur den weiteren Prozess alle eingesetzten DNA-LGsungen die gleiche Konzentration
aufweisen mussten, wurden diese, wie im Folgenden beschrieben, auf eine Konzentration
von 50 ng/ul eingestellt. In Tabelle 3.2 sind alle Verbrauchsmaterialien, Reagenzien und
Gerate, welche fur die DNA-Konzentrationseinstellung verwendet wurden, aufgelistet.

Zunachst wurden hierflir die unbekannten Ausgangskonzentrationen der DNA-Proben mittels
des Fluoreszenzfarbstoffes PicoGreen bestimmt. PicoGreen ist ein Fluorophor, welches
selektiv an doppelstrangige DNA bindet und nur im DNA-gebundenen Zustand fluoresziert
(Rengarajan et al., 2002). Prinzip dieser Konzentrationsbestimmung ist die
Intensitatsmessung des Fluoreszenzsignals, da sich dieses in einem spezifischen
Messbereich proportional zur gebundenen DNA verhalt (Li et al., 2014). Durch Herstellung
und Vergleich mit einer Standardkurve, generiert durch Referenzldsungen mit bekannten

DNA-Konzentrationen, konnen die bis dato unbekannten DNA-Konzentrationen der Proben
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kalkuliert werden (Bhat et al., 2010; Li et al., 2014). Die Standardkurve wurde durch eine 1:2
Verdinnungsreihe, ausgehend von humaner genomischer DNA mit bekannter Konzentration
(100 ng/ul), hergestellt. Die Referenz-DNA-Lésung wurde 1:2 mit destillietem Wasser
verdunnt und durch mehrmaliges Aufziehen in die Pipettenspitze gemischt. Die jeweilige
Verdinnung diente als Ausgangssubstanz fir die nachst niedrigere Konzentration. Die
Verdinnungsreihe bestand aus 8 Punkten mit folgenden DNA-Konzentrationen: 100 ng/pl,
50 ng/pl, 25 ng/ul, 12,5 ng/ul, 6,25 ng/ul, 3,125 ng/pl, 1,5625 ng/ul, 0 ng/ul DNA.

Die zu messenden DNA-Stammlésungen wurden vorgangig in einer 96 well Platte mit
destilliertem Wasser in einem Verhaltnis 1:10 verdiinnt, damit sie im zu messenden Bereich
lagen. Die DNA-Lésungen der Standardkurve wurden nicht weiter verdinnt. In eine
schwarze 96 well Platte mit flachem Boden wurden 50 ul autoklaviertes, destilliertes Wasser
pro Vertiefung vorgelegt. Dazu wurden jeweils 5pl  DNA-Lésung  der
Standardverdiinnungsreihe bzw. der verdinnten DNA-Proben in Duplikaten pipettiert.
PicoGreen wurde 1:156 verdiinnt. Pro Vertiefung wurden 145 ul des verdinnten Farbstoffs
zu den Proben- bzw. Standard-DNA-Lésungen gegeben. Die Endverdiinnung des PicoGreen
Farbstoffs betrug 1:200. In jedem well waren 200 pyl Lésung, bestehend aus 50 pl
destilliertem Wasser, 5 yl DNA-Losung und 145 ul PicoGreen Farbstoff.

Die schwarze 96 well Platte wurde durch den Greifarm von der Janus Workstation
automatisch in den Victor 3 Multilabel Counter 1420 Uberfihrt. Die Platte wurde 30 s in
horizontaler Ebene in Doppelellipsen geschittelt, um die Lésungen homogen zu
durchmischen. Fir die Fluoreszenzmessung wurde der PicoGreen Farbstoff bei einer
Wellenlange von 485 nm angeregt und bei 520 nm wurde die Emission gemessen. Die
ermittelten Fluoreszenzwerte wurden vom Messgerat an einen Rechner Ubermittelt. Die
Konzentrationen der DNA-Proben wurden anhand der Fluoreszenzwerte der Standardkurve
berechnet. Ausgehend von diesen Konzentrationswerten wurde kalkuliert, welche Menge an
Wasser addiert werden musste, um eine DNA-Konzentration von 50 ng/ul zu erreichen. Die
Verdinnung erfolgte anschlieBend automatisch mit dem Pipettierroboter. Als
Ausgangslosung wurden 500 pl Arbeitsldsung mit einer DNA-Konzentration von 50 ng/ul

hergestellt.

36



Material und Methoden

Tabelle 3.2 Fur die DNA-Konzentrationseinstellung verwendete Materialien, Reagenzien und Gerate

Material, Reagenz, Gerat Hersteller
96 well Flat Bottom Plate Black Greiner Bio-One, Frickenhausen
Human genomic DNA 100 ng/pl Clontech, Mountain View, USA
Janus Automated Workstation Perkin Elmer Inc., Massachusetts, USA
Quant iT PicoGreen dsDNA reagent Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Thermo Fast 96 well Plate ABgene, Hamburg
Victor 3 Multilabel Counter 1420 Perkin Elmer Inc., Massachusetts, USA

3.2.3 Genotypisierung

3.2.3.1 Uberblick

Die Genotypisierung wurde extern im Rahmen von Kooperationen, methodisch basierend auf
SNP-Arrays, durchgefihrt. Die DNA-Proben wurden in 7 Chargen (Batches) auf
verschiedenen Plattformen durchgefuhrt. Auch die Qualitédtskontrolle und die Imputation, das
heiRt die Schatzung nicht direkt genotypisierter Varianten auf der Basis der Linkage
Disequilibrium-Struktur eines Referenzgenoms, fand zunachst innerhalb des jeweiligen
Batches statt (Uitterlinden, 2016; Dehghan, 2018; Tam et al., 2019).

Die Qualitatskontrolle und Imputation von Batch 1 [Human610-Quad (Priebe et al., 2013;
Drago et al., 2014), Human660W-Quad (Priebe et al., 2013)], Batch 2 [(HumanHap 300,
(Need et al., 2009)] und Batch 3 [(Affymetrix 6.0, (Psychosis Endophenotypes International
et al., 2014)] erfolgten im Rahmen der bis dato gréf3ten Schizophrenie Assoziationsstudie
des Psychiatric Genomics Consortium (PGC) (Schizophrenia Working Group of the
Psychiatric Genomics, 2014). Die Batches 4 [(HumanHap 300, (Stefansson et al., 2008)], 5
[(Mumina Human OmniExpress, (Lencz et al., 2014)], 6 [(Illumina Omni1-Quad, (Galfalvy et
al., 2015)] und 7 [(HumanOmniExpress-24, (Rujescu et al., 2018)] wurden anhand derselben
Kriterien qualitatskontrolliert und imputiert.

Nach der Qualitatskontrolle und Imputation wurden die Daten der 7 Batches zu einem

groRen Datenset zusammengefiihrt und es erfolgte eine erneute Qualitatskontrolle.
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3.2.3.2 Prinzip eines SNP-Arrays am Beispiel des HumanOmniExpress-24
BeadChip (lllumina)

Das Prinzip eines SNP-Arrays und der Ablauf des Genotypisierungsprozesses wird am
Beispiel des HumanOmniExpress-24 (lllumina, 2017) erlautert.

Auf dem Tragermaterial eines Beadchips sind Uber 700 000 verschiedene Beadtypen,
welche aus synthetischen 50-mer Oligonukleotiden bestehen, fixiert. Diese hybridisieren mit
denjenigen DNA-Fragmenten einer Probe, welche hierzu 100 % komplementar sind. Da
jeder Beadtyp einem SNP Locus entspricht, kann anhand des Bindungsorts der DNA-
Fragmente auf den Genotyp dieses SNPs beim jeweiligen Probanden geschlossen werden.
Im Folgenden werden die einzelnen Schritte der Genotypisierung gemal der Anleitung der
Firma lllumina (lllumina, 2017) erlautert.

Auf einem Beadchip kdnnen DNA-Proben von bis zu 24 Probanden gleichzeitig untersucht
werden. Pro DNA-Probe werden 200 ng DNA-Material benétigt. Einfachheitshalber wird hier
lediglich die Genotypisierung der DNA eines einzelnen Probanden erklart.

Der Arbeitsablauf beginnt an Tag 1 mit der Amplifikation und Inkubation der DNA Uber Nacht
(Abbildung 3.2, 1). An Tag 2 wird die DNA durch Restriktionsenzyme in Fragmente gespalten.
AnschlieRend findet die Prazipitation der DNA-Fragmente mit Isopropanol und die
Resuspendierung in Hybridisierungspuffer statt (Abbildung 3.2, 2-3). Nun koénnen die
aufbereiteten DNA-Fragmente auf den Beadchip geladen und Uber Nacht inkubiert werden
(Abbildung 3.2, 4-5). Im Hybridisierungsofen binden die jeweiligen DNA-Fragmente an ihre
komplementaren Beadtypen. Um nicht oder unspezifisch hybridisierte DNA zu entfernen,
folgen am dritten Tag mehrere Reinigungsschritte des Beadchips. Der nachste Schritt
umfasst eine enzymatische Einzelbasenextension (Single-base Extension, SBE) mit
fluoreszenzmarkierten Nukleotiden. Die an den Beadtypen hybridisierten DNA-Fragmente
dienen hierfur als Matrize. Anhand dieser Matrize wird das auf dem Tragermaterial fixierte
Oligonukleotid um genau eine Base, namlich an der Stelle des zu untersuchenden SNPs,
verlangert (Abbildung 3.2, 6). Die eingesetzten Nukleotide mit den Basen A und T
fluoreszieren rot und die der Basen C und G griin. Beim Scannen des Beadchips werden die
Fluorophore angeregt und deren Intensitaten gemessen (Abbildung 3.2, 7). Da die 50-mer
Oligonukleotide auf dem Tragermaterial in einem mikroelektro-mechanischen System als
Substratmuster aufgebracht sind, kann jedes Fluoreszenzsignal einem SNP zugeordnet
werden. Anhand der lllumina Software kdnnen die Daten der einzelnen Proben ausgewertet

und die Genotypfrequenzen verglichen werden (Abbildung 3.2, 8).
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Genomische DNA (200 ng)
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Abbildung 3.2 Schematischer Ablauf der Genotypisierung des Infinium-Assays HumanOmniExpress-
24 der Firma lllumina. © Courtesy of lllumina, Inc. (lllumina, 2017).

3.3 Qualitatskontrolle
Aufgrund der hohen Menge an Variablen gibt es bei SNP-Arrays eine Reihe von
Fehlerquellen, wie z. B. Genotypisierungsfehler (Ziegler et al., 2008; Zhao et al., 2018). Eine
sorgfaltige Qualitatskontrolle ist ein unabdingbarer Schritt, um diese Fehler zu erkennen. Es
wird zwischen individueller Qualitatskontrolle, welche einen Ausschluss von
Studienteilnehmern zur Folge hat, und einer Qualitatskontrolle auf SNP-Basis, bei welcher
SNPs mit niedriger Qualitat ausgeschlossen werden, unterschieden. Die Qualitatskontrolle
der genotypisierten Daten erfolgte mit Hilfe der Software PLINK, Version 1.9 (Purcell et al.,
2007; Chang et al., 2015). Im Folgenden werden die in dieser Studie durchgeflihrten Schritte
der Qualitatskontrolle mit den dazugehdorigen festgelegten Schwellenwerten erlautert, welche

zum Ausschluss von Probanden und SNPs verwendet wurden.

Wichtige Kriterien zum Ausschluss von Probanden sind die Genotypisierungsrate (call rate),
die Ermittlung der Heterozygotenfrequenz, der Abgleich von angegebenem und
laborchemisch ermitteltem Geschlecht, der Verwandtschaftsgrad der Studienteilnehmer und
die Populationszugehorigkeit.
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Das DNA-Geschlecht der Probanden kann durch den Prozentsatz heterozygoter Genotypen
bestimmter X-chromosomaler SNPs geschatzt werden (Zhao et al., 2018). Oberhalb oder
unterhalb eines bestimmten Schwellenwerts wird das DNA-Geschlecht als weiblich bzw.
mannlich definiert (Purcell et al., 2007; Chang et al., 2015). Liegt der Prozentsatz zwischen
diesen Schwellenwerten, kann dies ein Hinweis auf Kontamination der Probe oder
Genotypisierungsfehler sein. Stimmt das laborchemisch ermittelte DNA-Geschlecht nicht mit
den anamnestischen Angaben zum Geschlecht Uberein, kann eine Vertauschung oder
Verunreinigung der Probe nicht ausgeschlossen werden (Anderson et al., 2010). Alle
Probanden, bei welchen entweder das DNA-Geschlecht nicht eindeutig bestimmbar war oder
eine diskordante Geschlechtsinformation vorlag, wurden ausgeschlossen.

Die Genotypisierungsrate der Probanden, genannt call rate, gibt an, wie viele SNPs einer
DNA-Probe valide bestimmt werden konnten (Ziegler et al., 2008). Sie ist hilfreich, um
mangelhaft genotypisierte DNA-Proben zu identifizieren. Eine niedrige call rate kann auf
einen fehlerhaften Chip, Prozessfehler bei der Genotypisierung oder auf eine ungentigende
DNA-Qualitat bzw. DNA-Konzentration hinweisen (Anderson et al., 2010; Teo, 2010). In
dieser Studie wurden alle Probanden ausgeschlossen, bei denen die call rate ihrer DNA-
Probe weniger als 96 % in kleinen Stichproben, bzw. weniger als 99 % in grof3en
Stichproben betrug.

Um unbekannte Verwandtschaft, Abweichungen von der Heterozygotenfrequenz und
Populationsstratifikation zu detektieren, wurde ein stringent qualitédtskontrolliertes Set an im
Kopplungsungleichgewicht (Linkage Disequilibrium, LD) (r* < 0,2) befindlichen autosomalen
Markern verwendet (minore Allelfrequenz (MAF) = 0,05, HWE p = 0,05, call rate = 0,99). Die
Heterozygotenrate beschreibt den Anteil der heterozygoten Genotypen an allen generierten
Genotypen der autosomalen Marker in einer DNA-Probe (Teo, 2010). Fallt der Prozentsatz
heterozygoter Genotypen eines Probanden, im Vergleich zum Mittelwert aller Probanden, zu
hoch oder zu niedrig aus, kann das ein Hinweis auf Kontamination der DNA-Probe oder auf
eine nicht der Gesamtgruppe entsprechenden Ethnizitat des Probanden sein (Anderson et
al., 2010; Zhao et al., 2018). Alle Probanden mit einer Heterozygotenrate von IFnel 20,2
wurden ausgeschlossen.

Ein weiterer Aspekt, der in Assoziationsstudien beachtet werden muss, ist die
Populationsstratifikation. Populationsstratifikation bedeutet hier die Bildung von genetischen
Subgruppen wegen geografisch und historisch unterschiedlicher Hintergrinde der
Probanden (Ziegler et al., 2008). Durch differierende Allelfrequenzen zwischen den
Subpopulationen kann es zu Verzerrungen der Genotypfrequenzen kommen. Dies kann in
Assoziationsstudien dazu fuhren, dass Assoziationen genetischer Variationen gefunden
werden, welche in Wirklichkeit nicht mit der jeweiligen Krankheit, sondern mit der

Bevolkerungsstruktur verknupft sind (Thomas & Witte, 2002; Ziegler et al., 2008; Anderson et

40



Material und Methoden

al., 2010). Die Analyse der Populationszugehorigkeit der Probanden wurde mittels einer
Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analysis, PCA) der genetischen Daten
durch die Verwendung der Software EIGENSTRAT durchgefiihrt (Price et al., 2006; Price et
al., 2010; Zhao et al., 2018). Mit den ersten zwei Hauptkomponenten (Principal Component,
PC) wurde durch ein Streudiagramm die Herkunft der einzelnen Probanden visualisiert.
Probanden mit jeweils gleicher Populationszugehdrigkeit bildeten ein gemeinsames Cluster.
Ausreiller, also Probanden, die nicht eindeutig dieser Population zugeordnet werden
konnten, wurden ausgeschlossen.

Eine populationsbasierte Assoziationsanalyse setzt voraus, dass die Probanden nicht
miteinander verwandt sind. Duplikate und erst- oder zweitgradige Angehoérige kdnnen die
Analyse verfalschen, da die Genotypen der entsprechenden Familien Uberreprasentiert
waren und damit nicht mehr die Allelfrequenzen der gesamten Population widergeben
(Anderson et al., 2010). Um Duplikate oder verwandte Probanden zu identifizieren, wurden
alle Probanden miteinander gepaart und deren Anteil identischer Allele vom gleichen
gemeinsamen Vorfahren (Identity by descent, IBD) eruiert (Zhao et al., 2018). Verwandte
Probanden haben mehr identische Allele, als durch Zufall zu erwarten ware. Der Anteil an
identischen Allelen steigt proportional mit dem Verwandtschaftsgrad (Anderson et al., 2010),
weshalb dieser folgendermallen abgeschatzt werden kann. Der IBD-Anteil wird als Wert von
0-1 ausgedrickt, wobei 0 ,keine genetische Verbindung®, ein Wert Uber 0.125
,Verwandtschaft dritten Grades®, ein Wert Uber 0.25 ,Verwandtschaft zweiten Grades®, ein
Wert Uber 0.5 ,Verwandtschaft ersten Grades“ und ein Wert nahe 1 das Vorhandensein von
,Duplikaten“ oder ,monozygotischen Zwillingen* bedeutet (Anderson et al., 2010; Zhao et al.,
2018). Jeweils ein Individuum eines Probandenpaars mit einem IBD Wert Uber 0.2 wurde
ausgeschlossen. Dabei wurden Individuen, bei welchen mehr Informationen Uber deren
Phanotyp vorlagen, bevorzugt behalten, wobei generell Probanden aus der Patientengruppe

denjenigen aus der Kontrollgruppe vorgezogen wurden.

Auch SNPs mit einer schlechten Qualitadt kénnen dazu fuhren, die Daten der Fall-Kontroll-
Studie zu verzerren und einen gréReren Unterschied der Genotypfrequenzen zwischen
Patienten- und Kontrollgruppe vorzutduschen, als tatsdchlich vorhanden ist. Um zu
verhindern, dass Assoziationen falschlicherweise angenommen werden, ist es somit
notwendig, systematisch SNPs mit schlechter Qualitat auszuschlieRen. Ein exzessiver SNP-
Ausschluss sollte allerdings vermieden werden, da jeder heraus genommene SNP ein
potentiell versaumter Erkrankungsmarker ist (Teo, 2010).

Die Qualitatskontrolle auf SNP Basis sollte bei einer GWA Studie die call rate, Tests auf
Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht und die Ermittlung der Allelfrequenz des

selteneren Allels (Minorallelfrequenz, MAF) umfassen.
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Als ein Mall fir die erfolgreiche Typisierung autosomaler SNPs wurde eine
SNP call rate = 99 % festgelegt. Ausgeschlossen wurden demnach alle SNPs, bei denen in
weniger als 99 % der Proben ein Genotyp valide bestimmt werden konnte, oder anders
ausgedruckt, bei denen mehr als 1 % der Proben nicht eindeutig einem Genotyp zugeordnet
werden konnten. Auflerdem wurden alle SNPs entfernt, bei welchen sich die call rate um
mehr als 2 % zwischen der Patienten- und Kontrollgruppe unterschied. Generell gilt fir SNPs,
bei denen fiur viele Probanden kein Genotyp bestimmt werden kann oder fir deren
Signalintensitaten keine eindeutigen Genotypen zugeordnet werden kdnnen, dass sie von
fraglicher Qualitat sind (Ziegler et al., 2008). Mit steigender SNP call rate sinkt somit die
Wahrscheinlichkeit fur fehlerhafte Genotypisierungen von SNPs.

Die minore Allelfrequenz (MAF), also die Haufigkeit des selteneren Allels innerhalb einer
Population, ist ein weiteres Instrument, um fehleranfalligere Daten auszufiltern (Ziegler et al.,
2008; Tam et al., 2019). Eine niedrige MAF geht mit niedrigen Frequenzen der dieses Allel
enthaltenen Genotypen einher (Teo, 2010). Die niedrige Anzahl dieser Genotypen stellt fir
aktuelle Algorithmen zur Bestimmung von Genotypen eine Schwierigkeit dar und fuhrt haufig
zu falsch positiven Assoziationen (Anderson et al., 2010). Echte Assoziationen sind meist
hingegen durch die geringe Anzahl der Probanden mit dem jeweiligen Genotyp nicht
aussagekraftig (Anderson et al., 2010). Auch monomorphe SNPs, also Sequenzstellen, die
bei allen Individuen der gegebenen Population den gleichen Genotyp aufweisen, werden
durch die MAF Qualitatskontrolle erfasst (Ziegler et al., 2008). In dieser Arbeit wurden alle
SNPs mit einer MAF < 1 % ausgeschlossen.

Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (Hardy-Weinberg  Equilibrium, HWE) ist ein
populationsgenetisches Modell, welches den Zusammenhang zwischen Allel- und
Genotypfrequenzen beschreibt und als Instrument zur Qualitatssicherung benutzt wird
(Ziegler et al., 2008). Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht besagt, dass in einer idealen
Population anhand der Allelfrequenzen die Genotypfrequenzen vorausgesagt werden
kénnen (Hardy, 1908). Wenn beispielsweise p und q (q = 1 - p) die relativen Haufigkeiten der
Allele A und a eines Genorts beschreiben und die Verteilung der Genotypen AA, Aa und aa
dem HWE folgt, lauten die relativen Haufigkeiten der Genotypen immer p?+ 2pq + g> (Crow,
1988; Waples, 2015). Eine Population gilt als ideal, wenn sie unendlich grol3 ist und wenn,
Zufallspaarung vorausgesetzt, durch jedes Elternteii mit einer 50-prozentigen
Wahrscheinlichkeit beide Allele weitervererbt werden. Stoérfaktoren, wie Migration oder
Selektion sollten aulBerdem ausgeschlossen werden (Waples, 2015). Auch wenn dieses
Modell priméar fir eine nicht reale Population gilt, kann man es fir grof3e Populationen
anwenden (Hardy, 1908). Starke Abweichungen vom HWE kénnen auf einen
Qualitatsmangel im Genotypisierungsprozess hinweisen (Ziegler et al., 2008; Chen et al.,

2017; Zhao et al., 2018). Um diese Fehler frihzeitig zu erkennen, steht das HWE meist am
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Anfang der Datenanalyse und bildet daher die Grundlage populationsgenetischer
Berechnungen (Waples, 2015). Da aber andere Faktoren, wie zum Beispiel Selektion,
Mutation oder Immigration ebenfalls Abweichungen vom HWE verursachen kénnen, sollten
nur SNPs mit extremen Abweichungen vom HWE ausgeschlossen werden (Zhao et al.,
2018). Die p-Werte wurden deshalb mit p<10® in der Kontroll- und p<10' in der
Fallgruppe so niedrig gewahlt, dass ein falschliches AusschlieRen qualitativ hochwertiger
SNPs vermieden wird. Die Abweichungen wurden in der Patientengruppe weniger stringent
Uberprift als in der Kontrollgruppe, da sich in der Patientengruppe bei mit der Erkrankung
assoziierten Loci sehr wohl HWE Abweichungen ergeben kdnnen (Anderson et al., 2010;
Zhao et al., 2018).

Abweichungen der Genotypverteilung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht wurden mittels
exaktem Test nach Fischer gepruft.

Bei x-chromosomalen Markern galt als Ausschlusskriterium eine haploide

Heterozygotenrate > 2 %, sowie eine call rate < 0.95 und ein HWE p < 10°®.

Nach Abschluss der chipweisen Qualitatskontrolle wurden bekannte Duplikate, welche auf
verschiedenen Chips genotypisiert wurden, auf Ubereinstimmung geprift. Hier galt eine
Konkordanzrate unter 99 % als Ausschlusskriterium beider Proben. Lag die Konkordanzrate
bei oder Gber 99 % wurde die Probe mit der schlechteren Qualitat von weiteren Analysen

ausgeschlossen.

3.4 Imputation von Genotypen und Zusammenfiigen der Daten

SNPs, die selbst nicht genotypisiert worden sind, kdnnen mit Hilfe der Struktur des
Kopplungsungleichgewichts (Linkage Disequilibrium, LD) eines Referenzsamples geschatzt
und erganzt werden. Dies ist moglich, da auch bei Individuen, welche nicht verwandt sind,
kurze DNA-Abschnitte existieren, in denen kaum Rekombination stattfindet und somit
gemeinsam vererbt werden. Dieser Vorgang wird als Imputation bezeichnet (Uitterlinden,
2016; Dehghan, 2018; Tam et al., 2019). Die Datensatze der einzelnen Batches wurden mit
Hilfe der Software SHAPEIT (Delaneau et al., 2011) und IMPUTE2 (Howie et al., 2009;
Howie et al., 2011) auf das 1000 Genom Referenzsample (Phase 1 Version 3) imputiert. Die
Imputation fur das X-Chromosom wurde fur Frauen und Manner separat durchgefuhrt.

Nach der Imputation wurden die 7 Batches zu einem gro3en Datensatz zusammengeflgt.
Die zuvor beschriebenen Qualitatskontrollen wurden fir den Gesamtdatensatz erneut
durchgefuhrt. Nur SNPs mit einem INFO Wert = 0.6, sowohl im jeweiligen Batch, als auch im
kombinierten Datensatz, wurden verwendet. Der INFO-Wert gibt die Gite der Schatzung
nicht direkt genotypisierter, also imputierter, SNPs an. Zusatzlich wurden alle Marker

ausgeschlossen, deren Allelfrequenzen um mehr als 10 % zwischen den verschiedenen
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Batches variierten. Aus dem imputierten Datensatz konnten die geschatzten Genotypen als

Grundlage fir die weitere Analyse extrahiert werden.

3.5 Untersuchte Einzelnukleotidpolymorphismen

In Anlehnung an die Ergebnisse bisheriger Assoziationsuntersuchungen bei Morbus Meniére
(vgl. Kapitel 2.4) in den Aquaporingenen wurden in dieser Arbeit die vier mittels SNP-Arrays
genotypisierten SNPs rs591810, rs2075575, rs3759129 und rs3736309 aus dem imputierten
Mega-Datensatz extrahiert und auf Assoziationen mit Morbus Meniére Uberpruft.

Die vier ausgewahlten SNPs liegen in den drei Genen AQP 3, 4 und 5. Beim Marker
rs591810 handelt es sich um eine stumme Mutation im ersten Exon des AQP 3, welches
wiederum auf Chromosom 9 lokalisiert ist. Der SNP rs2075575 befindet sich auerhalb des
AQP 4-Gens in der 5’-Genregion auf dem Chromosom 18. Zwei Marker gehéren zum AQP 5
auf Chromosom 12. Der SNP rs3736309 ist in Intron 3 dieses Gens lokalisiert. Der SNP
rs3759129 befindet sich im 5°-Genbereich, circa 2 Kilobasen vor dem AQP 5-Gen (NCBI,
2019).

Die Abbildung 3.3 zeigt die AQP 3, 4, und 5 -Gene mit deren Exon/Intron Struktur und die

Positionen der ausgewahlten SNPs.
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Abbildung 3.3 Die grinen Balken stellen Exons dar. Bei den Bereichen zwischen den Exons handelt
es sich um Introns (griine Linien). (NCBI, 2019) (A) Lage des SNP rs591810 auf dem AQP 3-Gen des
Chromosoms 9. (B) Lage des SNP rs2075575 in der 5-Region vor dem AQP 4-Gen des Chromosoms
18. (C) Lage der zwei SNPs rs3759129 und rs3736309 vor bzw. auf dem AQP 5-Gen des
Chromosoms 12.

3.6 Statistische Analyse
Die statistische Assoziationsanalyse erfolgte in PLINK 1.9 (Purcell et al., 2007; Chang et al.,
2015). Die Uberpriifung des Einflusses der Genotypen auf das Auftreten der Erkrankung
erfolgte anhand logistischer Regression, wobei das additive, dominante und rezessive
Modell gerechnet wurden. Die Werte wurden fir Alter, Geschlecht und Hauptkomponente 1
(Principal component, PC) adjustiert. Durch das Programm EIGENSTRAT (Price et al., 2006)
wurden zwei Achsen identifiziert (PC1 und PC2). Da nur PC1 mit dem Phanotyp assoziiert
war, wurde auch nur diese als Kovariable in die Berechnung miteinbezogen.
Beim additiven Modell wird ein Gen-Dosis-Effekt angenommen. Fir die Analyse der
moglichen Assoziationen der Genotypverteilung mit der Erkrankung wurden die Genotypen
entsprechend der Anzahl der Effekt-Allele (0,1 und 2) kodiert, so dass laut Modellvorstellung
jede Kopie des selteneren Allels additiv zum Risiko bzw. Phanotyp beitragt. Im dominanten
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Modell wird der Effekt des selteneren Allels in der Genotypverteilung untersucht. Da beim
dominanten Erbgang das Allel bei homozygoten und heterozygoten Allel-Tragern zur
Merkmalsauspragung fuhrt, wurden die Trager des selteneren Allels den Nicht-Tragern des
Allels gegenubergestellt. In umgekehrter Weise wurden im rezessiven Modell die
homozygoten Minorallel-Trager mit den homo- und heterozygoten Majorallel-Tragern
verglichen.

Als statistische Berechnungsgrundlage wurde ein nominales Signifikanzniveau von p < 0,05
festgelegt. Ergebnisse mit p <0,1 wurden als Trend gewertet. Da es sich bei den
vorliegenden Ergebnissen um explorative Einschatzungen handelt, wurde auf eine Korrektur

fur multiples Testen verzichtet.
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4 Ergebnisse
In dieser Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen den vier genetischen Markern
rs591810 (AQP 3), rs2075575 (AQP 4), rs3759129 und rs3736309 (AQP 5) und Morbus
Meniére Uberprift (vgl. Abb. 3.3).
Hierzu wurden aus einem kaukasischen Kollektiv Patienten mit Morbus Meniére, welche
gemal den Diagnosekriterien der AAO-HNS von 1995 eingeteilt wurden (Foundation, 1995),
und Kontrollprobanden innerhalb einer GWAS mittels SNP-Arrays genotypisiert und
untersucht. Nach den vorausgegangenen Qualitatskontrollen wurden die Genotypen fir die
vier untersuchten SNPs fir 2615 Kontrollprobanden und 323 Probanden der Fallgruppe
extrahiert.
Die Patientengruppe bestand aus 141 Patienten mit einem klinisch eindeutigen Morbus
Meniére (darunter 33 mit gesichertem und 108 mit klinisch sicherem Morbus Meniére), 35
Patienten der Kategorie klinisch wahrscheinlich und 147 Patienten der Kategorie klinisch
moglich (Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1 Einteilung der Patientengruppe gemaf den Diagnosekriterien der AAO-HNS von 1995
(Foundation, 1995)

Klinisch

Klinisch eindeutig

wahrscheinlich

Klinisch méglich

N (Anzahl) 141 35 147
Alter (Standardabweichung) | 59,14 (12,4) 62,91 (12,4) 60,98 (14,1)
Frauen 62 (44,0 %) 20 (57,1 %) 73 (49,7 %)
Geschlecht
Manner 79 (56,0 %) 15 (42,9 %) 74 (50,3 %)

Aufgrund der angenommenen Hypothese, dass Morbus Meniére durch fehlregulierte

Aquaporine und einem damit einhergehenden Ungleichgewicht der lonen- und
Flussigkeitshomoostase im Innenohr entsteht, wurden fir diese Arbeit vier Polymorphismen
der Aquaporine 3, 4 und 5 ausgewahlt, welche bereits in vorgangigen Studien auf einen
Zusammenhang mit Morbus Meniére gepruft wurden.

In den folgenden Analysen wurde auf Assoziationen mit der Erkrankung durch Vergleich der
Patienten- und Kontrollgruppe geprift, wobei initial die Gruppe mit mindestens klinisch
moglichem Morbus Meniére (vgl. Kapitel 4.1) betrachtet wurde. Unter den Punkten 4.2 und
4.3 wurden zwei weitere Analysen eingefugt: Vergleich der Genotypfrequenzen der vier
mindestens

Polymorphismen zwischen der Kontrollgruppe und den Gruppen mit

wahrscheinlicher (vgl. Kapitel 4.2), sowie eindeutiger (vgl. Kapitel 4.3) Meniére Diagnose. In
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einem weiteren Schritt wurde unter den klinisch mdglichen Meniere Patienten eine

Assoziation mit dem Symptom Schwerhdrigkeit analysiert (vgl. Kapitel 4.4).

41 Assoziationsanalyse mit mindestens klinisch méglichem Morbus Meniére
Die Zusammensetzung der Gruppe mit mindestens klinisch mdglichem Morbus Meniére ist in
Tabelle 4.2 veranschaulicht. Der Altersdurchschnitt war in der Patientengruppe mit
60,39 Jahren hoher als in der Kontrollgruppe (47,42 Jahre). Die Altersverteilung in den
Gruppen wurde auf Unterschiede geprift und zeigte sich als statistisch signifikant (Mann-
Whitney-U-Test = 239361,5, p <0,001, bei mittlerer Effektstarke r=0,23). Bei der
Geschlechterverteilung waren in der Kontrollgruppe mehr weibliche (53,8 %) und in der
Fallgruppe mehr mannliche (52,0 %) Probanden vertreten. Der Chi Quadrat Test zeigt, dass
ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Gruppenzugehdrigkeit und Geschlecht
bestand (Pearson-Chi-Quadrat: 3,856, p =0,05). Aufgrund der ungleichen Alters- und
Geschlechterverteilung zwischen beiden Gruppen wurden die Parameter Alter und

Geschlecht als Kovariablen in den Analysen berlcksichtigt.

Tabelle 4.2 Zusammensetzung der Patientengruppe mit mindestens klinisch méglichem Morbus
Meniére und der Kontrollgruppe.

Patienten Kontrollen
N (Anzahl) 323 2615
Alter (Standardabweichung) | 60,39 (13,2) 47,42 (16,5)
Frauen 155 (48,0 %) 1406 (53,8 %)
Geschlecht
Manner 168 (52,0 %) 1209 (46,2 %)

Die Patientengruppe mit mindestens klinisch moglichem Morbus Meniére wurde hinsichtlich
signifikanter Unterschiede in der Genotypverteilung im Vergleich zu der Genotypverteilung
der Kontrollgruppe analysiert.

Vor der Datenanalyse wurden Abweichungen der Genotypverteilung vom Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht mittels exaktem Test nach Fischer geprift. Fir die im Folgenden analysierten
Variationen wurde keine signifikante Abweichung von der beobachteten und der erwarteten

Genotypverteilung festgestellt (Tabelle 4.3).
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Tabelle 4.3 HWE der 4 Polymorphismen der Aquaporingene 3,4 und 5 in der Patientengruppe mit
mindestens klinisch moglichem Morbus Meniére und in der Kontrollgruppe.

Patienten
mindestens klinisch Kontrollen
SNP Gen Allel méglich
MAF p-Wert MAF p-Wert
rs591810 AQP3 |C |G 0,276 0,479 0,294 0,925
rs2075575 | AQP4 A | G 0,419 1,000 0,411 0,474
rs3759129 | AQP5 [C | A 0,182 0,564 0,187 0,270
rs3736309 | AQP5 |G | A 0,136 0,331 0,117 0,630

MAF=Minorallelfrequenz

Um zu Uberprifen, ob die Polymorphismen der Aquaporingene mit Morbus Meniére
assoziiert sind, wurden die Genotypen der einzelnen SNPs entsprechend der Anzahl der
Effekt-Allele (0,1 und 2) kodiert. Jede Kopie des selteneren Allels tragt nach dem additiven
Modell zum Risiko bzw. Phanotyp bei.

Beim SNP rs3736309 des Aquaporingens 5 zeigte sich ein nominal signifikantes Ergebnis
(p=0,027, OR = 1,33, 95 % Kl = 1,03-1,72) (Tabelle 4.4). Der Genotyp GG trat mit 2,6 % bei
den Meniére Patienten mit mindestens klinisch moglicher Diagnose im Vergleich zu den
Kontrollen (1,5 %) haufiger auf. Der Genotyp AA trat dementsprechend bei den Kontrollen
haufiger auf. Die prozentuale Verteilung der Genotypen bei rs3736309 in beiden Gruppen
wird in Abbildung 4.1 veranschaulicht.

Bei den anderen drei Markern gab es keine Assoziation mit Morbus Meniére.
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Tabelle 4.4 Assoziation der 4 Polymorphismen der Aquaporingene 3,4 und 5 mit Meniére Patienten
mit mindestens klinisch mdglicher Diagnose.

Patienten
Allel mindestens klinisch Kontrollen
SNP méglich P- OR
(Gen) Wert | (95 % KI)
ala1l ala2 a2a2 ala1l ala2 a2a2
al | a2
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
rs591810 | C G 26 119 165 224 1071 1291 0,364 | 0,92
(AQP 3) (8,4) (38,4) | (53,2) | (8,7) (41,4) | (49,9) (0,76-1,11)
rs2075575 | A G 51 142 98 415 1148 | 845 0,924 | 1,01
(AQP 4) (17,5) | (48,8) | (33,7) | (17,2) | (47,7) | (35,1) (0,84-1,21)
rs3759129 | C A 8 96 204 98 761 1697 0,674 | 0,95
(AQP 5) (2,6) (31,2) | (66,2) | (3,8) (29,8) | (66,4) (0,76-1,19)
rs3736309 |G | A 8 69 235 37 516 1969 0,027 | 1,33
(AQP 5) (2,6) (22,1) | (75,3) | (1,5) (20,5) | (78,1) (1,03-1,72)
a1 = Allel 1; a2 = Allel 2; OR = Odds Ratio; Kl = Konfidenzintervall
QOA
80
70 +
g 60 1
-"q—'; 50 +
X
& 40 u Patienten
>
.<:E 30 . u Kontrollen
20 +
10 s
0 . . —— . »

Genotypverteilung

AG

GG

Abbildung 4.1 Genotypverteilung des SNP rs3736309 des AQP 5-Gens in der Patientengruppe mit
mindestens klinisch moglicher Meniere Diagnose (blau) und in der Kontrollgruppe (rot).
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Zusatzlich wurden die Allele im dominanten und im rezessiven Modell auf Assoziation mit
Morbus Meniére untersucht. Ein dominantes Allel fuhrt sowohl bei homozygoten, als auch
bei heterozygoten Tragern zur Krankheitsauspragung. Wenn ein Allel rezessiv vererbt wird,
sind heterozygote Trager unauffallig, da nur bei Personen, die beide Risikoallele tragen, die

Erkrankung ausbricht.

Zunachst wurden im dominanten Modell die Trager des mit niedrigerer Frequenz
vorkommenden Allels 1 (homozygot Allel 1 + heterozygot Allel 1 und Allel 2) den Individuen

ohne Allel 1 (homozygot Allel 2) gegentbergestellt (Tabelle 4.5).

Tabelle 4.5 Assoziation der 4 Polymorphismen der Aquaporingene 3,4 und 5 mit Morbus Meniére
(mindestens klinisch mdglich) im dominanten Modell: Vergleich der Minorallel-Trager mit den
Minorallel-Nichttragern

Patienten
Allel mindestens klinisch Kontrollen
SNP méglich p- OR
(Gen) Wert | (95 % KI)
alal+a1a2 a2a2 alal+a1a2 a2a2
al | a2
(%) (%) (%) (%)
rs591810 | C G 145 165 1295 1291 0,336 | 0,89
(AQP 3) (46,8) (53,2) (50,1) (49,9) (0,69-1,13)
rs2075575 | A G 193 98 1563 845 0,791 | 1,04
(AQP 4) (66,3) (33,7) (64,9) (35,1) (0,79-1,35)
rs3759129 |C | A 104 204 859 1697 0,929 | 0,99
(AQP 5) (33,8) (66,2) (33,6) (66,4) (0,76-1,28)
rs3736309 | G | A 77 235 553 1969 0,055 | 1,32
(AQP 5) (24,7) (75,3) (21,9) (78,1) (0,99-1,76)

a1l = Allel 1; a2 = Allel 2; OR = Odds Ratio; KI = Konfidenzintervall

Es zeigte sich bei dem SNP rs3736309 des AQP 5 eine Tendenz in Richtung einer
Assoziation (p = 0,055, OR = 1,32, 95 % Kl = 0,99-1,76). Die Frequenz der Kombination der
Genotypen (GG + GA) war in der Patientengruppe héher als in der Kontrollgruppe (24,7 %
vs. 21,9 %) (Tabelle 4.5 und Abbildung 4.2).
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Abbildung 4.2 Genotypverteilung des SNP rs3736309 im dominanten Modell: G-Allel-Trager versus
A-Allel-Homozygote bei Meniére-Patienten mit mindestens klinisch moglicher Diagnose (blau) und
Kontrollen (rot).

Analog zum dominanten Modell wurden im rezessiven Modell die homozygoten Trager des

Minor-Allels (homozygot Allel 1) den Tragern des Major-Allels (heterozygot Allel 1 und Allel 2
und homozygot Allel 2) gegenubergestellt (Tabelle 4.6).
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Tabelle 4.6 Assoziation der 4 Polymorphismen der Aquaporingene 3,4 und 5 mit Morbus Meniére
(mindestens klinisch mdglich) im rezessiven Modell: Vergleich der homozygoten Minorallel-Trager mit
den homo- und heterozygoten Majorallel-Tragern.

Patienten
Allel mindestens klinisch Kontrollen
SNP moglich p- OR
(Gen) Wert | (95 % Ki)
a1 | a2 ala1l a2a2+ala2 alal a2a2+ala2
(%) (%) (%) (%)
rs591810 |C | G | 26 284 224 2362 0,704 | 0,92
(AQP 3) (8,4) (91,6) (8,7) (91,3) (0,59-1,42)
rs2075575 | A | G | 51 240 415 1993 0,877 | 0,97
(AQP 4) (17,5) (82,5) (17,2) (82,8) (0,70-1,36)
rs3759129 |[C |A |8 300 98 2458 0,308 | 0,68
(AQP 5) (2,6) (97.4) (3,8) (96,2) (0,32-1,43)
rs3736309 |G |A |8 304 37 2485 0,079 | 2,10
(AQP 5) (2,6) (97,4) (1,5) (98,5) (0,92-4,82)

a1l = Allel 1; a2 = Allel 2; OR = Odds Ratio; KI = Konfidenzintervall

Im rezessiven Modell zeigte sich ein Trend zur Assoziation des selteneren Allels des
Markers rs3736309 des AQP 5 mit Morbus Meniere (p = 0,079, OR = 2,10, 95 % KI = 0,92-
4,82). Die Frequenz des Genotypen GG war in der Patientengruppe hoéher als in der
Kontrollgruppe (2,6 % vs. 1,5 %). (Tabelle 4.6 und Abbildung 4.3)
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Abbildung 4.3 Genotypverteilung des SNP rs3736309 im rezessiven Modell: Homozygote G-Allel-
Trager versus homozygote und heterozygote A-Allel-Trager bei Meniére-Patienten (mindestens
klinisch moglich) (blau) und Kontrollen (rot).

4.2 Assoziationsanalyse mit mindestens klinisch wahrscheinlichem Morbus
Meniére

Aus dem Gesamtdatensatz mit insgesamt 323 Patienten wurden 176 Patienten mit
mindestens  klinisch  wahrscheinlicher Meniére Diagnose fir die nachfolgende
Assoziationsanalyse extrahiert, um eine zusammengefasste Gruppe der Diagnosekategorien
klinisch gesichert, klinisch sicher und klinisch wahrscheinlich zu verwenden. Die
Kontrollgruppe blieb unverandert (Tabelle 4.7).

In der Patientengruppe mit mindestens klinisch wahrscheinlicher Diagnose eines Morbus
Meniére lag der Altersdurchschnitt mit 59,89 Jahren Uber dem Altersdurchschnitt der
Kontrollgruppe (47,42 Jahre). Die Altersverteilung zwischen diesen zwei Gruppen
unterschied sich signifikant (Mann-Whitney-U-Test = 134939,5, p <0,001, bei geringer
Effektstarke r = 0,17). Bei der Geschlechterverteilung ergab sich kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen (Pearson-Chi-Quadrat = 3,411, p =0,07). Die

Parameter Alter und Geschlecht wurden als Kovariablen in die Analyse einbezogen.
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Tabelle 4.7 Zusammensetzung der Stichprobe der Patientengruppe mit mindestens klinisch
wahrscheinlichem Morbus Meniére und der Kontrollgruppe

Meniére Patienten
mindestens klinisch Kontrollen

wahrscheinlich

N (Anzahl) 176 2615
Alter (Standardabweichung) | 59,89 (12,5) 47,42 (16,5)
Frauen 82 (46,6 %) 1406 (53,8 %)
Geschlecht
Manner 94 (53,4 %) 1209 (46,2 %)

Innerhalb der Patientengruppe mit Meniére Erkrankten mit mindestens klinisch
wahrscheinlichem Morbus Meniére lag die Genotypverteilung im Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht (Tabelle 4.8).

Tabelle 4.8 HWE der 4 Polymorphismen der Aquaporingene 3,4 und 5 in der Patientengruppe mit
mindestens klinisch wahrscheinlichem Morbus Meniére und der Kontrollgruppe

Meniére Patienten

mindestens klinisch Kontrollen
SNP Gen Allel .
wahrscheinlich

MAF p-Wert MAF p-Wert
rs591810 AQP3 |C | G 0,278 0,850 0,294 0,925
rs2075575 | AQP4 |A | G 0,442 0,751 0,411 0,474
rs3759129 | AQP5 |C | A 0,173 1,000 0,187 0,270
rs3736309 | AQP5 |G | A 0,126 1,000 0,117 0,630

MAF=Minorallelfrequenz

Die Genotypverteilung beider Gruppen wurde miteinander verglichen und es wurde
berechnet, ob ein signifikanter Unterschied und somit eine mogliche Assoziation einer dieser
Polymorphismen mit den Patienten mit mindestens klinisch wahrscheinlicher Meniére
Diagnose bestand (Tabelle 4.9).

Es konnte keine signifikante Assoziation zwischen einem der vier SNPs und der
Patientengruppe bestehend aus Patienten mit mindestens klinisch wahrscheinlichem Morbus

Meniére festgestellt werden.
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Tabelle 4.9 Assoziation der 4 Polymorphismen der Aquaporingene 3,4 und 5 mit der Patientengruppe
mit mindestens klinisch wahrscheinlichem Morbus Meniére

Meniére Patienten

Allel mindestens klinisch Kontrollen
Sl wahrscheinlich P- OR
(Gen) Wert | (95 % Ki)
alal ala2 a2a2 alal ala2 a2a2
al | a2
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
rs591810 | C G 14 68 91 224 1071 1291 0,571 | 0,93
(AQP 3) (8,1) (39,3) | (52,6) | (8,7) (41,4) | (49,9) (0,73-1,19)
rs2075575 | A G 33 78 52 415 1148 | 845 0,382 | 1,11
(AQP 4) (20,2) | (47,9) | (31,9) | (17,2) | (47,7) | (35,1) (0,88-1,39)
rs3759129 | C A 5 50 118 98 761 1697 0,517 | 0,91
(AQP 5) (2,9) (28,9) | (68,2) | (3,8) (29,8) | (66,4) (0,68-1,22)
rs3736309 | G A 2 40 133 37 516 1969 | 0,284 | 1,20
(AQP 5) (1,1) (22,9) | (76,0) | (1,5) (20,5) | (78,1) (0,86-1,68)

a1l = Allel 1; a2 = Allel 2; OR = Odds Ratio; KI = Konfidenzintervall

4.3 Assoziationsanalyse mit klinisch eindeutigem Morbus Meniére

Eine zunehmende Diagnosesicherheit wurde durch die Reduktion der Stichprobe auf

mindestens klinisch eindeutige Meniére Patienten

(zusammengefasste Gruppe aus

Patienten mit klinisch gesicherter und klinisch sicherer Meniére Diagnose) erreicht (Tabelle

4.10).

Aufgrund signifikanter Unterschiede innerhalb der Alters- und Geschlechterverteilung

zwischen beiden Gruppen (Alter: Mann-Whitney-U-Test = 112850,0, p < 0,001, bei geringer

Effektstarke

r=0,15; Geschlecht:

Parameter Alter und Geschlecht als Kovariablen in die Analyse einbezogen.

Pearson-Chi-Quadrat = 5,156, p =0,02) wurden die
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Tabelle 4.10 Zusammensetzung der Patientengruppe mit klinisch eindeutigem Morbus Meniére und

der Kontrollgruppe

Meniére Patienten

Kontrollen
klinisch eindeutig
N (Anzahl) 141 2615
Alter (Standardabweichung) | 59,14 (12,4) 47,42 (16,5)
Frauen 62 (44,0 %) 1406 (53,8 %)
Geschlecht
Manner 79 (56,0 %) 1209 (46,2 %)

Auch innerhalb der klinisch eindeutigen Meniére Patienten lag die Genotypverteilung im
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (Tabelle 4.11).

Tabelle 4.11 HWE der 4 Polymorphismen der Aquaporingene 3,4 und 5 in der Patientengruppe mit
klinisch eindeutigem Morbus Meniére und der Kontrollgruppe

Meniére Patienten
Kontrollen
SNP Gen Allel klinisch eindeutig
MAF p-Wert MAF p-Wert
rs591810 AQP3 |C |G 0,277 0,8311 0,294 0,925
rs2075575 | AQP4 A | G 0,435 1,000 0,411 0,474
rs3759129 | AQP5 [C | A 0,170 1,000 0,187 0,270
rs3736309 | AQP5 |G | A 0,136 1,000 0,117 0,630

MAF=Minorallelfrequenz

Es konnte keine signifikante Assoziation der Genotypverteilung der vier SNPs zwischen der

Patientengruppe mit Kklinisch eindeutigem Morbus Meniére und der Kontrollgruppe
identifiziert werden (Tabelle 4.12).
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Tabelle 4.12 Assoziation der 4 Polymorphismen der Aquaporingene 3, 4 und 5 mit klinisch
eindeutigem Morbus Meniére.

Meniére Patienten

Allel . . . Kontrollen
SNP klinisch eindeutig p- OR
(Gen) 1| a alal | ala2 | a2a2 | atlal | afa2 | a2a2 | Wert | (95%Ki)
al | a
(%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%)
rs691810 |C |G | 11 54 74 224 1071 | 1291 | 0,512 | 0,91
(AQP 3) (7,9) |(38,8) | (53,2) |(8,7) |(41,4) | (49,9) (0,70-1,20)

rs2075575 |A |G |25 64 42 415 1148 | 845 0,623 | 1,07

(AQP 4) (19,1) | (48,9) | (32,1) | (17,2) | (47.,7) | (35,1) (0,83-1,37)
rs3759129 |C | A |4 39 95 08 761 | 1697 | 0,465 | 0,89

(AQP 5) (2,9) |(28,3) | (68,8) | (3,8) | (29,8) | (66,4) (0,64-1,23)
rs3736309 |G | A |2 34 104 |37 516 | 1969 |0,150 | 1,3

(AQP 5) (1,4) | (24,3) | (74,3) | (1,5) | (20,5) | (78,1) (0,91-1,87)

a1l = Allel 1; a2 = Allel 2; OR = Odds Ratio; KI = Konfidenzintervall

4.4 Assoziationsanalyse des Symptoms Schwerhorigkeit bei klinisch moglichem
Morbus Meniére

Innerhalb der Gruppe der klinisch moglichen Meniére Patienten wurden anhand des
Parameters Schwerhorigkeit zwei Untergruppen gebildet: Einerseits eine Gruppe mit
Meniére Erkrankten ohne Schwerhérigkeit und andererseits eine Gruppe Meniére Erkrankter
mit Schwerhdrigkeit. Das Symptom Schwerhorigkeit wurde hierfir anamnestisch erhoben.

Aus den 147 klinisch mdglichen Meniere Patienten wurden 99 Personen in die Gruppe mit
Schwerhdrigkeit und 48 in die Gruppe ohne Schwerhdrigkeit sortiert (Tabelle 4.13). In der
Gruppe der Patienten mit Schwerhorigkeit lag der Altersdurchschnitt mit 62,48 Jahren tber
dem Altersdurchschnitt der Patientengruppe ohne Hoérverlust (57,87 Jahre). Die
Altersverteilung zwischen diesen zwei Gruppen unterschied sich signifikant (Mann-Whitney-
U-Test = 1869, p = 0,04, bei geringer Effektstarke r = 0,17). Bei der Geschlechterverteilung
ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (Pearson-
Chi-Quadrat = 1,238, p = 0,27). Die Parameter Alter und Geschlecht wurden als Kovariablen

in die Analyse einbezogen
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Tabelle 4.13 Zusammensetzung der klinisch mdglichen Meniére Patienten mit Schwerhorigkeit und
der klinisch moglichen Meniére Patienten ohne Schwerhdérigkeit

Klinisch mégliche Klinisch mogliche
Meniére - Patienten Meniére — Patienten
mit Schwerhorigkeit ohne Schwerhorigkeit
N (Anzahl) 99 48
Alter (Standardabweichung) | 62,48 (14,5) 57,87 (12,7)
Frauen 46 (46,5 %) 27 (56,3 %)
Geschlecht
Manner 53 (53,5 %) 21 (43,8 %)

Bei Uberpriifung der Genotypverteilung zeigte sich eine leichte Abweichung vom Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht fir den Polymorphismus rs3736309 des AQP 5 in der Gruppe der
klinisch moglichen Meniére Patienten ohne Schwerhorigkeit (p = 0,041). Fur die restlichen
Genotypverteilungen innerhalb beider Subgruppen konnten keine Abweichungen festgestellt
werden (Tabelle 4.14).

Tabelle 4.14 HWE der 4 Polymorphismen der Aquaporingene 3,4 und 5 in der Patientengruppe mit
klinisch moglichem Morbus Meniére mit und ohne Schwerhdrigkeit

Klinisch mogliche Klinisch mogliche
Meniére - Patienten Meniére — Patienten
il i Al mit Schwerhorigkeit ohne Schwerhorigkeit

MAF p-Wert MAF p-Wert
rs591810 AQP3 [C |G |0,278 0,806 0,271 0,720
rs2075575 | AQP4 |A |G | 0,362 0,658 0,466 1,00
rs3759129 | AQP5 |C | A | 0,204 0,756 0,000 0,570
rs3736309 | AQP5 |G |A | 0,126 0,647 0,188 0,041

MAF=Minorallelfrequenz

Die Genotypverteilung beider Gruppen wurde miteinander verglichen und es wurde
berechnet, ob ein signifikanter Unterschied und somit eine mdgliche Assoziation einer dieser
Polymorphismen mit anamnestisch erhobener Schwerhdrigkeit besteht (Tabelle 4.15).

Es konnte keine signifikante Assoziation zwischen einem der vier SNPs und dem Parameter

Schwerhdorigkeit innerhalb der klinisch méglichen Meniére Patienten festgestellt werden.
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Tabelle 4.15 Assoziation der 4 Polymorphismen der Aquaporingene 3, 4 und 5 mit dem Symptom
Schwerhorigkeit innerhalb der Patientengruppe mit klinisch méglichem Morbus Meniére

Klinisch mogliche

Klinisch mogliche

Meniére — Patienten

Allel Meniére - Patienten -
ohne -
S mit Schwerhdorigkeit L P 2k
(Gen) Schwerhdrigkeit Wert (KI)
1 . alal | ala2 | a2a2 | alal | ala2 | a2a2
al | a
(%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%)
rs591810 |[C |G |8 39 52 4 18 26 0,860 | 0,95
(0,53-1,69)
(AQP 3) (8,1) |(39,4) | (52,5) | (8,3) |(37,5) | (54,2
rs2075575 |A |G | 11 46 37 9 23 12 0,186 | 0,68
(AQP 4) (11,7) | (48,9) | (39,4) | (20,5) | (52,3) | (27,3) (0,38-1,21)
rs3759129 |C | A |3 34 61 0 14 33 0,297 | 1,48
(AQP 5) (3,1) | (34,7) | (62,2) | (0) (29,8) | (70,2) (0,71-3,1)
rs3736309 |G |A |2 21 76 4 10 34 0,172 | 0,64
(AQP 5) (20) |212 |(76,8) |(83) |(208) |(70,8) (0,33-1,22)
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen den vier SNPs rs591810, rs2075575,
rs3759129 und rs3736309 der Aquaporingene 3, 4 und 5 und dem Auftreten der Erkrankung
Morbus Meniére untersucht. Hierfir wurden die Genotypverteilungen zwischen Patienten
und Kontrollgruppe miteinander verglichen. Es wurde initial die gesamte Patientengruppe
und anschlielend Patientengruppen mit zunehmender Diagnosesicherheit betrachtet.

Die drei SNPs, rs591810 des Aquaporingens 3, rs2075575 des Aquaporingens 4 und
rs3759129 des Aquaporingens 5 zeigten keine Assoziation mit der Erkrankung Morbus
Meniére.

Der SNP rs376309 im AQP 5-Gen zeigte im additiven Modell eine nominal signifikante
Assoziation mit Morbus Meniére. Der Genotyp GG trat signifikant haufiger in der gesamten
Patientengruppe (2,6 %) als bei den gesunden Kontrollen (1,5 %) auf. Bei Weiterverfolgung
der Assoziation unter stringenterer Diagnoseeinteilung konnte die nominal signifikante

Assoziation nicht mehr beobachtet werden.

5.1 Diskussion der Methoden

Studiendesign

Die vorliegende Studie wurde als Fall-Kontroll-Assoziationsstudie konzipiert. Bestimmte
Stellen im Genom, namlich vier Polymorphismen der AQP 3,4 und 5, wurden bezuglich ihrer
Genotyp- und Allelverteilung bei an Morbus Meniere erkrankten und nichterkrankten
Personen verglichen. Es wird angenommen, dass die genetische Beteiligung an der
Krankheitsentstehung komplex ist. Nicht eine einzige genetische Variante, sondern viel mehr
eine Kombination, beziehungsweise Interaktion von genetischen Varianten und
Umweltfaktoren scheint ursachlich zu sein (Dehghan, 2018). Das bedeutet, dass viele
voneinander unabhangige Gene mit jeweils kleinem Risiko zur Krankheit beitragen kénnten
(Uitterlinden, 2016).

Ethnizitat

Einen grofRen Einfluss auf die Aussagekraft einer Assoziationsstudie hat die ethnische
Verteilung der Studienteilnehmer. Da Allel- und Genotypfrequenzen deutlich zwischen
verschiedenen Populationen variieren, ist es essentiell, nur Probanden gleicher Abstammung
miteinander zu vergleichen (Thomas & Witte, 2002; Tam et al., 2019). In dieser Arbeit
wurden sowohl in der Patienten- als auch in der Kontrollgruppe nur Personen kaukasischer
Abstammung eingeschlossen. Um ein ethnisch homogenes Kollektiv zu erhalten, wurden
zusatzlich alle Personen ausgeschlossen, deren Eltern und Grof3eltern nicht Kaukasier

waren. Zudem beinhaltete die Qualitatskontrolle eine Prifung auf Populationsstratifikation,
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wo AusreilRer, das heilt Probanden, die nicht eindeutig einer Population zugeordnet werden
konnten, ausgeschlossen wurden. Durch Wissenschaftler des internationalen HapMap
Projekts und des 1000-Genome-Projekts wurde gezeigt, dass Allel- und Genotypverteilungen
bei verschiedenen ethnischen Gruppen deutlich voneinander abweichen konnen
(International HapMap, 2005; Genomes Project et al., 2015). Um dies zu verdeutlichen,
werden in Tabelle 5.1 fur alle vier in dieser Arbeit untersuchten Polymorphismen die
unterschiedlichen Allel- und Genotypverteilungen verschiedener Referenzpopulationen
gezeigt. Die Daten fur die Referenzgenome stammen aus dem Forschungsprojekt Ensembl,
dessen Homepage offentlich zuganglich und fortweilend aktualisiert und gepflegt wird
(Zerbino et al., 2018). Zum einen wird die genetische Heterogenitat beim Vergleich der
unterschiedlichen Regionen ersichtlich. Zum anderen wird deutlich, dass das in dieser Arbeit
untersuchte Kontrollkollektiv eine ahnliche genetische Verteilung, wie die der europaischen
Referenzpopulation aufweist. Das spricht daflir, dass die in dieser Arbeit untersuchte
Population ethnisch homogen ist und deshalb diese Studie mit anderen Studien

kaukasischen Ursprungs verglichen werden kann.

Tabelle 5.1 Allel- und Genotyp-Verteilung der untersuchten SNP bei unterschiedlichen ethnischen
Gruppen verglichen mit der Patienten- und Kontrollgruppe dieser Stichprobe. (Project, 2019)

rs591810 Allel C Allel G Genotyp C/C | Genotyp C/G | Genotyp G/G
Ensembl-AFR | 21,6% 78,4% 4,8% 33,6% 61,6%
Ensembl-AMR | 17,0% 83,0% 1,4% 31,1% 67,4%
Ensembl-EAS | 23,7% 76,3% 6,0% 35,5% 58,5%
Ensembl-EUR | 27,1% 72,9% 9,9% 34,4% 55,7%
Ensembl-SAS | 38,9% 61,1% 16,0% 45,8% 38,2%
Patienten 27,6% 72,4% 8,4% 38,4% 53,2%
Kontrollen 29,4% 70,6% 8,7% 41,4% 49,9%

rs2075575 Allel G Allel A Genotyp G/G | Genotyp A/A | Genotyp A/G
Ensembl-AFR | 94,6% 5,4% 89,7% 0,5% 9,8%
Ensembl-AMR | 62,4% 37,6% 38,6% 13,8% 47,6%
Ensembl-EAS | 75,3% 247% 56,0% 5,4% 38,7%
Ensembl-EUR | 58,6% 41,4% 36,0% 18,7% 45,3%
Ensembl-SAS | 68,4% 31,6% 47,6% 10,8% 41,5%
Patienten 58,1% 41,9% 33,7% 17,5% 48,8%
Kontrollen 58,9% 41,1% 35,1% 17,2% 47,7%
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Tabelle 5.1 (Fortsetzung)

rs3759129 Allel A Allel C Genotyp A/A | Genotyp A/C | Genotyp C/C
Ensembl-AFR | 95,0% 5,0% 90,2% 9,7% 0,2%
Ensembl-AMR | 87,6% 12,4% 76,9% 21,3% 1,7%
Ensembl-EAS | 98,3% 1,7% 96,8% 3,0% 0,2%
Ensembl-EUR | 82,2% 17,8% 68,6% 27,2% 4,2%
Ensembl-SAS | 93,6% 6,4% 87,5% 12,1% 0,4%
Patienten 81,8% 18,2% 66,2% 31,2% 2,6%
Kontrollen 81,3% 18,7% 66,4% 29,8% 3,8%

rs3736309 Allel A Allel G Genotyp A/A | Genotyp A/G | Genotyp G/G
Ensembl-AFR | 99,2% 0,8% 98,3% 1,7% 0%
Ensembl-AMR | 90,9% 9,1% 82,1% 17,6% 0,3%
Ensembl-EAS | 67,5% 32,5% 46,2% 42,5% 11,3%
Ensembl-EUR | 85,5% 14,5% 73,2% 24,7% 2,2%
Ensembl-SAS | 77,5% 22,5% 60,1% 34,8% 5,1%
Patienten 86,4% 13,6% 75,3% 22,1% 2,6%
Kontrollen 88,3% 11,7% 78,1% 20,5% 1,1%

(Ensembl-AFR: afrikanische Populationsgruppe; Ensembl-AMR: amerikanische Populationsgruppe;
Ensembl-EAS: ost-asiatische Populationsgruppe; Ensembl-EUR: europaische Populationsgruppe;
Ensembl-SAS: siid-asiatische Populationsgruppe)

Alter

Ein weiterer Aspekt der Qualitatssicherung ist die Beachtung der Altersstruktur beider
Gruppen. Das Risiko, dass Personen der Kontroligruppe bei Einschluss gesund sind, im
Verlauf jedoch an Morbus Meniére erkranken und somit bereits bei der Datenerhebung der
Studie genetisch zur Patientengruppe gehdren missten, gilt es zu minimieren. Um dieses
Problem komplett zu eliminieren, durften nur Personen, welche das Pradilektionsalter von
Morbus Meniére bereits Uberschritten haben, in die Kontrollgruppe eingeschlossen werden.
In unserem Kontrollkollektiv betragt der Altersdurchschnitt 47,42 Jahre, wobei das
durchschnittliche Erkrankungsalter von Morbus Meniére zwischen 40-60 Jahren liegt (Sajjadi
& Paparella, 2008; Tyrrell et al., 2014; Simo et al., 2015; Bruderer et al., 2017). Somit kann
nicht ausgeschlossen werden, dass einige Kontrollpersonen im Laufe ihres Lebens an
Morbus Meniére erkranken werden. Alternativ kdnnten alle Personen in der Kontrollgruppe
longitudinal nachverfolgt und nachtraglich ausgeschlossen werden, falls sich Meniére-
Symptome manifestieren wirden. Dies ware mit viel Zeitaufwand verbunden und daher nicht
praktikabel. Zudem ware aufgrund der niedrigen Krankheitsinzidenz nicht zu erwarten, dass
viele Personen in der Kontrollgruppe nach Studieneinschluss an Morbus Meniére erkranken,

dennoch gilt dies als Schwache der Studie.
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Das Durchschnittsalter beider Gruppen sollte ahnlich ausfallen, um eine bessere
Vergleichbarkeit zwischen den Gruppen herzustellen. In der Probandengruppe betragt der
Altersdurchschnitt 60,39 Jahre und in der Kontrollgruppe 47,42 Jahre, so dass, um den
Unterschied zwischen den beiden Gruppen auszugleichen, das Alter als Kovariable

einbezogen wurde.

Geschlecht

Die epidemiologischen Daten zur Geschlechterverteilung bei Morbus Meniére sind nicht
komplett konsistent, wobei die meisten Studien eine weibliche Dominanz der
Krankheitspravalenz zeigten (Ohmen et al., 2013; Tyrrell et al., 2014; Simo et al., 2015;
Muelleman et al., 2017).

Ein Ungleichgewicht in der Geschlechtsverteilung zwischen den beiden Gruppen kdénnte zur
Verfalschung der Ergebnisse fuhren. In der Patientengruppe der vorliegenden Studie sind
48 % weiblich und 52 % mannlich, in der Kontrollgruppe 46 % mannlich und 54 % weiblich.
Die Geschlechterverteilung in diesem Patientenkollektiv entspricht somit nicht der Verteilung,
die aufgrund der epidemiologisch vorliegenden Daten zu erwarten ware. Ebenso zeigte sich
ein signifikanter Unterschied zwischen Gruppenzugehérigkeit und Geschlecht. Deshalb

wurde das Geschlecht als Kovariable in die Analyse miteinbezogen.

Einschlusskriterien der Patientengruppe

Zur Diagnosestellung des Morbus Meniére bedarf es neben objektivierbaren Befunden, wie
Audiogramm und MRT, subjektive anamnestisch erhobene Kriterien. Dies und die vor allem
in frihen Krankheitsstadien heterogene Prasentation der Symptomauspragung fihren zu
Schwierigkeiten bei der Diagnosestellung, weshalb Fehldiagnosen nicht ausgeschlossen
werden kdnnen.

In dieser Studie wurden die Diagnosekriterien der AAO-HNS von 1995 verwendet und
Patienten eingeschlossen, bei welchen die Diagnose als klinisch gesichert, sicher,
wahrscheinlich oder méglich eingestuft worden ist (Foundation, 1995). Die Diagnosekriterien
beinhalten unter anderem anamnestisch erhobene Symptome, wie Auftreten von
Schwindelepisoden, Tinnitus und Druckgefuhl (vgl. Tabelle 2.1). Vor allem in frihen
Krankheitsstadien zeigen sich in der Kklinischen Untersuchung zwischen den
Schwindelattacken oftmals keine Auffalligkeiten. Wahrend oder direkt nach einer
Schwindelepisode kdnnen Nystagmus, ein positiver Kopfimpulstest oder eine Fallneigung zur
betroffenen Seite hinweisend flur eine vestibuldare Affektion im Rahmen eines Morbus
Meniére sein (Kutlubaev et al., 2020). In dieser Studie wurden, um die Symptome mdglichst

spezifisch zu erfragen und somit die Diagnosesicherheit zu erhdéhen, neben den
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Informationen aus den Arztbriefen zusatzlich ein symptomorientierter ausfihrlicher
Fragebogen bei allen Studienteilnehmern erhoben

Fur die Diagnose des klinisch gesicherten, klinisch sicheren und klinisch wahrscheinlichen
Morbus Meniére muss zusatzlich das Kriterium sensorineuraler Horverlust im tiefen bis
mittleren Frequenzbereich erfiillt sein. Dieses Kriterium wird standardmafig mittels Rein-
Ton-Audiogramm objektiviert. Da der Hoérverlust gerade in frihen Stadien oftmals nur
wahrend der Schwindelattacke besteht und anschlieend in vielen Fallen komplett regredient
ist, ist es nicht auszuschliellen, dass sich innerhalb der Patientengruppe der Kategorie
klinisch mdglich Patienten befinden, die an einem passageren Horverlust leiden, der jedoch
nicht bis zum Studieneinschluss nachgewiesen werden konnte.

Far alle Patienten der Diagnosekategorie klinisch gesichert lag, wie in den verwendeten
Diagnosekriterien gefordert, ein in der MRT nachgewiesener endolymphatischer Hydrops vor.
Es ist zwar mdglich, dass klinisch sichere Patienten erst nach Einschluss in diese Studie
eine MRT mit Visualisierung eines Hydrops erhielten, sodass diese tatsachlich der Kategorie
klinisch bewiesen zuzuordnen gewesen waren, far die vorliegende
Assoziationsuntersuchung ist das jedoch von untergeordneter Bedeutung, da hier die
Identifizierung von genetischen Risikofaktoren fur die Gesamtdiagnose Morbus Meniére im
Vordergrund stand. Analysen mit einer genaueren Kategorisierung insbesondere auch auf
Vorliegen sowie die Auspragung eines endolymphatischen Hydrops waren zur

Weiterverfolgung der Ergebnisse dieser Screeningstudie als nachste Schritte sinnvoll.

StichprobengrolRe

Da die Krankheitspravalenz sehr niedrig ist, ist die Stichprobenzahl vor allem in der
Fallgruppe eingeschrankt. Da die Rekrutierung der Teilnehmer jedoch an einem Zentrum,
namlich dem Deutschen Schwindel- und Gleichgewichtszentrum Minchen innerhalb der
LMU-Universitatsklinik GroRRhadern stattfand, konnten trotz geringer Krankheitspravalenz
und sorgfaltiger Qualitatskontrolle 323 Patienten eingeschlossen werden.

Je kleiner die Stichprobe, desto vorsichtiger sind die Ergebnisse aufgrund von falsch
positiven oder falsch negativen Ergebnissen zu betrachten. Im Vergleich zu den vorherigen
Studien, bei welchen die Anzahlen der Meniére Patienten 34 (Candreia et al., 2010), 86
(Nishio et al., 2013) und 93 (Arweiler-Harbeck et al., 2012) betrugen, wurden in der
vorliegenden Studie deutlich mehr Patienten eingeschlossen und somit die statistische

Unsicherheit reduziert.

Subgruppenanalyse

Generell zeigt sich das Krankheitsbild Morbus Meniére sehr vielseitig, weshalb man auch

von einem sehr heterogenen Phanotyp spricht (Gazquez et al., 2012). Dies fuhrt mit sich,
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dass gerade in frlhen Stadien, in denen noch nicht alle Symptome ausgepragt sind, die
Erkrankung nicht erkannt oder eine falsche Diagnose gestellt wird. Zudem gibt es eine hohe
Annlichkeit und somit Verwechslungsgefahr mit anderen Schwindelerkrankungen, allen
voran als wichtigste Differentialdiagnose die vestibulare Migrane (Lopez et al., 2015). Diese
Uberlappt mit den Symptomen des Morbus Meniére, so dass es nicht selten zu falschlichen
Meniére-Diagnosen bei Patienten mit vestibularer Migrane kommt (Lopez-Escamez et al.,
2014; Becker-Bense et al., 2019). Mit dem Fortschreiten des Morbus Meniére und
Entwicklung der Schallempfindungsstérung im Tieftonbereich wird auch die Diagnosestellung
sicherer (Kutlubaev et al., 2020). Eine langerfristige Beobachtung der Personen in der
Fallgruppe mit im Verlauf erneuter Prifung der Ein- und Ausschlusskriterien und somit Re-
evaluation des Studieneinschlusses konnte hier Abhilfe schaffen und die richtigen
Gruppenzuordnungen verfeinern.

Letztendlich ist nicht abschlieliend geklart, ob die heterogene Symptomkombination, die bei
Meniére beobachtet wird, aus einem gemeinsamen pathophysiologischen Weg entsteht oder
ob unterschiedliche Pathomechanismen im gleichen Phanotyp minden (Phillips et al., 2018).
Durch die Bildung von Subgruppen kénnte das Verstandnis der Erkrankung und somit die
Diagnose und die zielgerichteten Therapiemdglichkeiten verbessert werden (Phillips et al.,
2018). Das heildt, dass das Patientenkollektiv nicht mehr als Gesamtes, sondern mittels
statistischer Clusteranalysen in ahnliche Phanotypen gruppiert und getrennt voneinander
betrachtet wird. Frejo et al und spéater an deren Einteilung orientierend auch Crossley et al.
bildeten anhand spezifischer Begleitkriterien finf Subgruppen der Meniére-Patienten in einer
europaischen bzw. nordamerikanischen Kohorte. Durch Klassifizierung der Patienten anhand
der Parameter sporadisches Auftreten, begleitende Autoimmunerkrankung, Horverlust,
Migrane und familidres Vorkommen kann eine verbesserte Patientenselektion fur genetische
und immunologische Studien erreicht werden (Frejo et al., 2017; Crossley et al., 2020). Die
Durchfiihrung klinischer Medikamentenstudien mit nur einzelnen Subgruppen kdnnten
zielfGhrende Ergebnisse bei Antihistaminika, Steroiden oder Diuretika liefern und somit
zielgerichtete Therapien fir die einzelnen Subgruppen ermdglichen (Crossley et al., 2020). In
der vorliegenden Studie wurde anhand des Parameters subjektiv. empfundene
Schwerhdorigkeit bereits eine erste Unterteilung der klinisch méglichen Meniére Patienten
vorgenommen. Fur zukinftige Studien ware die Erganzung der Daten um das Vorliegen von
audiometrisch  festgestellten Graden der  Schwerhdrigkeit, autoimmunologischer
Begleiterkrankungen, Familienanamnese und Migranestatus erstrebenswert.
Standortvariabilitat

Ein weiterer Punkt, der die Stoér- und Fehleranfalligkeit bei dieser Studie erhéhen kdnnte, ist

die Tatsache, dass die verschiedenen methodischen Schritte an unterschiedlichen Orten

bearbeitet wurden. So wurden an mehreren Standorten Blutproben von Probanden
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gewonnen, Fragebdgen erhoben sowie die DNA isoliert. Zur Genotypisierung mittels
Microarrays wurden die bearbeiteten Proben an verschiedene Standorte geschickt und die
Genotypisierungen wurden anhand verschiedener Plattformen durchgefihrt.

Die hohe Datenmenge der Biodatenbank erforderte das Mitwirken mehrerer Standorte und
deren Fachpersonal. Um methodische Bias zu minimieren, wurde die Diagnose von
erfahrenen Arzten gestellt, die Datenerhebung standardisiert und das Laborverfahren durch
geschultes Personal durchgefiihrt. Klare Ablaufregeln und Richtlinien sowie eine sehr gute
Kommunikation zwischen den verschiedenen Standorten waren zur Qualitatssicherung

notwendig.

5.2 Diskussion der Ergebnisse
Epidemiologische Daten, wie familiare Haufung, geografische und ethnische Unterschiede in
den Pravalenzen, sowie Dominanz des weiblichen Geschlechts deuten auf eine genetische
Rolle in der Krankheitsentstehung hin (Chiarella et al., 2015). Die pathophysiologische
Theorie des endolymphatischen Hydrops ist weit verbreitet und allgemein anerkannt, auch
wenn die zugrundeliegende Atiopathogenese noch nicht verstanden ist. Es wird davon
ausgegangen, dass eine Kombination aus genetischen und Umweltfaktoren diesen
beguinstigt (Frejo et al., 2016a).
Ein funktionierender Mechanismus der Wasser- und lonenhomdostase ist notwendig, damit
keine extremen Volumenverschiebungen, wie beim endolymphatischen Hydrops, entstehen.
Aus diesem Grund scheint es plausibel, dass fehlfunktionierende Wasser- und lonenkanale,
die fur den Wasseraustausch und die lonenhomdostase zwischen Endo- und Perilymphe
notwendig sind, bei der Krankheitsentstehung eine groRe Rolle spielen kdnnten. Seit
Entdeckung der Aquaporine im Innenohr (Kakigi et al., 2009; Hirt et al., 2010; Maekawa et al.,
2010; Dong et al., 2019) und seit Studien an anderen Organen zeigten, dass Mutationen in
diesen Kanalen zu Krankheiten fihren kénnen, rickten genetische Untersuchungen der
AQP-Gene bei Meniére-Patienten in den Fokus mehrerer Forschungsgruppen. Die
Ergebnisse der bisherigen Studien sind jedoch inkonsistent.
In dieser Arbeit wurden vier Polymorphismen der Aquaporingene 3, 4 und 5 untersucht. Der
Marker rs591810 liegt als einziger in einem Exon (Exon 1 des AQP 3, Chromosom 9). Ein
Marker liegt in einem Intron (rs3736309 ist auf Intron 3, AQP 5) und zwei Marker liegen im 5°-
Genbereich (SNP rs2075575 des AQP 4 und SNP rs3759129 des AQP 5).

rs3736309

Der SNP rs3736309 (AQP 5) zeigte in dieser Studie eine nominal signifikante Assoziation mit
Morbus Meniéere. Das G-Allel trat signifikant haufiger bei den mindestens klinisch méglichen
Patienten als in der Kontrollgruppe auf. Erhdhte Odds Ratios (OR) zeigten sich sowohl im

additiven als auch im dominanten und im rezessiven Modell (additives Modell: p = 0,027,
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OR =1,33, 95 % Kl =1,03-1,72, dominantes Modell: p = 0,055, OR = 1,32, 95 % Kl = 0,99-
1,76, rezessives Modell: p = 0,079, OR = 2,10, 95 % Kl = 0,92-4,82). Die Ergebnisse dieser
Studie kdnnten darauf hindeuten, dass das G-Allel mit einem erhéhten Erkrankungsrisiko fur
Morbus Meniére einhergehen koénnte. Bei Weiterverfolgung der Assoziation unter strengeren
Diagnosekategorien, das heif3t bei ausschliellicher Betrachtung der Patienten mit
mindestens den Diagnosekategorien klinisch wahrscheinlich oder klinisch eindeutig, konnte
die Assoziation allerdings nicht mehr nachgewiesen werden. Dies konnte entweder daran
liegen, dass die Assoziation zu der Variation im AQP 5 eine eher untergeordnete Rolle spielt
oder daran, dass eine statistische Signifikanz aufgrund der kleineren Stichprobe nicht mehr

nachweisbar ist.

In einer vorgangigen Studie wurde bei 86 Meniére-Patienten und 2136 Kontrollprobanden
ebenfalls der Zusammenhang des SNP rs3736309 und Morbus Meniére untersucht (Nishio
et al., 2013). In deren aus Japan stammender Studie wurde ein signifikantes Ergebnis
gefunden. Die Forschungsgruppe um Nishio postulierte einen protektiven Effekt des G-Allels
im Zusammenhang mit der Erkrankungswahrscheinlichkeit bei Morbus Meniére (Nishio et al.,
2013). Die Patientengruppe bestand aus 86 Personen aus der Region Nagoya (Japan),
welche nach den Diagnosekriterien der AAO-HNS einen klinisch sicheren, wahrscheinlichen
oder moglichen Morbus Meniére aufwiesen.

Es zeigte sich, dass die Ergebnisse dieser Studie und die von Nishios Arbeitsgruppe kontrar
sind. Bei Vergleich beider Stichproben fallt auf, dass die Studien gleiche Diagnosekriterien
verwendeten und Patienten mit klinisch sicherem, wahrscheinlichem und mdglichem Morbus
Meniére einschlossen. Unterschiede zeigten sich jedoch in der Stichprobengrofe und der
Ethnie der Probanden. Wahrend in der vorliegenden Studie ausschliellich Kaukasier
eingeschlossen wurden, waren es bei Nishio et al. vorwiegend asiatische Personen. Dies
konnte eine Ursache der unterschiedlichen Ergebnislage sein.

Ein weiterer Grund der kontraren Ergebnisse kénnte sich im Flip-Flop-Phdnomen begrinden.
Das Flip-Flop-Phdnomen bezeichnet die Replikation einer zuvor berichteten Assoziation
zwischen Krankheit und Marker jedoch mit dem umgekehrten Risikoallel (Lin et al., 2007).
Dies bedeutet jedoch nicht zwingend eine Widerlegung der friiheren Assoziationsergebnisse.
Sogar wurde postuliert, dass diese Assoziationen in der Tat Bestatigungen der vorherigen
Ergebnisse sein kénnten, dass aber Multilokus-Effekte und Variationen in den Interlokus-
Korrelationen zu diesem Flip-Flop-Phanomen beitragen (Lin et al., 2007). Bezogen auf diese
Studie bedeutet dies, dass die Ergebnisse der vorherigen Studie von Nishio et al. durch
diese Ergebnisse bekraftigt werden und somit der Hinweis fir eine mdgliche Assoziation
zwischen rs3736309 (AQP 5) und Morbus Meniére unterstutzt wird.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen also, dass das G-Allel mit der Erkrankung Morbus
Meniére assoziiert sein konnte. Der fehlende Assoziationsnachweis in Betrachtung der
Patientengruppe mit stringenteren Diagnosekategorien weist jedoch darauf hin, dass es sich
um einen eher untergeordneten Effekt handeln muss, wobei auch ein falsch positives
Ergebnis nicht ausgeschlossen werden kann. In Zusammenschau mit der Vergleichsstudie
von Nishio et al. kann gesagt werden, dass eine Involvierung im Mechanismus moglich,
jedoch die Datenlage aktuell nicht konsistent ist. Weitere Assoziationsstudien mit diesem

SNP sowie funktionelle Untersuchungen sind notwendig.

Nach Feststellung der Assoziation gilt es zu erortern, inwieweit die statistisch berechnete
Assoziation klinische Relevanz haben konnte. Der Polymorphismus rs376309 liegt im dritten
Intron des AQP 5 Gens. Mutationen im nicht kodierenden Bereich haben keinen direkten
Einfluss auf die Aminosauresequenz bzw. die Proteinstruktur. Das heif3t jedoch nicht, dass
diese Assoziation bedeutungslos ist. Etwa 90 % der mit Erkrankungen assoziierten
Polymorphismen liegen im nicht kodierenden Bereich. Oft liegen diese Polymorphismen in
Bereichen, in denen sie potentiell die Genexpression beeinflussen kdnnen, also
beispielsweise die Transkription, das SpleiRen, oder die mRNA-Stabilitat (Ku et al., 2010;
Gallagher & Chen-Plotkin, 2018). Auch durch den Polymorphismus rs3736309 kénnte Uber
veranderte Regulierungsmechanismen die Genexpression der AQP 5 Kandle, die
Kanaldurchlassigkeit oder die Anpassungsfahigkeit bei Osmolaritdtsschwankungen
beeinflusst werden. Moglich ware auflerdem, dass der Polymorphismus selbst keinen
direkten Einfluss auf die Erkrankung hat, sondern dass eine Variante, welche mit dem
Polymorphismus im Linkage Disequilibrium liegt, funktionelle Relevanz hat.

Bisherige molekularbiologische Studien stiutzen die Hypothese, dass AQP 5 in der
Krankheitsentstehung des Morbus Meniére involviert ist. Im Bereich des Innenohrs wurde
sowohl in einigen Tierspezies, aber auch in humanem Gewebe AQP 5 immunhistochemisch
in den auferen Sulcuszellen der Cochlea nachgewiesen. Interessanterweise wird AQP 5 nur
im oberen Viertel, dem Apex, der Cochlea exprimiert (Hirt et al., 2010), was genau der Ort ist,
wo die Wahrnehmung und Verarbeitung tiefer Tone stattfindet (Bekesy, 1952a; Hudspeth,
1989; Muller et al., 2005). Auf subzellularer Ebene zeigte sich, dass AQP 5 ausschlieRlich
auf der apikalen Membran der duRReren Sulcuszellen exprimiert ist (Hirt et al., 2010). Die
auBeren Sulcuszellen gehéren zu den Stutzzellen der Cochlea und sind am Apex an der
Bildung der epithelialen Endolymph-Perilymph-Schranke beteiligt. Die apikale Zellmembran
ist an dieser Stelle in direktem Kontakt mit der Endolymphe und dem Lumen des Ductus
cochlearis (Eckhard et al., 2012). Bereits in anderen Epithelien wurde AQP 5 an den
apikalen Membranen nachgewiesen. Bei diesen sekretorisch aktiven Epithelien wurde

beobachtet, dass das Wasser tber die AQP 5 Kanale der apikalen Membranen direkt in die
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Lumen, wie beispielsweise in das alveolare Lumen der Lunge oder die Gange der Speichel-,
Tranen- und Schweilldrisen, sezerniert wurde (Nielsen et al., 1997).

Komplementar zur AQP 5 Expression wurde AQP 4 jeweils auf der basolateralen Membran
der &aulleren Sulcuszellen nachgewiesen (Hirt et al., 2010). Durch dieses spezielle
Verteilungsmuster liegt die Vermutung nahe, dass an dieser Stelle ein perilymphatisch-
endolymphatischer transzellularer Wasser-Shunt liegt, der fir das Volumengleichgewicht und
die lonenhomoostase der beiden Flussigkeiten mitverantwortlich ist.

Bei Untersuchungen dieses potentiellen Wassershunts in der Cochlea von Mausen und
Menschen wurde heraus gefunden, dass bei Osmolaritdtsschwankungen tber diesen Shunt
Ausgleichsflisse zwischen den beiden Kompartimenten Endo- und Perilymphe stattfinden
(Eckhard et al., 2015). Wenn die Perilymphe hypoton ist, flie3t Wasser, getrieben durch den
osmotischen Gradienten, von der Perilymphe in die Endolymphe, was in experimentellen
Studien eine Volumenzunahme des Ductus cochlearis sowie teilweise eine Beschadigung
der aulReren Sulcuszellen mit sich fiihrte (Eckhard et al., 2015). Die experimentellen Studien
weisen also darauf hin, dass AQP 5 Teil eines Wassershunts zu sein scheint, welcher als
Ausgleichflusssystem bei Volumen- oder Osmolaritdtsschwankungen fungiert. Genetische
Varianten im AQP 5 kénnten auf dieses Flusssystem Einfluss haben und Uber fehlende
Kompensationsmechanismen zu vermehrtem Volumen im Ductus cochlearis fihren. Da
AQP 5 nur im Apex der Cochlea nachgewiesen werden konnte und der Apex der Ort ist, wo
die Tieftonverarbeitung stattfindet, welche bei Morbus Meniére typischerweise beeintrachtigt

ist, kdnnten Fehlfunktionen im AQP 5 mit der Erkrankung assoziiert sein.

rs3759129

Bei rs3759129, dem anderen untersuchten SNP des Aquaporingen 5, zeigte sich in unserer
Stichprobe keine Assoziation mit Morbus Meniére. Neben unserer Studie befassten sich
bereits Arweiler und Harbeck mit diesem Polymorphismus des AQP 5 Gens und Morbus
Meniéere und untersuchten hierfir 102 Patienten- und 292 Kontrollpersonen. In deren Studie
konnte zwar in der Genotypverteilung zwischen den beiden Gruppen, Meniére-Patienten und
Kontrollprobanden, kein signifikanter Unterschied festgestellt werden, bei Betrachtung der
Subgruppen zeigte sich allerdings, dass in der Gruppe familiarer Morbus Meniére der CC-
Genotyp uberzufallig haufig vertreten war. Die Forschungsgruppe bezweifelte jedoch eine
wahre Assoziation, da sich weder fir das A-Allel noch das C-Allel eine Assoziation mit
familiarem Morbus Meniére zeigte. (Arweiler-Harbeck et al., 2012)

Der SNP rs3759129 liegt in der Promoterregion des AQP 5 Gens. Es konnte gezeigt werden,
dass an dieser Stelle der Polymorphismus, also die Substitution von A durch C, zu einer
reduzierten Expression von AQP 5 in unterschiedlichen Geweben fiuhrt (Adamzik et al.,

2008). Mehrere Forschungsgruppen befassten sich mit dem Genpromoter und konnten
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mehrheitlich einen protektiven Effekt des C-Allels aufzeigen. Eine Studie, welche sich mit der
30-Tages-Uberlebensrate bei Patienten mit schwerer Sepsis befasste, konnte eine
signifikant erhohte Uberlebenschance bei Personen mit den AC/CC-Genotypen im Vergleich
zu Personen mit dem Wildtyp (Genotyp AA) feststellen (Adamzik et al., 2011). In einer Studie,
welche sich Patienten bei akutem Lungenversagen (Acute Respiratory Distress Syndrom,
ARDS) widmete, wurde bei den Probanden mit AC/CC-Genotypen eine verminderte
Entziindungsaktivitat im Vergleich zur Wildtyp-Gruppe (Genotyp AA) festgestellt. Die
vermindert ausgepragte Entzindungsreaktion der C-Alleltrdger ging mit einer signifikant
héheren 30-Tages-Uberlebensrate dieser einher (Rahmel et al., 2019b). Zudem konnte
gezeigt werden, dass sowohl bei der Untersuchung von ARDS-Patienten als auch bei der
Untersuchung von septischen Patienten jeweils die Probanden mit AC/CC-Genotypen
weniger haufig akutes Nierenversagen entwickelten als die Patienten mit dem Wildtyp
(Genotyp AA) (Rahmel et al., 2018; Bergmann et al., 2020).

Die oben genannten Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass die protektive Wirkung
einhergehend mit der reduzierten Entziindungsaktivitat bei C-Alleltrdgern durch veranderte
immunmodulatorische Mechanismen verursacht wird. Die genaue Interaktion von AQP 5 und
dem Immunsystem ist allerdings noch nicht erforscht.

In einer experimentellen Studie wurde gezeigt, dass AQP 5 Knockout-Mause im Vergleich zu
Wildtyp-Mausen auf diverse Stimuli eine reduzierte Migration der neutrophilen Granulozyten
aufwiesen (Rump et al., 2016; Rump & Adamzik, 2018). Dies deckt sich mit den Ergebnissen
klinischer Studien, welche bei C-Alleltragern eine verringerte AQP 5 Expression sowie eine
reduzierte Migration der neutrophilen Granulozyten beschrieben (Adamzik et al., 2008).

Die abgeschwachte Immunantwort scheint sich in einigen Fallen, wie bei den obig
vorgestellten Studien bei Sepsis und ARDS positiv auf das Outcome auszuwirken. Als
Ursache fur ein schlechteres Outcome in der Wildtyp-Gruppe im Vergleich zur Gruppe der C-
Alleltréager wird eine UberschieRende Immunreaktion vermutet, durch welche es zu einer
Schadigung des korpereigenen Gewebes kommt.

Kontrar zu den bereits vorgestellten Studien wurde bei der Untersuchung des
Infektionsrisikos mit dem Cytomegalievirus (CMV) bei nierentransplantierten Patienten ein
besseres Outcome der Wildtyp-Gruppe beobachtet. Es zeigte sich eine verringerte
Infektionsrate bei Wildtyp-Tragern (Rahmel et al., 2019a). Das scheinbar widersprichliche
Ergebnis lasst sich dadurch erklaren, dass Patienten nach einer Nierentransplantation
immunsupprimiert sind und von einer Aktivierung des Immunsystems profitieren. Eine
verstarkte Einwanderung von Immunzellen bedeutet auch eine erhohte Eradikation der
Pathogene, in diesem Fall der CMV-Viren (Rahmel et al., 2019a).
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Da bisher in keiner Studie eine Assoziation des Polymorphismus rs3759129 des AQP 5-Gen
und Morbus Meniére publiziert wurde, gibt es aktuell keine Hinweise daflir, dass der
Polymorphismus in der Krankheitsentstehung des Morbus Meniére eine Rolle spielt. In den
bisherigen Studien wurden allerdings kleine Fallzahlen untersucht, was ursachlich fir eine
fehlende statistische Assoziation sein kénnte und somit eine Involvierung des
Polymorphismus in die Krankheitsentstehung nicht ausschlieRt. Aufgrund der vorgestellten
Ergebnisse aus anderen medizinischen Bereichen, ware sowohl eine Assoziation von
Morbus Meniére mit dem Wildtyp (Genotyp AA), als auch mit dem C-Allel (AC/CC-
Genotypen) denkbar. Im Folgenden werden die zwei hypothetischen Zusammenhange im
Fall einer zukinftigen Assoziation vorgestellt.

Da auch bei Morbus Meniére die Immunhypothese diskutiert wird, ist es trotz bisher nicht
festgestellter Assoziation denkbar, dass der endolymphatische Hydrops durch eine
uberschieRende Immunreaktion entsteht. In diesem Fall misste sich eine Assoziation der
Erkrankung mit der Wildtyp-Gruppe (Genotyp AA) zeigen.

Wenn sich in den zukilnftigen Assoziationsstudien jedoch herausstellt, dass die C-Alleltrager
mit einem erhohten Erkrankungsrisiko einhergehen, konnte dies bedeuten, dass eine
reduzierte Immunantwort zum endolymphatischen Hydrops und somit zu Morbus Meniére
fuhrt. Dies wirde den Rickschluss zulassen, dass die Entstehung des endolymphatischen
Hydrops auf eine ungentgende Eradikation von Pathogenen, wie beispielsweise Viren,
zurtckzufiihren ware. Zu dieser Hypothese wurde die in der Metaanalyse von Dean et al.
postulierte Assoziation von CMV und Morbus Meniére passen (Dean et al., 2019). Wenn
man davon ausgeht, dass unter anderem eine Infektion mit Herpesviren, wie beispielsweise
den CMV, fir die Krankheitsentstehung ursachlich ist, ware es durchaus denkbar, dass —
ahnlich wie bei der Studie der nierentransplantierten Patienten — vor allem die C-Alleltrager
aufgrund der abgeschwachten Immunantwort anféllig fir die Entwicklung des Morbus
Meniére waren. Das Uberzufallig haufige Auftreten des CC-Genotyps in der Gruppe
familiarer Meniére-Patienten in der Studie von Arweiler-Harbeck (Arweiler-Harbeck et al.,

2012) kénnte durch diesen pathophysiologischen Pfad erklart werden.

rs591810

Rs591810 liegt im ersten Exon des AQP 3 und somit im kodierenden Bereich. Bei diesem
Polymorphismus kommt es zur Substitution von G durch C. Da es sich bei dem Basentausch
allerdings um die 3. Stelle des Tripletts handelt und sowohl CTG als auch CTC die
Aminosaure Leucin kodieren, kommt es zu keinem Aminosauretausch und somit zu keiner
Veranderung der Aminosauresequenz. Ein Einfluss auf die Erkrankung ware trotzdem Uber
einen zweiten Polymorphismus, welcher mit diesem Polymorphismus im Linkage

Disequilibrium liegt und funktionelle Relevanz hat, mdglich.
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In dieser Studie zeigte sich keine Assoziation des Polymorphismus rs591810 des AQP 3 und
Morbus Meniére.

In der Studie von Candreia et al. wurden Polymorphismen der kodierenden Regionen der
AQP 1-4 untersucht und hierbei beim Polymorphismus rs591810 eine Auffalligkeit gefunden.
11 der 34 untersuchten Meniére Patienten trugen an dieser Stelle homozygot das C-Allel,
wobei keiner der 100 Kontrollpersonen das C-Allel trug (Candreia et al., 2010). Eine
statistisch signifikante Assoziation wurde hierflir bei sehr kleiner Fallzahl zwar nicht
beschrieben, dennoch wurde durch die Studiengruppe rs591810 als potentielles
Kandidatengen tituliert.

In einer brasilianischen Studie wurde neben Prifung der Polymorphismen des AQP 2 und
des KCNE1 ebenfalls der Polymorphismus rs591810 des AQP 3 auf Assoziationen getestet.
Hierfir wurden 30 Patienten mit definitvem Morbus Meniére und 30 gesunde
Kontrollprobanden untersucht. Es konnte bei diesem Polymorphismus allerdings kein
signifikanter Unterschied in der Genotyp- und Allelverteilung zwischen der Patientengruppe
und der Kontrollgruppe beobachtet werden (Lopes Kde et al., 2016).

Auch wenn bisher genetische Studien keine signifikanten Ergebnisse publizierten stitzen
funktionelle Studien die Hypothese, dass AQP 3 in der Krankheitsentstehung des Morbus
Meniére involviert sein kdnnte. AQP 3 konnte sowohl in Zellen der Endolymph-Sekretion als
auch der Endolymph-Reabsorption nachgewiesen werden (Nevoux et al., 2015). Zudem
wurde bei Mausen ein Anstieg der AQP 3 Expression nach intraperitonealer Applikation von
Dexamethason festgestellt (Nevoux et al., 2015). Die AQP 3 Hochregulation durch
Dexamethason wurde auch in humanen Zellen des Utriculus gezeigt. Die Forschungsgruppe
um Nevoux ging davon aus, dass Glukokortikoide die AQP 3 Genexpression mittels
Stimulation der Transkription regulieren (Nevoux et al., 2015). Therapeutisch werden
Steroide bei Meniére-Patienten entweder oral verabreicht oder intratympanal injiziert, da
damit Frequenz und Schweregrad der Schwindelattacken bei steroidsensitiven Patienten
nachweislich reduziert werden kénnen (Phillips & Westerberg, 2011; Kutlubaev et al., 2020).
Auf pathophysiologischer Ebene wird davon ausgegangen, dass Glukokortikoide die
Wasserreabsorption Uber die AQP 3-Kanale von der Endolymphe zur Perilymphe stimulieren
und somit eine Volumenreduktion des Hydrops erwirken (Nevoux et al., 2015).

Diese Ergebnisse sprechen fir eine mdgliche Involvierung des AQP 3 in der
Krankheitsentstehung des Morbus Meniére, weshalb weitere Assoziationsstudien mit

weiteren Polymorphismen des AQP 3 Gens in groReren Stichproben folgen sollten.

rs2075575
In dieser Studie wurde keine Assoziation des SNP rs2075575 (AQP 4) und Morbus Meniére

festgestellt. Nishio et al. untersuchten den Polymorphismus rs2075575 bei 86 Meniére-

73



Diskussion

Patienten und 2136 Kontrollprobanden, fanden aber ebenso keine Assoziation. Bei der
Untersuchung, ob der Polymorphismus mit Horverlust assoziiert ist, zeigte sich ebenfalls kein
signifikanter Unterschied (Nishio et al., 2013).

Genetische Studien anderer Krankheiten sowie die molekularbiologischen Eigenschaften des
Aquaporin 4 lassen eine Involvierung dieses Polymorphismus und des Aquaporin 4 in der
Atiopathogenese des Morbus Meniére trotz der bis dato negativen Studienlage als mdglich

erscheinen.

Bei genetischen Untersuchungen von Opfern des plétzlichen Kindstods (Sudden Infant
Death Syndrome, SIDS) zeigte sich eine Assoziation des T-Allels des SNP rs2075575
(AQP 4) und SIDS (Opdal et al, 2010). Im zentralen Nervensystem ist aus der
Aquaporingruppe vor allem das AQP 4 vertreten. Immunhistochemische Studien zeigten
dessen Expression in der Blut-Hirn-Schranke und der Liquor-Hirn-Schranke (Amiry-
Moghaddam & Ottersen, 2003). Opdal et al. vermuteten nach Feststellung der positiven
Assoziation, dass die T-Alleltrager zur Ausbildung eines SIDS genetisch pradisponiert sind.
Pathophysiologisch erklarten sie dies damit, dass eine Dysregulation der AQP 4-Expression
zu einem erhohten Wasserfluss in das Hirngewebe und somit Ausbildung eines Hirnddems
fuhre, was schlieRlich zusammen mit weiteren Risikofaktoren einen plétzlichen Kindstod zur
Folge haben kénnte (Opdal et al., 2010).

Eine weitere Forschungsgruppe befasste sich mit der Genetik von Patienten mit
Neuromyelitis optica (NMO), einer chronisch entzindlichen Erkrankung, welche mit
Optikusneuritiden und Myelitis einhergeht. Es wurde eine statistisch signifikante Assoziation
des T-Allels des rs2075575 (AQP 4) und dem Auftreten der Erkrankung publiziert. Auf
pathophysiologischer Ebene wurde auch hier eine Dysregulation des Wasserhaushalts
vermutet, welche zu einer Schadigung der Astrozyten fuhrt (Ogasawara et al., 2016).

Sowohl beim plétzlichen Kindstod als auch bei der Neuromyelitis optica gibt es Hinweise fur
eine genetische Beteiligung des Polymorphismus des AQP 4. Bei beiden Krankheitsentitaten
wird durch genetische Pradisposition eine veranderte AQP 4-Expression vermutet, die zu
einer veranderten Wasserhomdostase und dies wiederum zu einer Schadigung der

Astrozyten bzw. Ausbildung eines Hirnédems fuhrt.

Obwohl bei Morbus Meniére bisher keine Assoziation mit rs2075575 beschrieben wurde,
scheint das Aquaporin 4 Gen ein sehr vielversprechendes Kandidatengen der Erkrankung zu
sein. Bereits die verminderte Horleistung bei AQP 4 Knockout-Mausen lasst eine
Involvierung des Wasserkanals in die Krankheitsentstehung vermuten (Li & Verkman, 2001;
Mhatre et al., 2002). Ebenso die verminderte Expression von AQP 4 in den basalen

Stutzzellen des Utriculus bei Meniére-Patienten gibt Hinweise auf einen Zusammenhang mit
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der Erkrankung (Ishiyama et al., 2010). Eine fehlregulierte Wasserhomdostase, ausgelost
durch eine veranderte Anzahl der Wasserkanale und somit die Entstehung des Hydrops,
scheint moglich und plausibel, ist aber aufgrund der bisher negativen Studienlage rein
hypothetisch. Nachdem Ergebnisse aus bisherigen Assoziationsstudien insbesondere
aufgrund der geringen Stichprobenzahlen unter Vorbehalt zu bewerten sind, kénnte durch
eine starke VergroRerung der Stichproben und Erweiterung der untersuchten Varianten
Klarheit in Hinblick auf eine genetische Beteiligung des Gens an der Suszeptibilitat fir

Morbus Meniére geschaffen werden.

5.3 Ausblick
In dieser Studie fanden sich Hinweise dafir, dass das Aquaporingen5 in der
Krankheitsentstehung von Morbus Meniére involviert sein kénnte. Bereits in einer friheren
Studie wurde fir den Polymorphismus rs3736309 dieses Gens eine Assoziation beschrieben,
allerdings zeigte sich dort das kontrare Allel mit der Erkrankung assoziiert (Nishio et al.,
2013). Um die Hypothese einer Involvierung des AQP 5 in der Krankheitsentstehung des
Morbus Meniére zu verifizieren oder zu falsifizieren, sind zukulnftig Replikationsstudien,
welche die gleichen Assoziationen in einer unabhangigen Stichprobe im gleichen
Studienaufbau sowie gleicher ethnischer Herkunft prifen, notwendig. Zudem sind gréRere
Stichproben nétig. Erst nach Bestatigung der Assoziation in Stichproben gleicher ethnischer
Herkunft mit grélReren Fallzahlen ist es sinnvoll, in anderen ethnischen Gruppen nach der
selben Assoziation zu suchen (Dehghan, 2018). Auch fur die anderen drei Polymorphismen
der AQP 3, 4 und 5 erscheint es indiziert, erneute genetische Assoziationsstudien
durchzufihren. Auch wenn in dieser Studie keine signifikanten Assoziationen gefunden
wurden, gibt es viele Hinweise funktioneller Studien auf Involvierung dieser Gene in der

Krankheitsentstehung von Morbus Meniére.

Durch neue Sequenzierungstechnologien werden weitere Fortschritte fir genetische
Assoziationsstudien erwartet, da durch die Informationen der Sequenzierungen
Referenzpanels praziser werden und somit die Qualitat der Imputationen, vor allem fir
niedrig frequentierte Varianten, verbessert wird (Dehghan, 2018). Auch die Entdeckung
neuer genetischer Varianten wird durch die neuen Sequenzierungstechnologien, wie Whole-
Genome-Sequencing Arrays erwartet (Ku et al., 2010; Tam et al., 2019).

Neben der Mdglichkeit Gber Sequenzierungstechniken neue Polymorphismen aufzudecken,
wurden Algorithmen entwickelt, um den Kreis von Biomarken auszuweiten. Ausgehend von
bekannten mit Morbus Meniére assoziierten Markern kdnnen anhand eines entwickelten

Algorithmus neue Polymorphismen gesucht werden (Li et al., 2017).
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Eine gréRere Bedeutung sollte zuklinftig auch der Bildung von Subgruppen des Morbus
Meniére zukommen. Eine Untergliederung in Endophanotypen kénnte gerade bei dieser sehr
heterogenen Erkrankung zum genaueren Verstandnis der Pathophysiologie und zu
personalisierter Therapie beitragen. Die Gruppen konnten wie in den bereits publizierten
Studien anhand der Parameter sporadisches Auftreten, begleitende Autoimmunerkrankung,
Horverlust, Migrane und familidres Vorkommen gebildet werden (Frejo et al., 2017; Phillips et
al., 2018; Crossley et al., 2020). Durch differenziertere Betrachtung kdnnte das Verstandnis
der pathophysiologischen Vorgénge im Innenohr gesteigert werden, zielgerichtete Therapie
entwickelt und dadurch eine verbesserte Symptomkontrolle mit positiven Auswirkungen auf

Alltagsfunktionen und Arbeitsfahigkeit erreicht werden.

In einigen ethnischen Gruppen (z.B. Lateinamerikaner, Araber oder Sudostasiaten) sind
bisher keine genetische Assoziationsstudien zur Identifikation von Markern fir Morbus
Meniére durchgeflhrt worden. In diesen Gruppen ist die Erkrankung zwar deutlich seltener
als bei Kaukasiern, aber dennoch koénnten durch groRe Assoziationsstudien

ethniespezifische Risikomarker aufgedeckt werden.

Durch Replikation oder Falsifikation der in dieser Arbeit untersuchten Polymorphismen und
Identifikation weiterer Biomarker konnten in Zukunft genetische Hochrisikopatienten
detektiert werden. Durch praventive MaRnahmen oder Diagnosestellungen in frihen Stadien
kénnten Krankheitsausbriiche verhindert und kurative Behandlungsansatze mdglich werden.
Zielgerichtete Medikation, welche direkt am Targetprotein ansetzt und somit das

Nebenwirkungsprofil minimiert, ware auf pharmakologischer Ebene erstrebenswert.
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7 Verzeichnis der Abkiirzungen und Symbole

AAO-HNS
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AQP
ARDS

Ar/R-Sequenz

CmvVv
DSGzZ
EDTA
FHAM
GHCL
GWAS
HWE
IBD
kDa
LD
MAF
MMST
MRT
NMO
NPA
PAGES
PBS
PC
PCA
PGC
mV

i

ng
rem
SBE
SIDS
SKID [und Il
SNP

American Academy of Otolaryngology - Head and Neck Surgery
Acustic Brainstem Response
Aquaporin

Acute Respiratory Distress Syndrom
Arginin/Aromatische-Sequenz
Cytomegalievirus

Deutsches Schwindel- und Gleichgewichtszentrum
Ethylendiamintetraazetat

Family History Assessment Module
Guanidinhydrochlorid

Genome Wide Association Studies
Hardy-Weinberg Equilibrium

Identity by descent

Kilodalton

Linkage Disequilibrium

minore Allelfrequenz

Mini Mental State Test
Magnetresonanztomographie
Neuromyelitis optica

Asparagin, Prolin, Arginin
Phenomics and Genomics Sample
Phosphate buffered saline

Principal Component

Principal Component Analysis
Psychiatric Genomics Consortium
Millivolt

Microliter

Nanogramm

rounds per minute

Single-base Extension

Sudden Infant Death Syndrome
Strukturiertes Klinisches Interview | und Il

Single Nucleotide Polymorphism
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