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Zusammenfassung

Der Morbus Menicre ist eine Erkrankung des Innenohrs, die zu rezidivierenden Attacken mit
Schwindel, Horstorungen, Tinnitus und Ohrdruck fiihrt. Da die Atiopathogenese des Morbus
Menicre vielféltig ist und es Hinweise auf genetische Einflussfaktoren gibt, sind genetische
Assoziationsstudien vielversprechende Verfahren, um hypothesenfrei nach derartigen Faktoren zu
suchen und bisherige Hypothesen zu testen.

In der vorliegenden Arbeit wurde innerhalb einer genomweiten Assoziationsstudie das
gemeinsame Auftreten des Morbus Meniere mit genetischen Varianten innerhalb unterschiedlicher
Gene und Gen-Sets untersucht.

Dazu wurde ein Probandenkollektiv aus 314 an Morbus Meni¢re erkrankten Patienten und
2614 gesunden Kontrollprobanden genotypisiert, die Datensdtze imputiert, zu einem
Megadatensatz zusammengefiigt und auf eine genomweite Assoziation liberpriift. Die dadurch
erhaltenen p-Werte dienten als Ausgangsbasis flir die genbasierte Testung auf eine Assoziation
zum Morbus Meniere. Zudem wurden zu verschiedenen Hypothesen zur Entstehung des Morbus
Menicre vier Gen-Sets basierend auf einer Literaturrecherche ausgewdhlt und zusammengestellt.

Bei der Testung der Gene zeigte ein Gen, SNX20, nach der Korrektur fiir das multiple
Testen eine signifikante Assoziation zum Morbus Meniére. Bei der genaueren Untersuchung der
Region um SNX20 und NOD2, einem eng benachbarten Gen, zeigte sich basierend auf der
regionalen SNV-Testung eine H&ufung signifikanter Assoziationen von SNVs in der
iiberlappenden 5°-Genregion der beiden Gene. Fiir einen Teil der SNVs wurde in der Literatur
bereits ein Einfluss auf die Expressionslevel der beiden Gene beschrieben. Zudem zeigten SNVs
in NOD2 in anderen Studien eine Assoziation zum Morbus Crohn, einer Autoimmunerkrankung.
Diese Ergebnisse stiitzen die bisherige Hypothese, dass autoimmune Pathomechanismen bei der
Genese des Morbus Meni¢re von Bedeutung sind. Notwendig ist jetzt eine unabhéngige
Replikation dieser Befunde.

Zwei der ausgewihlten Gen-Sets basierten auf lonenkanidlen im Innenohr, ein Gen-Set auf
dem Vasopressin/Aquaporin-System und ein viertes Gen-Set bildete einen Signalweg, der
Funktionen bei Immunprozessen hat und fiir den eine Assoziation mit dem Morbus Menicre
vermutet wurde, ab. In der statistischen Testung zeigte keines der vier Gen-Sets eine signifikante
Assoziation.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Morbus Meniére

Der Morbus Meniére ist eine Erkrankung des Innenohrs, die sich durch Attacken von periodisch
auftretendem Drehschwindel, sensorischem Horverlust im Tieftonbereich und einem Tinnitus
auszeichnet (Lopez-Escamez et al., 2015). Die Frequenz und Dauer der Episoden ist dabei variabel
und es konnten bisher keine sicheren Ausloser gefunden werden (Nakashima et al., 2016).
Typischerweise liegt die Dauer der Episoden zwischen 20 Minuten und 24 Stunden, am haufigsten
ist eine Dauer von ein bis zwei Stunden (Syed & Aldren, 2012).

Meist liegt zundchst eine unilaterale Erkrankung vor, das Fortschreiten in eine bilaterale
Form ist allerdings haufig (Huppert et al., 2010). Insbesondere in der Frithphase der Erkrankung
kommen auch Verldufe mit ausschlieBlich cochledren oder vestibuliren Symptomen vor
(Baumgarten et al., 1983). Da die klassische Symptomtrias hier zunéchst ausbleibt, ist in solchen
Féllen die Diagnose des Morbus Meni¢re deutlich erschwert.

Die beschriebenen Symptome fiihren fiir die Patienten zu einer deutlichen Reduktion der

Lebensqualitédt (Soderman et al., 2002; van Cruijsen et al., 2006).

1.1.1 Diagnostik

Die Diagnostik des Morbus Meniére stiitzt sich primdr auf die klinische Symptomatik des
Patienten. Neben anamnestischen Angaben iiber abgelaufene Schwindelepisoden ist insbesondere
die apparative Feststellung des sensorischen Horverlustes im Tieftonbereich fiir die
Diagnosestellung wichtig (Lopez-Escamez et al., 2015). Zudem erfolgt durch die neurologische
Untersuchung ein Ausschluss moglicher Differenzialdiagnosen. Weiterhin kommen die
magnetresonanztomographische  Darstellung des Innenohrs zum  Nachweis eines
endolymphatischen Hydrops und einige spezialisiertere Verfahren, wie die vestibulédr evozierten
myogenen Potentiale zum Einsatz (Magnan et al., 2018).

Zu den Differenzialdiagnosen des Morbus Meniéere zahlen zunéchst die anderen peripheren
Schwindelerkrankungen, wie der benigne periphere paroxysmale Lagerungsschwindel und die
Akute unilaterale Vestibulopathie/Neuritis vestibularis. Hier unterscheidet sich der Morbus
Meniéere von den anderen Erkrankungen durch das periodische Auftreten des Schwindels und den

sensorischen Horverlust. Hinzu kommen charakteristische Untersuchungsbefunde anderer

1
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Schwindelerkrankungen wie der Lagerungsnystagmus beim benignen paroxysmalen
Lagerungsschwindel. Insbesondere bei der erstmaligen Priasentation eines Patienten und einem
gering ausgepriagtem Horverlust, kann sich die Differentialdiagnose schwierig gestalten (Syed &
Aldren, 2012).

Neben peripheren Schwindelerkrankungen konnen auch zentral-neurologische
Erkrankungen dem Morbus Meniére &hnelnde Symptome auslosen. Eine wichtige
Differentialdiagnose ist die vestibuldre Migrane (Lempert etal., 2012), die in einigen Féllen schwer
vom Morbus Meni¢ére unterschieden werden kann (Radtke et al, 2011). Weitere
Differentialdiagnosen sind wu.a. neurovaskulire Erkrankungen des Hirnstamms, das
Vestibularisschwannom und die Autoimmunerkrankung des Innenohrs (AIED) (Lopez-Escamez
etal., 2015).

Um die Diagnose des Morbus Meniére zu objektivieren, wurden mehrere
Klassifikationssysteme zur Vereinheitlichung der Diagnosekriterien vorgeschlagen. Hierdurch soll
die Standardisierung des klinischen Vorgehens erleichtert werden, um die Diagnose und Therapie
des Morbus Menie¢re moglichst evidenzbasiert durchfiihren zu koénnen. Zudem erlauben es
international verwendete Diagnosekriterien, die Ergebnisse epidemiologischer und therapeutischer
Studien besser zu vergleichen.

Im Klassifikationssystem der American Academy of Otolaryngology—Head and Neck
Surgery (AAO-HNS) aus dem Jahr 1995 wurden vier Kategorien vorgeschlagen, die sich nach der
Sicherheit der Diagnose unterscheiden. Alle Kategorien fordern den Ausschluss alternativer
Ursachen der Symptomatik. Die Kategorie des ,,Mdglichen Morbus Meniere* verlangt
ausschlieBlich eine periodische Schwindelsymptomatik. Die folgende Kategorie des
»Wahrscheinlichen Morbus Meniére* verlangt neben einer einmaligen Anfallsdauer von mehr als
20 Minuten auch eine apparative Sicherung einer Horminderung und einen Tinnitus oder
Ohrdruck. Fiir das Vorliegen eines ,,Sicheren Morbus Meniére* miissen neben den Kriterien des
,»Wahrscheinlichen Morbus Meniére* mindestens zwei Schwindelepisoden mit einer Dauer von
mehr als 20 Minuten vorgelegen haben. Der ,,Gesicherte Morbus Meniere® unterscheidet sich von
dieser Kategorie durch den zusétzlich gesicherten endolymphatischen Hydrops. Die Kriterien sind
in Tabelle 1 zusammengefasst (Committee on Hearing and Equilibrium, 1995).

Das neuere Klassifikationssystem aus dem Jahr 2015, das u. a. von der Barany Society, der
European Academy of Otology und der AAO-HNS entwickelt wurde, enthdlt dagegen nur zwei

Kategorien. Diese unterscheiden sich ebenfalls nach der Sicherheit der Diagnose. Der
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niederfrequente, sensorische Horverlust ist hier definiert als eine Erh6hung der Horschwelle der
Knochenleitung bei zwei benachbarten Frequenzen unterhalb von 2000 kHz um mindestens 35 dB.
Sowohl der ,,Wahrscheinliche Morbus Meniére* als auch der ,,Sichere Morbus Meniére® miissen
mindestens zwei Anfallsepisoden mit einer Mindestdauer von 20 Minuten aufweisen. Zudem muss
fiir beide Kategorien ein Horverlust oder ein Tinnitus vom Patienten angegeben werden. Der
»Sichere Morbus Menicre™ zeichnet sich dadurch aus, dass der Horverlust fiir diese Kategorie
mindestens einmal audiometrisch dokumentiert werden muss. Der Nachweis des
endolymphatischen Hydrops findet sich in diesem System nicht mehr. Die Kriterien sind in

Tabelle 2 angegeben (Lopez-Escamez et al., 2015).

Tabelle 1: Klassifikationssystem nach der AAO-HNS aus dem Jahr 1995

Kategorie Diagnosekriterien

- Kiriterien wie sicherer Morbus Meniére
- Dazu histopathologische Sicherung des endolymphatischen
Hydrops

Bewiesener Morbus
Meniére

- Zwei oder mehr sichere Schwindelepisoden einer Dauer von
mehr als 20 Minuten
Sicherer Morbus - Mindestens einmalig dokumentierter, audiometrisch gesicherter
Meniére sensorischer Horverlust
- Tinnitus oder Ohrdruck auf der Seite des betroffenen Ohres
- Ausschluss alternativer Ursachen

- Mindestens eine sichere Schwindelepisoden einer Dauer von
mehr als 20 Minuten
Wabhrscheinlicher - Mindestens einmalig dokumentierter, audiometrisch gesicherter
Morbus Meniére Horverlust
- Tinnitus oder Ohrdruck auf der Seite des betroffenen Ohres
- Ausschluss alternativer Ursachen

- Meniére-typische, periodische Schwindelepisoden ohne
Moglicher Morbus Nachweis eines sensorischen Horverlustes oder konstantem
Menigere Horverlust

- Ausschluss alternativer Ursachen
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Tabelle 2: Barany-Klassifikationssystem aus dem Jahr 2015 nach Lopez-Escamez et al.

Kategorie Diagnosekriterien

- Mindestens zwei Schwindelepisoden mit einer Dauer von
20 Minuten bis 24 Stunden
- Mindestens einmalig audiometrisch dokumentierter, nieder- bis
Sicherer Morbus mittelfrequenter sensorischer Horverlust eines Ohres vor,
Meniére wihrend oder nach einer Schwindelepisode
- Periodische Einschriankung des Horvermogens oder Tinnitus
auf der Seite des betroffenen Ohres
- Ausschluss alternativer Ursachen

- Mindestens zwei Schwindelepisoden mit einer Dauer von
20 Minuten bis 24 Stunden

- Periodische Einschriankung des Horvermogens oder Tinnitus
auf der Seite des betroffenen Ohres

- Ausschluss alternativer Ursachen

Wahrscheinlicher
Morbus Meniére

1.1.2 Epidemiologie

Die Privalenz des Morbus Meniére wurde mit 190/100.000 Einwohner beschrieben (Harris &
Alexander, 2010), wobei in der Literatur eine weite Spanne von Privalenzwerten angegeben wird.
In bisherigen Studien zeigten sich Werte von 17/100.000 Einwohnern in einer japanischen
Population (Watanabe et al., 1995), bis zu Werten von 513/100.000 Einwohnern in einer finnischen
Population (Havia et al., 2005).

Es zeigte sich in mehreren Studien eine relativ geringere Priavalenz des Morbus Meniére in
japanischen Populationen im Vergleich zu kaukasischen Populationen. (Tokumasu et al., 1982;
Watanabe et al., 1995). In einer aktuelleren Studie von Shojaku & Wanatabe ergab sich fiir eine
weitere japanische Population von ca. 55 000 Personen ein leichter Anstieg der Privalenzwerte
von 27,6/100.000 Einwohnern im Zeitraum von 1990 — 1994 auf 38,0/100.000 Einwohnern von
2000 — 2004 (Shojaku et al., 2005).

Fir nicht-japanische Populationen zeigten neben der bereits erwéhnten Studie von Harris
& Alexander (2010) an liber 60 Millionen US-amerikanischen Probanden auch andere Studien
Priavalenzwerte von deutlich iiber 100/100.000 Einwohnern (Havia et al., 2005; Wladislavosky-
Waserman et al., 1984). Es gibt allerdings auch Untersuchungen, die fiir kaukasische Populationen
geringere Prdvalenzwerte von beispielsweise 43/100.000 Einwohnern fiir eine finnische

Population zeigten (Kotiméki et al., 1999).
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Diese abweichenden Priavalenzwerte konnten an der schwierigen Diagnostik und den
zwischen verschiedenen Studien uneinheitlichen Diagnosekriterien des Morbus Meniére liegen, da
kein spezifischer diagnostischer Test zur Sicherung der Diagnose bekannt ist. Andererseits konnten
auch Unterschiede der Ethnizitit, eine Verdnderung der Privalenz im zeitlichen Verlauf oder eine
unterschiedliche medizinische Versorgung fiir die variablen Ergebnisse ursdchlich sein (da Costa
et al., 2002).

Wie auch bei anderen chronischen Erkrankungen nimmt die Pravalenz des Morbus Meniere
mit dem Alter zu (Harris & Alexander, 2010). Der Haufigkeitsgipfel der Erstdiagnose wurde mit
53 Jahren und einer Standardabweichung von 14 Jahren beschrieben (Van Esch et al., 2016).

In epidemiologischen Untersuchungen zeigte sich meist ein leichtes Uberwiegen der
weiblichen Patienten, wie beispielsweise mit einem Verhéltnis von 1,89:1 in der Studie von Harris

& Alexander aus den USA oder 1,5:1 in einer schwedischen Studie (Stahle et al., 1978).

1.1.3 Atiologie und Pathophysiologie

Die Atiologie des Morbus Meniére ist bis heute ungeklirt. Fiir die Entstehung wird ein
multifaktorielles Geschehen aus Umweltfaktoren und genetischen Faktoren vermutet. Als
moglicher Umweltfaktor konnte in einer Studie an der Population der UK Biobank eine
Assoziation des Morbus Meniere mit einem erh6hten Body-Mass-Index gezeigt werden (Tyrrell et
al., 2014). Ob es sich hierbei um einen kausalen Einflussfaktor handelt, ist allerdings unklar.

Fiir das Vorhandensein von genetischen Faktoren in der Atiologie des Morbus Meniére
spricht neben den abweichenden Privalenzwerten verschiedener Populationen auch das Auftreten
von familidren Féllen des Morbus Meniére. In der Mehrzahl der Fille des Morbus Meniéere handelt
es sich um sporadische Manifestationen, allerdings zeigten einige Studien auch das Auftreten von
familidr gehduften Féllen. Diese traten meist mit einer Haufigkeit von ca. 5 bis 10 % auf (Morrison
et al., 2009; Requena et al., 2014), wobei es auch Studien mit deutlich hoheren Anteilen familidrer
Fille gab (Arweiler-Harbeck et al., 2011). In der Stammbaumanalyse zeigte sich meist ein
Vererbungsmuster, das einem autosomal dominanten Erbgang entsprach (Morrison et al., 2009;
Requena et al., 2014).

An familidren Féllen des Morbus Meniére wurde in einigen Studien eine Kopplungsanalyse
durchgefiihrt, um mit dem Auftreten des Morbus Meniére assoziierte genomische Lokalisationen
zu identifizieren. Bei der Untersuchung des Auftretens des Morbus Meniére an drei schwedischen

Familien zeigte sich die Kopplung mit Markern auf Chromosom 12, als Locus wurde 12p12.3
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bestimmt (Klar et al., 2006). Dieser Locus zeigte in einer Studie an 16 finnischen Familien keine
Kopplung mit dem Auftreten des Morbus Meniére (Hietikko et al., 2011). Arweiler-Harbeck et al.
(2011) fiihrten eine Kopplungsanalyse bei 19 deutschen Familien mit gehduftem Auftreten des
Morbus Meniere durch. Dabei konnten sie eine Region auf Chromosom 5 als Kandidatenregion
identifizieren. Zudem zeigten sich schwichere Hinweise auf eine Kopplung mit Markern des
Chromosom 12. Tendenziell sprechen die heterogenen Untersuchungsergebnisse fiir das Vorliegen
polygenetischer Einflussfaktoren (Chiarella et al., 2015).

Aufgrund dieser Hinweise auf eine teilweise genetische Grundlage des Morbus Meniére
wurden in der Vergangenheit einige genetische Assoziationsstudien durchgefiihrt. Die meisten
Studien untersuchten dabei die SNVs (single nucleotide variant) einzelner Kandidatengene oder
einer begrenzten Anzahl funktionell verwandter Gene auf eine Assoziation. Die bisherigen
Ergebnisse konnten héufig nicht repliziert werden. Mogliche Ursachen sind u.a. zu geringe
Fallzahlen, variable Diagnosekriterien oder Unterschiede der Ethnizitdt der der Studie
zugrundeliegenden Population (Chiarella et al., 2015).

In der Pathophysiologie des Morbus Meniére zeigt sich als histopathologisches Korrelat ein
endolymphatischer Hydrops (Hallpike & Cairns, 1938). Hierbei kommt es zu einer
Volumenzunahme unterschiedlicher Teile des Endolymphraumes zu Ungunsten des
Perilymphraumes. In bildgebenden Untersuchungen wurde in allen betroffenen Innenohren ein
endolymphatischer Hydrops nachgewiesen (Morita et al., 2009). Andere Studien zeigten
allerdings, dass auch bei Patienten, die ausschlieSlich unter einem sensorischen Horverlust leiden,

hiufig ein endolymphatischer Hydrops dargestellt werden kann (Attyé et al., 2018).

1.1.4 Therapie

Aufgrund der ungeklirten Pathophysiologie verbleiben auch bei der Therapie des Morbus Meniere
einige Unklarheiten. Eine kurative Therapie wurde bisher nicht beschrieben.

Wihrend einer Anfallsepisode steht meist die Schwindelsymptomatik im Vordergrund.
Diese kann akut durch die kurzfristige Gabe von Antihistaminika oder, in schweren Fillen, mit
Benzodiazepinen therapiert werden (Strupp et al., 2013).

Da die begonnenen Krankheitsepisoden allerdings nicht medikamentds verkiirzt werden
konnen und zu einem progressiven Horverlust fiithren, ist besonders die Pravention der Episoden
wichtig. Hierzu wurden verschiedene medikamentdse und operative Therapieverfahren entwickelt,

wobei klinische Studien zum Therapieerfolg hdufig zu keinen eindeutigen Ergebnissen fiihrten
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(Nakashima et al., 2016). Dies kann moglicherweise auf die schwierige Diagnostik und
abweichende Definitionen des Therapieerfolges zuriickgefithrt werden. Allerdings erkldrt auch
eine multifaktorielle Pathophysiologie die unklaren Studienergebnisse, da unterschiedliche
Therapien jeweils nur bei einem Teil der Patienten wirken (Nakashima et al., 2016).

Besonders in Europa ist die medikamentdse Therapie mit Betahistin weit verbreitet. In
einigen klinischen Studien zeigten sich positive Effekte auf die Attackenfrequenz und -intensitét
(Mira et al., 2003), insbesondere bei hoheren Dosierungen (Strupp et al., 2008). Der Evidenzgrad
der meisten bisher durchgefiihrten Studien ist allerdings niedrig, was u.a. durch einen schwierigen
Einsatz von Plazebokontrollen bei langen Therapiedauern und abweichende Einschlusskriterien fiir
Patienten bedingt ist (James & Burton, 2001). Die Wirksamkeit der Betahistintherapie wird meist
auf einen positiven Effekt auf die cochledre Durchblutung zuriickgefiihrt.

Sofern die medikamentdse Therapie zu keinem zufriedenstellenden Ergebnis fiihrt, kann
durch destruktive Verfahren das betroffene Vestibularorgan ausgeschaltet werden. Hierzu wird
Gentamicin, ein Aminoglykosidantibiotikum, intratympanal injiziert. Nach der Ablation kommt es
zu einer zentralen Kompensation, sodass die Gleichgewichtfunktion im Alltag weitestgehend
unbeeintrichtigt bleibt. Entsprechend stellt ein bilateraler Morbus Meniere eine Kontraindikation
dar, da hier keine Kompensation stattfinden kann. Ein weiteres Problem der Gentamicintherapie
ist ein schwer vorhersagbarer Horverlust bei etwa 25 % der behandelten Patienten, der durch die
anatomische Ndhe der Cochlea bedingt ist (Colletti et al., 2007). Die Kontrolle des Schwindels ist
allerdings meist erfolgreich, wie mehrere klinische Studien zeigten (Pullens & van Benthem,
2011).

Eine weitere untersuchte Therapie ist die intratympanale Injektion von Glucocorticoiden.
Hier kommt es nicht zu einer irreversiblen Schiadigung des Innenohrs. In neueren klinischen
Studien zeigten sich bei dieser Therapieform eine dhnliche Kontrolle des Schwindels wie bei der
Gentamicintherapie bei geringeren Nebenwirkungen (Patel et al., 2016). Andere Studien zeigten
allerdings eine der Gentamicintherapie unterlegene Schwindelkontrolle. Wahrend 93 % der mit
Gentamicin behandelten Patienten eine erfolgreiche Schwindelkontrolle erreichten, war dies bei
nur 63 % der mit Dexamethason behandelten Patienten der Fall (Casani et al., 2011). Die
therapeutische Wirkung wird auf verschiedene mdégliche Effekte zuriickgefiihrt. Zum einen haben
Glucocorticoide einen starken entziindungshemmenden Effekt und werden bei der Behandlung

vieler Autoimmunerkrankungen eingesetzt. Andererseits haben Glucocorticoide meist auch eine
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mineralocorticoide Wirkung, womit sie Einfluss auf den Wasserhaushalt und die lonenhomdostase
nehmen konnten (Hamid & Trune, 2008).

Basierend auf der Beobachtung des endolymphatischen Hydrops wurden mehrere operative
Verfahren zur Behandlung des Morbus Menicre entwickelt. Bei der Saccotomie wird der
endolymphatische Sack eréffnet und durch einen eingesetzten Shunt offengehalten. Dadurch soll
der endolymphatische Hydrops reduziert und der Druck im Endolymphsystem abgesenkt werden
(Shea, 1966). Alternativ wird bei der reinen Dekompression nur der endolymphatische Sack
freigelegt. Durch die Ausdehnung soll auch hier der endolymphatische Druck gesenkt werden. Es
gibt wenige hochwertige Studien zu den operativen Verfahren. In zwei randomisierten und
kontrollierten Studien konnte allerdings kein Vorteil der jeweiligen Eingriffe gegeniiber einer

Placebooperation gezeigt werden (Pullens et al., 2013).

1.1.5 Aufbau und Funktion des Innenohrs
Die Funktionen des Innenohrs, die als relevant fiir die Hypothesen zur Entstehung des Morbus
Meniere angesehen werden, setzen sich aus dem Gleichgewichtssinn, vermittelt durch das
Vestibularsystem, und dem Horsinn, vermittelt durch die Cochlea, zusammen. Das
Vestibularsystem besteht aus den drei Bogengingen, die die Rotationsbeschleunigung des Kopfes
messen, und Sacculus und Utriculus, die Linearbeschleunigungen detektieren (Ekdale, 2016).
Das Innenohr befindet sich innerhalb eines Hohlraumes des Felsenbeins. Aufgrund seines
komplexen Aufbaus wird dieser als knochernes Labyrinth bezeichnet. Innerhalb des kndchernen
Labyrinths befindet sich das mit Endolymphe gefiillte membrandse Labyrinth, welches durch eine
membrandse Umbhiillung von der umgebenden Perilymphe getrennt ist. Der Endolymphraum
spiegelt den anatomischen Aufbau des Innenohrs wider und besteht aus Anteilen der Bogenginge,
des Sacculus und Utriculus, und dem Ductus cochlearis. Alle Abschnitte des Endolymphraumes
sind miteinander verbunden und bilden somit einen kontinuierlichen Bereich (Abbildung 1,
Seite 9) (Paulsen & Waschke, 2010). Der Ductus cochlearis ist mit dem Sacculus durch den Ductus
reuniens verbunden. Eine weitere Struktur des Endolymphraumes ist der endolymphatische Sack,
der vermutlich an der Regulation des endolymphatischen Druckes (Swinburne et al., 2018) und
immunologischen Prozessen beteiligt ist (Kdmpfe Nordstrom et al., 2019). Verbunden ist er mit

dem Sacculus durch den Ductus endolymphaticus.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Abschnitte des Endolymphraumes. Abbildung
nach Gray's Anatomy, 20. Aufl. 1918, gemeinfrei nach UrhG §64

Die Zusammensetzung der Endolymphe ist fiir die sensorischen Funktionen des Innenohrs
essenziell. Die Endolymphe zeichnet sich dabei durch eine von anderen extrazelluldren
Fliissigkeiten abweichende lonenzusammensetzung aus. Die Zusammensetzung dhnelt der
intrazelluldren Flissigkeit und weist hohe Kalium- und niedrige Natriumkonzentrationen auf. Die
Perilymphe dagegen ist iiber den Ductus perilymphaticus mit dem Subarachnoidalraum verbunden
und zeigt eine dem Liquor cerebrospinalis dhnliche Zusammensetzung mit hohen Natrium- und
niedrigen Kaliumkonzentrationen (Bosher & Warren, 1968). Die Zusammensetzung der
Endolymphe wird durch Ionentransporter innerhalb der Stria vascularis aufrechterhalten (Anniko

& Wroblewski, 1986).
1.2 Hypothesen zur Entstehung des Morbus Meniére

1.2.1 Endolymphatischer Hydrops

Da die Symptomatik des Morbus Meniére sich gut mit einer gestdrten Funktion des Innenohrs
erkliaren ldsst, wird der endolymphatische Hydrops héufig als Ursache fiir die Symptomatik
betrachtet. Dabei wird das unvermittelte Eintreten der Symptome zu Beginn einer Attacke durch

das EinreiBlen der trennenden Membran zwischen Endo- und Perilymphraum erklart. Durch die
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Vermischung der Fliissigkeiten soll es zu einer Anderung der Ionenzusammensetzung und dadurch
zu einer Storung der Sinneszellen kommen (Dohlman, 1980).

Ob unterschiedliche dtiologische Faktoren zur gemeinsamen Endstrecke des
endolymphatischen Hydrops fiihren oder der Morbus Meni¢re auf eine einzige Ursache
zuriickgefiihrt werden kann ist unklar (Flook & Lopez-Escamez, 2018; Oberman et al., 2017). Im

Folgenden sollen einige der Hypothesen zur Pathogenese des Morbus Meniere dargestellt werden.

1.2.2 Autoimmune Genese

Eine autoimmune Genese des Morbus Meniére wurde vorgeschlagen. Dafiir spricht eine
epidemiologische Assoziation mit einigen Autoimmunerkrankungen. Dabei handelte es sich um
die rheumatoide Arthritis, den systemischen Lupus erythematodes und die ankylosierende
Spondylitis (Gazquez et al., 2011). In einer Studie auf der Basis der UK Biobank zeigte sich
ebenfalls die Assoziation des Morbus Meniére mit allergischen und autoimmunen Erkrankungen
(Tyrrell et al., 2014). Zudem zeigt der Morbus Meniere, wie auch viele Autoimmunerkrankungen
(Ngo et al., 2014), ein haufigeres Auftreten bei Frauen. Neben epidemiologischen Hinweisen
konnte auch in Tiermodellen an Meerschweinchen durch die Immunisierung mit Autoantigenen
ein endolymphatischer Hydrops induziert werden (Yoo et al., 1983).

Basierend auf dem Verdacht einer autoimmunen Genese des Morbus Meni¢re wurden die
HLA-Gene in mehreren Studien untersucht. Bei einigen Autoimmunerkrankungen zeigten sich
Hiufungen verschiedener HLA-Haplotypen wie z.B. von HLA-B27 im Fall des Morbus
Bechterew (Brewerton et al., 1973). Die Studien zum Morbus Menicre zeigten bisher allerdings
keine eindeutigen Ergebnisse. Auch wenn einige Assoziationen beschrieben wurden, konnten diese
meist nicht repliziert werden. Insgesamt zeigten sich gehduft Assoziationen von Allelen des
HLA-C-Locus. In Tabelle 3 sind Ergebnisse von Assoziationsstudien, die die HLA-Typen von am
Morbus Menicre erkrankten Patienten untersucht haben, zusammengefasst.

Fir SNVs der in Immunprozessen involvierten Gene TNF-a, Interferon-y und
,»Macrophage migration inhibitory factor” (MIF) konnte keine Assoziation zum Morbus Meniére
gezeigt werden (Gazquez et al., 2013). In einer Studie aus dem Jahr 2013 untersuchten Requena et
al. sieben SNV innerhalb von vier Kandidatengenen. Dabei handelte es sich um die Gene der Toll-
like-Rezeptoren TLR3, TLR7, TLR8 und TLR10. Diese spielen eine Rolle in der angeborenen
Immunitét und sind in der Pathogenese einiger Autoimmunerkrankungen involviert (Farrugia &

Baron, 2017). Von den untersuchten SNVs kam das C-Allel des SNVs rs11096955 innerhalb des
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TLR10-Gens signifikant seltener bei am Morbus Meniére erkrankten Patienten vor als in der
Kontrollgruppe (Requena et al., 2013). Eine Studie an einer japanischen Population zeigte die
Assoziation des Polymorphismus rs1800587, der sich im Interleukin-1-alpha-Gen befindet (Furuta
et al., 2011). Interleukin-1-alpha ist ein Zytokin, das verschiedene Entziindungssignale vermittelt
(Di Paolo & Shayakhmetov, 2016). In einer neueren Studie von Frejo et al. wurden gezielt SNPs
genotypisiert, die in anderen Studien eine Assoziation mit Autoimmunerkrankungen gezeigt haben.
Dabei wurde die Assoziation des C-Allels des SNPs rs4947296 mit dem bilateralen Morbus
Menicre identifiziert, der in weiteren Untersuchungen einen Effekt auf die Transkription vieler
Gene in mononukledren Zellen des peripheren Blutes hatte. Weitere Analysen zeigten die
Anreicherung von Genen des TWEAK/Fnl4-Signalwegs unter den Genen mit verdnderter
Expression (Frejo et al., 2017).

Tabelle 3: Ergebnisse von Assoziationsstudien zu HLA-Typen bei am Morbus Menieére
erkrankten Patienten

o L . Untersuchte .
Publikation Population Probanden HLA-Typen Assoziierte Allele
Xenellis et al. (1986) britisch 41/187 A,B,C HLA-CW7
K tal. (1993) j isch 20/470 A B, G, HLA-DRB1*1602

oyama et al. japanisc DR, DQ, DP -
Lopez-Escamez et al. . .
(2002) spanisch 54/534 A, B, C, DR keine
Melchiorri et al. (2002) italienisch 41/101 A, B, C, DR HLA-Cw*07
HLA-B44
A, B, C, HLA-Cw*0303
Yeo et al. (2002)! koreanisch ~ 39/199 DRBI1, DQA1, HLA-Cw*0602
DQBI1 HLA-Cw*0102
HLA-DRBI1*15
Lopez-Escamez et al. . %
(2007) spanisch 80/250 DRBI1,DQB1 HLA-DRBI*1101
Khorsandi et al. (2011)  iranisch 22/91 C HLA-Cw*04
Chan et al. (2018 tai isch  35/70 A B, G, HLA-A*11
an et al. ( ) aiwanisc DRBI, DQ -

Unter Probanden ist zundchst die Anzahl der Patienten und dann die der
Kontrollprobanden angegeben. Das Signifikanzniveau lag fiir alle Studien bei p < 0,05
Tohne Korrektur fiir multiples Testen
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1.2.3 Ionenhomoostase der Endolymphe

Das Vorkommen eines endolymphatischen Hydrops beim Morbus Meniére legt eine Stérung des
Gleichgewichtes der Endolymphproduktion und -resorption nahe. Die Produktion der Endolymphe
findet in der Stria vascularis statt (Salt et al., 1987), wéhrend fiir die Resorption eine Rolle des
endolymphatischen Sacks vermutet wird. Dies basiert auf der Beobachtung, dass das VerschlieBen
des Ductus endolymphaticus im Tiermodell zur Ausbildung eines endolymphatischen Hydrops
fiihrte (Horner, 1993).

Das lonengleichgewicht wird durch den Transport von Ionen durch Ionentransporter
aufrechterhalten. Entsprechend wurde eine Storung der Ionenkandle als Ursache des
endolymphatischen Hydrops vermutet. In Studien an humanen hydroptischen und physiologischen
Innenohren konnte jedoch kein abweichendes Farbemuster fiir die Na-K-ATPase gezeigt werden
(Keithley et al., 1995). Allerdings kann die Ionenzusammensetzung auch durch die Aktivitit
passiver lonenkanéle beeinflusst werden.

Die KCNE-1- und KCNE-3-Gene kodieren fiir spannungsabhédngige Kaliumkanéle, die
auch im Innenohr exprimiert werden und bei einer Funktionsstérung zu auditiven und vestibuldren
Stérungen fithren (Warth & Barhanin, 2002). Bei der Sequenzierung der Exons der KCNEI- und
KCNE3-Gene einer japanischen Studienpopulation fanden Doi et al. (2005) eine Assoziation von
rs1805127 (KCNE1) und rs2270676 (KCNE3) mit dem Morbus Meniére. Eine weitere Studie
untersuchte je sieben SN'Vs innerhalb der beiden Gene an einer kaukasischen, US-amerikanischen
Population. Dabei wurden auch die beiden von Doi et al. (2005) beschriebenen SNVs untersucht,
es zeigte allerdings keiner der SNV eine signifikante Assoziation zum Morbus Meniére (Campbell
et al., 2010). In einer Studie an einer finnischen Population, in der mehrere zuvor beschriebene
SNVs in Kandidatengenen auf eine Assoziation zum Morbus Meniére untersucht wurden, konnte
nur die Assoziation von rs1805127 im KCNE1-Gen repliziert werden (Hietikko et al., 2012). Eine
Metaanalyse aus dem Jahr 2016, die auf den drei beschrieben Studien basierte, zeigte keine
signifikante Assoziation der zuvor beschriebenen SNVs mit dem Morbus Meniére (Li et al., 2016).

Teggi et al. genotypisierten im Jahr 2017 SNVs in Genen mit bekannter Funktion fiir die
Ionenhomoostase. Dabei wurden fiir 155 Patienten mit sicherem Morbus Meniére und 186
Kontrollprobanden 33 SNVs genotypisiert. Die Kontrollprobanden waren Teilnehmer eines
ambulanten Drogenentzugsprogramms und wurden wie die Patienten an zwei italienischen
Universitétskliniken rekrutiert. Es zeigte sich fiir vier SNVs eine signifikante Assoziation zum

Morbus Menicre. In einem Replikationsexperiment wurden die gleichen Patienten mit anderen
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Kontrollprobanden verglichen. Die zweite Kontrollgruppe bestand aus 413 Probanden, die im
Rahmen einer niederldndischen Studie genotypisiert wurden (Y.-P. Liu et al., 2015). In der zweiten
Untersuchung zeigten weiterhin SNVs innerhalb von zwei Genen, SIKI (rs3746951) und
NCXI (rs487119), eine signifikante Assoziation mit dem Auftreten des Morbus Meniére (Teggi et
al., 2017).

1.2.4 Endokrine Genese

Eine weitere Hypothese zur Entstehung des Morbus Meniere geht von einer endokrinen Ursache
aus. Genprodukte des Vasopressin/Aquaporin-Systems, das auch an der Wasserregulation in der
Niere beteiligt ist, konnten im Innenohr nachgewiesen werden (Beitz et al., 2003). Bei den
Aquaporinen handelt es sich um Transmembranproteine, welche den Fluss von Wasser iiber die
Zellmembran hinweg ermoglichen. Die Aquaporine werden hormonell primér {iber Vasopressin
(Antidiuretisches Hormon, ADH) reguliert (Knepper & Inoue, 1997). In einer Studie wurden
erhohte mRNA-Werte des Vasopressinrezeptors im endolymphatischen Sack von
Menicre-Patienten nachgewiesen (Kitahara et al., 2008). Einige klinische Studien zeigten erhohte
Vasopressinwerte im Blut betroffener Patienten (Aoki et al., 2005), wobei diese Ergebnisse in
anderen Studien nicht repliziert werden konnten (Lim et al., 2003). In Mausmodellen fiihrt die
Gabe von Vasopressin zur Entstehung eines endolymphatischen Hydrops (Degerman et al., 2015).

Aufgrund der Rolle der Aquaporine in der Fliissigkeitshomodostase des Innenohrs wurden
auch deren Gene auf genetische Varianten bei Meniére-Patienten untersucht. In einer US-
amerikanischen Studie wurden die Exons der Aquaporin-2-Gene von 12 am Morbus Meniére
erkrankten Patienten unklarer Ethnizitdt sequenziert, wobei sich keine Mutationen im Vergleich
zur nicht spezifizierten Referenzsequenz zeigten (Mhatre et al., 2002).

Candreia et al. (2010) fiihrten eine Mutationsanalyse der kodierenden Regionen von
AQP1 —4 fiir 34 am Morbus Meniere erkrankten Patienten aus der Schweiz durch. Dabei zeigte
sich im Vergleich zu den Sequenzen von 100 nicht ndher beschriebenen Kontrollprobanden das
Auftreten der konservativen Sequenzabweichung c¢.105G->C im AQP3-Gen bei 11 von 34
Patienten. Diese Variante kam in keiner der Kontrollsequenzen vor.

In einer Assoziationsstudie an einer japanischen Population wurden u.a. die SNVs
rs2075575 (AQP4) und rs3736309 (AQPS5) auf eine Assoziation zum Morbus Meniére untersucht.
Die 86 am Morbus Meni¢re erkrankten Patienten wurden an einem Universititsklinikum rekrutiert.

Die Kontrollgruppe bestand aus 2136 Probanden, die aus einer Studie zu Alterungsprozessen
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stammten. Bei der Untersuchung zeigte sich eine signifikante Risikoreduktion durch das G-Allel

von 1s3736309 im AQP5-Gen (Nishio et al., 2013).

1.2.5 Vaskulare Genese

Als eine weitere mogliche Ursache des Morbus Meniére wird eine Durchblutungsstorung des
Innenohrs diskutiert. Zum einen konnte in Tiermodellen gezeigt werden, dass Betahistin den
cochledren Blutfluss dosisabhidngig steigern kann (Laurikainen, 2000), zum anderen zeigte
Betahistin in der klinischen Anwendung positive Effekte auf die Attackenfrequenz des Morbus
Meniere (Strupp et al., 2008). Zudem zeigte sich bei der histologischen Untersuchung der Stria
vascularis eine reduzierte Anzahl von Kapillargefaf3en (Kariya et al., 2009). Die Stria vascularis ist
ein kapillarisiertes Epithel innerhalb der Cochlea, das an der Produktion der Endolymphe und der
Aufrechterhaltung ihrer lonenzusammensetzung beteiligt ist (Salt et al., 1987).

Diese Hypothese ldsst sich schwer von der Hypothese der autoimmunen Genese des
Morbus Meniere abgrenzen, da die Durchblutung des Innenohrs auch durch

Entziindungsmediatoren beeinflusst wird (Trune & Nguyen-Huynh, 2012).

1.3 Prinzip genetischer Assoziationsstudien

Aufgrund der der ungeklirten Atiologie und vermuteten genetischen Ursachen des Morbus
Meniere wurden in der Vergangenheit einige genetische Assoziationsstudien zu seinem Auftreten
durchgefiihrt (Chiarella et al, 2015). Im Folgenden sollen die Grundlagen genetischer
Assoziationsstudien erldutert werden.

In genetischen Assoziationsstudien wird versucht, eine statistische Haufung bestimmter
genetischer Varianten bei Probanden mit einem untersuchten Phénotyp festzustellen. Der Phanotyp
kann beispielsweise die Entwicklung einer bestimmten Krankheit oder auch eine quantitative
Messung, wie die Hohe des arteriellen Blutdrucks, sein. Falls eine Variante (z. B. ein Allel eines
SNVs) signifikant mit einem Phdnotyp assoziiert ist, weist dies auf einen direkten, meist aber
indirekten Effekt der Variante innerhalb der Entstehung des Phanotyps hin (Bush & Moore, 2012).

Zur Priifung der Assoziation werden fiir ein Probandenkollektiv sowohl die untersuchten
Phénotypen als auch die Genotypen bestimmt. Dazu werden zwei sich erginzende Ansitze
verwendet, zum einen Kandidatengenstudien, in denen basierend auf Hypothesen zur
Pathophysiologie der untersuchten Erkrankung oder im Rahmen einer genaueren Kartierung einer
chromosomalen Region ein bestimmtes Kandidatengen fiir die Genotypisierung ausgewahlt wird.

Genetische Marker dieses Gens, insbesondere auch seltene Varianten, werden daraufhin auf eine
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Assoziation mit der Erkrankung untersucht (Kwon & Goate, 2000). Zum anderen werden in
genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) bis zu einer Million unterschiedliche genetische
Marker bestimmt und weitere 10 — 20 Millionen Marker basierend auf der Kopplungsstruktur des
menschlichen Genoms und sequenzierter Referenzgenome geschitzt. Die so gewonnenen

Genotypdaten werden anschlieBend auf eine Assoziation mit dem untersuchten Phénotyp getestet.

1.3.1 Einzelnukleotidpolymorphismen
Der Grof3teil der Varianten, die in GWAS bestimmt werden, besteht aus Einzelnukleotidvarianten
(SNVs). Bei SNVs handelt es sich um den weitaus haufigsten Typ einer Variation innerhalb des
menschlichen Genoms. SNVs beschreiben Variationen an einer definierten Position des Genoms.
Neben dem Austausch einzelner Basen werden auch Insertionen und Deletionen weniger
Basenpaare als SNV bezeichnet. Sofern ein SNV mit einer gewissen Mindestfrequenz,
typischerweise 1 %, in einer Population vorkommt, wird er als Einzelnukleotidpolymorphismus
(single nucleotide polymorphism, SNP) bezeichnet (Tam et al., 2019). Die Haufigkeit der
selteneren Variante innerhalb einer bestimmten Population wird dabei als ,,minor allele frequency*
(MAF) bezeichnet.

SNPs werden meist durch einen ,,reference snp identifier” im Format rs#### bezeichnet.
Die entsprechenden Nummern werden durch die dbSNP, ein Projekt des National Center for

Biotechnology Information, vergeben (Sherry et al., 2001).

1.3.2 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Nach dem Hardy-Weinberg-Gesetz kann die Haufigkeit der Genotypen an einem Locus innerhalb
einer Population unter gewissen Bedingungen aus den Allelfrequenzen an diesem Locus berechnet
werden. Die Genotypfrequenzen ergeben sich dabei durch die probabilistische Kombination der
einzelnen Allelfrequenzen (Hardy, 1908). Die erforderlichen Bedingungen sind u. a. eine
unendlich grofle Population und die Abwesenheit evolutiondrer Prozesse am untersuchten Locus.
Auch wenn diese Bedingungen in der Realitidt nie vollstindig erfiillt sind, kann das Hardy-
Weinberg-Gesetz flir viele Populationen ndherungsweise angenommen werden (Ryckman &
Williams, 2008).

Ein Locus befindet sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, wenn die beobachteten
Genotypfrequenzen im Rahmen zufdlliger Schwankungen den vorhergesagten Frequenzen
entsprechen. Um zu testen, ob sich ein bestimmten Locus im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

befindet, wurden verschiedene statistische Testverfahren entwickelt (Wigginton et al., 2005).
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Eine Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht kann u. a. ein Indiz fiir einen
ablaufenden evolutiondren Prozess am untersuchten Locus oder eine Vermischung
unterschiedlicher Ursprungspopulationen sein. Eine weitere Anwendung der Untersuchung des
Hardy-Weinberg-Gleichgewichtes ist die Detektion von Genotypisierungsfehlern bestimmter Loci

(Turner et al., 2011).

1.3.3 Kopplungsungleichgewicht

Das Kopplungsungleichgewicht (linkage disequilibrium, 1D) beschreibt die statistische
Assoziation der Genotypen von zwei SNVs auf einem Chromosom. Diese Assoziation entsteht
meist dadurch, dass die genetische Rekombination zwischen den diploiden Chromosomenpaaren
aus populationsgenetischer Sicht langsam ablduft. Dadurch werden mehrere benachbarte SNV's
haufig gemeinsam als sogenannter Haplotyp vererbt (Wall & Pritchard, 2003).

Mit jeder Generation kommt es im Verlauf der Meiose zu einigen
Rekombinationsereignissen zwischen homologen Chromosomenpaaren. Dabei werden die
Genotypen auf einer Seite des Rekombinationspunktes zwischen den Chromosomen ausgetauscht.
Mehrere SNVs, zwischen denen keine Rekombination stattgefunden hat, werden daher gemeinsam
vererbt (siche Abbildung 2, Seite 17).

Zur exakten Bestimmung des LD missen die zwei Allele jedes SNVs
chromosomenspezifisch bestimmt werden, damit fiir beide homologen Chromosomen der
jeweilige haploide Genotyp bekannt ist. Diese Information wird als die Phase der Genotypdaten
bezeichnet. Die fiir GWAS verwendeten Genotypisierungsplattformen bestimmen typischerweise
nicht die Phase der Genotypen, so dass das LD hier nur mit statistischen Methoden
anndherungsweise bestimmt werden kann (Slatkin, 2008).

In GWAS kann das vorhandene LD dazu verwendet werden, die Genotypen nicht direkt
bestimmter SNVs zu schitzen. Da die Genome vieler Probanden unterschiedlicher Populationen
bereits vollstindig sequenziert wurden (International HapMap, 2005; The Genomes Project
Consortium, 2015), konnen an experimentell bestimmten Genotypen durch das Mappen auf ein
Referenzgenom die vorkommenden Haplotypen bestimmt werden (Howie et al., 2012). Anhand
der Haplotypen konnen dann auch fiir nicht direkt genotypisierte SNVs Genotypen angegeben
werden (Howie et al., 2012). Diese Schitzung wird als Imputation bezeichnet. Durch die
Imputation kann auch die Power zur Detektion assoziierter SNVs erhoht werden (Anderson et al.,

2008). Da die Bestimmung der Haplotypen und die Imputation auf statistischen Grundlagen beruht,
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sind die so bestimmten Genotypen nicht mit Sicherheit korrekt. Die folgenden Berechnungen
werden in der Regel mit ausgegebenen Wahrscheinlichkeiten fiir die Existenz eines Alles

durchgefiihrt, seltener mit dem auf dieser Basis zugeordneten wahrscheinlichsten Allel.
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Abbildung 2: Auswirkung von Rekombinationsereignissen auf die Korrelation der
Genotypen benachbarter Loci. Abbildung aus Bush und Moore (2012), Creative Commons
Lizenz.

Bei der Interpretation von Assoziationsergebnissen muss das LD ebenfalls beachtet werden.
Eine Assoziation eines bestimmten SNVs mit einer Erkrankung bedeutet nicht unbedingt, dass ein
Effekt von diesem bestimmten Locus ausgeht. Die Assoziation kann auch durch ein LD des
untersuchten Locus mit einem anderen, fiir den Effekt verantwortlichen SNV verursacht werden.
Das konnen auch seltene Varianten sein, die bisher noch nicht charakterisiert wurden (Wang et al.,

2010).
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1.3.4 Populationsstruktur

Die hdufigste Ursache fiir systematisch abweichende Allelfrequenzen innerhalb einer Population
liegt in einer unterschiedlichen Abstammung und der dadurch bedingten Entstehung von
Subpopulationen. Eine solche systematische Abweichung der Allelfrequenz innerhalb einer
Population wird als Populationsstruktur bzw. ,,population stratification* bezeichnet.

Die Populationsstruktur kann in genetischen Assoziationsstudien zu fehlerhaften, nicht-
kausalen Assoziationen von SNVs mit der untersuchten Erkrankung fithren (Hellwege etal., 2017).
Sofern die Pravalenz der untersuchten Erkrankung sich zwischen verschiedenen Subpopulationen
unterscheidet, fungiert die Zugehorigkeit zu einer Subpopulation als Confounder, der sowohl die
Allelfrequenzen als auch die Erkrankungswahrscheinlichkeit beeinflusst und so zu einer
statistischen Assoziation flihrt (Hellwege et al., 2017).

Aufgrund dieser Fehlerquellen ist es prinzipiell wiinschenswert, dass alle Probanden eine
moglichst homogene Abstammung aufweisen. Um in genetischen Assoziationsstudien Effekte der
Populationsstruktur zu vermeiden, besteht eine Moglichkeit darin, ausschlielich Probanden aus
einer relativ homogenen Population zu rekrutieren (Tian et al., 2008).

Zusitzlich zu diesem Verfahren oder auch als alleinige Maflnahme zur Reduktion von
Effekten der Populationsstruktur kann in der logistischen Regression fiir die Populationsstruktur
kontrolliert werden. Um die Populationsstruktur eines bestimmten Probandenkollektivs zu
quantifizieren, wird anhand der Genotypdaten eine Hauptkomponentenanalyse durchgefiihrt. Dies
ist ein mathematisches Verfahren, welches ermoglicht, einen moglichst groBen Teil der Variabilitét
innerhalb eines Datensatzes durch moglichst wenige unabhédngige Variablen (Dimensionen) zu
erfassen (Jackson, 2005). Da die unterschiedliche Zugehorigkeit zu Subpopulationen meist der
grofite systematische Einflussfaktor auf die Abweichung von Allelfrequenzen ist, ldsst sich die
Populationsstruktur in der Regel in den ersten Dimensionen der Hauptkomponentenanalyse
darstellen (Price et al., 2006).

Eine exemplarische Hauptkomponentenanalyse fiir Probanden inhomogener Abstammung
ist in Abbildung 3 dargestellt. Nelis et al. (2009) untersuchten die Populationsstruktur der
Bevolkerung Europas. Dazu sammelten sie Genotypdaten aus verschiedenen Studien an
europdischen Populationen und fiihrten diese zu einem Datensatz zusammen. An diesem wurde
eine Hauptkomponentenanalyse durchgefiihrt, in der sich die Zugehorigkeit zu einem

Herkunftsland anhand der ersten beiden Hauptkomponenten darstellen lieB3.
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Abbildung 3: Darstellung der ersten zwei Dimensionen der Hauptkomponentenanalyse
eines europdischen Probandenkollektivs. Jeder Marker entspricht einem Probanden, die
Farben signalisieren das Herkunfisland. In den ersten zwei Dimensionen der Ergebnisse
zeigt sich eine deutliche Gruppierung entsprechend den Herkunfislindern. Abbildung aus
Nelis et al. (2009), Creative Commons Lizenz.

1.3.5 Gen und Gen-Set Analysen
Neben den SNV-basierten Analysen werden auch Untersuchungen basierend auf funktionell
gruppierten SNVs durchgefiihrt. Grundlage fiir diese Studien ist die Annahme, dass klassische
SNV-basierte Auswertungen nur einen Teil der genetischen Einfliisse erfassen. Diese Annahme
beruht auf dem Phdnomen der ,,missing snp heritability* Aus den Ergebnissen einer GWAS lésst
sich die zu erwartende Heritabilitdt des untersuchten Phénotyps berechnen. In vielen Studien ist
der so errechnete Wert allerdings wesentlich geringer, als die tatséchlich beobachtete Heritabilitét.
Diese Differenz wird als ,,missing snp heritability* bezeichnet (Manolio et al., 2009). Ihr Auftreten
legt nahe, dass es weitere, bisher noch nicht detektierte genetische Einflussfaktoren gibt. Mogliche
Ursache dafiir, dass schwache Assoziationen in SN'V-basierten Analysen nicht detektiert werden,
liegen in einer konservativen Korrektur fiir das Testen vieler SNVs (Wang et al., 2011).
Aufgrund dieser Annahmen wurden weitere Verfahren entwickelt, um mehrere SN'Vs nach

bestimmten Kriterien zusammenzufassen und gemeinsam auf eine Assoziation mit dem
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untersuchten Phinotyp zu testen. Die Power zur Detektion einer Assoziation der SNV-Gruppe ist
dabei hoher als zur Detektion der Assoziation eines einzelnen SNVs (Wang et al., 2011).
Beispielsweise konnen alle SNVs innerhalb eines Gens zusammengefasst werden und dann
gemeinsam auf eine Assoziation getestet werden. So kann untersucht werden, ob die Varianten des
Gens als Ganzes eine Assoziation mit dem Krankheitsphdnotyp aufweisen. Da SNVs innerhalb
regulatorischer Elemente wie Promotoren, Enhancern oder Silencern allerdings auch Effekte auf
die Erkrankung haben konnen, und diese fiir viele Gene nicht genau charakterisiert sind, kdnnen
mit dieser Methode nicht alle relevanten SNVs fiir jedes Gen erfasst werden. Alternativ kdnnen
alle SNVs innerhalb einer gewissen Region um das Gen herum zusammengefasst werden. Wie
grof} diese Region gewéhlt werden muss, ist jedoch unklar, da Enhancer liber sehr weite Distanzen
von mehr als 100 Kilobasen wirken kdnnen (Spitz, 2016).

In einem weiteren Schritt konnen mehrere Gene in Gen-Sets zusammengefasst werden.
Diese werden nach funktionellen Kriterien zusammengestellt, um so beispielsweise einen
Zusammenhang mit bestimmten intrazelluldren Signalwegen zu testen (Nam et al., 2010). Es gibt
grofle Datenbanken, in denen Gen-Sets fiir unterschiedliche funktionelle Kategorien
zusammengestellt wurden (Kanehisa et al., 2015). Fiir die eigentliche Analyse kann hypothesenfrei
eine grofle Zahl von Gen-Sets ausgewéhlt werden, und auf eine Assoziation getestet werden.
Alternativ konnen basierend auf vorher bekannten Hypothesen zur Pathophysiologie der
untersuchten Erkrankung spezielle Gen-Sets fiir die Testung ausgewéhlt werden. Dadurch muss
entsprechend fiir weniger Tests korrigiert werden. Die hierfiir verwendeten Sets kdnnen entweder
aus Datenbanken ausgewidhlt werden, oder basierend auf einer Literaturrecherche
zusammengestellt werden (Mooney & Wilmot, 2015).

Bei der eigentlichen statistischen Testung der Gen-Sets kann nach unterschiedlichen
Verfahren vorgegangen werden. Man kann zum einen testen, ob generell eine Assoziation der Gene
des Sets mit der Erkrankung vorliegt. Zum anderen kann getestet werden, ob die Gene innerhalb
des Sets starker mit dem Phinotyp assoziiert sind als die Gene auBBerhalb. Dies wird als kompetitive
Testung bezeichnet. Insbesondere bei einer hohen Heritabilitdt und Polygenie der untersuchten
Erkrankung bietet die kompetitive Testung Vorteile, da unter diesen Bedingungen weniger falsch-

positive Assoziationen gefunden werden (de Leeuw et al., 2016).
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1.4 Fragestellung

Die wahrscheinlich multifaktorielle Atiologie und Pathophysiologie des Morbus Meniére ist bis
heute ungeklart. Als histopathologisches Korrelat ldsst sich bei Patienten ein endolymphatischer
Hydrops des Innenohrs nachweisen. Es existieren verschiedene Hypothesen zur Entstehung des
Morbus Meniére, wobei diese einander nicht ausschlieen und damit zur gemeinsamen Endstrecke
des endolymphatischen Hydrops fiihren konnten.

Das Auftreten familidrer Formen des Morbus Menié¢re sowie die variable Privalenz in
Populationen unterschiedlicher Ethnizitit, sprechen fiir das Vorliegen genetischer Einflussfaktoren
in der Atiologie des Morbus Meniére. In Kopplungsanalysen und Assoziationsstudien wurde
versucht, bestimmte genomische Loci mit einem FEinfluss auf die Krankheitsentstehung zu
identifizieren. Die Studienergebnisse sind dabei heterogen und konnten in anderen Untersuchungen
oft nicht repliziert werden. Mdgliche Erkldrungen dafiir sind unterschiedliche genetischen
Einflussfaktoren in verschiedenen Populationen oder eine zu geringe Power zur Detektion von
Assoziationen aufgrund relativ geringer Fallzahlen. Um die Power zur Detektion von
Assoziationen zu erhdhen, konnen die Ergebnisse einzelner SNVs basierend auf verschiedenen
Kriterien in Gen- und Gen-Set-Analysen miteinander kombiniert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Assoziationsergebnisse (p-Werte bei etwa 8 Mio.
SNVs) einer noch nicht publizierten GWAS an 314 Patienten mit Morbus Meniére und 2614
Kontrollen verwendet, um eine Relevanz bestimmter Gene fiir die Erkrankung nachzuweisen. Dies
wurde durch eine genbasierte Analyse untersucht, die eine Haufung signifikant assoziierter SNVs
innerhalb eines Gens iiberpriift. Des Weiteren wurde untersucht, ob sich fiir ausgewihlte
Hypothesen zur Pathophysiologie des Morbus Meniére eine genetische Suszeptibilitdt nachweisen
lie. Dazu wurden hypothesenbasiert zu den verschiedenen Theorien zur Entstehung des Morbus
Menicere Gen-Sets in einer Literaturrecherche ausgewéhlt und falls kein passendes Gen-Set
gefunden wurde erstellt. Anhand positiver Assoziationsergebnissen sollten dabei Riickschliisse auf

involvierte Prozesse in der Pathophysiologie des Morbus Meniére gezogen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Probandenrekrutierung

2.1.1 Kontrollprobanden
Als Kontrollprobanden wurden ca. 3000 gesunde, nicht verwandte Probanden kaukasischer
Abstammung aus dem Miinchner GrofSraum rekrutiert.

Nach ihrer Einwilligung zur Teilnahme an der Studie wurde zundchst ein
Leitfadeninterview durchgefiihrt. Dabei wurden Informationen zu medizinischen und insbesondere
neurologischen Vorerkrankungen bei den Probanden und erstgradigen Verwandten erhoben.
Darauf folgte die Durchfiihrung strukturierter Interviews, bestehend aus dem strukturierten
klinischen Interview fiir DSM IV (SCID I und SCID IT) (First, 1997; First et al., 1997) und dem
»~Family History Assessment Module* (Rice et al., 1995).

Weiterhin wurde neben der Blutabnahme eine orientierende neurologische Untersuchung
durchgefiihrt, um Patienten mit akuten und chronischen neurologischen Ausfillen aus der Studie
auszuschlieen. Zudem wurden alle Probanden ausgeschlossen, bei denen sich in den Interviews

neurologische oder psychiatrische Vorerkrankungen zeigten.

2.1.2 Patienten

Die Rekrutierung der an Morbus Meniére erkrankten Patienten erfolgte am Deutschen Schwindel-
und Gleichgewichtszentrum des Klinikums der Universitdt Miinchen. Die Patienten befanden sich
dort aufgrund ihrer Schwindelbeschwerden in Behandlung. Die Diagnose wurde durch arztliche
Mitarbeiter der Schwindelambulanz anhand von klinischer Vorgeschichte, Horschwellentest,
neurologischer Untersuchung und kalorischer Testung gestellt.

Zur Diagnosestellung und -einteilung wurden die Diagnosekriterien aus Lopez-Escamez et
al. (2015) angewendet. In die weitere Analyse wurden Patienten mit einem klinisch sicheren oder
klinisch wahrscheinlichen Morbus Menicre eingeschlossen. Dazu mussten anamnestisch eine
periodische Horeinschrinkung sowie mindestens zwei Schwindelepisoden einer Dauer von
20 Minuten bis 24 Stunden vorliegen. Patienten mit der Diagnose anderer peripherer
Schwindelerkrankungen oder Hinweisen auf eine zentrale Schwindelerkrankung als potentielle

Differentialdiagnose wurden aus den weiteren Analysen ausgeschlossen.
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Alle Probanden wurden iiber die Teilnahmebedingungen der Studie aufgeklirt und gaben
ihre schriftliche Einwilligung zur Studienteilnahme. Die Blutabnahme und das Ausfiillen eines
strukturierten ~ Fragebogens erfolgten durch Medizinstudenten im Rahmen eines
Promotionsvorhabens. Der Fragebogen beinhaltete u.a. Angaben zu Herkunft, Krankheitsverlauf,

weiteren Vorerkrankungen und Erkrankungen erstgradiger Verwandter des Patienten.

2.2 Probenverarbeitung

Die nach der Aufklidrung durchgefiihrte Blutentnahme erfolgte in EDTA-Monovetten. Diese
wurden bei -80 °C eingefroren und bis zur weiteren Verarbeitung gelagert. Die weitere
Verarbeitung und Genotypisierung erfolgte durch geschultes Fachpersonal nach standardisierten

Protokollen.

2.2.1 DNA-Extraktion
Zur Extraktion der DNA wurde nach dem Protokoll des Qiagen DNA Blood Maxi Kit (Qiagen,
Hilden) verfahren. Das verwendete Material ist in Tabelle 4 aufgefiihrt.

In einer 50 ml Zentrifugenrdhre wurde das EDTA-Blut mit PBS-Puffer auf 10 ml Volumen
aufgefiillt. Zur Lyse der Zellen wurden darauthin 500 pl Qiagen Protease und 12 ml
Guanidinhydrochlorid-haltiger Lysepuffer hinzugegeben. Das Gemisch wurde fiir 60 Sekunden
auf dem Vortexmischer homogenisiert. Im nédchsten Schritt wurden die Proben fiir 30 Minuten in
einem 70 °C warmen Wasserbad inkubiert.

Nach abgelaufener Inkubation wurde die DNA mittels Applikation von 10 ml Ethanol
(96%—-100%) und zweiminiitiger Homogenisierung auf dem Vortexmischer gefillt. Die
ausgefallene DNA wurde zusammen mit dem Uberstand auf eine QIAmp Maxi Siule aufgebracht
und mit 3000 rpm (Umdrehungen pro Minute) bei Raumtemperatur fiir 3 Minuten zentrifugiert.
Dabei wurde die DNA an die Silikagelmembran in der QIAmp Maxi Sdule gebunden.

Zur Entfernung verbliebener Protein- und RNA-Kontaminationen wurden zundchst 5 ml
des Guanidin-HCl-haltigen Waschpuffers auf die QIAmp Maxi Sdule aufgebracht und mit
4000 rpm bei Raumtemperatur fiir 2 Minuten zentrifugiert. In einem zweiten Waschschritt wurden
5Sml ethanolhaltiger und salzarmer Waschpuffer aufgebracht und fiir 15 Minuten bei
Raumtemperatur und 4000 rpm zentrifugiert. Hierdurch wurden verbleibende Salzreste des ersten
Waschpuffers entfernt. Nachfolgend wurde die Silikagelmembran getrocknet.

Die gereinigte DNA wurde nun von der Silikagelmembran geldst. Hierzu wurde die QIAmp

Maxi Sdule zweimal mit insgesamt 1,5 ml TRIS-haltigem AE-Puffer fiir 2 Minuten bei
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Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin wurde die im Puffer geloste DNA jeweils fiir 2 Minuten bei
Raumtemperatur und 5000 rpm abzentrifugiert. Die so gewonnene DNA-Stammldsung wurde zur

Lagerung in zwei Mikroschraubrohren iiberfiihrt.

Tabelle 4: Verwendetes Material fiir die Extraktion der DNA.

Material, Reagenz, Gerit Hersteller

EDTA Monovette Sarstedt, Nimbrecht

50 ml Zentrifugenrdhre Sarstedt, Niimbrecht
Mikro-Schraubrohre, 2 ml Sarstedt, Niimbrecht

1x PBS-Puffer:

8 g NaCl

0,2 g KCI

1,44 g Na,HPO4 Reagenzien von Carl Roth, Hamburg
0,24 g KH,PO4

Ad 1 I 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

VWR Life Science Competence Center,

Kiihlzentrifuge CF108-GR
Erlangen

2.2.2 Konzentrationseinstellung der DNA

Fiir die Genotypisierung wurde eine einheitliche DNA-Konzentrationen benétigt. Da sich die
Extraktionsausbeute zwischen den Proben unterschied, musste zunichst eine einheitliche
Konzentration der DNA eingestellt werden. Die Zielkonzentration betrug dabei 50 ng/ul. Das zur
Konzentrationseinstellung verwendete Material ist in Tabelle 5 aufgelistet.

Zur Messung der DNA-Konzentration wurde der Fluoreszenzfarbstoff PicoGreen
verwendet. Zudem wurde eine Standardreihe bekannter DNA-Konzentrationen ausgehend von
100 ng/pl ,,human genomic DNA* angefertigt. Die verwendeten Konzentrationen waren 100; 50;
25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,5625 und 0 ng/ul, als Verdiinnungsmittel wurde bidestilliertes Wasser

verwendet.
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Zur Vorbereitung der Messung wurden 5 pl der DNA-Proben mit 45 pul Wasser verdiinnt.
In einer schwarzen 96-Well Platte mit flachem Boden wurden nun pro Well 50 pl autoklaviertes
und destilliertes Wasser vorgelegt. Je 5 ul der Standardreihe wurden in Duplikaten in je ein Well
hinzugegeben. Die vorverdiinnte DNA wurde ebenfalls in Duplikaten und mit 5 pl pro Well
verwendet. Pro Well der Standardverdiinnungsreihe und DNA -Proben wurden nun 145 pl des im
Verhéltnis 1:156 verdiinnten PicoGreen Farbstoffes zugegeben. Die so erreichten
Endverdiinnungen betrugen 1:200 fiir PicoGreen und 1:400 fiir die DNA-Ldsungen.

Die Messung erfolgte halbautomatisiert durch die ,,Janus Automated Workstation*. Die
vorbereitete 96-Well Platte wurde durch den Greifarm des Pipettierroboters in das
Fluoreszenzmessgerit (Victor 3 Multilabel Counter 1420) tiberfiihrt. Das Messgerit fiihrte vor der
Messung fiir 30 Sekunden Schiittelbewegungen in Form einer Doppelellipse durch. Dadurch wurde
eine homogene Verteilung der DNA-Losungen erreicht. Zur Messung wurde der PicoGreen
Farbstoff mit Licht einer Wellenlinge von 485 nm angeregt. Die Messung der
Fluoreszenzstrahlung erfolgte bei einer Wellenlédnge von 520 nm.

Die Messwerte wurden automatisch an einen Computer iibermittelt, der anhand der
Standardreihe die Konzentration der DNA-Proben ermittelte. Daraufhin wurde die fiir die
Verdiinnung bendtigte Menge der DNA-Probe und des Wassers berechnet. Die Verdiinnung wurde

automatisiert durch einen Pipettierroboter durchgefiihrt.

Tabelle 5: Verwendetes Material fiir die Konzentrationseinstellung der DNA.

Material, Reagenz, Geriit Hersteller

Human genomic DNA 100 ng/ul Clontech, Mountain View, USA

Quant iT PicoGreen dsDNA reagent Invitrogen GmbH, Karlsruhe

96 Well Flat Bottom Plate Black Greiner Bio-One, Frickenhausen
Thermo Fast 96 well Plate ABgene, Hamburg

Janus Automated Workstation Perkin Elmer Inc., Massachusetts, USA
Victor 3 Multilabel Counter 1420 Perkin Elmer Inc., Massachusetts, USA

2.2.3 Genotypisierung
Die Genotypisierung der SNVs erfolgte mittels SNV-Arrays. Dies ist ein Chipformat, das auf
verschiedenen Plattformen durchgefiihrt werden kann und bei dem gleichzeitig eine grofle Zahl

von SNVs eines Probanden bestimmt wird. Die Details der eingesetzten Methodik unterscheidet
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sich dabei zwischen den Herstellern. Das zugrundeliegende Prinzip &hnelt sich allerdings meist.
Auf einem Substrat sind viele Kugeln, an die jeweils definierte Oligonukleotid-Sonden gebunden
sind, aufgebracht. Uber die jeweiligen Sequenzen kann jeder Kugelposition auf dem Assay ein
SNV zugeordnet werden. Die amplifizierte und fragmentierte Probanden-DNA wird auf den Chip
aufgebracht und hybridisiert mit den Oligonukleotid-Sonden. Durch die abweichenden
Nukleotidsequenzen an den SN'V-Positionen, unterscheidet sich die Affinitit der unterschiedlichen
SNV-Allele fiir die Sonden. Diese Affinititsunterschiede konnen durch die Markierung mit
Fluoreszenzfarbstoffen in ein messbares Lichtsignal umgewandelt werden. Welcher Bestandteil
des Arrays markiert wird, unterscheidet sich zwischen den Herstellern. Neben der Markierung der
Probanden-DNA wird auch die Einzelbasenextension am SNV-Locus mit fluoreszenzmarkierten
Nukleotiden eingesetzt (LaFramboise, 2009; Steemers et al., 2006). Nach einem Waschschritt
ergibt die Fluoreszenzmessung eine Matrix aus Lichtintensititswerten, die iiber die vorbekannten
Positionen der Oligonukleotid-Sonden den jeweiligen SNVs zugeordnet werden konnen.

Da die Genotypisierung in mehreren zeitlich aufeinanderfolgenden Gruppen (Batches)
erfolgte, wurden unterschiedliche Genotypisierungschips und -plattformen verwendet. Die Daten
wurden innerhalb ihrer jeweiligen Gruppe imputiert und der Qualititskontrolle unterzogen, und
daraufhin zu einem gemeinsamen Datensatz zusammengefiigt. Insgesamt gab es sieben Gruppen.
Aus den Gruppen 1-6 wurden nur die Daten der Kontrollprobanden in die Studie aufgenommen.
Gruppe 7 enthielt Patienten mit unterschiedlichen Schwindelerkrankungen, wobei fiir die
vorliegende Studie nur die an Morbus Meniére erkrankten Patienten und die Kontrollprobanden
ausgewertet wurden. Die verwendeten Plattformen und die jeweiligen Probandenzahlen sind in

Tabelle 6 angegeben.
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Tabelle 6: Einteilung der Genotypisierungs-Gruppen.

Gruppe Genotypisierungsplattform Post-Imputation GWAS
N .
N Kontrollen N Falle

[llumina Human610-Quad
1 [lumina Human660W-Quad 319 0 0
(Priebe et al., 2013)

[lumina HumanHap 300

2 (Need et al., 2009) 709 262 0
5 Bamonctal. 2014 o34 525 :
* (Sifamson ot sl 2008) 287 & 0
s e OmEsprs 12 o
o mmomioud 0o
7 [llumina HumanOmniExpress-24 1347 478 314

2.3 Statistische Auswertung

Die Qualitdtskontrolle und Zusammenfassung der gruppenspezifischen Genotypen in einem Mega-
Datensatz, sowie die genomweiten SNV-Analysen wurden innerhalb der Arbeitsgruppe als
Grundlage fiir wissenschaftliche Publikationen durchgefiihrt (Rujescu et al., 2018) und fiir die
weiteren Auswertungen zur Verfligung gestellt. Fiir alle Auswertungen wurde das GRCh37

Referenzgenom verwendet.

2.3.1 Qualitatskontrolle

Aufgrund der grolen Anzahl bestimmter Marker konnen auch kleine Fehler bei der
Genotypisierung zu falsch-positiven oder -negativen Ergebnissen flihren. Daher wurden die
erhobenen Genotyp-Daten vor der weiteren Auswertung einer stringenten Qualititskontrolle
unterzogen.

Die Rohdaten, die durch die Genotypisierungsplattform generiert wurden, sind
typischerweise Lichtintensitidtswerte fiir jeden SNV-Locus jedes Probanden. Aus diesen Werten

wird dann mittels proprietidrer Algorithmen die Wahrscheinlichkeit fiir die mdglichen Genotypen
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aa, aA oder AA berechnet. Sofern die Wahrscheinlichkeit eines Genotyps oberhalb eines
bestimmten Grenzwertes liegt, wird der entsprechende Genotyp angegeben. Ansonsten wird das
Ergebnis als ,,missing* bezeichnet. Der relative Anteil an Loci, die erfolgreich bestimmt wurden,
wird als ,,Call-rate” bezeichnet. Die Call-rate eines SNVs gibt an, bei wie vielen Probanden der
jeweilige SNV erfolgreich genotypisiert wurde. Die Call-rate eines Probanden dagegen bezeichnet
den Anteil der SNVs eines Probanden, fiir die ein Genotyp bestimmt werden konnte. Eine hdufige
Ursache fiir niedrige Call-rates ist eine geringe DNA-Qualitét. (Anderson et al., 2010)

Die Qualitdtskontrolle erfolgte mit dem Programm PLINK Version 1.9 (Chang et al., 2015).
Basierend auf allen SNVs mit einer SNV-Call-rate von iiber 95 % wurde fiir jeden Probanden die
Probanden-Call-rate bestimmt. Je nach verwendeter Genotypisierungsplattform wurden die
Probanden bei Werten von unter 96 bis 99 % von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Die
variablen Ausschlusskriterien wurden aufgrund der variierenden Probandenzahl in den
verschiedenen Batches verwendet. Anhand der Auswertung der Heterozygotenfrequenz von SNV
des X-Chromosoms wurde das genetische Geschlecht der Probanden bestimmt. Sofern das so
bestimmte Geschlecht vom angegebenen Geschlecht des Probanden abwich, wurde der Proband in
den weiteren Analysen nicht beriicksichtigt. Durch diese MaBBnahmen wurden Probanden mit
zweifelhaften Genotypdaten noch vor der Qualitdtskontrolle der SNVs ausgeschlossen, damit
deren moglicherweise fehlerhaft genotypisierten Daten nicht die Qualitdtskontrolle der SNVs
verfalschen.

Anhand der verbliebenen Probanden wurde erneut die SNV-Call-rate bestimmt. SNVs mit
einer Call-rate von unter 99 % wurden aus der weiteren Analyse entfernt. SNVs, deren Call-rate
sich zwischen Patienten und Kontrollen um mehr als 2 % unterschied, wurden ebenfalls entfernt.
Ein weiterer Schritt der Qualitétskontrolle, um mogliche Fehler wahrend der Genotypisierung zu
beseitigen, ist die Untersuchung der Abweichung der Genotypfrequenzen vom Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht fiir jeden SNV. Da auch eine evolutionére Selektion zu einer solchen Abweichung
fiihren kann, erfolgte die Testung bei Kontrollprobanden stringenter als bei Patienten. Bei der
Testung der Abweichung wurde der exakte Test nach Fischer verwendet. Die Signifikanzniveaus
lagen dabei bei p < 106 fiir Kontrollen und p < 10-'° fiir Patienten. Bei entsprechender Abweichung
wurden die jeweiligen SNVs ausgeschlossen. Fiir die Qualititskontrolle der X-chromosomalen
SNVs wurden ausschlieBlich die Genotypen weiblicher Probanden verwendet. SNVs mit einer

Call-rate von unter 95 % wurden entfernt. Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht wurde mit einem
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Signifikanzniveau von p < 107 {iberpriift. Zudem wurden alle SN'Vs entfernt, fiir die mehr als 2 %
der méinnlichen Probanden einen heterozygoten Genotyp aufwiesen.

Fir die Untersuchung der Heterozygotenfrequenz und der Populationsstruktur der
Probanden wurden besonders stringent kontrollierte SNVs der Autosomen verwendet. Das
Vorgehen zur Erzeugung dieses Marker-Sets ist im Folgenden beschrieben. Zunédchst wurden alle
SNVs mit einer Call-rate von weniger als 99 % entfernt. Zur Testung der Einhaltung des Hardy-
Weinberg-Gleichgewichtes wurde fiir dieses Set ein Signifikanzniveau von p < 0,05 gewdhlt. Alle
SNVs mit einer MAF von unter 5% wurden ausgeschlossen. SNVs, die im
Kopplungsungleichgewicht miteinander standen, wurden zudem durch ,,pruning® aus dem Set
entfernt. Dafilir wurde der ,,indep pairwise* Befehl von PLINK mit den Parametern 72 =0,2,
,»window size* = 1500 und ,,step size* = 150 SNVs verwendet. Zudem wurden die SNVs mehrerer
Regionen mit einer erhohten Rekombinationsrate, wie z. B. die HLA-Gene, entfernt. Anhand des
so erzeugten Marker-Sets wurden die folgenden probandenbasierten Qualitdtskontrollen
durchgefiihrt.

Die Heterozygotenfrequenz beschreibt den Anteil der SNVs eines Probanden, die einen
heterozygoten Genotyp aufweisen. Typische Ursache fiir eine besonders hohe
Heterozygotenfrequenz ist die Kontamination der Probe des Probanden mit Fremd-DNA. Da diese
fehlerhaften Daten die weitere Auswertung verfalschen wiirden, wurden alle Probanden, deren
Heterozygotenfrequenz um mehr als 20 % vom durchschnittlichen Wert abwich, entfernt.

Eng verwandte Probanden und das mehrfache Einschlieen eines Probanden (Duplikat)
konnen zu fehlerhaften Ergebnissen der Assoziationsanalyse fiihren. Um den Grad der
Verwandtschaft zwischen zwei Probanden zu bestimmen, kann anhand der Genotypen ein
statistisches MaB der Ubereinstimmung () berechnet werden. Ein Wert von etwa 1 spricht dabei
fiir ein Duplikat, 0,5 fiir erstgradige Verwandte und 0,25 fiir zweitgradige Verwandte. Der Wert
fiir &t wurde fiir alle Probandenkombinationen berechnet und fiir Paare mit it > 0,1875 wurde einer
der Probanden, vorzugsweise der Kontrollproband, entfernt.

Da die grofte Ursache von Variabilitit der Genotypen innerhalb eines Probandenkollektivs
hiufig die Zugehorigkeit der Probanden zu unterschiedlichen Populationen bzw. Subpopulationen
ist, kann mittels einer Hauptkomponentenanalyse die Populationsstruktur innerhalb der ersten
Dimensionen dargestellt werden. So kann grafisch die Zugehorigkeit von Patienten und

Kontrollprobanden zur selben Population iiberpriift werden. Deutliche Ausreiler wurden aus der
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weiteren Analyse ausgeschlossen. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm EIGENSTRAT
(Price et al., 2006).
Nach der Entfernung der nicht den Qualitétskriterien entsprechenden Probanden wurden

fiir die weiteren Analysen wieder die weniger stringent kontrollierten SNVs verwendet.

2.3.2 Imputation und Kombination der Genotypisierungsgruppen

Da die verschiedenen Gruppen mit unterschiedlichen Genotypisierungsplattformen genotypisiert
wurden, wurden nicht fiir alle Probanden dieselben SNVs bestimmt. Um einen gemeinsamen
Datensatz zur Auswertung zu erhalten und die Power zur Detektion assoziierter Varianten zu
erh6hen, wurden die verbleibenden SNVs mithilfe bekannter Haplotypdaten imputiert. Zudem
wurden auch einfache Insertions/Deletions-Varianten imputiert. Fiir die Imputation wurden die
Daten des 1000 Genomes Referenzsamples (Phase 1 Version 3) verwendet (The Genomes Project
Consortium, 2015). Da bei der Genotypisierung der SNVs nicht die Phase des Genotyps bestimmt
wurde, miissen die wahrscheinlichsten Haplotypen mit statistischen Methoden bestimmt werden.
Zu diesem Zweck wurde das Programm SHAPEIT (Delaneau et al., 2012) verwendet. Anhand der
Haplotypen wurden dann mit dem Programm IMPUTE2 (Howie et al., 2012) die SNV in Blocken
einer GroBe von 3 Megabasen imputiert. Die Imputation des X-Chromosoms erfolgte dabei fiir
Mainner und Frauen getrennt. Bei der Imputation der SNVs hat der geschétzte Genotyp immer eine
gewisse Unsicherheit; diese wird mit dem INFO-Score angegeben. Dabei entsprechen Werte nahe
Eins einer hohen und Werte nahe Null einer niedrigen Sicherheit der Imputation.

Im néchsten Schritt wurden alle Gruppen zu einem gemeinsamen Mega-Datensatz
zusammengefiigt. Dabei wurden nur die imputierten SNVs verwendet, deren INFO-Score grof3er
als 0,6 war. SNVs, deren MAF sich zwischen zwei der Gruppen um mehr als 10 % unterschied,
wurden entfernt. Heterozygotenfrequenz, Verwandtschaftsgrad und die Populationsstruktur
wurden erneut nach denselben Kriterien wie innerhalb der einzelnen Plattformen anhand der oben
beschriebenen  Qualitdtskriterien  tberpriift. Die zwei ersten Komponenten der
Hauptkomponentenanalyse zeigten keine Korrelation mit der Gruppe der Patienten [p = 0,15 (PC1)
und p = 0,07 (PC2)], was gegen Unterschiede der Populationsstruktur zwischen den verschiedenen
Gruppen spricht.

Nachdem, basierend auf der Populationsstruktur, 19 Ausreiler (10 Félle und 9 Kontrollen)
entfernt wurden, verblieben fiir die weitere Analyse 2928 Probanden (314 Fille und

2 614 Kontrollen).
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Da alle Patienten in einer Gruppe genotypisiert wurden, wurden nur die SNVs der
Kontrollen auf Abweichungen der Genotypen zwischen den verschiedenen Plattformen untersucht.
Sofern sich ein Unterschied eines SNVs zwischen zwei Gruppen mit einem Signifikanzniveau von
p <0.001 zeigte, wurden diese SNVs ausgeschlossen. Von den 7993929 nach der
Qualitétssicherung verbliebenen SNVs wurden dadurch 117 602 SNVs entfernt.

2.3.3 Genomweite Assoziationsanalysen

Die Auswertung der SNV-Assoziationen mit dem Krankheitsphanotyp erfolgte mit PLINK 1.9
(Chang et al., 2015). Fir jeden SNV wurde ein Referenzallel festgelegt. Die Richtung der
Assoziation wurde relativ zu diesem Referenzallel angegeben. Verwendet wurde eine logistische
Regression, bei der fiir Alter, Geschlecht und die zwei ersten Dimensionen der
Hauptkomponentenanalyse kontrolliert wurde. Die Analyse der Genotypen erfolgte nach einem
additiven Modell. Dabei wird der Genotyp so codiert, dass die Haufigkeit des Referenzallels an
jedem Locus als Parameter in die Regression einflieft. Dies basiert auf der Annahme, dass die
Effektstirke direkt mit der Hiufigkeit des Referenzallels zusammenhéngt. Aus den Ergebnissen
der logistischen Regression wurden p-Werte fiir eine signifikante Abweichung des Genotyps
zwischen Patienten und Kontrollprobanden fiir jeden SNV bestimmt. Mit den Ergebnissen der

Regressionsanalyse (i.e. summary statistics) wurden die weiteren Analysen durchgefiihrt.
2.4 Gen und Gen-Set-Analyse

2.4.1 Zusammenstellung der Gen-Sets
Aufgrund der begrenzten Probandenzahl wurde eine hypothesenbasierte Testung von Gen-Sets zu
den Hypothesen zur Entstehung des Morbus Meniére durchgefiihrt. Auf eine hypothesenfreie
Testung verschiedener Gen-Sets wurde verzichtet, da fiir die Anzahl der getesteten Sets korrigiert
werden muss und typische, unspezifische Set-Sammlungen Hunderte bis Tausende Sets enthalten
(Liberzon et al., 2011). Somit wére die Fahigkeit zur Detektion einer realen Assoziation aufgrund
der konservativen Korrektur sehr gering (Mooney & Wilmot, 2015).

Die bei der Zusammenstellung der Gen-Sets beriicksichtigten Hypothesen orientierten sich
an den in der Einleitung vorgestellten Theorien zur Krankheitsentstehung. Diese waren die
Hypothesen der autoimmunen Genese, der gestorten lonenhomdoostase, der endokrinen Genese und

der vaskuldren Genese.
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In einer initialen Plausibilitidtsanalyse wurde iiberpriift, fiir welche der Hypothesen das
Erstellen eines validen Gen-Sets praktikabel erschien. Dazu mussten Proteine zelluldrer Prozesse,
deren Mitwirken bei der Entstehung des Morbus Meniére von der Hypothese postuliert wurde,
moglichst spezifisch abgrenzbar sein.

Fiir die Hypothese der gestorten lonenhomdostase erschien dieses Kriterium erfiillt, da in
der Aufrechterhaltung der Ionenhomoostase die Funktion von Ionenkandlen des Innenohrs
wahrscheinlich ist. Fiir die Hypothese der endokrinen Genese erschien es ebenfalls mdglich, ein
valides Gen-Set zu iiberpriifen, da die Regulierung der Aquaporinfunktion einen relativ gut
abgrenzbaren Signalweg darstellt.

Die Auswahl eines bestimmten Signalweges zur Hypothese der autoimmunen Genese des
Morbus Meniere erschien zunichst nicht erfolgsversprechend, da die Prozesse, die im Verlauf
autoimmuner Erkrankungen ablaufen, heterogen sind und eine Vielzahl unterschiedlicher
Signalkaskaden in verschiedenen Zelltypen betreffen. Die Arbeit von Frejo et al. (2017) legt
allerdings den TWEAK/Fn14-Signalweg als Kandidaten nahe, da sie fiir diesen bereits Hinweise
auf einen Zusammenhang mit dem Morbus Meniere erbringen konnten.

Bei der Hypothese der vaskuldren Genese des Morbus Menicre ergeben sich dhnliche
Probleme wie bei der autoimmunen Genese. Viele verschiedene Signalwege in verschiedenen
Zelltypen beeinflussen den funktionellen Zustand der Blutgefifle. Zudem gibt es im Bereich der
Entziindungsmediatoren Uberschneidungen mit mdglichen Einfliissen des Immunsystems (Trune
& Nguyen-Huynh, 2012). Es wurden basierend auf dieser Hypothese bis 2019 auch keine
genetischen Assoziationsstudien zu Kandidatengenen durchgefiihrt. Andere Hinweise auf
bestimmte, moglicherweise beteiligte Signalwege waren bis zu diesem Zeitpunkt ebenfalls nicht
vorhanden. Aufgrund dieser Einschrankungen wurde fiir die Hypothese vaskuldrer Faktoren in der
Pathogenese des Morbus Meniere kein Gen-Set getestet.

Fir die verbleibenden drei Hypothesen wurde die ,Molecular Signatures
Database® (MSigDB) nach passenden Gen-Sets durchsucht. Die MSigDB ist eine Datenbank fiir
Gen-Sets des Broad Institute und der University of California, San Diego. In diesem Projekt werden
Gen-Sets aus verschiedenen Quellen gesammelt (Liberzon et al., 2015; Liberzon et al., 2011). Zum
Durchsuchen der Gen-Sets wurde die ,,browse‘“-Funktion der Website der MSigDB mit der Version

7.0 (Veroffentlichung August 2019) verwendet.
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Um Gen-Sets fiir den TWEAK/Fn14 Signalweg zur Uberpriifung der autoimmunen Genese
des Morbus Meniére zu finden wurde der Suchbegriff ,, TWEAK® verwendet. Dabei wurde ein
Gen-Set gefunden. Dieses basierte auf einem Paper von Bhattacharjee et al. (2012).

Zur Untersuchung einer mdéglichen endokrinen Assoziation mit dem Morbus Meniére
wurde nach dem Suchbegriff ,,Vasopressin® gesucht. Die Suche ergab vier Gen-Sets. Von diesen
beinhalteten drei Sets nur das Vasopressin-Gen und dessen Rezeptoren. Das vierte Set befasste sich
mit der renalen Wasserhomdostase durch Aquaporine und Vasopressin. Da die Regulierung der
Aquaporine innerhalb des Innenohrs der der Niere dhnelt (Beitz et al., 2003), wurde dieses Set zur
Uberpriifung der Hypothese der endokrinen Genese des Morbus Meniére verwendet.

Fir die Hypothese der gestorten lonenhomdostase wurde separat nach den Suchbegriffen
»endolymph® und ,,inner ear gesucht. Die Suche nach ,,endolymph* fiihrte zu keinen Ergebnissen.
Von den zehn Ergebnissen der Suche nach ,,inner ear” beschiftigte sich keins der Gen-Sets mit
Ionenkanélen des Innenohrs.

Da keine bereits definierten Gen-Sets zur Uberpriifung der Hypothese der gestdrten
Ionenhomoostase gefunden wurden, wurde eine Literaturrecherche durchgefiihrt, um Publikation
als Grundlage zur Erstellung von Gen-Sets zu finden. Es wurde nach Studien gesucht, die die
Expression von lonenkanélen im Innenohr untersuchten. Ein Ablaufschema der Literaturrecherche
findet sich in Abbildung 4.

Fir die Literaturrecherche wurde PubMed verwendet, eine Datenbank fiir
wissenschaftliche Publikationen aus dem Bereich der Biowissenschaften und Medizin des National
Center for Biotechnology Information der USA (NCBI Resource Coordinators, 2018). Als
Suchphrase wurde » ,,inner ear AND ,,ion channel“ AND ,,gene expression « verwendet und der
durchsuchte Zeitraum auf 1950 — 2019 eingeschrénkt. Die Suche lieferte 15 Ergebnisse. Die élteste
Publikation stammte aus dem Jahr 1995, die neueste aus dem Jahr 2019.

Die Metadaten und Abstracts der Publikationen wurden darauf untersucht, ob es sich um

primare wissenschaftliche Arbeiten handelte. Dabei wurden zwei Reviews ausgeschlossen.
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PubMed Suche nach
»inner ear AND _ion channel AND ,,gene expression®
fiir den Zeitraum 1950 — 2019
N=15
Uberpriifung der Titel und Metainformationen Ausschluss von Reviews
N=15 N=2
Uberpriifung der Volltextarbeiten auf Eignung zum Erstellen Ausschlusskriterien:
eines validen Gen-Sets Beschreibung einzelner Proteine
N=13 N=9
Untersuchung differentieller Expression
N=1
Verwendung zur Erstellung von Gen-Sets Kein Fokus auf Ionenkanile
N=2 N=1

Abbildung 4: Ablaufschema der Literaturrecherche nach Publikationen zum Erstellen
eines Gen-Sets zur Uberpriifung der Hypothese einer gestorten lonenhomdostase in der
Entstehung des Morbus Meniere

Darauthin wurden die Volltextarbeiten auf ihre Eignung zum Erstellen eines validen Gen-
Sets zur Uberpriifung der Hypothese der gestdrten Ionenhomdostase in der Pathophysiologie des
Morbus Meniéere untersucht. Nachdem Arbeiten, die nur wenige lonenkanile beschrieben (9),
Studien zu einer verdnderten Genexpression unter experimentellen Verdnderungen (1) und
Arbeiten ohne eine Fokussierung auf Ionenkanile (1) ausgeschlossen wurden, verblieben zwei

Publikationen.

2.4.2 Gen- und Gen-Set-Analysen

Um die SNVs nach funktionellen Kategorien zusammenzustellen, wurden zunichst alle SNVs, die
innerhalb von proteinkodierenden Genen liegen, mit dem Programm MAGMA (de Leeuw et al.,
2015) zusammengefasst. Dazu wurden die in der SNV-Analyse untersuchten SNVs mithilfe der
Gengrenzen den entsprechenden Genen zugeordnet. Hierfiir wurden die Gengrenzen aus dem
,»INCBI Homo sapiens Annotation Release 105 fiir das GRCh37 Referenzgenom verwendet. Diese
werden durch die RefSeq Datenbank (O'Leary et al., 2016) bereitgestellt. Die Gengrenzen
begannen beim ersten und endeten beim letzten transkribierten Nukleotid und wurden durch
automatische Annotation und manuelle Kuration definiert (Pruitt et al., 2014). SNVs, die au3erhalb
von Genen lagen, wurden nicht beriicksichtigt. Fiir die Gen-Analyse wurden die exakten

Gengrenzen ohne umgebendes Fenster verwendet.
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Um aus den p-Werten der SNVs die p-Werte fiir jedes Gen zu bestimmen, bendtigt
MAGMA ein Referenzsample von Genomen; hierfiir wurden die Daten der Phase 3 des
1000 Genomes Projects verwendet. Mithilfe dieser Daten wird eine y>-Teststatistik fiir jeden SNV
berechnet. Die weiteren Berechnungen konnen in MAGMA mit verschiedenen Modellen
durchgefiihrt werden. Im ,snp-mean“ Modell wird fiir die genbasierte Teststatistik der
Durchschnitt der SNV-Teststatistiken verwendet. Dadurch kommt es zu einer stirkeren
Gewichtung der Assoziation von SNVs, die in starkem Kopplungsungleichgewicht miteinander
stechen. Daneben kann das ,snp-top“ Modell eingesetzt werden. In diesem werden die
Teststatistiken je nach p-Wert unterschiedlich gewichtet. So wird zwar nicht die
Durchschnittsassoziation der SNVs abgebildet, aber die Sensitivitét fiir lokale Assoziationen kann
erhoht werden. Zudem wird der Einfluss des Kopplungsungleichgewichts auf die Analyse
reduziert. In der vorliegenden Arbeit wurde das ,,snp-mean* Modell, die Standardeinstellung von
MAGMA, verwendet, um die durchschnittliche Assoziation der SNVs zu bestimmen. Fiir die
Auswertung wurde das Signifikanzniveau nach Bonferroni korrigiert. Dazu wurde das
urspriingliche Signifikanzniveau von p < 0.05 durch die Anzahl der Tests geteilt (Bland & Altman,
1995). Das so korrigierte Signifikanzniveau lag bei 0,05/18 439 =2,7 x 107,

Zur Testung der Gen-Sets wurde ebenfalls MAGMA verwendet. Die Testung erfolgte nach
dem Prinzip der kompetitiven Testung. Dabei wird getestet, ob die Gene innerhalb eines Sets
starker mit der Erkrankung assoziiert sind als Gene aullerhalb des Sets. Fiir die Berechnungen
wurden die Standardparameter von MAGMA verwendet. Das sind ,,-direction=pos“ und
»-correct=all“. Bei der Testung konnen auch Interaktionseffekte der Gen-Sets untersucht werden.
In der vorliegenden Arbeit wurden allerdings nur der direkte Einfluss der einzelnen Sets getestet,
da Interaktionseffekte nur in geringem Ausmal} zu erwarten sind. Das nach Bonferroni korrigierte

Signifikanzniveau betrug bei vier getesteten Gen-Sets 0,05/4 = 0,0125.

2.4.3 SNV-Analyse

Im Falle einer signifikanten Assoziation eines Gens wurden zur genaueren Untersuchung der
umgebenden Region die SNVs in einem Fenster einer Grofle von 20 Kilobasen um das Gen auf
eine Assoziation mit dem Morbus Meniere getestet, um so mdgliche regulatorische Regionen zu
identifizieren. Es wurden dieselben Gengrenzen wie fiir die Gen-Analyse verwendet (siehe 2.4.2).
Innerhalb dieser Region wurden alle SNVs erneut auf eine Assoziation mit dem Morbus Menicre

untersucht. Es wurden nur Patienten mit einer klinisch sicheren oder klinisch wahrscheinlichen
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Diagnose des Morbus Meniére in die Analyse eingeschlossen. Fiir die Assoziationsanalyse wurden
die wahrscheinlichsten Genotypen (best-guess) der Probanden fiir die SNVs innerhalb dieser
Region aus dem bestehenden Datensatz extrahiert. Die darauffolgende statistische Auswertung
erfolgte wie die Gesamtauswertung mit einer logistischen Regression unter einem additiven Modell
mit PLINK Version 1.9 (Chang et al., 2015). Als Kovariablen wurden Alter, Geschlecht und die
erste Dimension der Hauptkomponentenanalyse (PC1) einbezogen. Fiir diesen Test wurde als
Signifikanzniveau das urspriingliche Signifikanzniveau von 0,05 durch die Anzahl der SNVs

innerhalb der Region geteilt.
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3 Ergebnisse

3.1 Stichprobenbeschreibung

Die Studienpopulation bestand insgesamt aus 2928 Probanden. Darunter waren 314 am Morbus
Meniere erkrankte Patienten und 2614 gesunde Kontrollprobanden (Tabelle 7). Das
Durchschnittsalter der Patienten lag bei 60,4 Jahren mit einer Standardabweichung von 13,3
Jahren. Die Kontrollprobanden wiesen ein Durchschnittsalter von 47,4 Jahren mit einer
Standardabweichung von 16,5 Jahren auf. Damit unterschieden die beiden Gruppen sich beziiglich
des Alters hochsignifikant voneinander (p=9,9 x 104, Welch’s t-Test) Der Frauenanteil
unterschied sich mit 47,1 % und 47,4 % geringfiigig aber signifikant (p = 0,027, Exakter Test nach

Fisher) zwischen Patienten und Kontrollprobanden.

Tabelle 7: FEigenschaften der an Morbus Meniere erkrankten Patienten und
Kontrollprobanden.

Patienten Kontrollprobanden
Anzahl 314 2614
Durchschnittsalter in Jahren
(Standardabweichung) 60,4 (13,3) 47.4(16,5)
Frauenanteil in Prozent 47,1 474

3.2 Gen-Analyse
Von den 7 876 327 nach der Qualitdtskontrolle verbleibenden SNV konnten 3 087 421 (39,2 %)
einem Gen zugeordnet werden. Insgesamt wurde fiir 18 439 Gene mindestens ein SNV bestimmt.
Von den urspriinglichen 19 427 Genen konnte damit 988 (5,0 %) Genen kein SNV zugeordnet
werden. Das Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur fiir das Testen aller Gene lag bei
0,05/18 439 =2,7 x 107,

Bei diesem Signifikanzniveau zeigte eines der Gene, sorting nexin 20 (SNX20) eine
signifikante Assoziation mit dem Aufireten des Morbus Meniére (p = 1,6 x 10©). Die zehn Gene

mit den niedrigsten p-Werten sind in Tabelle 8 dargestellt.
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Tabelle 8: Gene mit niedrigstem p-Wert in der genbasierten Analyse.

Symbol Entrez ID Chromosom Léngein bp Anzahl SNVs p-Wert
SNX20 124460 16 15053 10 1,62 x 10°6*
TMEM200C 645369 18 5962 16 1,87 x 10°°
CD300LD 100131439 17 12 259 29 3,68 x 10
MUC20 200958 3 50711 44 4,49 x 10
C170rf77 146723 17 9291 27 1,12 x 10
PRR34 55267 22 3685 8 1,41 x 10+
MARFI 9665 16 48 797 72 1,58 x 10
FARP2 9855 2 138 592 340 2,74 x 10
SPAGI 6674 8 83 869 127 2,77 x 10
FKBP5 2289 6 154 998 245 3,03 x 10

bp = Basenpaare.  * : signifikant nach  Bonferroni-Korrektur. Das  korrigierte
Signifikanzniveau betrdgt 2,7 x 107

3.3 SNV-Analyse der SNX20-NOD2-Region

Zur Charakterisierung der Assoziation von SNX20 mit dem Morbus Meniere wurden die SNVs
der umgebenden genomischen Region separat auf eine Assoziation untersucht. Zudem wurde das
eng benachbarte und funktionell mit SNX20 interagierende Gen ,nucleotide binding
oligomerization domain containing 2 (NOD2) mit der umgebenden Region untersucht.

Dazu wurden die den beiden zugeordneten Regionen um je 20 Kilobasen in negative und
positive Richtung erweitert. Aufgrund der engen Nachbarschaft der beiden Gene wurde so eine
zusammenhédngende Region von 106 779 Basenpaaren auf dem Chromosom 16 festgelegt
(Abbildung 5, Seite 40). Die Region beginnt bei 50 680 211 Basenpaaren und endet bei
50 786 990 Basenpaaren (Build 37). In der Region um SNX20 wurden 73 SNVs untersucht. Die
Region um NOD2 beinhaltete 118 SNVs. Von diesen SNVs lagen 44 in beiden untersuchten
Regionen. Fiir die gesamte Region wurden die Genotypen von 147 SNVs aus dem imputierten
Datensatz extrahiert und mittels logistischer Regression auf eine Assoziation mit dem Morbus
Meniére untersucht.

Es zeigte sich fiir 32 SNVs eine signifikante Assoziation mit dem Morbus Menicre. Alle
assoziierten SNPs standen im Kopplungsungleichgewicht mit dem am signifikant assoziierten SNP

rs4785448. Der niedrigste r>-Wert eines signifikant assoziierten SNPs betrug 0,64. Die p-Werte
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aller SNVs, deren LD zum am stirksten assoziierten SNV und das adjustierte Signifikanzniveau
von 3,4 x 10 sind in Abbildung 5 zusammen mit den Positionen der Gene SNX20 und NOD2
dargestellt. In Tabelle 9 finden sich die zehn SNVs mit den niedrigsten p-Werten.

Tabelle 9: SNVs der Region um SNX20 und NOD?2 mit den niedrigsten p-Werten.

rs-Nummer p-Wert Allele i‘;{:{ enz Odds-Ratio 11\?/;;5 11\21‘;5;1: rollen IITI-;VVE“
rs4785448 1,76 x 10° A/G G (11’6372 _2.11) 0.298 0.21 ?(3638)
rs9933594 2,55 x10° C/G G (11’??;51 —2.09) 0.288 0.203 (10?2()2)
rs2004804 2,69 x 10°  A/G G (11’6350 _2.08) 0.299 0.213 ?(’)?411)
rs11645448 3,38 x 10° G/A A (11’6350 ~2.,09) 0.283 0.201 (16?3()2)
rs8063362 3,67 x 10° T/A A (11’?239 ~2,06) 0.286 0.203 (16?2()2)
rs34231814 3,67 x 10° T/A A (11’?350 ~2.09) 0.283 0.201 (16?3()0)
rs12926429 3,69 x 10° A/G G (11’?340 ~2.07) 0.288 0.205 (16?2()3)
rs35831008 3,69 x 10° A/G G (11’?340 —2.07) 0.288 0.205 (16(,)203)
rs7202124 3,79 x 10° A/G G (11’6229 ~2.,05) 0.298 0.213 ?6?210)
rs4785223 3,86 x 10° G/A A (11’?239 —2.06) 0.295 0.211 ?07231)

Unter Allele wird zundchst das Major Allel und dann das Minor Allel angegeben. Hinter
der Odds-Ratio ist in Klammern deren 95 %-Konfidenzintervall angegeben. Das
korrigiertes Signifikanzniveau betrdigt 3,4 x 10™. Der erste p-Wert des Hardy-Weinberg-
Gleichgewichtes (HWE) gibt den Wert fiir die Patienten an, der Wert in Klammern den fiir
die Kontrollprobanden.
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Abbildung 5: p-Werte der 147 untersuchten SNVs innerhalb der Region um SNX20 und
NOD?2 auf Chromosom 16. Die gepunktete Linie befindet sich auf Hohe des korrigierten
Signifikanzniveaus von 3,4 x 10*. Die 32 signifikant assoziierten SNVs befinden sich

oberhalb

der

Linie.

Die  Farben der  Datenpunkte  signalisiert
Kopplungsungleichgewicht zu rs4785448 innerhalb der CEU Population

das
des

1000 Genomes Projects (The Genomes Project Consortium, 2015). Die Grafik wurde mit
dem Programm Matplotlib (Hunter, 2007) erstellt.

3.4 Gen-Set-Analyse

Plausibilititsiiberpriifung wurde die Hypothese der vaskuldren Genese
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Um die Relevanz verschiedener funktioneller Hypothesen in der Pathophysiologie des Morbus
Meniére zu untersuchen, wurden Gen-Sets ausgewahlt bzw. zusammengestellt. Dazu wurde eine
Literaturrecherche durchgefiihrt. Mit dieser sollten Gen-Sets gefunden bzw. erstellt werden, um
die unterschiedlichen bisherigen Hypothesen moglichst valide abzubilden. Nach einer initialen
aufgrund von
Impraktikabilitdt von den weiteren Untersuchungen ausgeschlossen. Fiir die Hypothesen der
autoimmunen und endokrinen Genese des Morbus Meniére wurden vorbeschriebene Gen-Sets in
der MSigDB gefunden. Um Gen-Sets zur Uberpriifung der Hypothese der gestdrten
Ionenhomdoostase in der Genese des Morbus Menicre zu erstellen, wurde eine Literaturrecherche

mit PubMed durchgefiihrt.
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Das in MSigDB gefundene Gen-Set zur Hypothese der endokrinen Genese des Morbus
Meniere wurde der Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) entnommen. In der
KEGG-Datenbank wurden Gen-Sets zu unterschiedlichen Signalwegen und anderen Prozessen
basierend auf einer manuellen Literaturrecherche zusammengestellt (Kanehisa et al., 2015). Das
Gen-Set bestand neben Vasopressin, dem Vasopressinrezeptor Typ 2 und den Aquaporinen 2, 3
und 4 aus mehreren regulatorisch wirksamen Genen. Insgesamt setzte es sich aus 44 Genen

zusammen (Tabelle 10).

Tabelle 10: Gene des Vasopressin/Aquaporinsystems aus der Datenbank der KEGG.

Symbol Entrez Gen ID Symbol Entrez Gen ID
CREB3 10488 DCTN4 51164
DCTN2 10540 DYNC2LI1 51626
DCTNG6 10671 AVP 551
ADCY3 109 AVPR2 554
ADCY6 112 PRKACA 5566
ADCY9 115 PRKACB 5567
CREBI1 1385 PRKACG 5568
DYNLL2 140735 PRKX 5613
CREB3L4 148327 RABSA 5868
DCTNI1 1639 AC034102.1 5869
DYNCI1HI 1778 RAB5C 5878
DYNCII1 1780 CREB3L2 64764
DYNCII2 1781 STX4 6810
DYNCILI2 1783 VAMP2 6844
GNAS 2778 DYNC2HI 79659
AQP2 359 DCTNS 84516
AQP3 360 CREB3L3 84699
AQP4 361 DYNLL1 8655
ARHGDIA 396 RABITA 8766
ARHGDIB 397 CREB3L1 90993
NSF 4905 RABI1B 9230
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Das Gen-Set zur Testung der Hypothese der autoimmunen Genese des Morbus Menicre

besteht aus Genen des TWEAK/Fn14-Signalwegs. Die Gene fiir das Set wurden einem basierend

auf einer Literaturrecherche speziell fiir diesen Signalweg kurierten Gen-Set entnommen

(Bhattacharjee et al., 2012), welches ebenfalls in MSigDB annotiert war. Die 46 Gene, fiir die eine

Funktion im TWEAK/Fn14 Signalweg angenommen wurde, sind in Tabelle 11 aufgelistet.

Tabelle 11: Gene des TWEAK/Fnl14-Signalwegs nach Bhattacharjee et al. (2012)

Symbol Entrez Gen ID
AKTI1 207
AKT2 208
BAD 572
BIRC2 329
BIRC3 330
CASP3 836
CASP7 840
CASPS8 841
CASP9 842
CD163 9332
CHUK 1147
CTNNBI1 1499
F3 2152
FADD 8772
GSK3B 2932
HDACI1 3065
IKBKB 3551
JUN 3725
MAP3K14 9020
MAP3K7 6885
MAPK1 5594
MAPK 14 1432
MAPK3 5595
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Symbol Entrez Gen ID
MAPKS 5599
MAPK9 5601
NFKBI 4790
NFKB2 4791
NFKBIA 4792
NFKBIB 4793
PARP1 142
RACI1 5879
RELA 5970
RELB 5971
RHOA 387
RIPK1 8737
SERPINE1 5054
STATI1 6772
TNF 7124
TNFRSF12A 51330
TNFRSF25 8718
TNFSF12 8742
TRAF1 7185
TRAF2 7186
TRAF3 7187
TRAFS 7188
TRIM63 84676
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Zur Erstellung von Gen-Sets zur Hypothese der gestérten lonenhomdostase wurde eine
Literaturrecherche mit PubMed durchgefiihrt. Dabei wurden mit der Suchphrase » ,,inner ear
AND ,,ion channel“ AND ,,gene expression® « 15 Publikationen gefunden. Es wurden ungeeignete
Ergebnisse ausgeschlossen, falls es sich nicht um Primérarbeiten handelte (2), nur einzelne Proteine
untersucht wurden (9), eine Expressionsidnderung gemessen wurde (1) oder die Publikation sich
nicht mit Ionenkanédlen beschiftigte (1). Darauthin verblieben zwei Studien, in denen die
Expression von Ionenkanélen im Innenohr untersucht wurde. Da die beiden Studien verschiedene
Abschnitte des Endolymphraumes untersuchten, wurden aus ihnen separate Gen-Sets erstellt.

In der ersten Studie (Gabashvili et al., 2007) wurde die mRNA-Expression der
menschlichen embryonalen Cochlea mit der Genexpression der Cochlea der Maus verglichen. Aus
den Expressionsdaten wurden nur die Gene ausgewihlt, die fiir Ionenkandle kodieren.
Ubernommen wurden nur die Kanile, die verldsslich sowohl in der humanen als auch in der
murinen Cochlea exprimiert wurden. Die 14 so ausgewidhlten Gene bestanden aus 9
Kationenkanilen (7 Kalium- und 2 Calciumkanile) sowie 5 Anionenkanélen (3 Chloridchanile, 2

unspezifisch) (Tabelle 12).

Tabelle 12: Gene von lonenkandlen, exprimiert in der Cochlea basierend auf den
Expressionsdaten von Gabashvili et al. (2007)

Symbol Entrez Gen ID Ion
CACNAIG 8913 Ca™
CLCN3 1182 Cr
CLIC4 25932 Cr
FXYD6 53826 Cr
GRIA4 2893 K"
KCNA2 3737 K"
KCNIJ10 3766 K"
KCNJ16 3773 K"
KCNK1 3775 K"
KCNMAL1 3778 K"
KCTD12 115207 K"
TRPM3 80036 Ca™
VDACI1 7416 Anionen
VDAC2 7417 Anionen
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In der zweiten Studie (Kim et al., 2015) wurde Gewebe des endolymphatischen Sacks, das
wiéhrend einer Operation gewonnen wurde, massenspektroskopisch auf die Proteinexpression
untersucht. Fiir das Gen-Set wurden alle detektierten lonenkanéle und -transporter verwendet. Die
SpleiBvarianten, die in der Massenspektroskopie ebenfalls detektiert werden, wurden ignoriert und
jeweils auf ein Gen zuriickgefiihrt. Die 29 Gene des so erstellten Gen-Sets setzten sich aus 28
Kationenkanilen (16 Calcium-, 4 Natrium-, 4 Kalium- und 4 unspezifische lonenkanile) und einem
Anionenkanal (Chlorid-/Iodidkanal) zusammen (Tabelle 14, Seite 45).

Bei der der kompetitiven Testung der Gen-Sets mittels MAGMA und den Parametern
»-direction=pos* und ,,-correct=all* zeigte sich nach Korrektur fiir das vierfache Testen keine
signifikante Assoziation eines Gen-Sets. Das Set mit dem niedrigsten p-Wert war das Set des
Vasopressin/Aquaporin-Systems mit einem nominalen p-Wert von 0,13. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 13 dargestellt.

Tabelle 13: Ergebnisse der Gen-Set Analyse.

Set Anzahl Gene nominaler p-Wert
Vasopressin-System 43 (44) 0,13
TWEAK/Fn14 46 (46) 0,73
Cochledre Ionenkanile 14 (14) 0,20

Ionenkanile des

endolymphatischen Sacks 29 (29) 0,90

Die Anzahl der Gene gibt die Anzahl der tatsdchlich getesteten Gene an. In Klammern ist
theoretische Anzahl der Gene des Sets angegeben. Die Differenz ergibt sich aus Genen,

denen kein SNV zugeordnet werden konnte. Das korrigierte Signifikanzniveau betrdgt
0,0125.
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Tabelle 14: Gene von lonenkandlen und -transportern, exprimiert im endolymphatischen
Sack nach Kim et al. (2015)

Symbol Entrez Gen ID Ion

CACNA2DI 781 Ca*

CACNAIG 8913 Ca™

CACNAIA 773 Ca*

CACNAIC 775 Ca*

CACNAID 776 Ca®'

CACNAIE 777 Ca®

CACNALII 8911 Ca®

CACNAIH 8912 Ca*

CACNAIF 778 Ca®'

CACNAIB 774 Ca®'

TRPM4 54795 Monovalente Kationen
TRPM3 80036 Ca*'

TRPC4 7223 Ca*", weitere Kationen
TRPC3 7222 Ca*', weitere Kationen
NALCN 259232 Kationen

SCN7A 6332 Na’

SCN3A 6328 Na*

SCNII1A 11280 Na*

KCNN2 3781 K"

KCNBI1 3745 K"

KCNC4 3749 K"

KCNH1 3756 K"

ATP1Al 476 K', Na"

ATP1A3 478 K', Na’

ATP2B4 493 Ca®

ATP2C2 9914 Ca*

SLC8A3 6547 Ca*", Na"

SLC26A4 5172 Cl,T

ANO6 196527 Ca®'
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die statistische Assoziation des Morbus Meniére mit genetischen
Varianten innerhalb von Genen und Gen-Sets an einer kaukasischen Stichprobe aus 314 Patienten
und 2614 Kontrollen untersucht. In der genbasierten Testung zeigte sich eine signifikante
Assoziation des Gens SNX20. Darauthin wurde die Assoziation der SNVs der Region um SNX20
und das eng benachbarten Gen NOD2 zum Morbus Meniére untersucht. Von den 147 dabei
untersuchten SNVs zeigten nach der Bonferroni-Korrektur 32 SN'Vs eine signifikante Assoziation.

In der Gen-Set basierten Testung fand sich hingegen fiir keines der vier hypothesenbasiert
zusammengestellten Gen-Sets (Cochledre lonenkandle, lonenkanile des endolymphatischen
Sacks, Vasopressin-System und TWEAK/Fnl4) eine signifikante Assoziation zum Morbus

Meniére.

4.1 Methoden

Studienpopulation

Fiir die Validitit von Fall-Kontroll-Studien ist die epidemiologische Ahnlichkeit von Patienten-
und Kontrollgruppen wiinschenswert, um den Einfluss von Storfaktoren zu minimieren (Jager et
al., 2008). Wiahrend in der vorliegenden Arbeit der Geschlechteranteil und die Populationsstruktur
von Patienten und Probanden gut iibereinstimmten, zeigte das Alter eine deutliche Abweichung
von einem Durchschnittsalter von 60,4 Jahren fiir Patienten und 47,4 Jahren fiir Kontrollprobanden.
Eine Ursache fiir diesen Unterschied liegt im relativ hohen Alter der Erstdiagnose des Morbus
Menicere, welches von Van Esch etal. (2016) bei einem Héaufigkeitsgipfel von ca. 53 Jahren
angegeben wurde. Eine relevante Verfdlschung der Ergebnisse hierdurch erscheint allerdings
unwahrscheinlich, da zum einen in der logistischen Regression fiir das Alter der Probanden
kontrolliert wurde und zum anderen ein gehduftes Auftreten spéterer Erkrankungen von
Kontrollprobanden am Morbus Meniére aufgrund der geringen Priavalenz unwahrscheinlich ist.
Mit dem Pravalenzwert von 190/100.000 Personen aus der Studie von Harris und Alexander (2010)
wéren bei den 2614 Probanden nur ca. 5 Félle des Morbus Meniére zu erwarten. Zudem lag das
Durchschnittsalter der Probanden mit ca. 47 Jahren relativ nah bei dem von Van Esch et al. (2016)

beschriebenen durchschnittlichen Alter bei Erstmanifestation des Morbus Meniére von 53 Jahren.
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Damit wére ein Teil dieser zu erwartenden Fille bereits aufgetreten und es wére eine noch geringere
Anzahl von noch nicht manifestierten Meniére-Erkrankungen bei Kontrollprobanden zu erwarten.

Der Frauenanteil von Patienten- und Kontrollgruppe unterschied sich nur geringfiigig mit
47,1 % und 47,4 %. Auch wenn dieser Unterschied Signifikanz zeigte, erscheint ein relevanter
geschlechtsspezifischer Einfluss unwahrscheinlich, da er nur 0,3 % betrug und zusitzlich als
Kovariable in der Rechnung beriicksichtigt wurde.

Auftillig ist, dass der Frauenanteil in der Patientengruppe mit 47,1 % knapp unter der
Halfte lag. Dies steht im Kontrast zu fritheren Studienergebnissen, welche einen erhdhten
Frauenanteil fiir am Morbus Meniére erkrankte Patienten beschrieben. Die Werte lagen dabei etwa
bei 1,89:1 (65,4 %) (Harris & Alexander, 2010) oder 1,5:1 (60,0 %) (Stahle et al., 1978) Dieses
Ergebnis ist allerdings nicht unmittelbar vergleichbar, da es verschiedene Faktoren gibt, welche zu
einer Verzerrung des beobachteten Frauenanteils gefiihrt haben konnten. Mdgliche Erklarungen
fiir diese Abweichungen wiren z. B. eine abweichende Tendenz zur Vorstellung in einer
Spezialambulanz von Frauen und Méannern oder eine variable Bereitschaft zur Teilnahme an der
vorliegenden Studie. Dadurch wire das Patientenkollektiv nicht représentativ fiir alle am Morbus
Meniere erkrankten Patienten. Eine systematische Verzerrung potentieller Subtypen der
Patientengruppe basierend auf dem Geschlecht wiire daher méglich, sofern die genaue Atiologie
des Morbus Meniére sich zwischen Mannern und Frauen unterscheidet. Dafiir gibt es aktuell
allerdings keine Anhaltspunkte. Zudem ist die Abweichung von einem typischen
Geschlechterverhéltnis nur gering, womit eine Verfdlschung der Ergebnisse durch diesen Faktor
unwahrscheinlich ist.

Die vorliegende Studie hat im Vergleich zu anderen genetischen Assoziationsstudien zum
Morbus Meni¢re eine relative gro3e Zahl von Patienten eingeschlossen (Chiarella et al., 2015). Im
Vergleich zu GWAS zu héufigeren Krankheitsbildern ist die Stichprobengrofle allerdings klein
(Tam et al., 2019). Beit GWAS hingt die Power zur Detektion eines Effekts stark von der
Stichprobengrofle ab. Da allerdings auch die unbekannte Effektstirke und die MAF eines SNV
einen Einfluss auf die Power hat, l4sst diese sich nicht exakt berechnen (Hong & Park, 2012). Eine
Moglichkeit zur Steigerung der Power einer GWAS besteht darin, mehr gesunde
Kontrollprobanden als Patienten zu rekrutieren (Hong & Park, 2012). Gerade bei seltenen
Erkrankungen wie dem Morbus Menicre stellt dies eine Moglichkeit zur Erth6hung der Power dar.
Das Verhéltnis von Patienten zu Kontrollen lag fiir die Studienstichprobe bei ca. 1:8. Eine weitere

Erhohung dieses Verhiltnisses erscheint allerdings nicht erfolgsversprechend, da sich in
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Simulationen gezeigt hat, dass eine Steigerung des Fall-Kontroll-Verhéltnisses ab einem Wert von
ca. 1:4 nur noch einen geringen positiven Effekt auf die Power hat (Hong & Park, 2012).

Das Probandenkollektiv der vorliegenden Studie ist mitteleuropdische Herkunft, womit die
Ergebnisse bisheriger genetischer Assoziationsstudien an nicht-européischen
Probandenkollektiven nur bedingt vergleichbar sind. Beispielsweise zeigte sich fiir den am
starksten assoziierten SNV rs4785448 in der Kontrollgruppe fiir das Allel G einen Allelfrequenz
von 21 %. Im 1000 Genomes Project (The Genomes Project Consortium, 2015) betrugen die
entsprechenden Allelfrequenzen 27 % fiir europdische, 55 % fiir afrikanische und 90 % fiir
ostasiatische Populationen. Diese abweichenden Allelfrequenzen fithren zu einer abweichenden
Power bei der Detektion einer populationsiibergreifenden Assoziation (Tabangin et al., 2009) und
fithren dazu, dass die hier vorliegenden Ergebnisse im Rahmen einer geographischen Region zu

interpretieren sind.

Diagnose

Neben der vorldufigen Einschriankung der Ergebnisse auf eine durch die Studienpopulation
vorgegebenen Region, ist fiir Fall-Kontroll-Studien insbesondere die Diagnosestellung relevant.
Beim Morbus Menicre ist die Diagnostik klinisch orientiert und muss bisher auf eindeutige
laborchemische Diagnosekriterien verzichten. Durch die konsequente Anwendung der
Diagnosekriterien von Lopez-Escamez et al. (2015) und die Durchfithrung der Diagnostik in einer
Spezialambulanz kann in der vorliegenden Arbeit allerdings von einer hohen Validitit der
Diagnosen ausgegangen werden.

Ein anderes Problem der Diagnostik liegt in der Moglichkeit multipler Atiologien des
Morbus Meniére. Sofern das Krankheitsbild des Morbus Meniére nur die gemeinsame Présentation
des endolymphatischen Hydrops darstellt und dieser auf mehreren verschiedenen Ursachen beruht,
wiirde man deutlich kleinere Effektstiarken pro Locus erwarten. Diese wiren in einer GWAS nur
mit grofBeren Fallzahlen im Bereich mehrerer Zehntausend als signifikantes Assoziationssignal
detektierbar.

Um in der Zukunft mdgliche unterschiedliche Atiologien zu untersuchen wire es wichtig,
diese anhand phéanotypischer Merkmale erkennen zu konnen. Basierend auf der klinischen
Prisentation, wie z. B. der ein- oder beidseitigen Symptomatik, lassen sich die am Morbus Meniere
erkrankten Patienten in unterschiedliche Untergruppen einordnen (Frejo et al., 2016). Ob es sich

dabei um die Prisentation unterschiedlicher Atiologien handelt ist allerdings unklar. Falls dies der
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Fall wiére, wire es moglich separate Assoziationsstudien je nach klinischer Prisentation
durchzufithren, um so moglicherweise die verschiedenen Atiologien isoliert zu untersuchen.
Allerdings reduzieren sich bei diesem Vorgehen die Probandenzahlen innerhalb jeder Untergruppe,

was wiederum die Power verringert.

Gen-Analyse

In der genbasierten Analyse wurden die SNV-basierten p-Werte einer vorgeschalteten GWAS zu
Morbus Menicére, die fiir diese Arbeit zur Verfligung gestellt wurden, mit dem Programm MAGMA
(de Leeuw et al., 2015) zu genbasierten p-Werten zusammengefasst.

Die zuverldssige Zuordnung von SNVs zu Genen weist einige Schwierigkeiten auf.
Bisherige genetische Assoziationsstudien haben gezeigt, dass multifaktorielle Erkrankungen selten
durch SNVs mit einem Effekt auf die Aminosduresequenz des Proteins verursacht werden.
Hindorff et al. fanden 2009 in einer Literaturrecherche 465 unabhéngige krankheitsassoziierte
SNVs. Von diesen hatten 9 % einen nicht-synonymen Aminosdureaustausch zur Folge. Die
verbleibenden SNVs befanden sich zwischen Genen (43 %), in Introns (45 %), in nicht
translatierten Bereichen der mRNA (2 %) und in codierenden Bereichen mit synonymem
Aminosédureaustausch (2 %) (Hindorff et al., 2009). Fiir die nicht-codierenden SNVs, bzw. die mit
thnen im LD stehenden Loci, ist ein kausaler Effekt auf die Krankheitsentstehung iiber
regulatorische Einfliisse auf die Genexpression oder das Spleilen der primdren RNA moglich
(Edwards et al., 2013). Da regulatorische Elemente des Genoms wie z. B. Enhancer allerdings
hiufig weit von der Gensequenz entfernt und hiufig nicht ausreichend charakterisiert sind, konnen
SNVs die in solchen Bereichen liegen nicht eindeutig dem untersuchten Gen zugeordnet werden
(Spitz, 2016). Eine Moglichkeit zur Umgehung dieses Problems stellt das Einschlief3en aller SNV's
innerhalb eines gewissen Fensters um das Gen herum dar. So konnen regulatorische SNVs mit in
die Analyse eingeschlossen werden. Die Region um das Gen herum beinhaltet allerdings auch viele
nicht assoziierte SNVs, die im Fall eines zu grofl gewéhlten Fensters in die Analyse eingeschlossen
werden. Da der genbasierte p-Wert aus den Durchschnittswerten aller eingeschlossenen
SNV-basierten Teststatistiken berechnet wurde, konnte dies eine moglicherweise vorhandene
Assoziation maskieren. In der vorliegenden Arbeit wurde daher auf die Verwendung eines Fensters
verzichtet.

Mogliche Verfahren zur genaueren Zuordnung von SNVs zu Genen ergeben sich aus der

Chromatininteraktionsanalyse. Durch neuartige Verfahren der Chromatininteraktionsanalyse kann
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untersucht werden, welche Bereiche des Genoms im Zellkern durch die Faltung der DNA in engem
rdumlichem Kontakt miteinander stehen (Ay & Noble, 2015). Ein solcher Kontakt einer Region
mit dem Promotor eines Gens ist ein Indiz dafiir, dass diese Region regulatorische Effekte auf die
Expression dieses Gens ausiiben kann. In einer Studie von Jung et al. aus dem Jahr 2019 wurden
Regionen mit hoher Interaktionsfrequenz fiir 18 943 Promotoren humaner Gene in verschiedenen
Zelltypen untersucht (Jung et al., 2019). Basierend auf solchen oder dhnlichen Daten wére eine
bessere Zuordnung von SNVs zu potentiell regulatorisch beeinflussten Genen mdglich und sollte

in zukiinftigen Studien berticksichtigt werden.

SNV-Analyse der SNX20-NOD2-Genregion
Zur genaueren Charakterisierung der Ergebnisse der genbasierten Analyse erfolgte die
Untersuchung der umgebenden SNVs auf eine Assoziation zum Morbus Meni¢re. Nachdem das
einzige assoziierte Gen SNX20 eng benachbart zu NOD2 auf Chromosom 16 liegt und die
jeweiligen 5°-Genregionbereiche auf einem gemeinsamen LD-Block liegen, wurden die SNV
einer insgesamt 106 779 Basenpaaren umfassenden umliegenden Region untersucht. Die Testung
kann nicht als unabhingig von der genbasierten Testung gesehen werden, da sie basierend auf der
beobachteten verstirkten Assoziation von SNVs innerhalb von SNX20 durchgefiihrt wurde. Ziel
war es, die Lokalisation des Assoziationssignals weiter einzuschridnken, um so einen Vergleich mit
vorbeschriebenen Funktionen dieses Locus durchzufiihren.

Zur weiteren Einschrankung eines Assoziationssignals auf eine potentiell kausale Variante
existieren weitere Verfahren (Spain & Barrett, 2015). Da diese allerdings meist Studien an
unterschiedlichen Patientenkollektiven und grof3e Fallzahlen benétigen (Schaid et al., 2018), sind

sie flir die Auswertung der Daten der vorliegenden Arbeit kaum verwendbar.

Gen-Set-Analyse
Basierend auf den Ergebnissen der Gen-Analyse wurde ebenfalls mit MAGMA (de Leeuw et al.,
2015) eine Gen-Set-Analyse durchgefiihrt.

Die vier auf Assoziation zum Morbus Menic¢re getesteten Gen-Sets wurden
hypothesengeleitet und basierend auf einer Literaturrecherche zusammengestellt und orientierten
sich an den Hypothesen der autoimmunen, der endokrinen und der ionenhomdostatischen Genese
des Morbus Menicere.

Die Validitdt verwendeter Gen-Sets beziiglicher der zu untersuchenden intrazelluldren

Signalwege stellt in den meisten Gen-Set basierten Untersuchungen ein Problem dar (Mooney &
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Wilmot, 2015). Dies liegt an der unzureichenden Kenntnis vieler zelluldrer Prozesse und zum
anderen an einem intrinsischen Uberlappen vieler Signalwege.

Aufgrund dieser Uberlappung muss entschieden werden, bis zu welcher Interaktionsdistanz
Gene in ein Gen-Set aufgenommen werden sollen. Im komplexen Zusammenspiel vieler
Signalwege im Inneren einer Zelle interagieren viele Signalwege miteinander. Zum sinnvollen
Zusammenstellen eines Gen-Sets miissen dabei die Gene ausgewéhlt werden, die insbesondere
innerhalb eines spezifischen Signalweges eine wichtige Rolle spielen (Maleki et al., 2020).

Grundsitzlich basiert die Gen-Set-Analyse auf der Annahme, dass einige bestimmte
Signalwege eine besondere Rolle in der Pathogenese einer Erkrankung einnehmen. Falls dies nicht
der Fall ist, sind keine signifikanten Assoziationen von Signalwegen zu erwarten. Ob diese
Annahme fiir den Morbus Meniére zutrifft, ist angesichts der ungeklarten Pathophysiologie kaum
zu beurteilen. Zudem ist die Untersuchung von intrazelluldren Signalwegen und der Genexpression
innerhalb des menschlichen Innenohrs methodisch schwierig und entsprechen unzureichend
erforscht. Daher weisen die zusammengestellten Gen-Sets einige Limitationen auf, welche im
Folgenden dargestellt werden sollen.

Der endolymphatische Hydrops gilt als histopathologisches Korrelat des Morbus Meniere
und legt eine Storung des Gleichgewichts aus Produktion und Resorption von Endolymphe nahe.
Wo genau innerhalb des Endolymphraumes diese Stérung auftreten konnte, ist anhand des
endolymphatischen Hydrops allerdings nicht festzustellen (Salt & Plontke, 2010). Die
zusammengestellten Gen-Sets zu dieser Hypothese basierten auf Daten zur Cochlea und dem
endolymphatischen Sack.

Das erste Gen-Set basierte auf einer Studie zur Expression von lonenkanalgenen innerhalb
der Cochlea. In der Studie von Gabashvili et al. (2007) wurde die Genexpression innerhalb der
humanen fetalen Cochlea verglichen mit Expressionsdaten fiir das Corti-Organ der Maus. Als
sicher exprimiert wurden die Gene angenommen, die in beiden Geweben als exprimiert
nachgewiesen werden konnten.

Dies fiihrt zu einer konservativen Annahme dariiber, welche Gene exprimiert werden. Zwar
werden falsch positiv eingeschlossene Gene vermieden, es ist allerdings auch wahrscheinlich, dass
einige Gene von lonenkandlen, die ausschlieBlich im humanen Gewebe exprimiert werden,
aufgrund dieser Methodik nicht eingeschlossen wurden. Eine weitere Limitation dieses Gen-Sets
stellt dar, dass die humanen Daten auf fetalem Gewebe und die murinen Daten auf dem Gewebe

sehr junger Mause basierten (Pompeia et al., 2004). Hierdurch konnte das erstellte Gen-Set die
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Zusammensetzung der lonenkanéle der adulten humanen Cochlea fehlerhaft abbilden. Studien zur
Genexpression von lonenkanilen der menschlichen Cochlea im Altersverlaufum diese Vermutung
zu liberpriifen wurden nicht gefunden. Auch wenn es im Alter zu Verdnderungen der Horschwelle
kommt, bleibt das generelle Horvermogen bis ins hohere Alter erhalten (Gates et al., 1990). Daher
erscheint es wahrscheinlich, dass sich die Zusammensetzung der lonenkanile nicht zu stark dndert
und das Gen-Set auch fiir Fragestellungen zu adulten Probanden geeignet ist.

Das zweite Gen-Set basierte auf Daten zur Proteinzusammensetzung des humanen
endolymphatischen Sacks. Dieser wurde in der Arbeit von Kim et al. im Jahr 2015
massenspektroskopisch untersucht. An wihrend einer Operation gewonnenem Gewebe des
endolymphatischen Sacks wurde eine Fliissigchromatographie mit Massenspektroskopie-
Kopplung durchgefiihrt. Anhand der gewonnenen Daten wurden die vorhandenen lonenkanile und
Transporter bestimmt. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden die Gene fiir das zweite Gen-Set
ausgewidhlt.

Limitation der Daten aus dieser Studie ist vor allem, dass Kim et al. nur die Ergebnisse fiir
Kaliumkanédle unabhdngig von der Massenspektroskopie anhand von Expressionsdaten
exemplarisch validiert haben. Fiir die Expression der anderen Kanéle und Transporter sprechen nur
die massenspektroskopischen Daten (Kim et al., 2015). Die unabhéngige Validierung aller
Ionenkanéle und Transporter wire aufgrund der Mdglichkeit falsch positiver Ergebnisse der
Massenspektroskopie (Nesvizhskii et al., 2007) wiinschenswert. Falls es bei den verwendeten
Ionenkanilen zu systemischen Fehlern gekommen ist konnte dies dazu gefiihrt haben, dass die
Ionenkanalzusammensetzung des endolymphatischen Sacks fehlerhaft abgebildet war. Damit wire
es selbst bei einer Rolle der Ionenkanile bei der Entstehung des Morbus Meniére zu keiner
Assoziation des Gen-Sets gekommen.

Zur Hypothese der hormonellen Ursachen des Morbus Meniere wurde ein kuriertes Gen-
Set der KEGG (Kanehisa et al., 2015) zum Vasopressin/Aquaporin-System verwendet. Das Gen-
Set basiert auf den Daten zu den Verhéltnissen innerhalb der Niere, da angenommen wird, dass die
Signalwege des Vasopressin/Aquaporin-Systems sich innerhalb von Niere und Innenohr dhneln
(Nishioka et al., 2010). Dennoch sind Besonderheiten der Signalwege innerhalb des Innenohrs
wahrscheinlich (Beitz et al., 2003). Derartige Unterschiede fiihren dazu, dass das verwendete Gen-
Set die Hypothese der gestorten lonenhomdostase nicht optimal abbildet. Die von Nishioka et al.
(2010) beschriebenen Ahnlichkeiten legen allerdings nahe, dass es zumindest groBe

Uberschneidungen der beteiligten Genen gibt. Das AusmaB der Uberschneidungen lésst sich
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schwer beurteilen. Eine genauere Untersuchung der endokrinen Einflussfaktoren im Innenohr wére
wiinschenswert und wie fiir die anderen Gen-Sets stellt auch die moglicherweise fehlerhafte
Abbildung der Signalwege im Innenohr eine mdgliche Erkldrung fiir die nicht signifikante
Assoziation des Gen-Sets dar.

Das Gen-Set zur Hypothese der autoimmunen Entstehung des Morbus Meniere basierte auf
den Genen des TWEAK/Fn14 Signalwegs. Der TWEAK-Signalweg wurde im Zusammenhang mit
verschiedenen Autoimmunerkrankungen beschrieben (Kamijo et al., 2008; Xia et al., 2015). Es
zeigten sich auch abweichende Expressionswerte bei dem Lupus erythematodes (Schwartz et al.,
2009) und der rheumatoiden Arthritis (van Kuijk et al., 2010).

Fiir diesen Signalweg wurden in einer genetischen Assoziationsstudie von (Frejo et al.)
Hinweise auf einen Zusammenhang mit dem Morbus Meniere erbracht. Frejo et al. hatten zunéchst
in einer Assoziationsstudie den signifikant mit dem bilateralen Morbus Meni¢re assoziierten SNV
rs4947296 in der Ndhe der Gene HLA-A, -B und -C identifiziert. Fiir diesen SNV wurden daraufhin
Genexpressionsprofile aus mononukledren Zellen des peripheren Blutes von Patienten erstellt.
Dazu wurden die Genexpressionsprofile zwischen den Trigern der beiden jeweiligen homozygoten
Genotypen des identifizierten SNVs in Zellen von Patienten verglichen. Anhand der gewonnenen
Daten wurde eine Signalwegsanalyse durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich, dass insbesondere Gene
von Signalwegen des Immunsystems bei den verschiedenen Genotypen unterschiedlich stark
exprimiert wurden. Das stérkste Assoziationssignal zeigte sich dabei fiir den TWEAK/Fnl14-
Signalweg. Das zur Testung verwendete Gen-Set wurde einer Arbeit von Bhattacharjee et al.
(2012) entnommen. In der Publikation stellten sie basierend auf einer Literaturrecherche ein Gen-
Set fiir den TWEAK/Fnl4-Signalweg zusammen. Da dieser Signalwegs allerdings noch
unzureichend charakterisiert ist (Burkly et al., 2011), muss auch hier von einer eingeschrankten
Validitit des Gen-Sets ausgegangen werden womit die ausgebliebene Assoziation des Gen-Sets
nur eine beschrinkte Aussagekraft hat.

Zur Hypothese der Durchblutungsstérung wurde kein Gen-Set zusammengestellt. Da die
Durchblutung durch zahlreiche, in verschiedenen Geweben ablaufende zellulire Prozesse
beeinflusst wird, erschien die Auswahl eines oder weniger plausibler Signalwege als nicht
erfolgsversprechend.

Neben den Schwierigkeiten bei der Definition der Gen-Sets fiihren auch alle Probleme einer
reduzierten Power der genbasierten Testung, insbesondere durch eine geringe Probandenzahl, zu

einer eingeschrinkten Power der Gen-Set-Analyse (de Leeuw et al., 2015).
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4.2 Ergebnisse
Da es Hinweise auf das Vorliegen genetischer Faktoren in der Entstehung des Morbus Meniére

gibt, wurde in dieser Arbeit eine Gen- und Gen-Set-basierte Analyse durchgefiihrt.

Gen-Analyse
Fast alle bisherigen genetischen Assoziationsstudien zum Morbus Meniere basierten auf
Kandidatengenen. Dabei wurden nur die SNVs einiger weniger Gene oder einzelne SNVs
genotypisiert, fiir die aufgrund der Hypothesen zur Pathophysiologie des Morbus Meniére eine
relativ hohe Wahrscheinlichkeit fiir eine Assoziation angenommen wurde (Dot et al., 2005; Furuta
et al,, 2011; Mallur et al., 2010). In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Testung der Gene
hypothesenfrei, wodurch auch bisher nicht vermutete mogliche Atiologien untersucht werden
konnten (Kitsios & Zintzaras, 2009). Insbesondere da beim Morbus Meniére viele Unklarheiten in
der Pathogenese vorliegen (Oberman et al., 2017), ist dies von Vorteil.

Bei der Testung zeigte sich eine Assoziation des Auftretens des Morbus Meniére mit dem
SNX20-Gen. Daraufhin wurden die SNVs der Region um SNX20 und NOD?2 separat auf eine

Assoziation zum Morbus Meniére untersucht.

Untersuchung von SNX20 und NOD2
Bei der genaueren Betrachtung der SNVs in der Umgebung von SNX20 und NOD2 zeigten
32 SNVs eine signifikante Assoziation mit dem Morbus Meniere. Aufgrund der Vorselektion
dieser Region durch die genbasierte Testung ist dieses Assoziationssignal allerdings nicht als
unabhdngiges Ergebnis zu betrachten. Die assoziierten SNVs befanden sich groBtenteils in dem
Bereich zwischen den beiden Genen, die in entgegengesetzte Richtungen transkribiert werden. Der
SNV mit dem niedrigsten p-Wert war rs4785448 mit einem p-Wert von 1,76 x 10~ bei einem
Signifikanzniveau von 3,4 x 10, Da sich alle signifikant assoziierten SNVs in der Population
zentraleuropdischer Abstammung (CEU) des 1000 Genomes Projects (The Genomes Project
Consortium, 2015) im Kopplungsungleichgewicht mit rs4785448 befanden, handelt es sich hierbei
nicht um jeweils unabhéngige Loci sondern um ein einziges Assoziationssignal eines Haplotypen,
der Anteile beider Gene umfasst (siche Abbildung 5, Seite 40).

In bisherigen Studien zeigten Varianten von NOD2 eine Assoziation zu verschiedenen
Erkrankungen, in deren Pathogenese das Immunsystem involviert ist. Es zeigte sich die
Assoziation mit dem Auftreten des Morbus Crohn, einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung

in deren Pathogenese immunologische Prozesse eine Rolle spielen (Barrett et al., 2008; Hugot et
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al.,, 2001). Varianten von SNX20 und NOD2 zeigten in einer chinesischen Population eine
Assoziation mit dem Auftreten von Lepra, einer chronischen bakteriellen Infektionskrankheit (H.
Liu et al., 2015; Zhang et al., 2009). Zudem wird eine seltene erbliche Erkrankung, das Blau-
Syndrom, durch Mutationen des NOD2-Gens verursacht. Diese Krankheit zeichnet sich durch das
Auftreten von granulomatdsen Entziindungen in unterschiedlichen Geweben aus (Wouters et al.,
2014).

Neben diesen epidemiologischen Ergebnissen legen auch experimentelle Arbeiten
immunologische Funktionen der beiden Gene nahe. Fiir das SNX20-Protein konnte bisher eine
Funktion bei der endosomalen Lokalisation von PSGL-1 gezeigt werden (Schaff et al., 2008).
PSGL-1 interagiert mit verschiedenen Membranproteinen von Leukozyten, die eine Rolle bei der
Interaktion mit dem Endothel und der Rekrutierung in das umliegende Gewebe spielen (Carlow et
al., 2009). Zusitzlich zu dieser Funktion von SNX20 konnte fiir NOD2 eine Funktion in
verschiedenen immunologischen Prozessen gezeigt werden. NOD2 kann Muramyl-Dipeptid, ein
bakterielles Zellprodukt, erkennen und darauthin iiber RIPK2 den NF-kB-Signalweg aktivieren
(Park et al., 2007). Dieser ist ein wichtiger Mediator verschiedener Entziindungsprozesse
(Lawrence, 2009). Zudem aktiviert NOD2 unabhéngig von NF-kB die Autophagozytose von
Bakterien und lenkt sie an den Ort der Zellmembran, an dem bakterielle Produkte detektiert wurden
(Travassos et al., 2010).

Beziiglich regulatorischer Elemente der beiden Gene konnte in einem Modell fiir die
Aktivierung von Makrophagen durch Lipopolysaccharide gezeigt werden, dass SNX20 und NOD2
ein dhnliches Aktivierungsmuster aufweisen, was auf einen gemeinsamen regulatorischen Faktor
hinweist (Baillie et al., 2017). Naranbhai et al. untersuchten an 101 gesunden europdischen
Probanden den Einfluss von SNVs auf die Genexpression von neutrophilen Granulozyten. Dabei
zeigte sich eine Assoziation von rs1981760-T mit einer erhohten Expression von NOD2 und
SNX20 in neutrophilen Granulozyten (Naranbhai et al., 2015). Dieses Ergebnis konnte auch in
einem unabhédngigen Probandenkollektiv repliziert werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass
der Einfluss auf die Expression von NOD2 und SNX20 durch rs1981760 vermutlich iiber eine
Modifikation der Bindungsaffinitdit von STAT3, einem Transkriptionsfaktor, vermittelt wird
(Naranbhai et al., 2015). rs1981760 steht in der CEU-Population des 1000 Genomes Projects
beziiglich 2 und D' in vollstindigem Kopplungsungleichgewicht zu rs4785448, dem in der

vorliegenden Arbeit in der regionalen Analyse am stirksten mit dem Morbus Meniére assoziierten
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SNV. Der regulatorische Effekt von rs1981760 erscheint damit als plausibler Mechanismus zur
Erklarung der Assoziationsergebnisse der vorliegenden Arbeit.

Die Funktion von NOD2 und SNX20 wurde insbesondere in Immunzellen des Blutes
gezeigt. Entsprechend erscheint als Wirkungsmechanismus des assoziierten Locus eine
Beeinflussung der Genexpression und Aktivierbarkeit von Immunzellen am wahrscheinlichsten.
Bisherige Arbeiten zu immunologischen Prozessen im Innenohr legten den endolymphatischen
Sack als primédren Ort immunologischer Reaktionen des Innenohrs nahe. In diesem Gewebe
wurden auch Immunzellen nachgewiesen, was eine Involvierung dieser in der Entstehung des
endolymphatischen Hydrops ermoglicht (Kdmpfe Nordstrom et al., 2019).

Insgesamt lassen diese Ergebnisse eine Rolle immunologischer Prozesse in der
Pathogenese des Morbus Meniere plausibel erscheinen. Da es sich bei den vorliegenden
Ergebnissen jedoch um statistische Resultate handelt, ist eine Replikation in einem weiteren
Probandenkollektiv mit moglichst hohen Fallzahlen wiinschenswert, um die externe Validitdt der

Assoziation zu bestitigen.

Gen-Set-Analyse

Um die verschiedenen Hypothesen zur Entstehung des Morbus Menicre zu testen, wurden Gen-
Sets zum Vasopressin/Aquaporin-System, dem TWEAK/Fn14-Signalweg, den lonenkanélen der
Cochlea und den Ionenkanilen des endlymphatischen Sacks zusammengestellt und getestet. Das
Gen-Set zum TWEAK/Fnl4-Signalweg basierte dabei auf der Hypothese einer autoimmunen
Ursache des Morbus Meniéere. Dieser Signalweg wurde ausgewihlt, da Frejo et al. (2017) die
Assoziation einer genetischen Variante, die regulatorische Effekte auf den TWEAK/Fnl14-
Signalweg hatte, mit dem Morbus Menié¢re zeigen konnten.

In der Gen-Set-Analyse zeigte keines der untersuchten Gen-Sets in der kompetitiven
Testung eine signifikante Assoziation zum Morbus Meniére. Eine mdgliche Ursache dafiir konnte
in einer zu geringen Power zur Detektion einer Assoziation aufgrund einer zu geringen
Probandenzahl bestehen (Hong & Park, 2012).

Daneben kann das negative Ergebnis auch daran liegen, dass die Gen-Sets die
unterschiedlichen Hypothesen nicht korrekt abbilden. Bei der Zusammenstellung von Gen-Sets
stellt sich immer die Frage, inwiefern diese einen zu untersuchenden biologischen Prozess korrekt
abbilden (Mooney & Wilmot, 2015). Mogliche Ursachen fiir eine fehlerhafte Abbildung wurden

im Methodenabschnitt diskutiert. Neben diesem Problem kommt es auch bei der Zuordnung von
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SNVs zu Genen dazu, dass nicht alle SNVs, die einen Einfluss auf ein bestimmtes Gen haben,
tatsdchlich diesem zugeordnet werden. Auch dieser Umstand reduziert die Power zur Detektion
der Assoziation eines Gen-Sets. Zwar kann die Abwesenheit einer Assoziation auch dadurch
bedingt sein, dass die Hypothesen tatsdchlich nicht zutreffen (Fridley & Biernacka, 2011),
angesichts der zwangsldufig eingeschrinkten Validitit der Gen-Sets und beschrinkten

Probandenzahl lassen sich die Ergebnisse allerdings nicht eindeutig interpretieren.

4.3 Ausblick

Die Pathophysiologie des Morbus Meniére bleibt angesichts der inkonsistenten und negativen
Ergebnisse verschiedener genetischer Assoziationsstudien und therapeutischer Ansétze weiterhin
unklar. Die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Assoziation von SNX20 bzw. einem Haplotyp
mit regulatorischem Effekt auf SNX20 und NOD?2 liefert Hinweise darauf, dass in der
Pathophysiologie des Morbus Meniére immunologische Prozesse involviert sind.

Die jeweiligen Effektstirken durch genetische Varianten sind allerdings gering, womit der
Morbus Menicre weiterhin als multifaktorielle Erkrankung betrachtete werden muss. Zur weiteren
Erforschung moglicher Umweltfaktoren, die zur Entstehung des Morbus Meniére beitragen, wiren
klinische Fall-Kontroll-Studien zu moglichen auslésenden Faktoren und weitere Untersuchungen
zur Komorbiditdt mit anderen, insbesondere autoimmunen, Erkrankungen wiinschenswert.

Allgemein hat sich gezeigt, dass genomweite Assoziationsstudien insbesondere durch
groBere Fallzahlen eine erhohte Power zur Detektion assoziierter Varianten erhalten. Aufgrund der
relativen Seltenheit und schwierigen Diagnostik des Morbus Menicre ergeben sich hier Probleme
bei der Rekrutierung einer ausreichenden Anzahl von Patienten. Angesichts dieser Faktoren wéren
zum einen neue Studien mit groBeren Fallzahlen und zum anderen Metaanalysen basierend auf
mehreren Probandenkollektiven wiinschenswert. Neben einer Erh6hung der Probandenzahl ist
auch die Erfassung seltener SNVs eine vielversprechende Methode zur Detektion weiterer
genetischer Einflussfaktoren auf den Morbus Meniére.

Auch Methoden zur funktionellen Assoziationsanalyse auf dem Level von Genen und Gen-
Sets durch bioinformatische Methoden konnten dazu beitragen, die Pathophysiologie des Morbus
Menicére aufzuklaren, um so letztendlich neuartige therapeutische und diagnostische Moglichkeiten

zu entwickeln.
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