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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Der Morbus Meniére ist eine chronische Innenohrerkrankung, welche sich durch
Schwindelepisoden, Schwerhdrigkeit, Ohrdruck und Tinnitus &uBert. Diese Symptome
bedeuten flr viele Patient*innen eine deutliche Einschrankung der Lebensqualitat im Alltag.
Obwohl die Ursachen des Morbus Meniére noch unklar sind, wird eine multifaktorielle Genese
angenommen, wobei genetische Faktoren eine Rolle zu spielen scheinen. Zwar konnten in
betroffenen Familien verschiedene krankheitsassoziierte Genloci identifiziert werden, was fir
die Heterogenitdt der Krankheitsentstehung spricht, jedoch gibt es bisher keine
abschlieBenden Erkenntnisse zu Varianten in Genen, die das Krankheitsrisiko erhéhen.

Verschiedene Kandidatengene wurden in der Vergangenheit im Zusammenhang mit Morbus
Meniere untersucht, wobei insbesondere solche Gene betrachtet wurden, fir die eine
Beteiligung an der Pathogenese diskutiert wird. Aufgrund bisheriger Befunde, die eine
Beteiligung des Immunsystems bei der Entstehung des Morbus Meniére nahelegen, standen
unter anderem dem Immunsystem zugeordnete Gene im Fokus. Darunter zahlen das
Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA4)-Gen und das Protein tyrosine
phosphatase, non-receptor type 22 (lymphoid) (PTPN22)-Gen.

CTLA4 gehort zu den T-Zellrezeptormolekilen und spielt eine wichtige hemmende Rolle bei
der T-Zell-vermittelten Immunantwort. Bei PTPN22 handelt es sich um eine
Proteintyrosinphosphatase, welche ebenfalls an der Regulation der Aktivierung von T-Zellen
beteiligt ist. Fir Polymorphismen in beiden Genen wurden in der Vergangenheit signifikante
Assoziationen mit autoimmunvermittelten Erkrankungen beschrieben. Beide Gene wurden in
einer Studie von Lopez-Escamez et al. (2010) im Zusammenhang mit Morbus Meniére
untersucht. Hierbei konnte eine signifikante Assoziation eines Einzelnukleotidpolymorphismus
(SNP) im PTPN22-Gen mit der Erkrankung gezeigt werden. Eine Assoziation mit genetischen
Varianten des CTLA4-Gens fand sich in dieser Studie nicht. Aufgrund dieser vermuteten
Zusammenhénge und erhobenen Ergebnisse wurden die beiden Gene fiir die hier vorliegende
Studie ausgewahilt.

In der hier durchgefihrten Fall-Kontroll-Assoziationsstudie wurden sechs SNPs in der CTLA4-
Genregion und fiinfzehn SNPs in der PTPN22-Genregion bezlglich ihrer Assoziation mit
Morbus Meniere untersucht. Hierflr wurde eine Stichprobe von 314 Meniérepatient*innen und
494 gesunden Proband*innen rekrutiert. Die Genotypisierung der Polymorphismen erfolgte
nach Blutgewinnung und DNA-Extraktion mittels SNP-Chips. Die Assoziationsanalyse wurde
mittels einer logistischen Regression durchgefihrt.
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Es zeigten sich folgende Ergebnisse:

1. Die genetischen Varianten rs11571317 (p=0,033) und rs3087243 (p=0,019) sowie die
Haplotypen AG (Block 1: rs11571315, rs733618) und AAAG (Block 2: rs11571317,
rs231775, rs3087243, rs231726) im CTLA4-Gen zeigten nominal signifikante
Assoziationen mit der Erkrankung.

2. Fir das PTPN22-Gen konnten keine signifikanten Ergebnisse gezeigt werden.

Diese Ergebnisse sprechen flr eine mdgliche Rolle des CTLA4-Gens als Kandidatenlocus fir
den Morbus Meniére, wahrend die Studie von Lopez-Escamez et al. (2010) einen Hinweis flr
die Beteiligung des PTPN22-Gens identifizierte.

Die heterogenen Ergebnisse lassen sich am ehesten mit den fir die Untersuchung komplexer
Erkrankungen relativ niedrigen Stichproben, sowohl in der vorliegenden Studie als auch in der
Studie von Lopez-Escamez et al. (2010), erklaren. Auch die unterschiedlichen Populationen
mit vorwiegend deutschen Personen in der vorliegenden Studie versus spanischen
Patient*innen bei Lopez-Escamez et al. (2010) kénnen zu unterschiedlichen Ergebnissen
beitragen. Es bedarf deshalb in Zukunft multizentrischer multinationaler Studien mit sehr
groBen Stichproben, auch mit Kohorten unterschiedlicher Abstammung, um diese

Fragestellungen detaillierter untersuchen zu kénnen.

Neue Erkenntnisse zu genetischen Einflussfaktoren bei der Entstehung des Morbus Meniére
kénnen helfen, die Pathomechanismen der Erkrankung besser zu verstehen und somit

diagnostische und therapeutische Méglichkeiten zu spezifizieren.
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1. Einleitung
1.1 Ubersicht zum Morbus Meniére

1.1.1 Symptomatik und aktuelle Klassifizierung

Der Morbus Meniére ist eine chronische Erkrankung des Innenohrs, welche typischerweise mit
rezidivierenden Schwindelepisoden, einer Hérminderung im Tieftonbereich, Ohrdruck und
Tinnitus einhergeht (Harcourt et al., 2014). Die Krankheit ist nach dem franzésischen Arzt
Prosper Meniére (1799-1862) benannt. Er fihrte die Krankheitssymptome, welche bis dahin
einer Erkrankung des Gehirns zugeschrieben worden waren, im Jahre 1861 erstmals auf eine
Stérung im Innenohr zurlick (Hawkins, 2005). 1938 konnten zwei Forschungsgruppen an post-
mortem-Préaparaten die Erweiterung des mit Endolymphe gefiillten Saccus endolymphaticus
im Os temporale als pathologisches Korrelat des Morbus Meniére darstellen (Hallpike &
Cairns, 1938; Yamakawa, 1938).

Die 1995 von der AAO-HNS (American Academy of Otolaryngology-Head and Neck Surgery)
entwickelten Diagnosekriterien fanden lange Zeit Anwendung (Commitee on Hearing and
Equilibrium, 1995). Die Diagnosestellung nach den Kriterien der AAO-HNS erfolgte nach
folgender Einteilung:

- Sichere Meniéreerkrankung: Eindeutige Meniéreerkrankung plus histopathologischer
Nachweis eines Endolymphhydrops

- Eindeutige Meniéreerkrankung
e Zwei oder mehr eindeutige spontane Schwindelepisoden von mindestens 20 Minuten
Dauer
e Audiometrisch nachgewiesene Hérminderung zu mindestens einem Zeitpunkt
e Tinnitus oder Druckgefihl im betroffenen Ohr

e Nicht auf eine andere Erkrankung zurtickzufiihren

- Wabhrscheinliche Meniereerkrankung
e Eine eindeutige Schwindelepisode
e Audiometrisch nachgewiesene H6rminderung zu mindestens einem Zeitpunkt
e Tinnitus oder Druckgefihl im betroffenen Ohr

e Nicht auf eine andere Erkrankung zurtickzufiihren
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- Mdgliche Meniéreerkrankung
e Meniéretypische  Schwindelepisoden = ohne  audiometrisch  nachgewiesene
Hoérminderung oder
e Fluktuierender oder dauerhafter sensorineuraler Horverlust mit Gleichgewichtsstérung,
aber ohne eindeutige Schwindelepisoden

¢ Nicht auf eine andere Erkrankung zurtickzufiihren

2015 wurde eine Uberarbeitete Liste von Diagnosekriterien von einem internationalen Komitee
mehrerer Forschungsgruppen, das von der Barany Society gegriindet wurde, herausgegeben,
die die Diagnosestellung vereinfachen soll (Lopez-Escamez et al., 2015).

Hierbei wurde sich auf zwei Gruppen beschrankt: Patient*innen mit sicherem Morbus Meniére
und Patient*innen mit wahrscheinlichem Morbus Meniére. Es wurde sich auf klinische und
apparative Parameter fir die Diagnosestellung geeinigt, der Nachweis eines
Endolymphhydrops spielt aufgrund der beschrankten Durchfiihrbarkeit in der Praxis keine
Rolle mehr. Die aktuellen Kriterien der Barany-Gesellschaft lauten wie folgt (Lopez-Escamez
et al., 2015):

- Morbus Meniere
A) Zwei oder mehr Schwindelattacken von 20 Minuten bis 12 Stunden Dauer
B) Nachgewiesene Ho6rminderung (<2000 Hz, mindestens -30 dB), assoziiert mit
Schwindelattacke, d.h. +/- 24h
C) Fluktuierende Ohrsymptome (H&rminderung, Tinnitus oder Ohrdruck im betroffenen
Ohr)
D) Nicht besser erklart durch andere Erkrankungen

- Wabhrscheinlicher Morbus Meniére
A) Zwei oder mehr Episoden mit Dreh- oder Schwankschwindel von 20 Minuten bis 24
Stunden Dauer.
B) Fluktuierende Ohrsymptome (Hérminderung, Tinnitus oder Ohrdruck im betroffenen
Ohr)
C) Nicht besser erklart durch andere Erkrankungen

Der Krankheitsfortschritt wird nach Empfehlung der AAO-HNS in 4 Stadien eingeteilt. Hierfur
wird der Mittelwert der Horschwellen fur die Tonhdéhen 0,5, 1, 2 und 3 kHz gebildet. Bei einer
durchschnittlichen Hérschwelle von <25 dB spricht man von Stadium 1, bei 26-40 dB handelt
es sich um Stadium 2, bei 41-70 dB um Stadium 3 und bei einer ermittelten Hérschwelle von
>70 dB um Stadium 4 (Committee on Hearing and Equilibrium, 1995). Der Hérverlust war in
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Untersuchungen haufig von fluktuierendem Charakter, das Hérvermégen verschlechterte sich
in einer Studie von Havia et al. (2002) an 243 Patient*innen mit eindeutig diagnostiziertem
Morbus Meniére bei 55% der untersuchten Personen wahrend einer Schwindelattacke.
Langfristig nahm das H6rvermdgen, wie Huppert et al. (2010) aufzeigten, in der Anfangsphase
der Erkrankung ab und stabilisierte sich nach 5-10 Jahren Krankheitsdauer bei einer
H6rminderung mit einer durchschnittlichen Hérschwelle von 50 bis 60 dB. Typischerweise sind
vor allem tiefe Frequenzen betroffen, es konnte allerdings gezeigt werden, dass im Verlauf der
Erkrankung tendenziell das Hérvermdgen im kompletten Frequenzbereich eingeschrankt sein
kann (Zhang et al., 2016).

Die Tinnitussymptomatik blieb laut einer Studie von Zhang et al. (2016) im Laufe der Zeit oft
auch auBerhalb der Erkrankungsattacken erhalten. Es handelte sich hierbei meist um
Tinnitusfrequenzen, die sich, wie der typische Hérverlust, im Tieftonbereich bewegten. Ein die
Schwindelattacken begleitendes Ohrdruckgefihl ist ein hdufiges Symptom. Laut Gurkov et al.
(2019) gab mehr als die Halfte der untersuchten Proband*innen in einer Studie an 249
Patient*innen mit kernspintomographisch nachgewiesenem Endolymphhydrops Ohrdruck als
Symptom an.

Der Schwindel bei Morbus Meniére tritt typischerweise attackenférmig auf. Laut einer Studie
von Gurkov et al. (2019) litten 81,1% der Patient*innen unter einem Drehschwindel, 46,6%
gaben einen Schwankschwindel an (gegebenenfalls in Kombination mit Drehschwindel) und
32,5% beschrieben ein Benommenheitsgefiihl. Bei etwa einem Viertel der Teilnehmer*innen
kam es hierdurch zu einer erhéhten Sturzneigung. Die Dauer der Schwindelepisoden betrug
meist zwischen 20 Minuten und 4 Stunden. Selten wurde aber auch eine Dauer bis zu 48
Stunden angegeben. Die haufigsten vegetativen Begleitsymptome waren Ubelkeit, Erbrechen
und starkes Schwitzen.

In einer retrospektiven Studie an Patient*innen einer chinesischen HNO-KIlinik mit nach AAO-
HNS-Kriterien eindeutig diagnostiziertem Morbus Meniére auBerte sich die Erkrankung bei
Uber der Halfte der Patient*innen zu Beginn ausschlieBlich mit cochledren Symptomen wie
Horverlust und Tinnitus (Zhang et al., 2016). Diese Beobachtung konnte in einer Studie des
Deutschen Schwindelzentrums bestatigt werden (Gulrkov et al., 2019). Wie in einer finnischen
Studie gezeigt werden konnte, entwickelten etwa 20% der Patient*innen erst nach Gber 5
Jahren Erkrankungsdauer den kompletten Symptomkomplex aus Schwindel und Hérverlust
(Pyykko et al., 2013).

Die Erkrankung kann uni- oder bilateral auftreten, wobei etwa 50% der einseitigen Formen laut
einer Studie von Paparella (1991) im Laufe des Lebens auf beide Ohren Ubergingen. Ein
Review von Huppert et al. (2010), der 46 Studien mit insgesamt 7852 Patient*innen
betrachtete, konnte diese Zahlen bestatigen. Hier betrug der Anteil der Patient*innen, bei
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denen es innerhalb von 10 Jahren zu einem beidseitigen Auftreten der Erkrankung kam, bis
zu 35%. Innerhalb von 20 Jahren waren bei bis zu 47% der Patient*innen beide Ohren
betroffen. Hinzu kommt, dass gehauft Begleiterkrankungen wie vestibulare Migréane
dokumentiert werden konnten, deren Symptome denen von Morbus Meniére ahneln kénnen
(Tyrrell et al., 2014) und deren Diagnosestellung meist noch ausschlielich auf klinischen
Kriterien beruht (Pyykkd et al., 2013). Deshalb ist es vor allem in frihen Krankheitsstadien
schwierig, eine sichere Diagnose zu stellen. Laut Zhang et al. (2016) betrug die Zeit bei einem
Kollektiv von 115 Meniérepatient*innen vom ersten Auftreten von Symptomen bis zur
endgultigen Diagnosestellung im Median 3 Jahre. Die Darstellung eines Endolymphhydrops
kann die Diagnosestellung unterstitzen und wird in Zukunft moglicherweise durch den Einsatz
der MRT-Bildgebung erleichtert werden. Zuvor war dieser Nachweis erst post mortem mittels
histologischer Schnitte méglich (Naganawa & Nakashima, 2014).

Viele Meniéere-Patient*innen erleiden durch ihre Erkrankung starke Einschrankungen im Alltag
und psychische Belastungen. Vor allem die unvorhersehbaren Schwindelanfalle flhrten in
mehreren Studien zu einer reduzierten Lebensqualitdt, da aus Angst vor einem Anfall
alltagliche Aktivitaten wie Autofahren oder Treppensteigen vermieden wurden, was zum
Verlust sozialer Kontakte, eingeschrankten Freizeitaktivitaten und Problemen am Arbeitsplatz
fOhrte (Yardley et al., 2003; Petri et al., 2017). Patient*innen mit Morbus Meniere hatten
signifikant haufiger Angststérungen und Depressionen als gesunde Kontrollen (Wu et al.,
2012).

1.1.2 Epidemiologie

Da nur wenige epidemiologische Studien zum Vorkommen von Morbus Meniére existieren
(Tyrrell et al., 2014) und die Pravalenzwerte innerhalb dieser stark schwanken, Iasst sich die
Haufigkeit der Erkrankung nur abschéatzen. In Studien, die in Landern mit vorwiegend weiBer
Population durchgeflihrt wurden, bewegte sich die Pravalenz zwischen 0,043% in einer
finnischen Population (Kotiméki et al., 1999) und 0,12% in einer deutschen Population (Radtke
et al., 2008). Eine andere Studie aus Sidfinnland fand sogar Pravalenzwerte von 0,513%
(Havia et al., 2005). Eine retrospektive Studie aus Japan zeigte fur die Jahre 1990-2004 eine
durchschnittliche Pravalenz von nur 0,035% (Shojaku et al., 2005). Um die Pravalenz von
Morbus Meniere in den USA zu schatzen, wurden in einer Studie von Harris & Alexander
(2010) Datenbanken mit tGber 60 Millionen Patient*innen analysiert. Hier zeigten sich Werte
von 0,19%. Es zeigen sich also erhebliche Schwankungen in der Pravalenz bei
unterschiedlichen Ethnizitaten.

Frauen hatten in einer Querschnittsstudie im Vereinigten Kdnigreich ein etwa 1,4fach erhéhtes
Erkrankungsrisiko im Vergleich zu Mannern, weiterhin waren haufiger WeiBe und
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Ubergewichtige an Morbus Meniére erkrankt (Tyrrell et al., 2014). Der Haufigkeitsgipfel der
Erkrankung befand sich laut Harcourt et al. (2014) im vierten bis sechsten Lebensjahrzehnt.
Die meisten Falle von Morbus Meniére treten sporadisch auf, allerdings gibt es auch familiar
gehaufte Erkrankungen, in einer Studie von Requena et al. (2014) betraf dies in der
europaischen Bevdlkerung etwa acht Prozent der Patient*innen.

1.1.3 Pathogenese

Die gangige Hypothese zur Pathogenese des Morbus Meniére besagt, dass es zu einer
Ausdehnung der Endolymphraume im Innenohr kommt. Man spricht hierbei von einem
Endolymphhydrops. Zum weiteren Verstandnis ist eine grundlegende Kenntnis der Anatomie
des Innenohrs wichtig, die nachfolgend zusammengefasst erlautert wird.

Anatomie des Innenohrs

Das Innenohr befindet sich im Felsenbein und beinhaltet sowohl das Hoér- als auch das
Gleichgewichtsorgan. Abbildung 1 zeigt den Aufbau des Innenohrs mit den Gleichgewichts-
und Hérorganen. Es kann in ein knéchernes und ein hautiges Labyrinth eingeteilt werden. Das
kndcherne Labyrinth ist mit kaliumarmer, natriumreicher Perilymphe gefillt. In diese
eingebettet liegt das hautige Labyrinth, welches mit kaliumreicher, natriumarmer Endolymphe
gefallt ist.

Das Hérorgan befindet sich in der Cochlea, welche in drei Génge aufgeteilt werden kann. In
Abbildung 2 ist ein Querschnitt durch die Cochlea zu sehen. Die duBeren, mit Perilymphe
geflllten Gange werden Scala vestibuli und Scala tympani genannt. Die oben liegende Scala
vestibuli kommuniziert Gber das ovale Fenster, welches vom Steigbtigel verschlossen wird, mit
dem Mittelohr. Die unten liegende Scala tympani ist durch das mit einer Membran
verschlossene runde Fenster vom Mittelohr getrennt. Zwischen Scala vestibuli und Scala
tympani befindet sich die mit Endolymphe geflllte Scala media. Die Reissnermembran trennt
Scala media und Scala vestibuli voneinander. Zwischen Scala media und Scala tympani liegt
die Basilarmembran, auf der sich das Corti-Organ, das eigentliche Hérorgan mit den
Haarzellen, befindet. Die auBere Wand der Scala media wird Ligamentum spirale genannt,
hier sitzt die Stria vascularis, der Ort der Endolymphproduktion.

Zwischen Cochlea und Bogengéngen befindet sich das Vestibulum. Dieses beinhaltet
Sacculus und Utriculus, die Vorhofséckchen, welche lineare Beschleunigungsbewegungen
wahrnehmen. Ans Vestibulum schlieBen sich die drei Bogengéange zur Wahrnehmung von
Drehbeschleunigungen an.

Auch im Gleichgewichtsorgan kénnen kndchernes Labyrinth (geflllt mit Perilymphe) und
hautiges Labyrinth (gefillt mit Endolymphe) unterschieden werden. Neben dem Sacculus
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verlauft der Ductus endolymphaticus zur Ableitung von Endolymphe in den Saccus
endolymphaticus an der Hinterwand des Felsenbeines (Ekdale, 2016; Pfaff et al., 2019).

Bogengange
anteriar
horizontal

postenaor

Scala vestibuli

Scala tympani

- Knéchemes Labyrinth Cochiea _|

I Hautiges Labyrinth

Abbildung 1: Anatomie des Innenohrs
(Aus dem Englischen nach Blausen.com staff: BruceBlaus, 2014)
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Scala vestibuli

Reissner-Membran

Stria

) vascularis
Tektorialmembran

Scala media

2

H

o
: Corti-Organ
innere ' I ?.‘

S
S O

Tunnel duRere Basilarmembran
Haarzellen

Nervus vestibulocochlearis
(Ramus cochlearis)

Scala tympani

Abbildung 2: Querschnitt durch die Cochlea
Blau eingeférbte Bereiche sind mit Perilymphe geflillt, grin eingeféarbte Bereiche mit
Endolymphe. (Wikimedia Commons contributors: en-us Oarih, 2017)

Pathogenese des Morbus Meniére

Zu einem Endolymphhydrops kann es durch eine eingeschréankte Absorption der Endolymphe
im Ductus und Saccus endolymphaticus oder durch eine UberméaBige Produktion in der Stria
vascularis kommen. Durch den aus dem Hydrops folgenden Uberdruck kann es zu einer
erhéhten Membrandurchléssigkeit und dadurch zur Verschiebung des osmotischen
Gleichgewichts zwischen der kaliumreichen Endolymphe und der kaliumarmen Perilymphe
kommen. Dieses Ungleichgewicht kénnte fir die Krankheitssymptome ursé&chlich sein. In etwa
einem Drittel der Félle lieB3 sich sogar ein Einriss der Reissner-Membran zwischen Scala media
und Scala vestibuli nachweisen (Paparella & Djalilian, 2002). Die Symptome kdnnten laut
Mancini et al. (2002) aber auch durch eine mechanische Beeintrachtigung der Hér- und
Gleichgewichtsorgane durch die raumliche Ausdehnung des Endolymphraums hervorgerufen
werden. Abbildung 3 zeigt eine schematische Darstellung eines Endolymphhydrops.
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Cochlea

Abbildung 3: Schematische Zeichnung des Innenohrs und des Endolymphhydrops als
Mechanismus bei Morbus Meniére

Das Innenohr besteht aus Cochlea, Vestibulum und Saccus endolymphaticus (ES). Der
Utriculus (U), Sacculus (S) und die Bogengange (SCCs) bilden das vestibulare Organ. A:
Normale Innenohrstruktur. B: Endolymphhydrops bei Patient*innen mit Morbus Meniére.

aus dem Englischen nach Kim et al. (2014)

Es scheint jedoch nicht jeder Endolymphhydrops zu Symptomen eines Morbus Meniére zu
fhren. Im Rahmen einer Doppelblindstudie von Merchant et al. (2005), bei der
Temporalknochenpréaparate auf das Vorliegen eines Endolymphhydrops hin untersucht
wurden, konnte dieser zwar bei allen 28 Patient*innen mit klinisch diagnostiziertem Morbus
Meniére nachgewiesen werden, allerdings waren bei 9 von 35 Proband*innen mit
histopathologisch nachgewiesenem idiopathischem Endolymphhydrops nie klinische Zeichen
von Morbus Meniére aufgetreten. Ein endolymphatischer Hydrops sollte somit laut Merchant
(2005) eher als Marker der Erkrankung angesehen werden denn als direkte Ursache.

1.1.4 Einflussfaktoren

Morbus Meniére wird als idiopathische Erkrankung angesehen, da die genauen Ursachen und
die Pathophysiologie bis heute ungeklart sind. Es konnten verschiedene mit der Erkrankung
assoziierte Einflussfaktoren wie Allergien, Infektionen, Autoimmunvorgénge oder genetische
Veranlagungen identifiziert werden, die zur multifaktoriellen Entstehung der Krankheit
beitragen kénnten (Gates, 2006; Paparella, 1991).

Allergene

Der Einfluss von Allergenen auf die Entstehung von Morbus Meniére wurde bereits in
zahlreichen Studien untersucht. Es konnte bis jetzt kein kausaler Zusammenhang
nachgewiesen werden, allerdings deutet vieles darauf hin, dass es eine Assoziation zwischen
allergischen Reaktionen des Immunsystems und einem Endolymphhydrops gibt. In einer
Studie von Derebery & Berliner (2000) wiesen Menierepatient*innen signifikant haufiger
Inhalations- oder Lebensmittelallergien auf als die Kontrollgruppe, welche aus Patient*innen

mit anderen Ohrenerkrankungen als Morbus Meniére bestand. Bei Uber einem Drittel der
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Patient*innengruppe lag eine positive Allergietestung vor. Banks et al. (2012) konnten bei
56,9% der getesteten Meniérepatient*innen einen positiven Pricktest bei einer Exposition mit
Gliadin, einem Weizenprotein, nachweisen. Dieses Ergebnis zeigt sich auch bei einer
Weizenallergie. Keine der Kontrollpersonen wies einen positiven Pricktest auf Gliadin vor.

Weiterhin konnten Savastano et al. (2007) bei 56,5% der von ihnen untersuchten, an Morbus
Meniére erkrankien Personen eine erhdhte Anzahl an zirkulierenden Immunkomplexen
messen. Demgegenlber wies keine der 50 Kontrollpersonen diese Veranderung im Blut auf.
Zirkulierende Immunkomplexe werden bei Typ-lll-Allergien und Autoimmunerkrankungen
typischerweise vermehrt gebildet und kdnnen sich in der GefaBwand ablagern, wo sie eine
Entziindungsreaktion auslésen. Die Ablagerung findet vor allem in Organen mit starker
Durchblutung und transkapillarer Filterfunktion statt, wozu der Saccus endolymphaticus
gehort. Die Entzindung kénnte dort zu einer erhdhten GefaBpermeabilitat beziehungsweise
einem Endolymphhydrops fiihren (Derebery et al., 1991).

Ein weiterer Hinweis auf eine allergische Genese der Krankheit resultiert aus der Erkenntnis,
dass eine antiallergische Therapie zu einer Reduktion der Innenohrsymptome fiihrt. In einer
Untersuchung von Derebery (2000) wurden 113 Patient*innen mit Morbus Meniére und
nachgewiesenen Allergien mit einer Hyposensibilisierung bzw. einer Vermeidung der
Allergene behandelt. Es konnte eine signifikante Verbesserung der Meniéresymptome nach
Behandlung der Allergie festgestellt werden.

Virale Infektionen

Ein weiterer haufig diskutierter Einflussfaktor fir die Entwicklung eines Endolymphhydrops
sind Virusinfektionen. Viren kénnen das Zielorgan direkt schadigen oder bei einer latenten
Infektion im Koérper verweilen und reaktiviert werden, wie es bei Herpesviren der Fall ist
(Pyykkd & Zou, 2008). Vrabec (2003) konnte in einer Untersuchung des Ganglion vestibulare
von Patient*innen, die sich einer Vestibularisneurektomie unterzogen hatten, bei allen 25
Patient*innen mit nach AAO-HNS-Kriterien diagnostizierter eindeutigem Morbus Meniére
Herpes simplex-Virus-DNA im Ganglion nachweisen. Bei den 37 Proband*innen ohne Morbus
Meniere war diese nur bei 81% nachweisbar, der Unterschied war mit einem p-Wert von 0,02
statistisch signifikant.

AuBerdem kdnnen sich im Rahmen einer molekularen Mimikry antivirale Antikérper auch
gegen der Virusoberflaiche &hnliche koérpereigene Strukturen richten und so
Autoimmunerkrankungen auslésen. So kdnnten Virusinfektionen in der frihen Kindheit eine
jahrelang schwelende Entzindung hervorrufen, die einen Endolymphhydrops beglnstigt
(Derebery & Berliner, 2000). Fir Mumpsviren konnte in Tierversuchen von Davis & Johnson
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(1976) beispielsweise gezeigt werden, dass bevorzugt Strukturen des endolymphatischen
Systems befallen wurden.

Autoimmunvorgange

Weiterhin werden Autoimmunvorgange im Innenohr als mdgliche EinflussgréBe bei der
Entstehung eines Morbus Meniére angesehen. Mehrere Studien unterstitzen diese
Hypothese. So konnten beispielsweise Suchan et al. (2016) bei 44% der untersuchten
Patient*innen mit diagnostiziertem Morbus Meniére Antikérper gegen Antigene des Innenohrs
nachweisen, wahrend diese bei gesunden Proband*innen nicht vorkamen. Eine daraufhin
erfolgte immunsuppressive Therapie mit Glukokortikoiden erbrachte bei 81% der Patient*innen
mit Antikérpernachweis ein Verschwinden beziehungsweise eine deutliche Reduktion der
Frequenz der Schwindelattacken nach 18 und 24 Monaten. Bei 45% der Patient*innen
verbesserte sich durch die Therapie auch die durchschnittliche Hérschwelle um mindestens
10 dB beziehungsweise die Sprachdiskrimination um mindestens 12%. Auch intratympanische
Steroidgaben linderten in einigen Studien signifikant die Krankheitssymptome. Dies konnte in
einer Metaanalyse von drei randomisierten, kontrollierten Studien gezeigt werden (Syed et al.,
2015).

Kim et al. (2014) konnten im Serum von Meniérepatient*innen ebenfalls Autoantikbrper gegen
im Innenohr exprimierte Proteine nachweisen, welche in der Kontrollgruppe nicht gefunden

werden konnten. Die Proteine waren allerdings nicht innenohrspezifisch.

Die schon erwahnte signifikante Erhéhung von zirkulierenden Immunkomplexen im Serum von
Patient*innen mit Morbus Meniére (Savastano et al., 2007) kann neben einer allergischen
Genese auch fur autoimmune Vorgange sprechen. Flr diese Theorie spricht die Beobachtung,
dass Meniérepatient*innen in einer Studie von Gazquez et al. (2011) im Vergleich zur
kaukasischen Allgemeinbevélkerung eine 2- bis 8-fach erhéhte Pravalenz flir systemische
Autoimmunerkrankungen wie rheumatoide Arthritis, systemischer Lupus erythematodes und
Spondylitis ankylosans aufwiesen.

In einer Studie von Yoo et al. (1983) konnte bei Meerschweinchen ein Endolymphhydrops
induziert werden, indem ihnen bovines Typ llI-Kollagen injiziert wurde. Dies legt die Vermutung
nahe, dass eine Reaktion des Immunsystems gegen Typ Il-Kollagen eine Rolle bei der
Entstehung eines Endolymphhydrops spielen kénnte.

Auch die klinischen Merkmale des Morbus Meniére legen die Vermutung nahe, dass
autoimmune Vorgange eine Rolle bei der Krankheitsentstehung spielen kdénnten. Der
fluktuierende, schubférmige Verlauf zeigt Parallelen zu anderen Autoimmunerkrankungen wie

chronisch entztindlichen Darmerkrankungen oder zur Multiplen Sklerose.
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Die Beobachtung, dass ein groBBer Teil der Erkrankungen im Laufe der Zeit beide Ohren betrifft
(Paparella, 1991), kann ebenfalls einen Hinweis darauf geben, dass es sich um eine
systemische Reaktion des Immunsystems handelt (Kim et al., 2014).

1.2 Genetische Faktoren

Neben mdglichen extrinsischen Einflussfaktoren fur die Entwicklung der Erkrankung gibt es
zahlreiche Hinweise auf genetische Einflisse. Fir eine genetische Beeinflussung spricht, dass
die Krankheit in bestimmten ethnischen Gruppen héaufiger auftritt als in anderen. Morbus
Meniére trat in einer Studie von Ohmen et al. (2013), die 376 Menierepatient*innen
unterschiedlicher ethnischer Herkunft einschloss, am haufigsten bei Kaukasier*innen auf,
wahrend Asiat*innen und Afrikaner*innen nur selten betroffen waren. In der Studie wurden 376
Patient*innen mit eindeutig diagnostiziertem Morbus Meniére nach den AAO-HNS-Kriterien
auf ihre ethnische Herkunft untersucht. 82,4% der Patient*innen waren Kaukasier*innen,
gegenlber 69,0% der nicht an Morbus Meniére erkrankten Kontrollgruppe. Bei 4,3% der
Patient*innengruppe handelte es sich um Personen asiatischer Herkunft, gegentber 11,9%
der Kontrollgruppe. Der Anteil an Afrikaner*innen in der Patient*innengruppe betrug 1,3%, in
der Kontrollgruppe 3,2%.

Wie im Abschnitt Epidemiologie (1.1.2) erlautert, bestehen auch laut zahlreichen weiteren
Studien erhebliche Schwankungen in der Krankheitspravalenz bei unterschiedlichen
ethnischen Gruppen. AuBerdem spricht das Auftreten von familiarem Morbus Meniére, bei
dem Verwandte ersten Grades betroffen sind, flr einen genetischen Einfluss bei der
Krankheitsentstehung. In einer Studie mit 1245 europaischen Patient*innen konnte bei 8,4%
eine familiare Haufung nachgewiesen werden (Requena et al., 2014). In Kopplungsanalysen
bei Familien mit mehreren Betroffenen in verschiedenen Generationen, in denen ein
autosomal-dominanter Erbgang vermutet wurde, wurden zudem verschiedene Genloci
detektiert, die mit der Erkrankung assoziiert waren (Arweiler-Harbeck et al., 2011; Requena et
al., 2015; Martin-Sierra et al., 2016, 2017). Es deutet insgesamt einiges darauf hin, dass es
verschiedene molekulargenetische Veranderungen gibt, die fir einen Morbus Meniere
pradisponieren kdnnen, eventuell auch in Interaktion miteinander (Chiarella et al., 2015).

1.2.1 Molekulargenetische Hintergriinde

Etwa 90% der molekulargenetischen Varianten machen Einzelnukleotidpolymorphismen
(single nucleotide polymorphisms, SNPs) aus, bei denen es zu einer Variation eines einzelnen
Basenpaares kommt. Man spricht von einem SNP, wenn die Variante bei Uber einem Prozent
der Bevélkerung auftritt (Victor, 2007). Es sind bereits Uber 680 Millionen SNPs im
menschlichen Genom beschrieben (dbSNP, 2020).
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Diese genetischen Varianten sind aufgrund ihrer Haufigkeit im Genom und ihrer Stabilitat bei
der Vererbung gut geeignet fir die molekulargenetische Forschung (Gray et al., 2000). Mit
Hilfe von Assoziationsstudien ist es méglich, haufige genetische Varianten mit bestimmten
Phanotypen in Zusammenhang zu bringen. Die Detektion eines Suszeptibilititsgens
ermdglicht nachfolgend die gezielte Erforschung von potenziellen Kandidatengenen mit Hilfe
molekularbiologischer und biochemischer Ansatze. Dies kann dazu beitragen, die
Hintergriinde einer bestimmten Erkrankung besser zu verstehen.

1.2.2 Familienanalysen

Familidrer Morbus Meniére kann durch Kopplungsstudien untersucht werden. Hierfir werden
Studien bei Familien durchgefiihrt, in denen die Erkrankung Uber mehrere Generationen bei
verwandten Familienmitgliedern auftritt. Es wird das Vorhandensein von genetischen Markern,
z.B. SNPs, untersucht, welche gehauft gemeinsam mit der krankheitsverursachenden
genetischen Variante vererbt werden. Diese befinden sich typischerweise in der ndheren
Umgebung (bis zu 100 Kilobasenpaare) des Krankheitslokus. So kann der Krankheitslokus im
Genom 6rtlich eingegrenzt werden (Ott et al, 2015).

Zudem gibt es die Mdglichkeit, Exomsequenzierungen durchzufthren. Hier wird der gesamte
kodierende Bereich des Genoms sequenziert und auf genetische Varianten untersucht, welche
nur bei erkrankten Familienmitgliedern vorhanden sind (Goh & Choi, 2012).

In den letzten Jahren wurden mehrere Genvarianten in betroffenen Familien entdeckt. In 19
deutschen Familien wurde eine Kopplungsstudie durchgefiihrt, hierbei konnte eine Region auf
Chromosom 5 bei 95,8 Megabasen als mdgliche Kandidatenregion fir familiaren Morbus
Meniere bestimmt werden (Arweiler-Harbeck et al., 2011).

Die Gene FAM136A (Family With Sequence Similarity 136 Member A) und DTNA
(Dystrobrevin alpha) wurden bei drei spanischen Patient*innen aus einer betroffenen Familie
mit autosomal dominant vererbtem Morbus Meniére mittels Exomsequenzierung als
krankheitsassoziierte Gene identifiziert. Die Proteine FAM136A und Dystrobrevin alpha
konnten im Innenohr von Ratten im Gleichgewichtsorgan, genauer in den Cristae ampullares,
lokalisiert werden (Requena et al., 2015).

In einer Exomsequenzierung, die von Martin-Sierra et al. (2016) an drei betroffenen
mannlichen Familienmitgliedern einer spanischen Familie durchgefihrt wurde, konnte das
Gen PRKCB (Protein kinase C beta) als Kandidatengen bestimmt werden. In diesem Gen
wurde eine Missense-Variante gefunden, welche exklusiv bei den untersuchten
Proband*innen auftrat. Es konnte zudem gezeigt werden, dass das PRKCB-Gen im

menschlichen Innenohr exprimiert wird.
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AuBerdem fuhrten Martin-Sierra et al. (2017) eine Exomsequenzierung in zwei spanischen
Familien durch, die von einem autosomal dominant vererbten familidren Morbus Meniére
betroffen waren. Hierbei konnten sie zwei neue Kandidatengene namens SEMASD
(Semaphorin 3D) und DPT (Dermatopontin) identifizieren, die beide auch im Innenohr

exprimiert werden.

1.2.3 Genomweite Assoziationsstudien

Skuladottir et al. (2021) identifizierten in einer genomweiten Assoziationsstudien-Metaanalyse
mit 48072 Proband*innen und 894541 Kontrollpersonen aus Island, dem Vereinigten
Kdnigreich, den USA und Finnland sechs Genloci, die mit Schwindel assoziiert waren. Es
handelte sich um Varianten mit einer minoren Allelfrequenz>5%. Bei vier Varianten handelte
es sich um missense-Varianten, welche sich in den Genen ZNF91 (Zinc Finger Protein 1),
TECTA (Tectorin alpha), OTOG (Otogelin) und OTOGL (Otogelin like) befanden. Zwei
Varianten lagen jeweils upstream des ARMC9 (Armadillo Repeat Containing 9)- und OTOP1
(Otopetrin 1)-Gens. Alle beteiligten Gene spielen vermutlich eine Rolle im Aufbau des

Innenohrs.

1.2.4 Kandidatengenassoziationsstudien

In den meisten Fallen tritt die Erkrankung sporadisch auf. Hier wurden verschiedene
Kandidatengene untersucht, denen aufgrund ihrer Funktion oder ihrer Expression im Innenohr
eine Rolle bei der Entstehung von Morbus Meniére zugesprochen wurde. Es handelt sich dabei
um einen hypothesengeleiteten Ansatz, der die Frequenz eines Merkmals, z.B. der Genotyp-
oder Allelfrequenz eines SNPs zwischen zwei unabhangigen Gruppen, z.B. Erkrankte vs.
Gesunde vergleicht. Eine erhdhte Merkmalsfrequenz in der Patient*innengruppe stellt eine
Risikovariante flr die Erkrankung dar.

Es wurden Gene untersucht, die fir lonenkanéle kodieren, welche im Innenohr exprimiert
werden. So gerieten Varianten der KCNE-Kaliumkanale (Potassium voltage-gated channel
subfamily E) als mdgliche Mitverursacher von Morbus Meniere in den Fokus der Forschung,
da diese eine Rolle beim lonen- und Wassertransport im Innenohr spielen (Vetter et al., 1996).
Der Kaliumtransport ist ein wichtiger Faktor bei der Aufrechterhaltung des endocochleéren
Membranpotentials, welches fir die SignalUbertragung im Innenohr bendtigt wird.

Bei den KCNE-Kanalen handelt es sich um Subgruppen von spannungsgesteuerten
Kaliumkanalen, welche an der Regulation des Kaliumtransports beteiligt sind (McCrossan &
Abbott, 2004).

Bestimmte Formen von erblicher Taubheit werden durch Mutationen im KCNE 1-Gen ausgelést
(Wangemann, 2002). Doi et al. (2005) konnten signifikante Unterschiede in der
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Genotypfrequenz fir den SNP 112G/A (rs1805127) im Gen KCNE1 und fur den SNP 198T/C
(rs2270676) im Gen KCNE3beim Vergleich von 63 japanischen Meniérepatient*innen und 237
gesunden Kontrollproband*innen nachweisen. Der homozygote Genotyp 112GG kam in der
Patient*innengruppe signifikant seltener vor als 112GA bzw. 112AA. Auch der Genotyp 198TT
far den SNP rs2270676 kam in der Patient*innengruppe signifikant seltener vor als die Ubrigen
Varianten. Die signifikanten Ergebnisse fir den SNP 112G/A im KCNE1-Gen konnte in einer
weiteren Studie in einer finnischen Population bestatigt werden. AuBerdem wurden im
Rahmen dieser Studie vier neue SNPs im KCNE1-Gen entdeckt, die eine Assoziation mit der
Erkrankung zeigten (Hietikko et al., 2012). Campbell et al. (2010) untersuchten die beiden
SNPs rs1805127 und rs2270676 auf eine Assoziation mit Morbus Meniére in einer
kaukasischen Population. Hier konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
Patient*innen und gesunden Kontrollproband*innen erhoben werden. Eine Metaanalyse aller
drei erwahnten Studien von Li et al. (2016), die insgesamt 302 Meniérepatient*innen und 515
Kontrollpersonen umfasste, konnte ebenfalls keine signifikanten Assoziationen zeigen.

Aquaporine sind Transmembranproteine, welche als Wasserkanéle fungieren. Sie spielen eine
wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Flissigkeitsbalance und des Membranpotentials
im menschlichen Korper, unter anderem auch im Innenohr. Deshalb kommen die
Aquaporingene als Kandidatengene fir die Entstehung von Morbus Meniére in Frage
(Ishiyama et al., 2006). Asmar et al. (2018) konnten eine signifikante Uberexpression des
Aquaporin 2-Gens im Saccus endolymphaticus von Meniérepatient*innen im Vergleich zu
Kontrollpersonen zeigen. In einer Studie mit 86 Meniérepatient*innen und 2136 gesunden
Kontrollen von Nishio et al. (2013) wirkte das minore G-Allel im SNP rs3736309 im Aquaporin
5-Gen unter Annahme eines additiven Modells krankheitsprotektiv. Die Variante ¢.105G>C im
Aquaporin 3-Gen konnte in einer Untersuchung von Candreia et al. (2010) bei etwa einem
Drittel der 34 untersuchten Meniérepatient*innen nachgewiesen werden, jedoch bei keiner der
100 gesunden Kontrollpersonen. Insgesamt ist die Studienlage bezlglich der Aquaporine
bisher nicht eindeutig.

Aufgrund der vermuteten Beteiligung des Immunsystems in der Pathogenese des Morbus
Meniére werden genetische Varianten der HLA (Humane Leukozytenantigene) als mégliche
Einflussfaktoren angesehen. Die HLA-Gene prasentieren den T-Lymphozyten kérperfremde
Zellbestandteile und setzen dadurch die Reaktion des Immunsystems in Gang. Es konnten
bereits mehrere Assoziationen von bestimmten HLA-Allelen mit einem Morbus Meniére

nachgewiesen werden.

So fanden Khorsandi et al. (2011) eine signifikant héhere Frequenz des Allels HLACw*04 bei
Proband*innen mit definitiv diagnostiziertem Morbus Meniére als bei der Kontrollgruppe. Eine
Patient*innengruppe aus dem Mittelmeerraum mit beidseitiger Innenohrbeteiligung trug
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signifikant haufiger das Allel HLA-DRB1*1101 als die gesunden Proband*innen (Lopez-
Escamez et al., 2007). Auch das den HLA verwandte und benachbarte MICA (MHC class |
polypeptide-related sequence A)-Gen zeigte laut einer Studie von Gazquez et al. (2012)

signifikante Assoziationen mit einem langsameren Horverlust bei Menierepatient*innen.

Ein weiteres Kandidatengen ist das MIF (Macrophage migration inhibitory factor)-Gen. MIF hat
einen proinflammatorischen Effekt, indem es Makrophagen an der Migration hindert.
Bestimmte Polymorphismen innerhalb des zugehérigen Gens waren in mehreren Studien mit
verschiedenen Autoimmunerkrankungen assoziiert (Renner et al., 2005). Yazdani et al. (2013)
konnten in ihrer Fall-Kontroll-Assoziationsstudie bezlglich Morbus Meniére in der
untersuchten Patient*innengruppe, bestehend aus 72 iranischen Patient*innen mit
eindeutigem oder wahrscheinlichem Morbus Meniere nach den Diagnosekriterien der AAO-
HNS, wesentlich haufiger den Genotyp MIF-173GG nachweisen als in der Kontrollgruppe
(p=0,009). In einer spanischen Population konnte gezeigt werden, dass bei
Menierepatient*innen die flnffache Wiederholung des Mikrosatelliten CATT signifikant
haufiger auftrat als bei gesunden Kontrollen. Dieses Ergebnis konnte jedoch in einer
amerikanischen Patient*innengruppe nicht reproduziert werden (Gazquez et al., 2013).

Aufgrund seiner regulatorischen Funktion im Immunsystem wurde der Transkriptionsfaktor
NFkB (Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells) bezlglich seiner
Assoziation mit dem Horverlust bei Meniérepatient*innen von Cabrera et al. (2014) untersucht.
Hierbei handelte es sich um eine Studie an 716 Patient*innen mit eindeutig diagnostiziertem
Morbus Meniere, die in spanischen Krankenhdusern rekrutiert wurden. Es konnten zwei SNPs
(rs3774937 und rs4648011) im NFkB1-Gen identifiziert werden, die haufiger mit einem
schnelleren Hoérverlust bei Meniérepatient*innen assoziiert waren. Die Autoren vermuteten,
dass genetische Varianten im NFkB1-Gen regulatorisch auf die Entzindungsaktivitat bei
Morbus Meniére wirken und dadurch die Auspragung des Horverlusts beeinflussen kénnten
(Cabrera et al., 2014).

In einer RNA-Sequenzierungsstudie konnte gezeigt werden, dass das GSTM1 (Glutathione S-
transferase Mu 1)-Gen bei drei chinesischen Meniérepatient*innen hoch signifikant haufiger
exprimiert wurde als in der gesunden Kontrollgruppe und auch héhere Konzentrationen des
Proteins GSTM1 im Patient*innenserum nachweisbar waren (Sun et al., 2018).
Polymorphismen im GSTM1-Gen waren mit entzlindlichen und autoimmunen Erkrankungen
wie rheumatoider Arthritis, Diabetes mellitus und Colitis ulcerosa assoziiert (Ji & Lee, 2013;
Zhang et al., 2013; Moini et al., 2017).

Lopez-Escamez et al. (2010) untersuchten SNPs in den Genen der Proteintyrosinphosphatase
PTPN22 (Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22 (lymphoid)) und des Proteins
CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein) auf ihre Assoziation mit beidseitigem
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Morbus Meniere an 52 Patient*innen und 348 gesunden Kontrollproband*innen. Beide Gene
wurden aufgrund ihrer bekannten Assoziationen mit verschiedenen Autoimmunerkrankungen
und ihrer Rolle im Immunsystem ausgewahlt. Wahrend fiir den SNP rs231775 im CTLA4-Gen
keine signifikante Assoziation bestand, konnten fir den SNP rs2476601 (Chromosom 1:
113834946, GRCh38) im PTPN22-Gen signifikante Unterschiede gezeigt werden. In der
Patient*innengruppe trat der heterozygote Genotyp 1858CT signifikant haufiger auf als in der
Kontrollgruppe. Bezogen auf die Allelfrequenz bestanden keine signifikanten Assoziationen
(Lopez-Escamez et al., 2010).

1.3 CTLA4 und PTPN22

Im Folgenden sollen die Proteine CTLA4 und PTPN22 ndher vorgestellt werden. Diese sind
besonders interessant in Bezug auf Morbus Meniére, da sie auch als ,Generalschlissel* zu
autoimmunen Vorgangen bezeichnet werden und mit vielen Autoimmunerkrankungen

assoziiert sind (Brand et al., 2005).

1.3.1 CTLA4

CTLAA4 ist die Kurzform flr cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (National Center for
Biotechnology Information, 2004a), eine andere Bezeichnung ist CD152 (cluster of
differentiation 152). Das Protein gehért zur Superfamilie der Immunglobuline, wozu die
Immunglobuline selbst, die MHC (Major histocompatibility complex)-Molekile und T-
Zellrezeptormolekile, wie CTLA4, zdhlen. Das CTLA4-Gen befindet sich beim Menschen auf
Chromosom 2qg33 (National Center for Biotechnology Information, 2004a). Es besitzt 4 Exons,
wobei Exon 1 fir die Signalsequenz des Proteins kodiert, Exon 2 fUr die ligandenbindende
Domane, Exon 3 fur die Transmembrandoméne und Exon 4 flr den zytoplasmatischen
Schwanz (Teft et al., 2006). CTLA4 tragt eine V-ahnliche extrazellulare Doméane, also einen
Abschnitt, der der variablen Region von Immunglobulinen ahnlich ist (Lindsten et al., 1993).
Beim Menschen existieren drei Isoformen, die durch alternatives SpleiBen entstehen, wobei
die Isoform 1 die eben beschriebene Struktur zeigt und als Homodimer vorliegt, welches durch
eine Disulfidbriicke verbunden ist. Die Isoform 2 tragt hingegen ein Exon weniger, was zu
einem Fehlen der Transmembrandoméane fihrt. Isoform 2 ist somit ein I6sliches Protein und
liegt als Monomer vor (National Center for Biotechnology Information; Accession Number:
NP_005205.2). AuBerdem gibt es eine dritte Isoform, bei der nur Exon 1 und 4 vorhanden sind
(Teft et al., 2006).

CTLA4 gehdrt zu den Transmembranproteinen, besteht aus 223 Aminosduren und besitzt eine
Masse von 41-43 kDa (Kilodalton) (Brunet et al., 1987). Das Protein wird hauptsachlich von T-
Zellen, vor allem in Lymphknoten und im Appendix, aber auch in anderen Organen exprimiert

(National Center for Biotechnology Information, Accession Number: NP_005205.2; Brunet et
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al., 1987). Dabei tragen hauptséchlich CD25+, CD4+ regulatorische T-Zellen CTLA4, welche
hemmende Effekte auf konventionelle T-Zellen haben (Al Dulaijan et al., 2018; Takahashi et
al., 2000).

Eine T-Zelle exprimiert neben CTLA4 einen weiteren Rezeptortyp namens CD28, der
dieselben Liganden bindet, ndmlich CD80 (auch B7-1 genannt) und CD86 (auch B7-2
genannt) (Walker, 2017). Bei der konventionellen T-Zellaktivierung erkennt eine zytotoxische
T-Zelle zunéachst mittels ihres T-Zellrezeptors Antigene, die auf MHC Klasse I-Molekilen an
der Oberflache von Zellen prasentiert werden. Zusatzlich bindet der CD28-Rezeptor der T-
Zelle an die kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 auf der antigenpréasentierenden
Zelle, was die Aktivierung der T-Zelle verstarkt. Nach der Aktivierung wird CTLA4 an der
Oberflache des zytotoxischen T-Lymphozyten exprimiert und bindet ebenfalls an CD80 und
CD86, wodurch die Aktivierung der T-Zelle gehemmt und somit die T-Zellaktivitdt im
Gleichgewicht gehalten wird (Webb et al., 2018). AuBerdem hemmt CTLA4 die Produktion
verschiedener Proteine, die fir ein Fortschreiten der T-Zelle im Zellzyklus wichtig sind, wie
Cyclin D3 und Cdk4 (Cyclin-dependent kinase 4) (Brunner et al., 1999).

Einen etwas anderen Effekt hat CTLA4, wenn es von den regulatorischen T-Zellen exprimiert
wird. Diese machen etwa 5-10% der CD4-positiven T-Helferzellen aus und spielen eine
wichtige Rolle bei der Selbsttoleranz des Kérpers (Takahashi et al., 2000). Ein Fehlen von
regulatorischen T-Zellen scheint ein Ungleichgewicht des Immunsystems mit einer
uberschieBenden Aktivierung von unspezifischen follikularen T-Helferzellen und B-Zellen
auszuldésen (Wing et al., 2014). Regulatorische T-Zellen exprimieren den Transkriptionsfaktor
Foxp3 (forkhead box P3), durch den wiederum vermehrt CTLA4 exprimiert wird (Sakaguchi et
al., 2008). Es scheint nach Ansicht mancher Autoren, dass regulatorische T-Zellen die
suppressorische Wirkung von CTLA4 auf CD80 und CD86 bendtigen, um konventionelle T-
Zellen und dendritische Zellen hemmen zu kdnnen (Wing et al., 2008; Chen et al., 2017).

Mause, die ohne jegliche CTLA4-Aktivitat gezlichtet werden, sterben nach 3 bis 4 Wochen an
einer starken Lymphozytenproliferation, die Organe befallt und zu schweren Myokarditiden
und Pankreatitiden fahrt (Klocke et al., 2016). Mause, die ohne CTLA4-Gen auf
regulatorischen  T-Zellen gezichtet werden, zeigen &hnliche UberschieBende
Autoimmunreaktionen mit einer Uberproduktion von Immunglobulin E (Wing et al., 2008).

CTLA4 spielt zusammenfassend eine wichtige hemmende Rolle bei der T-Zell-vermittelten
Immunantwort, welche von groBer Bedeutung fir die Entwicklung von

Autoimmunerkrankungen ist (Walker, 2017).
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Assoziation von CTLA4 mit Autoimmunerkrankungen

Die zuvor theoretisch besprochene Rolle von CTLA4 bei der Entwicklung von
Autoimmunerkrankungen lasst sich dadurch untermauern, dass Veranderungen im CTLA4-
Gen in zahlreichen Studien Assoziationen mit autoimmuninduzierten Krankheiten zeigten.
Geht man von der Hypothese aus, dass Autoimmunvorgédnge einen Einfluss bei der
Entstehung des Morbus Meniére haben, lieBe sich daraus auch eine mdgliche Beteiligung an
der Pradisposition fir einen Morbus Meniére ableiten. In der einzigen Studie, die bis jetzt zum
CTLA4-Gen in Bezug auf Morbus Meniere veréffentlicht wurde, zeigten sich keine signifikanten
Assoziationen (Lopez-Escamez et al., 2010).

Der haufig untersuchte SNP rs231775, der sich im Exon 1 befindet, zeigte laut einer
Metaanalyse, die Uber 4000 Patient*innen und Uber 6000 gesunde Kontrollen aus 19 Studien
einschloss, eine hochsignifikante Assoziation mit dem Vorkommen von verschiedenen
Autoimmunerkrankungen. Die Trager des Risikoallels G am genannten SNP litten signifikant
haufiger an Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis, systemischem Lupus erythematodes
oder Diabetes mellitus Typ 1. Dies traf sowohl fiir den Vergleich von Allelfrequenzen zwischen
Patient*innen und Kontrollen, als auch fir das dominante (Genotyp GG/AG im Vergleich zu
Genotyp AA) und rezessive Modell (Genotyp GG im Vergleich zu Genotyp AA/AG) zu.
Kaukasier*innen wie auch Asiat*innen zeigten &hnliche signifikante Ergebnisse (Wang et al.,
2017). Der untersuchte SNP befindet sich auf Position 49 des CTLA4-Gens und fihrt zu einem
Austausch von Adenin und Guanin. Dies wiederum flihrt zu einem Austausch von Threonin zu
Alanin in der Aminosauresequenz des zugehérigen Proteins. Derselbe Polymorphismus war
in einer Metaanalyse von Eskandari-Nasab et al. (2015), in der 3661 Patient*innen und 4427
gesunde Kontrollen untersucht wurden, in der kaukasischen Population signifikant mit der
autoimmunvermittelten Lebererkrankung priméar biliare Zirrhose assoziiert (G-Allel). Der SNP
rs231775 zeigte auch Assoziationen mit der Autoimmunerkrankung SLE (systemischer Lupus
erythematodes). Eine Metaanalyse mit 18 eingeschlossenen Fall-Kontrollstudien zeigte dies
fir das Risikoallel G bezogen auf asiatische Proband*innen. Es waren insgesamt 1806
Patient*innen und 2490 Kontrollen eingeschlossen (Chang et al., 2012). In einer sidindischen
Population besaBBen ebenfalls signifikant mehr der 211 SLE-Patient*innen als der 323 nach
Alter, Geschlecht und Ethnizitdt gematchten Kontrollen das Allel G beziehungsweise den
Genotyp GG am SNP rs231775 (Katkam et al., 2016).

Auch bei autoimmunen Schilddriisenerkrankungen, wozu die Hashimoto-Thyreoiditis und der
Morbus Basedow zahlen, zeigte sich ein signifikant haufigeres Vorkommen des Genotyps GG
und Risikoallels G im SNP rs231775. Die betreffende Studie schloss 235 Patient*innen mit
autoimmunbedingten Schilddriisenerkrankungen und 235 nach Alter und Geschlecht
gematchte gesunde Kontrollen ein (Ramgopal et al., 2018). Ting et al. (2016) konnten ebenfalls

eine signifikante Assoziation zwischen dem Risikoallel G im SNP rs231775 des CTLA4-Gens
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und Morbus Basedow bei Kindern wie auch bei Erwachsenen feststellen. Dasselbe galt fur
das Risikoallel G am SNP rs3087243. Fur die Studie wurden 289 erwachsene und 265
padiatrische Patient*innen mit Morbus Basedow mit 1085 gesunden Kontrollproband*innen
verglichen. Sowohl Patient*innen als auch Kontrollen kamen aus der Han-chinesischen
Population.

In mehreren Studien wurden Assoziationen zwischen SNPs im CTLA4-Gen und rheumatoider
Arthritis gezeigt. In einer agyptischen Populationsgruppe trugen 112 Patient*innen mit der
Gelenkerkrankung signifikant haufiger das Allel G (rs231775) als die 122 gesunden
Proband*innen (Elshazli et al., 2015). Dieses Ergebnis bestétigte sich auch in einer Studie mit
1489 Patient*innen und 1200 gesunden Kontrollen in einer Han-chinesischen Population
(Tang & Zhou, 2013). Der heterozygote Genotyp GA beim SNP rs3087243 wirkte hingegen in
einer mexikanischen Studie mit 200 Patient*innen und 200 Kontrollpersonen ohne
Autoimmunerkrankung krankheitsprotektiv, wahrend der Haplotyp 319C/+49G/CT60G im
CTLA4-Gen mit einem erhéhten Auftreten von rheumatoider Arthritis assoziiert war (Torres-
Carrillo et al., 2013).

1.3.2 PTPN22

Die protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22 (lymphoid), kurz PTPN22, wird im
menschlichen Lymphgewebe von hamatopoetischen Zellen exprimiert. Eine andere
Bezeichnung ist LYP, kurz fir Lymphoid-specific tyrosine phosphatase (National Center for
Biotechnology Information, 2004c). Das entsprechende orthologe Gen bei der Maus ist das
PEP (PEST domain-enriched tyrosine phosphatase)-Gen (Holmes et al., 2015). Das Protein
besitzt eine Masse von 105 kDa. Es besteht aus einem N-terminalen katalytischen Abschnitt
und einem C-terminalen nicht-katalytischen Bereich. Seine Aminosduresequenz ist im
PTPN22-Gen verschlisselt, welches sich auf Chromosom 1p13 befindet (Cohen et al., 1999).
Beim Menschen sind drei Isoformen des Enzyms bekannt, die durch alternatives Splei3en
entstehen (LYP1, LYP2 und LYP3) (Wang et al., 2010).

PTPN22 interagiert spezifisch mit Tyrosin als Substrat und befindet sich als non-receptor-Typ
einer Proteintyrosinphosphatase im Inneren der Zelle. Dieser Typ besitzt héaufig
Bindungsstellen zur Interaktion mit anderen Proteinen (Alonso et al., 2004).

Die Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Tyrosin ist wichtig bei der
Zellkommunikation im menschlichen Kérper. Durch sie werden die Transkription von DNA in
RNA, die RNA-Prozessierung und der Transmembrantransport koordiniert. Ein
Ungleichgewicht zwischen Tyrosinphosphatasen und Tyrosinkinasen kann zur Entwicklung
von verschiedenen Krankheiten beitragen (Alonso et al., 2004).
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Die wichtige Rolle von PTPN22 im Immunsystem entsteht durch seine Beteiligung an der
Regulation der Aktivierung von T-Zellen durch den T-Zellrezeptor. Ausgeldst durch die
Signallibertragung am T-Zellrezeptor dephosphoryliert zunachst die Rezeptor-Typ
Proteintyrosinphosphatase CD45 die Proteintyrosinkinasen Lck (Lymphocyte-specific protein
tyrosine kinase) und Fyn (Src family tyrosine kinase) und aktiviert diese dadurch (Saunders &
Johnson, 2010). Auf der anderen Seite werden Lck und Fyn durch die Proteintyrosinkinase
CSK (C-terminal Src kinase) phosphoryliert und dadurch gehemmt. Lck und Fyn spielen eine
wichtige verstarkende Rolle bei der Aktivierung von T-Zellen (Chow et al., 1993). Die SH3 (Src-
homology 3)-Domane von CSK bindet an PTPN22 und wird dadurch reguliert. Es wird
vermutet, dass PTPN22 und CSK eine gemeinsame Hemmung der T-Zellaktivierung bewirken
(Cloutier & Veillette, 1996).

Méause, die ohne PEP-Expression gezlichtet wurden, zeigten nach etwa sechs Monaten eine
Lymphadenopathie und Splenomegalie. AuBerdem entwickelten sie eine erhéhte Zahl an
autoreaktiven T-Zellen, die Autoimmunerkrankungen bedingen kdnnen (Hasegawa et al.,
2004).

Diese Erkenntnisse erlauben die Hypothese, dass Verdnderungen im PTPN22-Gen eine Rolle
bei der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen spielen kénnten. Somit ist das PTPN22-Gen
von Interesse fir die Forschung Uber Morbus Meniere, wenn man von der Annahme ausgeht,

dass die Erkrankung durch autoimmune Vorgénge mitverursacht wird.

Assoziation von PTPN22 mit Autoimmunerkrankungen und Morbus Meniére

Varianten im PTPN22-Gen sind mit verschiedenen Autoimmunerkrankungen assoziiert, was
seine wichtige Rolle im Immunsystem unterstreicht. Der SNP 1858C/T, welcher in einem
Genabschnitt liegt, der fir eine der SH3-Bindungsstellen des Proteins kodiert, zeigte in einer
Studie mit 294 nordamerikanischen Patient*innen und 395 nach Alter und Herkunft
gematchten gesunden Kontrollen eine Assoziation mit Diabetes mellitus Typ 1. Das Risikoallel
T kam in der Patient*innengruppe signifikant haufiger vor. Der Polymorphismus tragt auch die
Bezeichnung rs2476601 und fihrt zum Aminosaureaustausch von Arginin zu Tryptophan an
Position 620. PTPN22-Proteine mit dem Allel 1858T scheinen nicht an die Proteintyrosinkinase
CSK zu binden (Bottini et al., 2004). Diabetes mellitus Typ 1-Patient*innen trugen in einer
Studie in einer brasilianischen Population von Tavares et al. (2015), welche 205 Patient*innen
und 308 Kontrollproband*innen ohne Autoimmunerkrankungen einschloss, signifikant haufiger
das Allel 1858T. Dies passt zu der Hypothese, dass eine fehlende Hemmung der T-Zellen
durch CSK eine Autoimmunerkrankung begunstigen kénnte.

Auf der anderen Seite gibt es die Vermutung, dass das Allel 1858T eine Verstarkung der
Enzymfunktion bewirkt. Durch die vermehrte Hemmung von regulatorischen T-Zellen kénnte
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der Abbau von autoimmunreaktiven T-Zellen gestért sein, was wiederum zu

Autoimmunerkrankungen fuhren kdnnte (Vang et al., 2005; Zheng & Kissler, 2013).

Auch fur die rheumatoide Arthritis konnte ein Zusammenhang mit PTPN22-Polymorphismen
gezeigt werden. Patient*innen mit rheumatoider Arthritis, die im SNP rs2476601 Adenin und
im SNP rs2488457 die Base Guanin besal3en, zeigten eine signifikant verringerte Expression
von PTPN22-mRNA (messenger-RNA) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dies traf sowohl fur
jeden SNP fir sich betrachtet zu, als auch fir den Haplotyp GA, der sich aus beiden oben
genannten Allelen zusammensetzt. Es wurden hierfur Blutproben von 89 Patient*innen und 43
gesunden Kontrollpersonen entnommen, wobei die Proband*innen in zwei spanischen
Krankenh&usern rekrutiert wurden (Remuzgo-Martinez et al., 2017). Fir den SNP rs33996649
(G788A) konnte ebenfalls eine Assoziation mit der Gelenkerkrankung nachgewiesen werden.
Hierbei handelt es sich um eine Funktionsverlustvariante, die zu einer eingeschrankten
Aktivitat von PTPN22 fihrt (Liu et al., 2012). Lopez-Cano et al. (2017) konnten fir diesen SNP
in einer mexikanischen Populationsgruppe an 388 Patient*innen und 336 gesunden
Kontrollproband*innen einen protektiven Effekt flr das Allel A bezuglich rheumatoider Arthritis

zeigen.

Eine weitere Autoimmunerkrankung, fir die Assoziationen mit genetischen Varianten im
PTPN22-Gen nachgewiesen wurden, ist der Morbus Basedow. Der bereits vorgestellte SNP
rs2476601 zeigte eine signifikante  Assoziation mit der autoimmunreaktiven
Schilddriisenerkrankung. In einer Studie in einer lateinamerikanischen Population (83
Patient*innen und 336 gesunde Kontrollpersonen) besafl3en signifikant mehr Patient*innen als
Kontrollen das Risikoallel T im betreffenden SNP (Lopez-Cano et al., 2017). Dieses Ergebnis
wurde auch durch eine Metaanalyse von 11 Studien zu PTPN22 und autoimmunen
Schilddriisenerkrankungen mit insgesamt 3764 Patient*innen und 3328 Kontrollen bestétigt.
Hier war das T-Allel bei der Patient*innengruppe ebenfalls signifikant hdufiger nachweisbar als
bei der Kontrollgruppe. Es handelte sich um asiatische und kaukasische Proband*innen (Luo
et al., 2012).

Auch der systemische Lupus erythematodes, eine Autoimmunerkrankung, die alle Organe
betreffen kann, zeigte Assoziationen mit verschiedenen SNPs im PTPN22-Gen. Namjou et al.
(2013) fahrten eine Genotypisierung verschiedener SNPs bei 8220 SLE-Patient*innen und
7369 Kontrollproband*innen verschiedener Ethnizitadten durch. Es konnte sowohl fir den
bereits vorgestellten SNP rs2476601 (Risikoallel A) als auch fur rs1217414 (Risikoallel G) in
einer europaischen Stichprobe eine signifikante Assoziation mit SLE gezeigt werden. Fir eine
hispanische Patient*innengruppe zeigte sich eine signifikante Assoziation mit dem SNP
rs3765598 (Risikoallel T). Eine Metaanalyse, die vier Fall-Kontrollstudien mit insgesamt 772
Patient*innen und 1092 Kontrollen verschiedener Ethnizitdten einschloss, konnte eine
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Assoziation fiir den bereits erwahnten SNP rs2476601 mit SLE bestatigen. Der heterozygote
Genotyp war mit einer erhdhten Suszeptibilitat fir SLE assoziiert (Shi et al., 2013). Lopez-
Cano et al. (2017) zeigten, dass in einer mexikanischen Kohorte das Allel A und der
heterozygote Genotyp GA im bereits vorgestellten SNP rs33996649 mit einem selteneren
Auftreten von SLE vergesellschaftet waren, was auf einen protektiven Effekt hindeutet, wie
auch schon bei der rheumatoiden Arthritis beobachtet. Die Studie umfasste 405 SLE-
Patient*innen und 336 gesunde Kontrollproband*innen.

Auch fir Morbus Meniére konnte eine Assoziation mit Polymorphismen im PTPN22-Gen
gezeigt werden. Oh et al. (2019) sequenzierten 45 potentielle Kandidatengene fir Morbus
Meniere bei 68 Patient*innen einer sldkoreanischen Klinik sowie 100 gesunden
Kontrollproband*innen. Hierunter befand sich auch das PTPN22-Gen. Die Patient*innen
erfullten die diagnostischen Kriterien der Barany Society fur einen sicheren Morbus Meniére.
Die Forschungsgruppe konzentrierte sich auf seltene Varianten mit einer minoren
Allelfrequenz<0,01, stille Varianten wurden ausgeschlossen. Es konnten in der
Patient*innengruppe drei seltene Varianten im PTPN22-Gen gefunden werden, die in der
Kontrollgruppe nicht vorkamen und eine signifikante Assoziation mit Morbus Meniere zeigten.
Hierbei handelte es sich um ¢.829G>T (nonsense-Variante), c¢.1356delT (Deletion) und
¢.205A>G (missense-Variante).

Lopez-Escamez et al. (2010) wiesen nach, dass der heterozygote Genotyp CT im SNP
rs2476601 mit signifikant hdherer Frequenz bei den Menierepatient*innen vorkam als bei den
Kontrollen. Es handelte sich um eine kaukasische Kohorte, bestehend aus 52 Patient*innen
mit bilateralem Morbus Meniere und 348 gesunden Kontrollpersonen. Diese Assoziation des
Morbus Meniere mit dem SNP rs2476601, welcher, wie zuvor dargestellt, mit zahlreichen
autoimmunbedingten Erkrankungen assoziiert ist, unterstitzt die Hypothese, dass
autoimmune Vorgange einen Einfluss bei der Entwicklung eines Morbus Meniére haben.
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2. Zielsetzung

Morbus Meniére ist eine chronische Erkrankung des Innenohrs, deren Ursachen bis heute
ungeklart und die Gegenstande aktueller Forschung sind. Atiologisch handelt es sich um eine
multifaktoriell bedingte Erkrankung, bei der vermutlich sowohl genetische Faktoren als auch
autoimmune Vorgange im Innenohr eine Rolle spielen. Mit Hilfe von Kandidatengenstudien
wurden Assoziationen von méglicherweise fiir die Pathogenese relevanten Genen mit Morbus
Meniére untersucht, welche auch einen Einfluss bei der Entstehung von

Autoimmunerkrankungen haben sollen.

Dazu gehdren das CTLA4-Gen und das PTPN22-Gen. Veranderungen im CTLA4-Gen, einem
Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie, welches eine wichtige Rolle bei der T-Zell-
vermittelten Immunantwort spielt, waren in zahlreichen Studien mit verschiedenen
Autoimmunerkrankungen assoziiert. In der einzigen Studie, die bis heute in Bezug auf Morbus
Meniére verodffentlicht wurde, bestanden keine signifikanten Assoziationen (Lopez-Escamez
et al., 2010). Auch die Tyrosinphosphatase PTPN22, welche ebenfalls einen hemmenden
Einfluss auf die T-Zell-rezeptorvermittelte SignalGbertragung und Aktivierung von T-Zellen
auslbt, zeigte in mehreren Studien signifikante Assoziationen mit autoimmunbedingten
Erkrankungen sowie in Studien von Lopez-Escamez et al. (2010) und Oh et al. (2019) mit
Morbus Meniére.

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine Fall-Kontroll-Assoziationsstudie im Sinne
einer Replikationsstudie von Lopez-Escamez et al. (2010). Ziel der Arbeit war es, folgende
Frage zu untersuchen: Bestehen Assoziationen zwischen sechs untersuchten SNPs im
CTLA4-Gen sowie flinfzehn SNPs im PTPN22-Gen und Morbus Meniére? Hierzu wurden die
entsprechenden Genotypfrequenzen von 314 Meniérepatient*innen und 494 gesunden
Kontrollproband*innen kaukasischer Abstammung miteinander verglichen.
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3. Material und Methoden

3.1 Vorbedingungen der Studie

Vor Studienbeginn wurde die Zustimmung der lokalen Ethikkommission der Ludwig-
Maximilians-Universitat Mdinchen eingeholt (Projekthummer 379-11). Alle potenziellen
Teilnehmer*innen wurden ausfihrlich Gber Art und Inhalt der Studie und die Anonymisierung
der Daten aufgeklart, sowie Uber mdgliche Risiken informiert. Es wurde darauf hingewiesen,
dass es sich um eine freiwillige Teilnahme handelt und bei Ablehnung keinerlei Nachteile
entstehen. Auch ein nachtragliches Zurickziehen der Einwilligung war ohne Angabe von
Griinden mdglich. Das Einverstédndnis der Proband*innen wurde durch eine schriftliche
Einverstandniserklarung dokumentiert. Die Studie wurde nach den Vorgaben der Deklaration
von Helsinki durchgefuhrt.

3.2 Studienteilnehmer*innen

3.2.1 Kontrollgruppe

Far die Rekrutierung gesunder Proband*innen wurde eine zuféllig gewéahlte Stichprobe von im
GroBraum Mlnchen gemeldeten Personen postalisch angeschrieben und zur Teilnahme an
der Studie eingeladen. Bei bestehendem Interesse wurde mittels eines standardisierten
Telefonscreenings die Eignung zur Teilnahme Gberprift. So mussten die Teilnehmer*innen
mindestens 18 Jahre alt sowie deutscher Abstammung sein und es durften keine
psychiatrischen oder neurologischen Vorerkrankungen vorliegen, weder bei den
Proband*innen selbst noch bei Verwandten ersten Grades.

Konnten keine Ausschlusskriterien ermittelt werden, bekamen die Interessent*innen einen
schriftlichen Anamnesebogen zugesandt. Darin wurden detailliert Vorerkrankungen aus dem
psychiatrischen und neurologischen Bereich erfasst, sowohl bei den Teilnehmer*innen selbst
als auch bei den Verwandten ersten, zweiten und dritten Grades. Weiterhin wurden
Informationen lber Abstammung, Schulbildung und Familienstand gesammelt.

Ergaben sich weiterhin keine Ausschlusskriterien, wurden die Proband*innen zum
ausfuhrlichen personlichen Interview in die Klinik und Poliklinik fir Psychiatrie und
Psychotherapie der LMU eingeladen. Hierbei wurden mehrere strukturierte Interviews
eingesetzt, um relevante Vorerkrankungen standardisiert zu erheben. Durchgefiihrt wurde die
deutsche Version des SKID (Strukturiertes Klinisches Interview fir DSM-IV) (Wittchen et al.,
1997). Im SKID | werden Stérungen der Achse | laut dem DSM-IV (Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders) (Wittchen et al., 1996), das heiBt psychische Stérungen
abgefragt, im SKID Il Stérungen der Achse Il, wobei es sich um Persdnlichkeitsstérungen
handelt. Mittels des LEBI (Leipziger Ereignis- und Belastungsinventar) (Richter & Guthke,
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1996) wurden belastende Lebensereignisse in der Vergangenheit erfasst. Weiterhin wurde
das FHAM (Family History Assessment Module) (Rice et al., 1995) verwendet, um
psychiatrische Erkrankungen bei Verwandten zu eruieren. Ergab sich nach diesen
ausfuhrlichen, strukturierten Interviews kein Vorliegen von neurologischen oder
psychiatrischen Erkrankungen bei den Proband*innen und ihrer Familie, erfolgten der
Studieneinschluss und die Blutentnahme.

3.2.2 Patient*innengruppe

Die Proband*innen der Patient*innengruppe wurden im DSGZ (Deutsches Schwindel- und
Gleichgewichtszentrum) im Klinikum GroBhadern rekrutiert. Es handelte sich bei diesem
Zentrum um ein IFB (Integriertes Forschungs- und Behandlungszentrum), das vom

Bundesministerium fur Bildung und Forschung geférdert wurde.

Patient*innen, die als Teilnehmer*innen fir die Studie in Frage kamen, wurden bei ihrem
Erstbesuch in der Klinik ausfihrlich aufgeklart. Nur einwilligungsfahige Patient*innen, die
mindestens 18 Jahre alt und kaukasischer Abstammung waren, wurden ausgewahlt. Dabei
wurden folgende Schwindelerkrankungen in die Datenbank aufgenommen: Benigner
peripherer paroxysmaler Lagerungsschwindel, Neuritis vestibularis, bilaterale Vestibulopathie,
Vestibularisparoxysmie, vestibulare Migrane, Downbeatnystagmus-Syndrom, cerebellare
Ataxie, Akustikusneurinom, sowie Morbus Meniére. Primadr psychosomatische
Schwindelformen galten als Ausschlusskriterium.

Far die vorliegende Studie wurden aus der beschriebenen Datenbank die Patient*innen mit
Morbus Menieére ausgewahlt. Eingeschlossen wurden nach den Diagnosekriterien der AAO-
HNS (siehe Seite 3 f.) als eindeutig oder wahrscheinlich eingestufte Meniérepatient*innen.
Proband*innen, bei denen Morbus Meniere lediglich als Verdachts- oder Differentialdiagnose
geauBert worden war, wurden ausgeschlossen. Die in die Studie eingeschlossenen
Patient*innen wurden in die Gruppe MMgesamt eingeordnet. In die Untergruppe MMmono
wurden nur Patient*innen der Gruppe MMgesamt ohne zuséatzliche Schwindeldiagnosen (z.B.
Benigner paroxysmaler Lagerungsschwindel, Neuritis vestibularis, Bilaterale Vestibulopathie)

aufgenommen.

Nach Einholen des Einverstandnisses wurde bei allen Patient*innen eine ausfihrliche
standardisierte Anamnese erhoben. Dabei wurden allgemeine Daten wie Abstammung,
Geburtskomplikationen, Nikotinabusus und Medikamenteneinnahme erfasst. Weiterhin
beantworteten die Teilnehmer*innen gezielte Fragen zu psychischen und neurologischen
Vorerkrankungen und insbesondere Zu Schwindelerkrankungen, Migréne,
Muskelerkrankungen, Horstirzen und Schwerhérigkeit. Zum Schwindel wurden auch Angaben

wie die Schwindelintensitat, -qualitat, -dauer, -frequenz und der Erstmanifestationszeitpunkt
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aufgenommen, sowie die Akuitat des Auftretens, eventuelle Ausléser und Zusatzsymptome.
Darunter zahlten Tinnitus, Ohrdruck, Oszillopsien, Gang-/Seh-/Bewegungsstérungen,
Kopfschmerz, Aurasymptome, Licht-/Gerduschempfindlichkeit und Ubelkeit/Erbrechen. Es
wurde auBerdem ein Vorkommen oben genannter Erkrankungen sowie eventueller
genetischer Erkrankungen bei Verwandten ersten bis zweiten Grades erfasst. Falls diese
bereits verstorben waren, wurden Todesalter und —ursache dokumentiert. Nach der
Durchfihrung der Anamnese fand eine Blutabnahme von vendsem Blut statt.

3.3 Laborverfahren
3.3.1 DNA-Extraktion

Um die Genotypisierung der zu untersuchenden SNPs durchflihren zu kénnen, wurden jedem
Teilnehmer/jeder Teilnehmerin insgesamt circa 55 ml vendses Blut entnommen. Die
Blutproben wurden zur Wahrung der Anonymitdt mit einem den Teilnehmer*innen
zugeordneten Code versehen. AnschlieBend wurden die EDTA- und Serum-Monovetten mit
3000 rpm (Umdrehungen pro Minute) fir 13 Minuten bei 6°C zentrifugiert, das EDTA-Plasma
beziehungsweise das Serum in Matrixplatten mit 48 Réhrchen a 200 pl abpipettiert und
gemeinsam mit dem verbleibenden Blutkuchen bei -80°C eingefroren. Fir die Extraktion der
DNA wurde das koagulierte Blut aus 3 Serum-Monovetten gepoolt und das QlAamp DNA
Blood Maxi Kit laut der Vorgaben des Herstellers verwendet (Qiagen, 2005). In Tabelle 1 sind
die verwendeten Reagenzien und Materialien fir die DNA-Extraktion aufgefihrt.

Tabelle 1: Reagenzien, Materialien und Geréate flr die DNA-Extraktion

Reagenz/Material Hersteller
EDTA/Serum-Monovetten Sarstedt, Nimbrecht
50 ml Zentrifugenrdhre Sarstedt, Nimbrecht
Micro-Schraubréhre, 2 ml Sarstedt, Nimbrecht
QlAamp 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
Kuhlzentrifuge CF108-GR VWR Life Science Competence Center,
Erlangen

1x PBS-Puffer: Eigene Herstellung:

8 g NaCl Reagenzien von

0,2 g KClI Carl Roth, Hamburg

1,44 g Na2HPO4

0,24 g KH2PO4

Ad 1 | mit Aqua dest.

Mit NaOH auf pH 7,4

EDTA=Ethylendiamintetraessigsaure, p.a.=pro analysi, PBS=Phosphat-gepufferte Salzldésung,
NaOH=Natriumhydroxid
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1) Zelllyse

Zur Vorbereitung wurden die bei -80°C gelagerten Serum-Blutkuchen aufgetaut, mit 1x PBS-
Puffer auf 10 ml aufgefullt und gemischt, um die Zellen zu resuspendieren und ein einheitliches
Ausgangsvolumen fir die weitere Bearbeitung zu erreichen. Nun wurden 500 pl der Qiagen
Protease hinzugefugt. Die Qiagen Protease verdaut Proteine der Zellmembranen und tragt so
zur Lyse der Zellen bei. AuBerdem wurden 12 ml des Guanidin-HCI-haltigen Lysepuffers AL
zugesetzt, der durch chaotrope Salze die Freisetzung der DNA verstarkt. Die entstandene
Lésung wurde fir 60 Sekunden auf dem Vortexer durchmischt und daraufhin 30 Minuten lang
im 70°C warmen Wasserbad unter standigem Schutteln inkubiert, um optimale Bedingungen
fir die Zelllyse zu schaffen (Qiagen, 2005).

2) DNA-Bindung an Silikagelmembran

Zunachst wurde die Lésung mit 10 ml Ethanol (96-100%ig) versetzt und fir 2 Minuten auf dem
Vortexer durchmischt, um die DNA von ihrer Hydrathllle zu befreien und sie dadurch
auszuféllen. Daraufhin wurde die DNA-Lésung schrittweise auf die Silikagel-Membran
(QlAamp Maxi Saule) aufgetragen und bei Raumtemperatur fir 3 Minuten bei 3000 rpm
zentrifugiert. Das Eluat, in dem RNA und nukleinsdurebindende Proteine verblieben, wurde
verworfen. Die DNA haftete dank der herrschenden Salz- und sauren pH-Bedingungen selektiv
an der Silikamembran (Qiagen, 2005).

3) Waschen der DNA

Eventuelle Protein- und RNA-Reste wurden durch Zugabe von 5 ml Guanidin-HCI-haltigem
Puffer (Waschpuffer AW1) und Zentrifugation fir 2 Minuten bei 4000 rpm bei Raumtemperatur
entfernt. Das Eluat wurde verworfen. Mithilfe von 5 ml eines zweiten, ethanolhaltigen
Waschpuffers (Waschpuffer AW2) wurden dann verbleibende Guanidinsalze des ersten
Puffers beseitigt. Diese Lésung wurde fur 15 Minuten bei 4000 rpm bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Das entstandene Eluat wurde wiederum verworfen und die Silikagelmembran
getrocknet (Qiagen, 2005).

4) DNA-Elution

Um die gereinigte DNA von der Silikagel-Membran zu 16sen, wurden 750 pl eines basischen
TRIS (Trishydroxymethylaminomethan)-haltigen Elutionspuffers (Elutionspuffer AE) zugesetzt
und so die pH-Bedingungen verandert. Es erfolgte eine Inkubation fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur. AnschlieBend erfolgte die Zentrifugation bei 5000 rpm fir 2 Minuten.
AnschlieBend wurde der Waschschritt noch einmal wiederholt (Qiagen, 2005). Die im sauren
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an die Membran gebundene DNA konnte im basischen Milieu eluiert werden. Die so

entstandene Stammlésung wurde bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert.

3.3.2 DNA-Konzentrationsbestimmung

Tabelle 2: Reagenzien, Materialien und Geréate fir die DNA-Konzentrationsbestimmung

Reagenz/Material Hersteller

96 well Flat Bottom Plate Black Greiner Bio-One, Frickenhausen

Thermo Fast 96 well Plate ABgene, Hamburg

Quant iT Pico Green dsDNA reagent Invitrogen GmbH, Karlsruhe

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

Janus Automated Workstation Perkin Elmer Inc., Massachusetts,
USA

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

Um die genaue DNA-Konzentration in jeder Probe zu ermitteln, wurde mit der Picogreen-
Fluoreszenzmessung gearbeitet. Picogreen ist ein Fluorophor, der spezifisch an
doppelstrangige DNA bindet. Bei Bestrahlung mit Licht einer Wellenlange von 480 nm emittiert
dieser Picogreen-DNA-Komplex grunes Licht mit der Wellenlange 520 nm. Die
Fluoreszenzintensitat ist dabei direkt proportional zur Menge an gebundener DNA (Qiagen,
2005). Tabelle 2 gibt eine Ubersicht liber die verwendeten Reagenzien, Materialien und Geréte
fir die DNA-Konzentrationsbestimmung.

1) Herstellung der Eichkurve aus DNA-Standard-Lésungen

Um eine Referenzkurve fir die anschlieBende Konzentrationsmessung herzustellen, wurde
eine 8-Punkt-Kalibrierung mittels einer 1:2-Verdlinnungsreihe einer Standardlésung mit
bekannter DNA-Konzentration (100 ng/ul) durchgefihrt. Dazu wurden auf einer 96 Well-
Mikrotiterplatte in Vertiefung A 200 pl des bekannten Standards pipettiert, in Vertiefung B bis
H je 100 ul Aqua bidest (zweifach destilliertes Wasser). Sodann wurden von Vertiefung A
ausgehend in das jeweils folgende Well 100 pul pipettiert und durch Aufziehen der Pipette
gemischt. Dieser Vorgang wurde bis zum Well G wiederholt, Vertiefung H wurde ausgespart
und diente als Referenzwert. So ergaben sich Konzentrationen der Standardverdiinnungsreihe
von 100 ng/ul, 50 ng/ul, 25 ng/ul, 12,5 ng/ul, 6,25 ng/ul, 3,125 ng/ul, 1,5625 ng/ul, 0 ng/ul
(Qiagen, 2005).
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2) Herstellung der Messplatte

Die zu messenden DNA-Stammldsungen wurde im Verhaltnis 1:10 vorverdinnt. Dazu wurden
auf einer 96 Well-Platte 45 ul Aqua bidest und 5 pl der jeweiligen DNA-L6sung vermischt.
Daraufhin wurden in eine schwarze 96 Well-Mikrotiterplatte 50 pl Aqua bidest pro Vertiefung
einpipettiert. Hierzu wurden je 5 pl der verdiinnten DNA-Stammlésung bzw. 5 pl der erstellten
Standardverdiinnungsreihe jeweils in doppelter Ausfuhrung pipettiert.

Das PicoGreen-Reagenz wurde vor Licht geschitzt bei Raumtemperatur aufgetaut und mit
Aqua bidest im Verhaltnis 1:156 verdinnt. Von dieser Lésung wurden je 145 pl zu den mit
DNA-L&sung befullten Wells gegeben. Somit ergab sich eine Endverdiinnung des Fluorophors
von 1:200 (Qiagen, 2005).

3) Durchfiihrung der Fluoreszenzmessung

Die so vorbereitete Platte wurde von der Janus Automated Workstation automatisch in den
Victor 3 Multilabel Counter transportiert. Um eine mdéglichst gleichmaiige Konzentration der
Probenlésungen zu erzielen, wurde die Messplatte zunachst fir 30 Sekunden horizontal in
Doppelellipsen geschwenkt. Dann wurde der Picogreen-DNA-Komplex mit Licht einer
Wellenlange von 485 nm angeregt, die Emissionen der Wellenldnge 520 nm vom
Fluoreszenzmessgerat gemessen und die Fluoreszenzwerte an einen Rechner Ubermittelt.
Dieser berechnete daraus mithilfe der Werte der Standardreihe automatisch die jeweiligen
DNA-Konzentrationen. Vom Computer wurden schlieBlich die nétigen Mengen an DNA-
Lésung und Aqua bidest errechnet, die flr eine Einstellung der endgultigen Arbeitslésung auf
50 ng/ul nétig waren. Die Verdinnung wurde von der Janus Workstation automatisch in einem
Volumen von 500 pul hergestellt.

3.3.3 Genotypisierung

Fir die Genotypisierung der untersuchten SNPs wurde ein Assay der Firma lllumina
verwendet. Es handelt sich dabei um ein Multiplex-Verfahren, bei dem eine groBe Anzahl von
SNPs in einer einzigen DNA-Probe gleichzeitig untersucht werden kann. Es wurde der
HumanOmniExpress-24 BeadChip verwendet, welcher 716376 SNPs umfasst. Das
Besondere an der Methode ist, dass die Hybridisierungssonden auf perlenférmigen Beads
angebracht sind, wodurch eine gréBere Anzahl von SNP-Loci auf kleinerem Raum
untergebracht werden kann (Fan et al., 2006). Die Genotypisierung wurde vom Unternehmen
deCODE in Island durchgefihrt und die Genotypen fir die Auswertung zur Verfligung gestellt.
Nachfolgend wird das Prinzip der Genotypisierung zusammenfassend erlautert.
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1) Amplifizierung der DNA

Die gereinigte DNA wurde zun&chst amplifiziert, um ausreichend Ausgangsmaterial fur die
Genotypisierung zu schaffen. Die Proben wurden denaturiert und neutralisiert. AnschlieBend
wurde mittels einer Inkubation Gber Nacht das gesamte Genom tausendfach vervielfaltigt.

2) Vorbereitung flr die Hybridisierung

Durch eine kontrollierte Enzymreaktion wurde die amplifizierte DNA in kleinere Fragmente
zerlegt. Daraufhin wurde die DNA mithilfe von Isopropanol ausgefallt und anschlieBend in
Hybridisierungspuffer resuspendiert.

3) Hybridisierung der DNA an die Beads

Beim verwendeten BeadChip (HumanOmniExpress-24 BeadChip) handelt es sich um einen
DNA-Microarray, der mit 716376 verschiedenen Oligonukleotidsonden bestiickt ist (lllumina
Inc, 2014). Jede Sonde besteht aus 50-meren Oligonukleotiden, die komplementér zu einem
SNP-Locus sind, jeder Bead-Typ entspricht somit einem SNP. Die Sonde endet eine Base vor
dem betrachteten Einzelnukleotidpolymorphismus. Der BeadChip wurde mit den unmarkierten
DNA-Fragmenten von bis zu 24 Proband*innen beladen und (ber Nacht inkubiert. Dabei
banden die Probenfragmente an die locusspezifischen Oligonukleotide, die sich am Bead
befanden.

4) Einzelbasenverlangerung und Farbung der Oligonukleotidsonden

Daraufhin erfolgte die Verlangerung des Oligonukleotidstrangs mit Einzelbasen durch eine
DNA-Polymerase, die hybridisierten DNA-Fragmente dienten dabei als Matrize (lllumina Inc,
2012). Die eingebauten Nukleotide wurden zur spateren Fluoreszenzmarkierung mit Haptenen
gekennzeichnet, Adenin und Thymin durch angehangte Biotingruppen, Guanin und Cytosin
mittels Dinitrophenol. AnschlieBend wurde der verldngerte Oligonukleotidstrang in mehreren
Schritten angefarbt, Guanin und Cytosin mit einem Fluorophor, das Licht im rot sichtbaren
Bereich emittierte, Adenin und Thymin mit Emissionen im grin sichtbaren
Wellenlangenbereich (Steemers et al., 2006).

5) Scannen der BeadChips und Dekodierung der Beads

Die Fluorophore wurden in einem Scanner zur Emission angeregt. Da die Beads zufallig in
den Vertiefungen des Microarrays angeordnet waren, war ein Algorithmus nétig, um die
jeweilige Sequenz der Oligonukleotidsonde und damit die Identitat des SNPs zu entschlisseln.
Dazu wurde sich eine Methode aus der Kombinatorik zunutze gemacht.
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Es wurden mehrere Hybridisierungsvorgdnge mit den fluoreszenzmarkierten
Oligonukleotidsonden durchgefiihrt, die an die Sequenzen auf den Beads banden. Bei jedem
Durchgang wurde ein anderer Sondenpool benutzt, wobei in jedem Pool dieselben
Nukleotidsequenzen enthalten waren, diese aber bei Anregung entweder rotes oder grines
Licht aussandten. So entstand fir jeden Bead ein Farbkode, je nachdem in welchem
Durchgang eine rote oder griine Lichtemission beobachtet werden konnte.

Dieser wurde im Dualsystem mit den Ziffern 0 (entspricht der Farbe Grin) und 1 (entspricht
der Farbe Rot) dargestellt und konnte anhand einer Dekodierungstabelle ausgewertet werden,
in der die méglichen Codes den jeweiligen Nukleotidsequenzen zugeordnet waren.

Die Fluoreszenzmarkierung war so konstruiert, dass nach 20 Durchgangen die
Oligonukleotidsequenz des Beads mit einer Fehlerquote von unter 1x10*festgestellt werden
konnte (Gunderson et al., 2004).

3.4 Qualitatskontrollen

Um Fehler in der Analyse zu vermeiden, welche zu falsch positiven oder falsch negativen
Ergebnissen fihren kénnen, wurden ausfihrliche Qualitatskontrollen durchgefiihrt (Anderson
et al., 2010).

Zunachst wurden alle erhobenen Genotypen fir einen SNP mittels eines clusterplots
dargestellt. Um die Qualitatskriterien zu erflllen, mussten die jeweiligen cluster fir die
heterozygoten und die homozygoten Genotypen in sich geschlossen und sauber voneinander
getrennt sein. Zudem wurden SNPs mit falsch positiven Signalen in einer Blindprobe

verworfen.

Daraufhin wurde die sogenannte sample callrate ermittelt. Hierfir wurde Uberprift, wie viele
der untersuchten SNPs bei einem Probanden/einer Probandin bestimmt werden konnten.
Proband*innen, bei denen die sample callrate unter 98 % lag (n=26), wurden ausgeschlossen.
Eine zu niedrige sample callrate kann in einer ungentigenden DNA-Qualitat oder Fehlern im
Genotypisierungsprozess begrindet sein.

Im n&chsten Schritt wurde Uberprift, ob das angegebene Geschlecht mit dem genetischen
Geschlecht Ubereinstimmte. Hierfur wurden X-chromosomale Marker verwendet, fir welche
bei mannlichen Probanden nur ein hemizygoter Genotyp vorliegen kann, da diese nur ein X-
Chromosom besitzen. Indem der Anteil heterozygoter Genotypen eines Probanden/einer
Probandin fir die X-chromosomalen Marker berechnet wurde, konnte abgeschéatzt werden,
welches genetische Geschlecht der jeweilige Proband besaf3. Hierflir wurden Schwellenwerte
bestimmt, Uber bzw. unter welchen der Proband als mannlich oder weiblich angesehen wurde.
Liegt der Anteil heterozygoter Genotypen zwischen den Schwellenwerten, kann es sich um
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einen Fehler bei der Genotypisierung oder eine Probenkontamination handeln. Solche
Proband*innen wurden von der weiteren Untersuchung ausgeschlossen. Wenn das bestimmte
genetische Geschlecht vom angegebenen Geschlecht abwich, wurde Uberprift, ob Proben
vertauscht worden waren. War die Probe nicht zweifelsfrei korrekt identifizierbar, wurden
betroffene Proband*innen ebenfalls ausgeschlossen.

Unter den Proband*innen, die eine ausreichende sample callrate vorwiesen, wurde nun die
SNP callrate bestimmt. Hier wurde fir jeden SNP der Anteil an erfolgreich bestimmten
Genotypen in der Gesamtstichprobe berechnet. SNPs mit einer SNP callrate unter 99%
wurden von der weiteren Untersuchung ausgenommen (n=100798).

AnschlieBend wurden SNPs mit einer minoren Allelfrequenz unter 0,01 ausgeschlossen. Dies
war notwendig, weil die Wahrscheinlichkeit flir Genotypisierungsfehler bei sehr seltenen
Varianten erhéht ist, wenn die Analyse auf den Genotypen weniger Individuen basiert.

In einem weiteren Schritt wurde das HWE (Hardy-Weinberg-Equilibrium) berechnet. In einer
ausreichend grof3en Population wird angenommen, dass das HWE erfllt ist. Es wird von einer
idealen Population ausgegangen, in der sich die Allel- und Genotypfrequenzen Uber die
Populationen Uber Generationen hinweg nicht verandern, da man ein Fehlen von
Evolutionseinflissen annimmt. Ist das HWE nicht erflllt, kann dies ein Hinweis auf
Genotypisierungsfehler sein. SNPs mit einem mittels exakten Test nach Fisher ermittelten p-
Wert unter 0,01 wurden ausgeschlossen.

Des Weiteren wurden SNPs ausgeschlossen, bei denen es aufgrund nicht-zufalliger Ursachen
zu fehlenden Werten kam. Hierflr wurde ein Test genutzt, welcher mithilfe der Genotypen der
benachbarten SNPs vorhersagte, ob es am betreffenden SNP zu fehlenden Werten kam.
Hierbei wurde davon ausgegangen, dass der Referenz-SNP und die benachbarten SNPs in
einem hohen Kopplungsungleichgewicht miteinander standen. Bei einer Assoziation der
Haplotypen der flankierenden SNPs mit dem Genotypisierungsausfall des Referenz-SNPs
wurde davon ausgegangen, dass die fehlenden Daten mdglicherweise durch nicht-zufallige
Ursachen begriindet waren. SNPs mit einem p-Wert kleiner 1x10-6in diesem Test wurden von
der weiteren Analyse ausgeschlossen.

Um unbekannte Verwandtschaftsverhéltnisse zu detektieren, wurde die Proportion gleicher
Allele an allen Markern gemessen. Liegt diese bei verschiedenen Proband*innen Uber dem
durch Zufall zu erwartenden Durchschnitt, kann davon ausgegangen werden, dass es sich um
ein Verwandtschaftsverhéltnis oder Duplikate handelt. Diese kénnen in einer Fall-Kontroll-
Studie falsche Ergebnisse verursachen, da die in der Familie vorliegenden Genotypen
UbermaBig reprasentiert waren. Proband*innen mit einer Metrik 17>0,2 wurden
ausgeschlossen, da dies fir ein Verwandtschaftsverhéltnis mindestens zweiten Grades

sprach.
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Eine erhéhte Heterozygotenfrequenz kann durch verunreinigte Proben entstehen (Rujescu et
al.,, 2018). Deshalb wurden Proband*innen mit einer Abweichung von der zu erwartenden
Heterozygotenfrequenz (|Fhet|)=0.2 von der weiteren Analyse ausgeschlossen.

3.5 Selektion der SNPs

Aus den erfolgreich genotypisierten SNPs des lllumina Bead Chips wurden die SNPs
extrahiert, die in den Genen PTPN22 und CTLA4 lagen. Dazu wurden die Gengrenzen aus
dem chromosomalen Build GRCh37 Gbernommen und alle in dem genotypisierten Datensatz
vorhandenen SNPs innerhalb dieser Grenzen ausgewahlt und um jeweils drei vor und hinter
der Grenze liegende SNPs erweitert. Fir PTPN22 standen so insgesamt 15 und fir CTLA4 6
SNPs fur die Analysen zur Verfligung.

3.6 Statistische Methoden

Zur statistischen Auswertung wurde die Software PLINK v1.07 (Purcell, 2009; Purcell et al.,
2007) und R v2.13.0 (R Development Core Team, 2011) verwendet. Die Abweichung der
beobachteten Genotypfrequenzen bei Patient*innen und Kontrollen von den zu erwartenden
Frequenzen nach dem HWE wurde mittels des exakten Tests nach Fisher berechnet. Als
Grenzwert wurde ein p-Wert<0,01 festgelegt. Die Assoziationsanalyse zwischen Patient*innen
und Kontrollen, mit Alter und Geschlecht als Kovariablen, wurde mittels einer logistischen
Regression durchgeflihrt. Dabei wurden zum einen alle Meniérepatient*innen (MMgesamt)
und zum anderen alle Meniérepatient*innen ohne komorbide weitere Schwindeldiagnosen
(MMmono) gegen die gesunden Kontrollen getestet.

Die Haplotypanalyse wurde mit der Software Haploview 4.2 durchgeftihrt (Barrett et al., 2005;
Gabriel et al., 2002). Die Haplotypfrequenzen wurden mittels logistischer Regression unter
Einbezug von Alter und Geschlecht als Kovariablen zum Erkrankungsstatus in Beziehung
gesetzt. Der p-Wert wurde nach 50.000 Permutationen bestimmt. Haplotypen mit einer
Frequenz von weniger als 1% wurden nicht berlicksichtigt.

Als Signifikanzniveau wurde fir alle Assoziationsrechnungen ein p-Wert von unter 0,05
festgelegt. Aufgrund der Abhangigkeit der vier Rechenmodelle, der Stichprobenstruktur (eine
Subpopulation aus der Gesamtstichprobe) und der LD (Linkage disequilibrium)-Struktur der
untersuchten SNPs wurde auf eine Korrektur fir multiples Testen verzichtet.
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4. Ergebnisse

4.1 Fall/Kontroll-Stichprobe

Um eine Assoziation von Polymorphismen im CTLA4- und PTPN22-Gen mit Morbus Meniére
zu Uberprufen, wurde bei 314 Patient*innen mit Morbus Meniére und bei 494 gesunden
Kontrollen eine Genotypisierung dieser Varianten durchgefiihrt und die Verteilung von
Genotypen und Allelen verglichen.

Das Patient*innenkollektiv wurde in zwei Gruppen unterteilt, um einen Bias durch zusatzliche
Schwindeldiagnosen  aufzudecken. Die  Gruppe MMgesamt umfasste alle
Meniéerepatient*innen. Es handelte sich in der Gruppe der Erkrankten um 165 (52,5%)
mannliche und 149 (47,5%) weibliche Proband*innen, das Alter betrug im Mittel 60,15 Jahre.

Es wurde eine zusatzliche Gruppe gebildet, welche Patient*innen einschloss, bei denen
komorbide Schwindelerkrankungen ausgeschlossen wurden und lediglich die Diagnose eines
Morbus Meniére gestellt wurde (MMmono). Diese Gruppe bestand aus 269 Proband*innen.
Es handelte sich dabei um 145 Maéanner (53,9 %) und 124 Frauen (46,1%) mit einem
durchschnittlichen Alter von 59,30 Jahren.

Die beiden Patient*innengruppen wurden jeweils mit der Kontrollgruppe verglichen. In dieser
Gruppe waren 194 Personen (39,3%) mannlichen, 300 (60,7%) weiblichen Geschlechts. Der
Altersdurchschnitt betrug 30,58 Jahre. Tabelle 3 stellt die Alters- und Geschlechtsverteilung
aller Gruppen dar.

Tabelle 3: Alters- und Geschlechtsverteilung der untersuchten Fall/Kontroll-Stichprobe, Gruppe
MMgesamt und MMmono

Alter (Jahre) Geschlecht n (%)
Gruppe ) Gesamt n
Mittelwert (SD) mannlich weiblich

Kontrollen 30,58 (6,51) 194 (39,3) 300 (60,7) 494
Patient*innen 60,15 (13,39) 165 (52,5) 149 (47,5) 314
MMgesamt

Patient*innen 59,30 (13,68) 145 (53,9) 124 (46,1) 269
MMmono

36



Ergebnisse

4.2 CTLA4-Gen
4.2.1 Beschreibung der Polymorphismen

Im CTLA4-Gen (6173 Basenpaare lang), das auf dem langen Arm von Chromosom 2 liegt,
und seiner ndheren Umgebung wurden 6 SNPs untersucht. Abbildung 4 zeigt die Lage der
untersuchten Polymorphismen im CTLA4-Gen.

Exon 1

—1} | — r

Exon 2 Exon 3 Exon 4

11571315 5733618 . L/ e <
rsUSTINT  s231TTS 13087243 rs23172%6

Abbildung 4 (nach National Center for Biotechnology Information, 2004a):

Struktur des CTLA4-Gens (ca. 6200 Basenpaare) und seiner unmittelbaren Umgebung auf
Chromosom 2g33; Dunkelblaue Rechtecke stellen Exons, die verbindenden Linien die Introns
dar; hellblaue Rechtecke stehen fUr untranslatierte Bereiche. Pfeile zeigen die Position der
untersuchten Polymorphismen an. Die Linien oberhalb des Gens zeigen die unterschiedlichen
Isoformen an.

Die SNPs rs11571315, rs733618 und rs11571317 befinden sich 5-upstream des CTLA4-
Gens. Ein SNP (rs231775) liegt in Exon 1 des Gens. Diese Variante fihrt zu einem
Basenaustausch von Adenin zu Guanin. Dabei handelt es sich um eine sinnverédndernde
Mutation, die in der Aminosauresequenz einen Austausch von Alanin zu Threonin bewirkt. Die
SNPs rs3087243 und rs231726 liegen downstream des Gens.

Die Genotypverteilung lag fur alle untersuchten SNPs fiir die Kontrollgruppe wie auch fur die
beiden Patient*innengruppen im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (Tabelle 4).

Tabelle 4: HWE der CTLA4-SNPs in den verschiedenen Gruppen

Kontrollen MMgesamt MMmono
SNP Position Allele | A1A1 | A1A2 | A2A2 | HWE | A1A1 | A1A2 | A2A2 | HWE | A1A1 | A1A2 | A2A2 | HWE
rs11571315 | 204730901 | A/G 73 243 176 0,51 48 145 121 0,72 39 128 102 1,00
rs733618 204730944 | G/A 3 76 413 1,00 1 36 277 1,00 1 30 238 1,00
rs11571317 | 204732008 | A/G 1 76 412 0,35 4 50 260 0,32 4 45 220 0,30
rs231775 204732714 | G/A 59 239 194 0,28 41 141 132 0,71 34 124 111 1,00
rs3087243 204738919 | A/IG 93 257 142 0,24 85 132 97 0,01 69 117 83 0,04
rs231726 204740866 | A/G 42 213 234 0,59 28 141 145 0,51 25 121 123 0,58

Position nach GRCh37, A1=selteneres Allel, A2=haufigeres Allel, HWE=p-Wert des HWE
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4.2.2 Fall/Kontroll-Assoziationen

Im Folgenden werden die Genotypfrequenzen unter Verwendung verschiedener Modelle
miteinander verglichen. Es wurden das genotypische, das dominante, das rezessive und das
additive Modell angewandt. Bei A1 handelt es sich jeweils um das seltenere Allel (minor allele),
bei A2 um das haufiger vorkommende Allel (major allele). Alter und Geschlecht wurden jeweils
als Kovariable in die Rechnung miteinbezogen.

Genotypisches Modell

Im genotypischen Modell wird die Assoziation der drei verschiedenen Genotypen mit einem
Morbus Meniéere unabh&ngig voneinander betrachtet. So kann der Fall eintreten, dass die
heterozygote Gruppe ein hdheres oder geringeres Risiko fir die Erkrankung besitzt als die
homozygoten Alleltrager. Die Verteilung und Frequenz der Genotypen in den beiden
Patient*innenkollektiven im Vergleich zur Kontrollgruppe werden in Tabelle 5 und 6 aufgeflhrt.
Es zeigten sich in beiden Stichproben signifikante Zusammenh&nge zwischen den beiden
SNPs rs11571317 (MMgesamt p=0,029, MMmono p=0,033) und rs3087243 (MMgesamt
p=0,024, MMmono p=0,019) bezlglich ihrer Genotypfrequenzen und dem Auftreten von
Morbus Meniére.

Tabelle 5: Genotypfrequenz der untersuchten SNPs im CTLA4-Gen fir die Stichprobe MMgesamt

Genotypfrequenz
SNP Al A2 A1A1/A1A2/A2A2 (%)
Pat Kon Odds Ratio (95%-Kl) | p-Wert
48 (15,29%) 73 (14,84%)
rs11571315 A G 145 (46,18%) 243 (49,39%) 0,77 (0,41-1,46) 0,423
121 (38,54%) 176 (35,77%)
1 (0,32%) 3 (0,61%)
rs733618 G A 36 (11,46%) 76 (15,45%)| 3,91 (0,01-1193,90) 0,640
277 (88,22%) 413 (83,94%)
4 (1,27%) 1 (0,20%)
rs11571317 A G 50 (15,92%) 76 (15,54%) 0,18 (0,04-0,84) 0,029
260 (82,80%) 412 (84,25%)
41 (13,06%) 59 (11.99%)
rs231775 G A 141 (44,90%) 239 (48,58%) 0,75 (0,39-1,47) 0,407
132 (42,04%) 194 (39,43%)
85 (27,07%) 93 (18,90%)
rs3087243 A G 132 (42,04%) 257 (52,24%) 0,50 (0,28-0,91) 0,024
97 (30,89%) 142 (28,86%)
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Genotypfrequenz
SNP Al A2 A1A1/A1A2/A2A2 (%)
Pat Kon Odds Ratio (95%-Kl) | p-Wert
28 (8,92%) 42 (8,59%)
rs231726 A G 141 (44,90%) 213 (43,56%) 0,69 (0,34-1,43) 0,324

145 (46,18%)

234 (47,85%)

SNP=Single Nucleotide Polymorphism, Pat=Patient*innen, Kon=Kontrollen, A1=Allel 1, A2=Allel 2,

Kl=Konfidenzintervall

Tabelle 6: Genotypfrequenz der untersuchten SNPs im CTLA4-Gen fir die Stichprobe MMmono

Genotypfrequenz
SNP A1 A2 A1A1/A1A2/A2A2 (%)
Pat Kon Odds Ratio (95%-Kl) | p-Wert
39 (14,50%) 73 (14,84%)
rs11571315 A G 128 (47,58%) 243 (49,39%) 0,76 (0,40-1,44) 0,393
102 (37,92%) 176 (35,77%)
1 (0,37%) 3 (0,61%)
rs733618 G A 30 (11,15%) 76 (15,45%) 3,47 (0,01-809,19) 0,655
238 (88,48%) 413 (83,94%)
4 (1,49%) 1 (0,20%)
rs11571317 A G 45 (16,73%) 76 (15,54%) 0,19 (0,04-0,87) 0,033
220 (81,78%) 412 (84,25%)
34 (12,64%) 59 (11,99%)
rs231775 G A 124 (46,10%) 239 (48,58%) 0,77 (0,39-1,51) 0,448
111 (41,26%) 194 (39,43%)
69 (25,65%) 93 (18,90%)
rs3087243 A G 117 (43,49%) 257 (52,24%) 0,49 (0,27-0,89) 0,019
83 (30,86%) 142 (28,86%)
25 (9,29%) 42 (8,59%)
rs231726 A G 121 (44,98%) 213 (43,56%) 0,69 (0,33-1,42) 0,313
123 (45,72%) 234 (47,85%)

SNP=Single Nucleotide Polymorphism, Pat=Patient*innen, Kon=Kontrollen, A1=Allel 1, A2=Allel 2,

Kl=Konfidenzintervall

Die Frequenz des selteneren Genotypen war beirs11571317 (AA) und rs3087243 (AA) jeweils
in der Patient*innengruppe héher (Abbildung 5 und 6).
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Abbildung 5: Graphische Darstellung der Genotypfrequenzen von Patient*innen versus
Kontrollen fir SNP rs11571317. Dargestellt ist die prozentuale Haufigkeit.
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Abbildung 6: Graphische Darstellung der Genotypfrequenzen von Patient*innen versus
Kontrollen fir SNP rs3087243. Dargestellt ist die prozentuale Haufigkeit.

Dominantes Modell

Im dominanten Modell wurden die Genotypfrequenzen aller Trager*innen des selteneren Allels
mit den homozygoten Tréager*innen des haufigeren Allels verglichen. Dabei zeigten sich fur
keinen der SNPs signifikante Unterschiede zwischen der Patient*innen- und der
Kontrollgruppe, weder im Gesamtkollektiv noch in der Stichprobe ohne weitere
Schwindeldiagnosen.
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Ergebnisse

Im rezessiven Modell wurden die homozygoten Trager*innen des selteneren Allels mit den

Trager*innen des haufigeren Allels verglichen. In diesem Modell zeigten sich ebenfalls in

beiden Stichproben nominal signifikante Zusammenhange zwischen den beiden SNPs
rs11571317 (MMgesamt und MMmono p=0,007) und rs3087243 (MMgesamt p=0,044,
MMmono p=0,035) bezliglich ihrer Genotypverteilung und dem Auftreten von Morbus Meniére.

Tabelle 7 und 8 zeigen die erhobenen Ergebnisse auf.

Tabelle 7: Genotypverteilung der untersuchten SNPs im CTLA4-Gen fir die Stichprobe MMgesamt im

rezessiven Modell

Genotypverteilung

SNP A1 A2 (A1A1 vs (A1A2+A2A2))
Pat Kon Odds Ratio (95%-Kl) | p-Wert
48 (15,29%)| 73 (14,84%)|
rs11571315 A G 0,97 (0,40-2,36) | 0,951
266 (84,71%) 419 (85,16%)
1 (0,32%)| 3 (0,61%)| 0,02 (2,81E-07-
rs733618 G A 0,524
313 (99,68%) 489 (99,39%) 2174,21)
4 (1,27%)| 1 (0,20%)|
rs11571317 A G 46,12 (2,89-735,20) | 0,007
310 (98,73%) 488 (99,80%)
41 (13,06%)| 59 (11,99%)|
rs231775 G A 1,14 (0,44-2,97) | 0,792
273 (86,94%) 433 (88,01%)
85 (27,07%)| 93 (18,90%)|
rs3087243 A G 1,92 (1,02-3,63) | 0,044
229 (72,93%) 399 (81,10%)
28 (8,92%)| 42 (8,59%)|
rs231726 A G 1,70 (0,56-5,22) | 0,350

286 (91,08%)

447 (91,41%)

SNP=Single Nucleotide Polymorphism, Pat=Patient*innen, Kon=Kontrollen, A1=Allel 1, A2=Allel 2,

Kl=Konfidenzintervall
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Tabelle 8: Genotypverteilung der untersuchten SNPs im CTLA4-Gen flr die Stichprobe MMmono im

rezessiven Modell

Genotypverteilung
SNP Al A2 (A1A1 vs (A1A2+A2A2))
Pat Kon Odds Ratio (95%-Kl) | p-Wert
39 (14,50%)| 73 (14,84%)|
rs11571315 A G 0,95 (0,39-2,34) | 0,919
230 (85,50%) 419 (85,16%)
1 (0,37%)| 3 (0,61%| 0,03 (5,68E-07-
rs733618 G A 0,521
268 (99,63%) 489 (99,39%) 1454,51)
4 (1,49%)| 1 (0,20%)|
rs11571317 A G 44,95 (2,88-700,37) | 0,007
265 (98,51%) 488 (99,80%)
34 (12,64%)| 59 (11,99%)|
rs231775 G A 1,11 (0,42-2,94) | 0,832
235 (87,36%) 433 (88,01%)
69 (25,65%)| 93 (18,90%)|
rs3087243 A G 1,99 (1,05-3,76) | 0,035
200 (74,35%) 399 (81,10%)
25 (9,29%)| 42 (8,59%)|
rs231726 A G 1,73 (0,57-5,24)| 0,332
244 (90,71%) 447 (91,41%)

SNP=Single Nucleotide Polymorphism, Pat=Patient*innen, Kon=Kontrollen, A1=Allel 1, A2=Allel 2,

Kl=Konfidenzintervall

Dabei zeigten sich homozygote Trager*innen des jeweils selteneren Allels (sowohl fir
rs11571317 als auch fr rs3087243 ist dies ein A-Allel) im Vergleich zu den Trager*innen des
haufigeren Allels (fir beide SNPs AG+GG) 6fter in der Patient*innengruppe.

Die Ergebnisse fir SNP rs11571317 sind im Saulendiagramm in Abbildung 7 dargestellt,
Abbildung 8 verdeutlicht die Genotypfrequenzen fir SNP rs3087243.
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Abbildung 7: Graphische Darstellung der Genotypverteilung von Patient*innen versus
Kontrollen fir SNP rs11571317 im rezessiven Modell. Dargestellt ist die prozentuale

Haufigkeit.
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Abbildung 8: Graphische Darstellung der Genotypverteilung von Patient*innen versus
Kontrollen fir SNP rs3087243 im rezessiven Modell. Dargestellt ist die prozentuale

Haufigkeit.
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Additives Modell

Fir das additive Modell wird ein Gen-Dosis-Effekt angenommen, wobei davon ausgegangen
wird, dass jede Kopie des selteneren Allels additiv zur Wahrscheinlichkeit, einen bestimmten
Phanotyp auszubilden, beitragt. Um diesen Effekt darzustellen, werden die Genotypen nach
ihrem Einfluss kodiert: O fUr die homozygoten Trager*innen des haufigeren Allels, 1 fir die
Heterozygoten und 2 flr die homozygoten Trager*innen des selteneren Allels.

Es zeigten sich keine signifikanten Zusammenhange zwischen den Genotypfrequenzen und
dem Vorliegen von Morbus Meniéere. Fir die beiden SNPs mit signifikanten Ergebnissen im
genotypischen und rezessiven Modell lagen die Ergebnisse fur rs11571317 bei p=0,073
(MMgesamt) und p=0,058 (MMmono) und fir rs3087243 bei p=0,372 (MMgesamt) und
p=0,347 (MMmono).

4.2.3 Haplotypanalyse

In der Haplotypanalyse wurden miteinander gekoppelte Genabschnitte anhand der LD-
Struktur bestimmt. Dabei konnten 2 Blécke identifiziert werden (Abbildung 9).
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Abbildung 9: LD-Blockstruktur der CTLA4-SNPs.

Die fetten Umrahmungen stellen die LD-Blécke dar. Die Zahlen in den Rauten bezeichnen die
prozentuale Vererbungshaufigkeit, wobei tiefrot oder schwarz ohne Ziffer ein LD von 100%
bedeutet. (A) D prime. (B) r>-Werte innerhalb der auf Basis von D prime zugewiesenen LD-
Blécke
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Die Assoziationsanalyse ergab zwei nominal signifikant mit Morbus Meniére assoziierte
Haplotypen (Tabelle 9). Dabei war der auf Block 1 gelegene Haplotyp AG in Patient*innen
seltener zu finden (MMgesamt: psin=0,042, Score -2,028), der auf Block 2 gelegene Haplotyp
AAAG dagegen haufiger (MMgesamt: psin=0,019, Score 2,275). Beide Haplotypen zeigen eine
geringe Frequenz (<10% der Stichprobe).

Tabelle 9: Assoziation der CTLA4-Haplotypen mit Morbus Meniére

Phanotyp | Block Haplotyp | Freq Score | Psim
MMgesamt | 1: AG 0,0727 | -2,028 | 0,042
MMmono | rs11571315, rs733618 0,0734 | -1,877 | 0,061
MMgesamt | 2: AAAG 0,0840 | 2,275 [ 0,019
MMmono | rs11571317, rs231775, rs3087243, rs231726 0,0861 | 2,369 [ 0,015

Freg=Frequenz des Haplotyps, Psim=simulierter p-Wert

4.3 PTPN22-Gen

4.3.1 Beschreibung der Polymorphismen

Das Gen PTPNZ22 ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 1 lokalisiert und umfasst 57943
Basenpaare. Im Rahmen dieser Dissertation wurden 15 Einzelnukleotidpolymorphismen in der
PTPN22-Genregion analysiert. Drei der SNPs, die aufgrund ihrer rdumlichen Néhe zu und
damit potentiellen Relevanz fir das PTPN22-Gen ausgewahlt wurden, liegen im benachbarten
Gen RSBN1 (Round spermatid basic protein 1). Die SNPs rs998315 und rs6537798 befinden
sich im Intron dieses Gens, der SNP rs3195954 liegt in einem Exon des RSBN1-Gens und
fihrt zu einem Basenaustausch von Adenin zu Guanin an Position 381. Dies hat keine
Anderung der Aminosdurensequenz zur Folge. Die Variante rs3811021 liegt im 3-
untranslatierten Bereich des PTPN22-Gens. Die SNPs rs2476599, rs1217388, rs1217389,
rs3789607, rs2797416, rs2476600 (Chromosom 1: 113827112, GRCh38), rs1217395 und
rs3765598 befinden sich in Introns des PTPN22-Gens. Die SNPs rs6665194, rs1217385 und
rs12566340 liegen 5’-upstream des Gens, wobei sich rs12566340 im 3’-untranslatierten
Bereich des Gens BCL2L 15 befindet. Abbildung 10 zeigt die Lokalisation der SNPs im Bezug
zum PTPN22-Gen.
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RSBN1 PTPN22
Exon 20 Exon 19 Exon 17-18 Exon 12-13 Exon 10
3. I - - . -+ + 5.
xon 21 Exon 14-16 Exon 11 Exon 2-9 Exon 1
1 2 34 5678 910 11 12 1314 15

Abbildung 10 (nach National Center for Biotechnology Information, 2004c):

SNPs 1-3 im RSBN1-Gen: 1: rs998315; 2: rs6537798; 3: rs3195954; SNPs 4-15 im PTPN22-
Gen: 4:rs3811021; 5: rs2476599; 6: rs1217388; 7:rs1217389; 8: rs3789607; 9: rs2797416;
10: rs2476600; 11:rs1217395; 12: rs3765598; 13: rs6665194; 14:rs1217385;
15:rs12566340

Struktur des PTPN22-Gens (57943 bp) und seiner unmittelbaren Umgebung auf Chromosom
1p13.2 Dunkelblaue Rechtecke stellen Exons, die verbindenden Linien die Introns dar;
hellblaue Rechtecke stehen flUr untranslatierte Bereiche. Pfeile zeigen die Position der
untersuchten Polymorphismen an.

Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht bezlglich der Genotypverteilung wurde fir alle SNPs in
beiden Stichproben erfillt (s. Tabelle 10). Geringe Unterschiede in der Gesamtzahl der in die
Analyse einbezogenen Proband*innen resultieren durch den Ausfall der Genotypisierung
einzelner SNPs.

Tabelle 10: HWE der PTPN22-SNPs in den verschiedenen Gruppen

Kontrollen MMgesamt MMmono
SNP Position Allele | A1A1 | A1A2 | A2A2 | HWE | A1A1 | A1A2 | A2A2 | HWE | A1A1 | A1A2 | A2A2 | HWE
rs998315 114348156 | G/A 0 11 481 1,00 [0 13 300 1,00 [0 12 256 1,00
rs6537798 114351706 [ C/A 109 218 165 0,02 59 152 103 0,82 50 128 91 0,71
rs3195954 114354654 | G/A 25 137 330 0,04 | 10 102 201 059 |7 87 174 0,42
rs3811021 114356663 | G/A 25 137 328 0,04 | 10 103 200 059 |7 87 174 0,42
rs2476599 114363459 | A/G 39 175 276 0,16 24 115 173 0,46 23 101 143 0,44
rs1217388 114364476 | G/A 33 183 275 0,72 | 20 108 186 043 | 18 91 160 0,31
rs1217389 114365752 | G/A 33 183 272 0,81 20 108 186 043 | 18 91 160 0,31
rs3789607 114366434 | G/A 42 211 238 0,67 36 121 157 0,11 30 102 137 0,11
1s2797416 114369259 | A/G 108 218 164 0,03 | 60 151 103 0,73 | 50 128 91 0,71
rs2476600 114369734 | A/G 109 218 165 0,02 60 151 103 0,73 50 128 91 0,71
rs1217395 114374435 | G/A 35 181 276 048 | 20 108 185 043 | 18 91 159 0,31
rs3765598 114394463 | A/G 25 135 332 0,03 10 103 201 0,59 7 87 175 0,42
rs6665194 114417843 | A/G 106 216 170 0,02 | 58 144 112 0,35 | 48 121 100 0,31
rs1217385 114418205 | A/C 106 215 170 0,02 | 58 144 112 0,35 | 48 121 100 0,31
rs12566340 | 114420328 | A/G 33 176 283 0,47 19 101 194 0,25 17 85 167 0,21

Position nach GRCh37, Al1=selteneres Allel, A2=haufigeres Allel, HWE=p-Wert des HWE

4.3.2 Fall/Kontroll-Assoziationen

Far die 15 Polymorphismen der PTPN22-Genregion wurden ebenfalls die verschiedenen
Rechenmodelle (genotypisch, dominant, rezessiv und additiv) unter Einbezug der Kovariablen
Alter und Geschlecht zur Uberpriifung der Assoziation mit Morbus Meniére in der
Gesamtgruppe und der mit Morbus Meniére ohne weitere Schwindelbegleiterkrankungen

fokussierten Substichprobe verwendet.
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Es konnte fir keinen der untersuchten SNPs ein signifikanter Zusammenhang mit der

Erkrankungswahrscheinlichkeit identifiziert werden (Tabellen 11 und 12). Bestes Ergebnis

zeigte im Vergleich der Gruppe aller Meniérepatient*innen mit den Kontrollen der SNP
rs3789607 im dominanten Modell (p=0,11, OR = 0,62 (Kl 0,35 - 1,11).

Tabelle 11: Assoziation der SNPs in der PTPN22-Genregion in der Gesamtstichprobe (MMgesamt vs.

Kontrollen)
SNP Al P_add OR(K)) [P dom | OR(K) [P geno | OR(KI) [P rez OR (KI)
rs998315 G 0,51 1,81 0,51 1,81 NA NA NA NA
(0,31 - (0,31 -
10,45) 10,45)
rs6537798 | C 0,31 1,23 0,21 1,50 0,42 1,27 0,76 1,12
(0,82 - (0,80 - (0,71 - (0,54 -
1,85) 2,83) 2,28) 2,31)
rs3195954 | G 0,85 0,95 0,90 1,04 0,28 1,97 0,31 0,31
(0,55 - (0,56 - (0,57 - (0,03 -
1,64) 1,92) 6,82) 2,97)
rs3811021 | G 0,85 0,95 0,90 1,04 0,28 1,97 0,31 0,31
(0,55 - (0,56 - (0,57 - (0,03 -
1,64) 1,91) 6,79) 2,96)
rs2476599 | A 0,93 1,02 0,88 0,96 0,58 0,82 0,65 1,25
(0,66 - (0,53 - (0,41 - (0,48 -
1,58) 1,72) 1,65) 3,25)
rs1217388 | G 0,20 1,35 0,40 1,28 0,42 0,75 0,13 2,19
(0,85 - (0,72 - (0,37 - (0,78 -
2,13) 2,30) 1,52) 6,09)
rs1217389 | G 0,20 1,35 0,40 1,29 0,43 0,75 0,13 2,19
(0,85 - (0,72 - (0,37 - (0,78 -
2,13) 2,31) 1,53) 6,09)
rs3789607 | G 0,22 0,75 0,11 0,62 0,24 0,65 0,97 1,02
(0,48 - (0,35 - (0,32- (0,37 -
1,19) 1,11) 1,32) 2,81)
rs2797416 | A 0,31 1,24 0,21 1,50 0,45 1,25 0,74 1,13
(0,82 - (0,80 - (0,70 - (0,55 -
1,86) 2,82) 2,25) 2,35)
rs2476600 | A 0,31 1,23 0,21 1,50 0,42 1,27 0,76 1,12
(0,82 - (0,80 - (0,71 - (0,54 -
1,85) 2,83) 2,28) 2,31)
rs1217395 | G 0,20 1,34 0,38 1,30 0,48 0,78 0,15 2,10
(0,85 - (0,72 - (0,38 - (0,76 -
2,12) 2,33) 1,57) 5,75)
rs3765598 | A 1,00 0,56 0,84 1,06 0,27 2,02 0,31 0,31
(0,56 - (0,58 - (0,58 - (0,03 -
1,67) 2,00) 6,97) 2,97)
rs6665194 | A 0,73 1,07 0,60 1,18 0,66 1,14 0,99 0,99
(0,71 - (0,64 - (0,63 - (0,47 -
1,62) 2,18) 2,06) 2,10)
rs1217385 | A 0,73 1,07 0,60 1,18 0,66 1,14 0,99 0,99
(0,71 - (0,64 - (0,63 - (0,47 -
1,61) 2,17) 2,06) 2,10)
rs12566340 | A 0,45 1,20 0,66 1,14 0,52 0,78 0,31 1,74
(0,75 - (0,64 - (0,38 - (0,59 -
1,90) 2,05) 1,64) 5,10)
Al=(minores) Referenzallel, P=p-Wert, add=additive, dom=dominant, geno=genotypisch,

rez=rezessives Modell, OR=0dds Ratio, Kl= 95%-Konfidenzintervall
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Tabelle 12: Assoziation der SNPs in der PTPN22-Genregion in der Substichprobe (MMmono vs.

Kontrollen)

SNP Al Padd | OR(K) | P dom | OR(K) | P geno | OR(K) [P rez OR (KI)
rs998315 | G 0,49 1,85 0,49 1,85 NA NA NA NA
(0,33 - (0,33 -
10,51) 10,51)
rs6537798 | C 0,29 1,25 0,18 1,54 0,40 1,29 0,75 1,12
(0,83 - (0,82 - (0,72 - (0,54 -
1,88) 2,92) 2,33) 2,33)
rs3195954 | G 0,87 0,96 0,88 1,05 0,30 1,91 0,33 0,34
(0,55 - (0,57- (0,57 - (0,04 -
1,66) 1,94) 6,44) 3,02)
rs3811021 | G 0,87 0,95 0,89 1,04 0,30 1,01 0,33 0,34
(0,55 - (0,56 - (0,57 - (0,04 -
1,65) 1,93) 6,42) 3,01)
rs2476599 | A 0,87 1,04 0,93 0,97 0,56 0,81 0,60 1,29
(0,67 - (0,54 - (0,40 - (0,50 -
1,61) 1,75) 1,63) 3,33)
rs1217388 | G 0,19 1,36 0,39 1,30 0,42 0,74 0,12 2,22
(0,86 - 0,72 - (0,37 - (0,80 -
2,15) 2,34) 1,52) 6,17)
11217389 | G 0,19 1,36 0,39 1,30 0,42 0,75 0,12 2,22
(0,86 - 0,72 - (0,37 - (0,80 -
2,16) 2,34) 1,52) 6,17)
rs3789607 | G 0,17 0,72 0,11 0,61 0,37 0,72 0,81 0,88
(0,45 - (0,34 - (0,35 - (0,30 -
1,15) 1,11) 1,48) 2,54)
rs2797416 | A 0,28 1,25 0,19 1,54 0,42 1,28 0,73 1,14
(0,83 - 0,81 - 0,71 - (0,55 -
1,89) 2,92) 2,30) 2,37)
rs2476600 | A 0,29 1,25 0,18 1,54 0,40 1,29 0,75 1,12
(0,83 - (0,82 - 0,72 - (0,54 -
1,88) 2,92) 2,33) 2,33)
rs1217395 | G 0,19 1,36 0,37 1,31 0,48 0,77 0,14 2,12
(0,86 - 0,73 - (0,38 - 0,77 -
2,14) 2,36) 1,57) 5,82)
rs3765598 | A 0,92 0,97 0,83 1,07 0,28 1,95 0,33 0,34
(0,56 - (0,58 - (0,58 - (0,04 -
1,68) 1,99) 6,58) 3,02)
rs6665194 | A 0,71 1,08 0,56 1,20 0,62 1,16 0,98 0,99
0,72 - (0,65 - (0,64 - (0,47 -
1,63) 2,23) 2,11) 2,11)
rs1217385 | A 0,71 1,08 0,56 1,20 0,62 1,16 0,98 0,99
0,72 - (0,65 - (0,64- (0,47 -
1,63) 2,23) 2,11) 2,11)
rs12566340 | A 0,43 1,20 0,65 1,15 0,50 0,78 0,29 1,77
(0,76 - (0,63 - (0,37 - (0,61 -
1,92) 2,07) 1,62) 5,17)

Al=(minores) Referenzallel, P=p-Wert, add=additive, dom=dominant, geno=genotypisch,

rez=rezessives Modell, OR=0dds Ratio, Kl= 95%-Konfidenzintervall
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5. Diskussion
5.1 Diskussion der Ergebnisse
5.1.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Das CTLA4- und PTPN22-Gen waren schon in einer vorherigen Studie als Kandidatengene
fir Morbus Meniére in Betracht gezogen worden, es zeigte sich dort eine signifikante
Assoziation des SNP rs2476601 im PTPN22-Gen mit Morbus Meniére. (Lopez-Escamez et
al., 2010). Auch in einer Studie von Oh et al. (2019) bestand eine signifikante Assoziation von
drei Varianten im PTPN22-Gen mit Morbus Meniére. Die beiden Gene waren aufgrund ihrer
wichtigen Rolle im Immunsystem von Interesse in Bezug auf den Morbus Meniere.

In der hier durchgefihrten Fall-Kontroll-Assoziationsstudie konnten nominal signifikante
Assoziationen der Polymorphismen rs11571317 und rs3087243, sowie der Haplotypen AG
(Block 1: rs11571315, rs733618) und AAAG (Block 2: rs11571317, rs231775, rs3087243,
rs231726) im Gen CTLA4 mit Morbus Meniére gezeigt werden.

Beziglich der SNPs rs11571317 und rs3087243 traten die homozygoten Genotypen der
selteneren A-Allele im Patient*innenkollektiv signifikant haufiger auf als bei den gesunden
Kontrollen, sowohl in der Gesamtgruppe als auch nach Ausschluss von Patient*innen mit
weiteren Schwindeldiagnosen. Noch deutlicher zeigte sich die Signifikanz bei beiden SNPs im
rezessiven Modell, sowohl fir die Gesamtgruppe als auch flr die Patient*innengruppe ohne
weitere Schwindeldiagnosen. Diese Allele waren auch in dem signifikant mit Meniére
assoziierten Haplotypen AAAG (LD-Block 2) enthalten.

Fir das Gen PTPN22 ergaben sich keine signifikanten Assoziationen bezlglich der
untersuchten Polymorphismen.

5.1.2 Interpretation der Ergebnisse beziiglich CTLA4

In der vorliegenden Arbeit wurden sechs SNPs im CTLA4-Gen auf ihre Assoziation mit Morbus
Meniére hin untersucht. Das CTLA4-Gen ist aufgrund seiner wichtigen regulativen Funktion im
Immunsystem ein Kandidatengen fir die Erkrankung. Autoimmune Vorgédnge gelten u.a.
aufgrund des gehauften Auftretens von Autoantikdrpern gegen Proteine des Innenohrs bei
Patient*innen und aufgrund klinischer Charakteristika der Erkrankung als mdgliche
EinflussgroBe bei der Pathogenese von Morbus Meniére (Suchan et al., 2016; Syed et al.,
2015; Kim et al., 2014; Gazquez et al., 2011).

Das CTLA4-Gen kodiert fir das cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4, welches eine
wichtige Rolle bei der Hemmung der T-Zell-vermittelten Immunantwort spielt (Webb et al.,
2018). Ein Mangel an CTLA4 kann zu schweren Autoimmunreaktionen fihren. Es wird
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angenommen, dass es ohne die regulatorische Wirkung von CTLA4 auf die T-Zellaktivierung
zu einer UberschieBenden Lymphozytenproliferation kommt, die zu einem schweren
Organbefall fuhrt (Klocke et al., 2016; Horvat et al., 2015; Webb et al., 2018).

Bis 2021 wurde nur eine Kandidatengenstudie veréffentlicht, welche die Assoziation des
CTLA4-Gens mit Morbus Meniére untersucht hat. Hier konnten keine signifikanten Ergebnisse
erhoben werden (Lopez-Escamez et al., 2010). Skuladottir et al. (2021) flhrten eine
Metaanalyse genomweiter Assoziationsstudien mit 48072 Proband*innen europaischer
Abstammung mit dem Leitsymptom Schwindel durch, von denen etwa 7% an einem
diagnostizierten Morbus Meniére litten. Es bestand keine signifikante Assoziation mit dem
CTLA4-Gen. Auch in der Subpopulation der 3516 Meniérepatient*innen gab es keine Hinweise
auf eine Beteiligung des CTLA4-Gens. Nachdem in GWAS (genomweite Assoziationsstudien)
in der Regel nur die genomweit signifikanten Ergebnisse dargestellt werden, ist es jedoch
durchaus mdglich, dass Varianten des CTLA4-Gens unterschwellige Assoziationen zeigen,
die bei weiterer Erhéhung der Stichprobe signifikant werden, oder aber durch eine Haufung
innerhalb des Gens auf dessen Beteiligung hinweisen.

Lopez-Escamez et al. (2010) untersuchten den SNP rs231775, welcher in einem Exon des
CTLA4-Gens liegt und deshalb von besonderem Interesse ist, an Kaukasier*innen (vgl.
Abbildung 4, Seite 37). Dieser SNP besteht aus einem Basenaustausch von Adenin zu Guanin.
Dabei handelt es sich um eine kodierende Mutation, die einen Aminosdurenwechsel von
Threonin zu Alanin bewirkt. Auch in der hier vorliegenden Arbeit konnte keine signifikante
Assoziation dieses SNPs mit der Erkrankung festgestellt werden. Allerdings sind viele
Assoziationen dieses SNPs mit verschiedenen anderen Autoimmunerkrankungen wie der
rheumatoiden Arthritis, Diabetes mellitus Typ 1 oder SLE bei Proband*innen kaukasischer
Abstammung bekannt (Wang et al., 2017; Eskandari-Nasab et al., 2015; Dong et al., 2014).

In der hier vorliegenden Studie zeigte jedoch der SNP rs11571317 eine signifikante
Assoziation mit Morbus Meniére. Zu diesem SNP gibt es in der bis 2021 vorliegenden Literatur
keine weiteren Kandidatengenstudien, in denen signifikante Ergebnisse bezlglich Morbus
Meniére oder Autoimmunerkrankungen erhoben werden konnten. Der SNP liegt zwar in einem
hohen Kopplungsungleichgewicht zum SNP rs231775 (D‘=1,0), allerdings zeigt er nur einen
r>-Wert von 0,04. Interessanterweise liegt rs11571317 in einer potenziellen Promoterregion
und kénnte in die Regulation der Genexpression von CTLA4 involviert sein.

Auch der SNP rs3087243 war in der hier durchgefuhrten Studie signifikant mit Morbus Meniere
assoziiert, mit einer Haufung des selteneren Genotyps AA in Patient*innen. Laut einer
Untersuchung von Houcken et al. (2018) kam der komplementare Genotyp GG am SNP
rs3087243 signifikant hdufiger bei Patient®innen mit einem polyglandularen
Autoimmunsyndrom im Vergleich zu Kontrollproband*innen vor. Bei dieser Erkrankung sind
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mehrere Organsysteme betroffen. Fir die Studie wurden 543 kaukasische Proband*innen
eingeschlossen (Houcken et al., 2018). Beide Varianten rs11571317 und rs3087243 liegen auf
einem LD-Block, der mit einem Haplotyp (AAAG) ebenfalls mit Morbus Meniére assoziiert war.

In der bereits erwahnten genomweiten Assoziationsstudie von Skuladottir et al. (2021) konnte
far keinen der SNPs, die in der hier vorliegenden Studie signifikante Assoziationen mit Morbus
Meniére zeigten, eine genomweit signifikante Assoziation mit Schwindel nachgewiesen
werden, auch nicht in der Subgruppe der Menierepatient*innen. Eine unterschwellige
Assoziation kann aber nicht ausgeschlossen werden.

Auch fur weitere Polymorphismen im CTLA4-Gen, welche in dieser Arbeit keine signifikante
Assoziation mit Morbus Meniére zeigten, sind aus anderen Studien Assoziationen mit diversen
Autoimmunerkrankungen bekannt. Der Polymorphismus rs733618, welcher sich in der
Promotorregion des Gens befindet, schien in einer Studie von Wang et al. (2008) die
Bindungsaktivitat des nuklearen Transkriptionsfaktors NF-1 (Nuclear factor 1) zu erhéhen. Es
wurde vermutet, dass dies zu einem alternativen SpleiBvorgang flihren kénnte. Darauf deutete
eine vermehrte Expression der membransténdigen Isoform von CTLA4 hin. Der untersuchte
SNP war assoziiert mit Myasthenia gravis bei kaukasischen Patient*innen (Wang et al., 2008).
AuBerdem zeigte der SNP in einer Metaanalyse bei Asiat*innen signifikante Assoziationen mit
dem systemischen Lupus erythematodes (Liu & Zhang, 2013). Der SNP rs733618 liegt auf
einem LD-Block mit dem ebenfalls in der hier vorliegenden Studie untersuchten SNP
rs11571315. Der Haplotyp AG war bei Meniérepatient*innen seltener zu finden als bei der
Kontrollgruppe. Fur die Variante rs231726 sind Assoziationen mit systemischem Lupus
erythematodes aus einer genomweiten Kopplungsstudie in englischen Familien und mit
Morbus Addison in einer norwegischen Proband*innengruppe bekannt (Cunninghame
Graham et al., 2006; Wolff et al., 2015). Dieser SNP liegt im LD-Block 2, welcher in der hier
vorliegenden Studie identifiziert wurde (SNPs rs11571317, rs231775, rs3087243 und
rs231726) und dessen Haplotyp AAAG signifikant mit Morbus Meniéere assoziiert war.

Die hier vorliegende Untersuchung ist die erste Studie, die eine signifikante Assoziation der
Haplotypen AG im LD-Block 1 (rs11571315, rs733618) und AAAG im LD-Block 2 (rs11571317,
rs231775, rs3087243, rs231726) sowie der darin enthaltenen SNPs rs11571317 und
rs3087243 in der Einzelanalyse mit Morbus Meniere zeigen konnte.

Bezlglich der hier vorliegenden signifikanten Assoziation des Haplotyps AG im LD-Block 1 mit
Morbus Meniére ist es denkbar, dass die SNPs rs11571315 und rs733618 einzeln betrachtet
nur geringe EffektgréBen besitzen und erst durch die gemeinsame Betrachtung bei
tberzuféllig hdufiger gemeinsamer Vererbung als Haplotyp eine Assoziation zeigten.

Diese Ergebnisse unterstitzen unter der Annahme, dass ein Morbus Meniere durch

autoimmunreaktive Vorgange ausgeldst werden kann, die wichtige Rolle des CTLA4-Gens als
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mogliches Kandidatengen fir Autoimmunerkrankungen. Allerdings muss aufgrund der
vermuteten genetischen Heterogenitat von Morbus Meniére (Chiarella et al., 2015) davon
ausgegangen werden, dass auch bei wiederholt bestétigten signifikanten Assoziationen die
betroffenen SNPs nicht fur alle Patient*innen eine Rolle spielen.

Eine andere Erklédrung fir die in dieser Studie nominal signifikant mit Morbus Meniére
assoziierten SNPs oder Haplotypen wére, dass sie selbst keinen Einfluss auf die
Krankheitsentstehung haben, sondern nur in einem hohen Kopplungsungleichgewicht mit
anderen, tatsachlich funktionell wichtigen Varianten stehen.

Rs11571317 liegt in einem hohen Kopplungsungleichgewicht (D'=1,0) mit den SNPs
rs13001790, rs34435794, rs11571300 und rs10932029, wird also Uberzufallig haufig
gemeinsam mit diesen vererbt (Johnson et al.,, 2008). Rs13001790, rs34435794 und
rs11571300 liegen im nichtkodierenden 3‘-Ende des CTLA4-Gens, befinden sich allerdings
teilweise nédher am 5-Ende des ICOS (Inducible T-cell costimulator)-Gens, auf welches ein
regulatorischer Einfluss ausgeibt werden kénnte. Rs10932029 befindet sich in einem Intron
des [ICOS-Gens. Introns werden normalerweise beim SpleiBvorgang der RNA
herausgeschnitten, welcher wiederum durch SNPs beeinflusst werden kann. Unter Umsténden
kdénnen durch SNPs die Exon-Introngrenzen so verandert werden, dass der SpleiBapparat z.B.
statt eines Introns ein neues Exon erkennt und so dazu flihrt, dass dieses doch abgelesen wird
und als alternatives Exon fungiert (Kelemen et al., 2013).

Das ICOS-Gen kodiert fur den inducible T cell costimulator, ein Protein, das zur CTLA4-
Rezeptorfamilie gehért. Es spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Signallbertragung
zwischen Zellen sowie im Immunsystem und wird, wie auch CTLA4, hauptséachlich im
Lymphgewebe exprimiert (National Center for Biotechnology Information, 2004b). Um den
Einfluss des ICOS-Gens auf die Entstehung von Morbus Meniére weiter zu untersuchen,
kdnnten weitere Assoziationsstudien mit dem ICOS-Gen als Kandidatengen fur die
Erkrankung durchgefihrt werden.

Bei der Interpretation der hier erhobenen signifikanten Ergebnisse ist auch zu bedenken, dass
eine mogliche Assoziation der SNPs mit gleichzeitig vorliegenden Autoimmunerkrankungen
neben Morbus Meniere die Ergebnisse verfalschen kénnte. Weitere Autoimmunerkrankungen
galten nicht als explizite Ausschlusskriterien flr die Studie.

5.1.3 Interpretation der Ergebnisse beziiglich PTPN22
Im PTPN22-Gen wurden flinfzehn SNPs bezlglich ihrer Assoziation mit Morbus Meniere
untersucht. Das Kandidatengen ist unter der Annahme, dass die Erkrankung durch

autoimmune Vorgange ausgeldst werden kénnte, interessant fir die Forschung zu Morbus
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Meniére, da es flr die protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22 kodiert, eine
Proteintyrosinphosphatase, die eine wichtige Funktion bei der T-Zell-vermittelten T-
Zellaktivierung hat.

In der hier vorliegenden Studie ergaben sich fir keinen SNP in einem der angewandten
statistischen Modelle signifikante Ergebnisse oder Trends zur Signifikanz.

Im Gegensatz dazu fanden Oh et al. (2019) drei seltene Varianten im PTPN22-Gen, welche
signifikant mit Morbus Meniére assoziiert waren. Lopez-Escamez et al. (2010) untersuchten
einen SNP (rs2476601) im PTPN22-Gen in Bezug auf Morbus Meniére und konnten eine
signifikante Assoziation des Genotyps CT mit Morbus Meniére feststellen, wahrend die
Patient*innen signifikant seltener den Genotyp CC trugen. SNPs, wie in diesem Fall
rs2476601, die signifikant mit einer Erkrankung assoziiert sind, spielen haufig keine
funktionelle Rolle bei der Pathogenese, sondern stehen in einem hohen
Kopplungsungleichgewicht mit anderen, tatsachlich funktionellen SNPs, werden also
Uberzufallig haufig gemeinsam mit diesen vererbt (Clarke et al., 2011).

Rs2476601 liegt in einem relativ hohen Kopplungsungleichgewicht (D*=0,90-1,0; r3=0,43-0,50)
mit den in der vorliegenden Studie untersuchten SNPs rs1217388, rs1217389, rs1217395,
rs12566340 (Johnson et al., 2008). Im Gegensatz zur Studie von Lopez-Escamez et al. (2010)
konnten fir diese SNPs in der vorliegenden Studie keine signifikanten Assoziationen repliziert
werden. Die unterschiedlichen Rahmenbedingungen der Studien kénnen dabei eine Rolle
spielen. Im Vergleich zur StichprobengréBe von 52 Patient*innen und 348 gesunden
Kontrollproband*innen war die Stichprobe vor allem der Patient*innengruppe in der
vorliegenden Studie deutlich gréBer (314 Patient*innen und 494 Kontrollproband*innen).

Ein weiterer Unterschied ist, dass in der Studie von Lopez-Escamez et al. (2010) spanische
Patient*innen untersucht wurden, wahrend es sich in der hier durchgefiihrten Studie
vorwiegend um deutsche Personen handelte. Obwohl beide Populationsgruppen aus
Kaukasier*innen bestehen, kann es bei unterschiedlichen Populationsgruppen abweichende
Allelfrequenzen bezlglich der untersuchten SNPs geben (Anderson et al., 2010).

Allerdings sollte das vorliegende Kopplungsungleichgewicht der SNPs nicht lberbewertet
werden, da bei den vorliegenden Werten von r2 die jeweiligen Allele eine sehr unterschiedliche
Frequenz besitzen und deshalb trotz der hohen Werte von D* nicht zusammen vorliegen
mussen. Hinzu kommt noch, dass in der Vergleichsstudie nur Patient*innen mit bilateralem
Morbus Meniére eingeschlossen wurden (Lopez-Escamez et al., 2010), wahrend in der
vorliegenden Untersuchung Patient*innen mit uni- und bilateraler Erkrankung als
Patient*innengruppe zusammengefasst wurden. Fir zukinftige Vergleichsstudien ware es
sinnvoll, mdglichst gleiche Voraussetzungen flr Patient*innen- und Kontrollgruppen zu

schaffen, um eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewéhrleisten.
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Weitere Studien zum PTPN22-Gen und Morbus Meniére liegen nicht vor. In der Literatur
lassen sich jedoch fiir einige der in der vorliegenden Studie betrachteten Polymorphismen
Assoziationen mit verschiedenen Autoimmunerkrankungen finden. Es wird vermutet, dass
Autoantikérper eine Rolle bei der Entstehung von Morbus Meniéere spielen kdnnten, da diese
in mehreren Studien bei Patient*innen gehauft nachgewiesen wurden und da die Erkrankung
typische Zeichen einer Autoimmunerkrankung aufweist (Suchan et al., 2016; Syed et al., 2015;
Kim et al., 2014; Gazquez et al., 2011).

So war der SNP rs3811021 in zwei Studien in einer Han-chinesischen bzw. kaukasischen
Population assoziiert mit rheumatoider Arthritis (Carlton et al., 2005; Tang et al., 2016),
wahrend der Genotyp GG am SNP rs6665194 bei Chinesen laut einer Studie von Goh et al.
(2017) einen protektiven Effekt bezuglich der Erkrankung zeigte. Beim Polymorphismus
rs1217388 wirkte das seltenere Allel krankheitsprotektiv gegen Autoimmunhepatitiden bei
japanischen Proband*innen (Umemura et al., 2016). Der SNP rs3765598 wirkte bei Han-
chinesischen und hispanischen Patient*innen als Risikofaktor fiir systemischen Lupus
erythematodes (Tang et al., 2016; Namjou et al, 2013). In einer chinesischen
Populationsgruppe war der Genotyp GG bezilglich der Variante rs1217385 mit einem
haufigeren Auftreten von Diabetes Typ 1 assoziiert (Pei et al., 2014).

Alle genannten SNPs wurden in der hier vorliegenden Studie untersucht, zeigten allerdings
keine Assoziation mit Morbus Meniere.

5.2 Diskussion der Methoden

5.2.1 Studiendesign

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine Fall-Kontroll-Assoziationsstudie zu zwei
Kandidatengenen. Bei solchen Studien werden Genotypfrequenzen von genetischen Markern,
in diesem Fall SNPs, von erkrankten und nicht erkrankten Personen miteinander verglichen.
Im Vergleich zu genomweiten Assoziationsstudien wird bei diesen Studien hypothesengeleitet
vorgegangen und nicht das gesamte Genom untersucht, somit ist die Anzahl an untersuchten
SNPs geringer.

Geeignete Kandidatengene fir Studien zum Morbus Meniére auszuwahlen, ist dadurch
erschwert, dass die Pathogenese der Erkrankung noch unklar ist und bis jetzt fir keinen
Kandidatenlocus signifikante Ergebnisse verlasslich in mehreren Studien repliziert werden
konnten. Im vorliegenden Fall wurden aufgrund ihrer Rolle im Immunsystem und einer
vorhergehenden Assoziationsstudie von Lopez-Escamez et al. (2010) die Gene CTLA4 und
PTPNZ22 fur die Untersuchung gewahlt.
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Wahrend hier nur die Assoziation von ausgewahlten SNPs in den Kandidatengenen mit dem
Bestehen eines Morbus Meniére untersucht wurde, dokumentierten Lopez-Escamez et al.
(2010) in der Vergleichsstudie zusatzlich verschiedene klinische Parameter wie das Ausmaf
des Horverlusts, kardiovaskulare, psychiatrische und osteoartikulare Begleiterkrankungen,
das Auftreten von Kopfschmerzen und funktionelle Einschrénkungen durch die Erkrankung.
Hierzu konnten keine signifikanten Ergebnisse erhoben werden. Dennoch kénnten durch
Einbeziehung klinischer Parameter in zukinftigen Replikationsstudien eventuell zusétzliche
Erkenntnisse gewonnen werden. So kdnnten mdglicherweise bestehende Zusammenhénge
zwischen genetischen Gesichtspunkten und etwa dem AusmaB des Horverlusts, der
Haufigkeit von Schwindelepisoden oder der Geschwindigkeit des Krankheitsfortschritts
entdeckt werden. Hierflir ware es sinnvoll, bezlglich verschiedener klinischer Parameter
maoglichst homogene Subgruppen in der Patient*innenpopulation zu bilden und diese getrennt

voneinander zu untersuchen.

5.2.2 Studienpopulation
In der hier durchgefihrten Studie wurden nur Proband*innen kaukasischer Abstammung fir
die Teilnahme sowohl in der Kontroll- als auch in der Patient*innengruppe ausgewahlt. Diese

waren meist Deutsche, allerdings waren andere Nationalitaten kein Ausschlusskriterium.

Eine mdglichst einheitliche genetische Herkunft der Proband*innen bei Fall-Kontroll-
Assoziationsstudien ist wichtig, da es sonst aufgrund von Populationsstratifikationen zu
falschen Ergebnissen kommen kann. Von Populationsstratifikation spricht man, wenn
Kontrollproband*innen und Patient*innen vermehrt unterschiedlicher ethnischer Herkunft sind
(Clarke et al., 2011). Wenn ein SNP bei einer ethnischen Gruppe haufiger vorkommt, kann
dies als Stérfaktor wirken und eine falsch positive Assoziation mit der untersuchten Erkrankung
entstehen. Vergleicht man die in der vorliegenden Studie erhobenen Genotypfrequenzen der
untersuchten SNPs mit den entsprechenden Genotypfrequenzen anderer kaukasischer
Populationen, lassen sich keine starken Abweichungen feststellen. Man kann also davon
ausgehen, dass es sich nicht um falsch positive Ergebnisse durch Populationsstratifikationen
handelt.

In Bezug auf die SNPs, welche in der hier vorliegenden Studie signifikante Assoziationen
zeigten, ahneln die erhobenen Genotypfrequenzen fir rs3087243 den Daten von
kaukasischen Bewohnern. Fir rs11571317 zeigen die vorliegenden Genotypfrequenzen
ebenfalls die gréBte Ahnlichkeit zu kaukasischen Stichproben. Im Vergleich fallt jedoch auf,
dass der Anteil der homozygoten A-Alleltrager*innen im Vergleich zur europaischen
Populationsgruppe geringer ist (0,2 vs. 1,2%). Die Vergleichswerte stammen aus den Daten
des 1000 Genomes Project, dessen Ziel es war, das vollstindige Genom von etwa 2500
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Individuen verschiedener Populationen zu sequenzieren und genetische Varianten zu
2015).
verschiedener Populationsgruppen des 1000 Genomes Project im Vergleich zu den gesunden
Kontrollproband*innen der hier durchgefihrten Studie fir die SNPs rs11571317 und
rs3087243.

erfassen (Auton et al., Tabelle 13 veranschaulicht die Genotypfrequenzen

Tabelle 13: Vergleich der Genotypfrequenzen fir rs11571317 und rs3087243 der Kontrollgruppe und

verschiedener Populationsgruppen

Genotypfrequenz
SNP | A1 A2 A1A1/A1A2/A2A2 (%)
Kon Eur Amr Eas Afr Sas
1 (0,20%) 6 (1,2%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
rs11571317| A| G| 76 (15,54%) 71 (14,1%) 28 (8,1%) 0 (0%) 3 (0.5%) 7 (1,4%)
412 (84,25%) | 426 (84,7%)| 319(91,9%)| 504 (100%) | 658 (99,5%)| 482 (98,6%)
93 (18,90%) | 108 (21,5%) 46 (13,3%) 37 (7,3%) 15 (2,3%) | 192 (39,3%)
rs3087243 | A| G| 257 (52,24%) | 257 (51,1%) | 172 (49,6%)| 191 (37,9%)| 203 (30,7%)| 229 (46,8%)
142 (28,86%) | 138 (27,4%) | 129 (37,2%)| 276 (54,8%) | 443 (67,0%) 68 (13,9%)

SNP=Single Nucleotide Polymorphism, A1=Allel 1, A2=Allel 2, Kon= Kontrollen, Eur=European,
Amr=American, Eas=East Asian, Afr=African, Sas=South Asian

Laut Ziegler et al. (2008) ist bei einer ausschlieBlichen Datenerhebung im Raum Bayern
generell nur mit einer sehr geringen Heterogenitat der Stichprobenpopulation zu rechnen. Da
es bei unterschiedlicher ethnischer Herkunft teils sehr abweichende Allelfrequenzen bei SNPs
gibt, ist es wichtig, auch beim Vergleich von Studien auf die Herkunft der Proband*innen zu
achten. Die Studienpopulation bei der Vergleichsstudie von Lopez-Escamez et al. (2010) war
ebenfalls kaukasischer Herkunft, jedoch handelte es sich um spanische Proband*innen,
sodass leichte Abweichungen der Allelfrequenzen im Vergleich zur hier durchgefiihrten Studie
denkbar sind.

Ein weiterer interessanter Aspekt ist die Verteilung von mannlichen und weiblichen
Studienteilnehmer*innen in der Patient*innen- und Kontrollgruppe. Dies ist insbesondere
wichtig, da Frauen ein etwas erhéhtes Erkrankungsrisiko im Vergleich zu Mé&nnern besitzen
(Tyrrell et al., 2014). Wahrend in der Patient*innengruppe 52,5% (in der Gruppe MMgesamt)
bzw. 53,9% (in der Gruppe MMmono) mannlich waren, war das Geschlechterverhaltnis in der
Kontrollgruppe nicht in dem MafBe ausgewogen. Hier waren 39,3% Méanner und 60,7% Frauen
vertreten. Da das Erkrankungsrisiko bei Frauen erhéht ist (Tyrrell et al., 2014) und ein Morbus
Meniére theoretisch bei den noch nach dem

gesunden Kontrollproband*innen
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Untersuchungszeitraum ausbrechen kénnte, kann das Uberwiegen weiblicher Proband*innen
in der Kontrollgruppe die Ergebnisse verfalschen.

Auch das durchschnittliche Alter der Proband*innen kann als Stérfaktor wirken, da der Morbus
Meniéere eine Erkrankung des mittleren Alters ist (Harcourt et al., 2014) und bei zu jungen
Proband*innen die Gefahr besteht, dass ein eventuell noch nicht ausgebrochener Morbus
Meniere bei erhdhter genetischer Suszeptibilitdt die Ergebnisse verfélscht oder eine
Erkrankung im Frihstadium aufgrund einer fehlenden Erflllung der Diagnosekriterien noch
nicht festgestellt wurde. Hier muss kritisch betrachtet werden, dass das durchschnittliche Alter
der Patient*innengruppe mit 60,15 bzw. 59,30 Jahren deutlich Uber dem Durchschnittsalter
der Kontrollgruppe von 30,58 Jahren liegt. Fir zukinftige Studien wére es beispielsweise
sinnvoll, die Proband*innengruppen besser zu matchen oder Verlaufsuntersuchungen
durchzuflhren und spater an Morbus Meniére erkrankte Personen nachtraglich aus der
Kontrollgruppe auszuschlieBen.

Es wurde jedoch in den genutzten statistischen Modellen fir Alter und Geschlecht korrigiert,

indem diese als Kovariablen definiert wurden.

5.2.3 Ein- und Ausschlusskriterien

Eine klar festgelegte Diagnosestellung ist wichtig, um die Patient*innengruppe zu definieren
und eine bessere Vergleichbarkeit mit anderen Studien zu ermdglichen. In dieser Studie
wurden nur Patient*innen eingeschlossen, die die Diagnosekriterien nach der AAO-HNS von
1995 (Commitee on Hearing and Equilibrium, 1995) fir einen ,sicheren®, ,eindeutigen” oder
~wahrscheinlichen“ Morbus Meniere erflllten. In der Vergleichsstudie von Lopez-Escamez et
al. (2010) wurden dieselben Diagnosekriterien genutzt, wobei nicht genauer spezifiziert wurde,
welche Untergruppen eingeschlossen wurden. Fir zukinftige Studien ware es
winschenswert, beispielsweise nur Patient*innen mit ,sicherer und ,eindeutiger Diagnose
einzuschlieBen, um eine méglichst homogene Gruppe von Erkrankten mit mdglichst sicherer
Diagnose zu schaffen. Eine Beschrankung auf Patient*innen mit ,sicherer” Diagnose nach den
Kriterien der AAO-HNS, also mit einem nachgewiesenem Endolymphhydrops im MRT, wére
zwar in der Praxis sehr aufwendig, allerdings auch besonders genau.

Ein weiterer interessanter Aspekt ist der Ausschluss bestimmter Subgruppen der Erkrankung.
In der hier durchgeflhrten Studie wurden keine Subgruppen berlcksichtigt, sowohl
Patient*innen mit uni- als auch mit bilateralem Morbus Meniere wurden eingeschlossen.
AuBerdem wurde keine Unterscheidung zwischen familidren und sporadischen Fallen
gemacht. Bei Lopez-Escamez et al. (2010) wurden hingegen nur Patient*innen, bei denen
beide Ohren betroffen waren, eingeschlossen. Auch hier wurde nicht zwischen sporadischen

und familidren Erkrankungsfallen unterschieden. Geht man davon aus, dass unilaterale
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Formen im Laufe der Zeit meist in bilaterale Formen Gbergehen (Paparella, 1991) und dieselbe
Atiologie haben, spielen die unterschiedlichen Einschlusskriterien keine Rolle. Sollte es aber
Unterschiede in der Entstehung von ein- und beidseitigem Morbus Meniére bzw. zwischen
einem sporadischen und familiaren Auftreten geben, wéare es sinnvoller, diese Subgruppen

getrennt voneinander zu betrachten, um genauer differenzieren zu kénnen.

Um neurologische — insbesondere Schwindelerkrankungen — und psychiatrische
Erkrankungen bei der Kontrollgruppe mdoglichst auszuschlie3en, wurden solche Erkrankungen
sowohl direkt fur den Probanden/die Probandin und seine/inre Familienmitglieder abgefragt
als auch standardisierte Interviews durchgefthrt. Hierbei wurden eine ausfihrliche Anamnese,
eine orientierende neurologische Untersuchung und das SKID-Interview (Wittchen et al., 1997)
zum Ausschluss von Erkrankungen bei den Proband*innen selbst eingesetzt. Um psychische
Erkrankungen in der Familie aufzudecken, wurde das FHAM-Modul verwendet (Rice et al.,
1995). So konnte eine bezlglich neurologischer und psychischer Erkrankungen mdglichst
gesunde Kontrollgruppe etabliert werden. In der Studie von Lopez-Escamez et al. (2010)
wurde die Kontrollgruppe nicht genauer beschrieben und ist somit nur eingeschrankt
vergleichbar. Da die Kandidatengene in der vorliegenden Studie aufgrund ihrer Rolle im
Immunsystem  ausgewahlt wurden, wéare ein  zusétzlicher  Ausschluss von
Autoimmunerkrankungen in  der Kontrollgruppe  winschenswert. Zudem  waren
Verlaufsuntersuchungen sinnvoll, um Personen in der Kontrollgruppe zu identifizieren, welche

im Verlauf noch einen Morbus Meniére entwickeln und so die Ergebnisse verfalschen kénnen.

Um einen Einfluss von weiteren Erkrankungen mit dem Symptom Schwindel auBBer Morbus
Meniére auf die Ergebnisse auszuschlieBen, wurden in der vorliegenden Studie zwei
Patient*innengruppen definiert. In der Gruppe MMgesamt waren alle Patient*innen mit Morbus
Meniére eingeschlossen, unabhangig von weiteren Schwindelerkrankungen. In der Gruppe
MMmono wurden hingegen Patient'innen mit komorbiden Schwindelerkrankungen
ausgeschlossen. Beim Vergleich der Genotypfrequenzen beider Gruppen mit der
Kontrollgruppe zeigten sich allerdings keine signifikanten Unterschiede, die darauf hindeuten
wurden, dass gleichzeitig bestehende weitere Schwindelerkrankungen als Stérfaktoren
agieren. In der ausgewahlten Vergleichsstudie wurde die Patient*innengruppe nicht weiter
spezifiziert, hier waren solche Komorbiditdten mdglicherweise kein Ausschlusskriterium
(Lopez-Escamez et al., 2010).

5.2.4 StichprobengroBe

Eine ausreichend groBe StichprobengréBe ist wichtig, um kleine Effekte der Genvarianten
feststellen zu kdénnen (Cornelis et al., 2010). Bei zu geringen Proband*innenzahlen gibt es
haufiger Diskrepanzen bei den Ergebnissen von Vergleichs- und Replikationsstudien, vor
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allem bei Assoziationsstudien mit einer StichprobengréBe von unter 150 Personen (loannidis
et al, 2001). In der vorliegenden Studie wurden 314 Patient*innen und 494
Kontrollproband*innen untersucht. Im Vergleich zur Studie von Lopez-Escamez et al. (2010)
mit 52 Patient*innen und 348 gesunden Kontrollen ist dies ein deutlich grdBerer
Stichprobenumfang.

Vergleicht man die hier gewdhlte StichprobengréBe mit weiteren Fall-Kontroll-
Assoziationsstudien zum CTLA4-Gen und Autoimmunerkrankungen in der Literatur, liegt diese
im Vergleich meist etwas Uber den betrachteten Studien (Torres-Carrillo et al., 2013; Elshazli
et al., 2015; Katkam et al., 2016).

Auch im Vergleich mit Assoziationsstudien zum PTPN22-Gen in Bezug auf autoimmunreaktive
Krankheiten Iasst sich feststellen, dass die Proband*innenanzahl der Vergleichsstudien meist
unter der hier bestehenden StichprobengréBe liegt (Tavares et al., 2015; Remuzgo-Martinez
et al., 2017; Lopez-Cano et al., 2017). Dennoch sind deutlich gréBere Proband*innenzahlen

generell notwendig, um eine héhere statistische Power zu erreichen.

5.2.5 Qualitatskriterien

Um falsch positive oder falsch negative Ergebnisse mdglichst zu vermeiden, wurden
ausfuhrliche Qualitédtskontrollen durchgefiihrt. Es erfolgte ein strukturiertes Vorgehen unter
anderem mit der Uberpriifung von Proband*innen-callrates, SNP-callrates und Abweichungen
vom HWE.

Hierbei ist es wichtig, sinnvolle Grenzwerte anzuwenden, ab denen SNPs oder Proband*innen
von der weiteren Analyse ausgeschlossen werden. Bei zu niedrig angesetzten Grenzwerten
besteht die Gefahr vermehrter Genotypisierungsfehler. Bei zu strengen Grenzwerten wird
diese Gefahr verringert, jedoch kann die Power der Studie bei vermehrten Ausschliissen von
SNPs oder Proband*innen eingeschrankt werden. Besonders beim Ausschluss von SNPs
kénnen moéglicherweise bestehende Assoziationen unentdeckt bleiben (Anderson et al., 2010).
In der hier vorliegenden Studie wurden zundchst Proband*innen mit zu geringer sample
callrate oder widerspruchlicher Geschlechtsbestimmung von der weiteren Analyse
ausgeschlossen und erst im nachsten Schritt SNPs mit zu geringer SNP callrate bestimmt.
Durch dieses standardisierte Vorgehen wird der félschliche Ausschluss von SNPs aufgrund
fehlerhafter Proband*innendaten verhindert. Eine Abweichung eines SNPs vom HWE kann
auf eine Kontamination hindeuten, aber moglicherweise auch mit der untersuchten Erkrankung
zusammenhd&ngen. Um einen falschlichen Ausschluss von SNPs zu verhindern, die aufgrund
einer Assoziation mit Morbus Meniére eine Abweichung vom HWE zeigten, wurden die
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Grenzwerte in der Patient*innengruppe in der initialen Qualitatskontrolle weniger streng
gesetzt als in der Kontrollgruppe.

Im Vergleich der erhobenen Genotypfrequenzen der signifikanten SNPs mit Referenzproben
aus dem 1000 Genomes-Projekt von Auton et al. (2015) (vgl. Seite 56) zeigt sich eine groBe
Ahnlichkeit mit der kaukasischen Referenzprobe. Dies spricht ebenfalls fiir eine hohe Qualitat
in der Selektion der Kontrollproband*innen.

Es ist zu bedenken, dass in der hier vorliegenden Studie keine Korrektur fir multiples Testen
durchgefuhrt wurde. Das Risiko einer Akkumulation des Alpha-Fehlers steigt mit zunehmender
Anzahl an Tests, die durchgefiihrt werden. In der hier durchgefihrten Studie wurden sechs
SNPs im CTLA4-Gen bzw. fiinfzehn SNPs im PTPN22-Gen getestet. Diese stehen teilweise
in einem hohen Kopplungsungleichgewicht zueinander und sind somit nicht unabhangig
voneinander. Zusétzlich waren auch die beiden untersuchten Stichproben klar voneinander
abhangig, da es sich um eine Subpopulation handelte. Dennoch besteht das Risiko, die
Nullhypothese aufgrund einer Alphafehlerakkumulation abzulehnen. Eine mégliche Methode,
dieser entgegenzuwirken, ware eine Bonferroni-Korrektur. Hierbei wird der p-Wert jedes Tests
mit der Anzahl an Tests multipliziert, um das Signifikanznivau zu korrigieren. Die Bonferroni-
Korrektur gilt allerdings als sehr konservativ und kann mit zunehmender Anzahl an Tests zu
falsch-negativen Ergebnissen flhren (Curtin & Schulz, 1998). Da es sich hier um eine
explorative Studie handelt, wurde auf die Korrektur fir multiples Testen verzichtet, die
Ergebnisse missen entsprechend vorsichtig interpretiert werden.
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5.3 Ausblick

Bislang konnte fir den Morbus Meniéere kein eindeutiger Suszeptibilitdtslocus nachgewiesen
werden, auch wenn davon ausgegangen wird, dass genetische Einflisse eine Rolle bei der
multifaktoriellen Krankheitsentstehung spielen. In der vorliegenden Untersuchung konnten
erstmals signifikante Assoziationen fir die SNPs rs11571317 und rs3087243 sowie fir zwei
Haplotypen im CTLA4-Gen mit der Erkrankung gefunden werden. Aufgrund der dinnen
Studienlage zum CTLA4- und PTPN22-Gen in Bezug auf Morbus Meniére wéren weitere Fall-
Kontroll-Assoziationsstudien sehr wunschenswert, insbesondere um die hier erhobenen
signifikanten Ergebnisse, wenn mdglich, zu replizieren. Ein weiteres interessantes
Kandidatengen wéare das /ICOS-Gen. Die beiden SNPs im CTLA4-Gen, die in der vorliegenden
Studie signifikant mit der Erkrankung assoziiert waren, stehen in einem hohen
Kopplungsungleichgewicht mit SNPs, die in der N&dhe des bzw. im /ICOS-Gen liegen. Studien
zu diesen Genvarianten kdnnten eventuell funktionelle SNPs aufdecken, die eine Rolle bei der
Entstehung von Morbus Meniére spielen.

Auch eine differenzierte Untersuchung von Patient*innensubgruppen wére interessant, um
eventuell abweichende Faktoren in der Pathogenese aufzudecken. Fir zukinftige Studien
ware es beispielsweise sinnvoll, Patient*innen mit uni- und bilateralem Morbus Meniéere
einzuschlieBen und diese getrennt auf Assoziationen mit Kandidatenloci zu untersuchen. Auch
eine getrennte Betrachtung von familidaren und sporadisch auftretenden Fallen kénnte von
Vorteil sein. Dasselbe gilt fior Patient'innen mit und ohne Dbegleitende

Autoimmunerkrankungen.

In Zukunft kénnten mithilfe von weiteren genomweiten Assoziationsstudien nicht nur
Kandidatengene fir Morbus Meniére betrachtet werden, sondern man kénnte hypothesenfrei
sehr viele SNPs im gesamten Genom untersuchen. Auch eine Sequenzierung des gesamten
Genoms wére denkbar.

Trotz der unsicheren Datenlage kdnnten durch erweiterte Forschung in der Zukunft eventuell
suszeptibilitdtserhdhende oder krankheitsverursachende genetische Varianten fir den Morbus
Meniére identifiziert werden und mit diesem Wissen die gezielte Diagnostik und Therapie der
Erkrankung verbessert werden.
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Abkulrzungen und Fachbegriffe

7. Abkirzungen und Fachbegriffe

A Adenin

AAO-HNS American Academy of Otolaryngology-Head and Neck Surgery

AE Elutionspuffer

AL Lysepuffer

ARMC9 Armadillo Repeat Containing 9

AW1 Waschpuffer 1

AW2 Waschpuffer 2

bidest Zweifach destilliert

C Cytosin

CD Cluster of differentiation

Cdk4 Cyclin-dependent kinase 4

CSK C-terminal Src kinase

CTLA4 Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4

D Kopplungsungleichgewicht

D’ D/Dmax (gréBtmaogliche Differenz zwischen beobachteten und erwarteten
Allelfrequenzen)

DPT Dermatopontin

DSGZ Deutsches Schwindel- und Gleichgewichtszentrum

DSM-IV Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders IV

DTNA Dystrobrevin alpha

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

FAM136A Family With Sequence Similarity 136 Member A

FHAM Family History Assessment Module

Foxp3 Forkhead-box-protein P3

Fyn Src family tyrosine kinase

G Guanin

GSTM1 Glutathione S-transferase Mu 1

GWAS Genomweite Assoziationsstudie

HLA Human leukocyte antigen

HWE Hardy—Weinberg Equilibrium

ICOS Inducible T-cell costimulator

IFB Integriertes Forschungs- und Behandlungszentrum
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KCNE Potassium voltage-gated channel subfamily E

Lck Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase

LD Linkage disequilibrium

LEBI Leipziger Ereignis- und Belastungsinventar

LYP Lymphoid-specific tyrosine phosphatase

MHC Major histocompatibility complex

MICA MHC class | polypeptide-related sequence A

MIF Macrophage migration inhibitory factor

mRNA Messenger RNA

NaOH Natriumhydroxid

NF-1 Nuclear factor 1

NFkB Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells

OTOG Otogelin

OTOGL Otogelin like

OTOP1 Otopetrin 1

p.a. Pro analysi

PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung

PEP PEST domain-enriched tyrosine phosphatase

PP2A Protein phosphatase 2

PRKCB Protein kinase C beta

PTPN22 Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22 (lymphoid)

RSBN1 Round spermatid basic protein 1

SEMAS3D Semaphorin 3D

SH3 Src-homology 3

SKID Strukturiertes Klinisches Interview fiir Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders IV

SLE Systemischer Lupus erythematodes

SNP Single nucleotide polymorphism

T Thymin

TECTA Tectorin alpha

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

ZNF91 Zinc Finger Protein 1
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