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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Der Morbus Meniére ist eine Innenohrerkrankung, die durch Schwindelepisoden, Tinnitus,
Horverlust und Druckgeflihl im betroffenen Ohr charakterisiert ist. Pathophysiologisch wird die
Erkrankung mit einem endolymphatischen Hydrops assoziiert und ist atiologisch
multifaktoriell. Dabei wird eine Vielzahl von Faktoren wie eine Beteiligung des Immunsystems
diskutiert. Auch der Untergang verschiedener Zelltypen im Innenohr und auch von
Spiralganglienneuronen ist ein moglicher Faktor. Hierbei kdonnte die Poly(ADP-Ribose)-
Polymerase 1 (PARP-1) mit ihrer Funktion bei der Reparatur von DNA-Schaden, dem Zelltod
und der Transkription im Zusammenhang mit dem Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer
of activated B-cells (NF-kB) einen Einfluss haben. Die langen Allele eines Mikrosatelliten im
PARP1-Promotorbereich konnten bereits in einer Fall-Kontroll-Assoziationsstudie mit einem
selteneren Auftreten des Morbus Meniére assoziiert werden.

Um einen mdglichen Zusammenhang des gesamten PARP1-Gens mit Morbus Meniére in
einer europaischen Kohorte zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit 272 SNVs der PARP1-
Genregion genotypisiert und in 6 Linkage Disequilibrium (LD) unabhangige Regionen
unterteilt. Die Haufigkeit der Genotypen wurde anschlieBend zwischen 2597
Kontrollprobanden und 249 Patienten mit mindestens klinisch wahrscheinlichem Morbus
Meniére verglichen. Die Patientenstichprobe beinhaltete 203 mindestens klinisch sichere und
51 beidseitig an Morbus Meniére Erkrankte, die als Untergruppen auch jeweils den
Kontrollprobanden gegenibergestellt wurden. Zusatzlich wurde die Genotypverteilung
abhangig vom Raucherstatus analysiert, um den Einfluss von PARP1 auf oxidativen Stress
durch das Rauchen zu untersuchen.

Fir den Index-SNV rs3219066 konnte in der Kontrollgruppe ein haufigeres Auftreten des
selteneren C-Allels im Vergleich zu der Gruppe mit mindestens klinisch wahrscheinlichem
Morbus Meniére festgestellt werden (p = 0,032); der Vergleich mit klinisch sicherem Morbus
Meniére zeigte einen Trend (p = 0,055). Der SNV befand sich dabei mit 19 der 272
Polymorphismen in einem LD. Der Raucherstatus scheint in diesem Kontext keine Bedeutung
fur eine Assoziation mit Morbus Meniére zu haben, da ein Vergleich zwischen Rauchern und
Nichtrauchern keinen Zusammenhang mit der Genotypverteilung dieser Variante zeigte. Auch
ergab ein Vergleich unter zusatzlicher Berlicksichtigung des Raucherstatus als Kovariable ein
nahezu identisches Ergebnis wie bei der Berechnung ohne Kovariable.

Weitere Studien mit gréReren Patientenstichproben werden bendétigt, um diese Ergebnisse zu
bestatigen. Da PARP-1 ein Enzym mit vielen Funktionen ist, ware hierbei eine

Personalisierung oder Unterteilung in klinische Subgruppen zur Analyse von Nutzen.
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Abstract

Abstract

Meniere's disease is an inner ear disorder characterized by recurrent episodes of vertigo,
tinnitus, hearing loss and a feeling of fullness in the affected ear. The disease is
pathophysiologically associated with an endolymphatic hydrops. The etiology of Meniere's
disease is multifactorial. A variety of factors such as involvement of the immune system are
being discussed. The destruction of cells in the labyrinth including spiral ganglion neurons
could also contribute to the disease.

In this context, poly(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP-1) with its function in the repair of DNA
damage, cell death and transcription in connection with nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B-cells (NF-kB) could have an influence. The longer alleles of a
microsatellite in the PARP1 promoter region have already been associated with a lower
incidence of Meniere's disease in a case-control association study.

To investigate the association of the entire PARP1 gene with Meniere's disease in a European
cohort, in this work 272 SNVs of the PARP1 gene region were genotyped and divided into 6
linkage disequilibrium (LD) independent regions. The frequency of genotypes was compared
between 2597 control subjects and 249 patients with at least clinically probable Meniere's
disease. The patient sample included 203 patients with at least clinically definite Meniere's
disease and 51 patients with bilateral Meniere's disease, which were also compared to the
control subjects as subgroups. In addition, the frequency of genotypes was analyzed
depending on smoking status in order to investigate the influence of PARP1 on oxidative stress
caused by smoking.

For index SNV rs3219066, a more frequent occurrence of the minor C allele was found in the
control group compared to the group with at least clinically probable Meniere's disease (p =
0,032); the comparison with clinically definite Meniere's disease narrowly showed a trend (p =
0,055). The SNV was in LD with 19 of the 272 polymorphisms. In this context, smoking status
does not appear to have any significance for an association with Meniere's disease, as a
comparison between smokers and non-smokers showed no association with the genotype
distribution of this variant. Also, a comparison with additional consideration of smoking status
as a covariate showed an almost identical result as the calculation without a covariate.
Further studies with even larger patient samples are needed to confirm these results. As
PARP-1 is an enzyme with many functions, personalization or subdivision into clinical

subgroups would be useful for analysis.
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Abkurzungsverzeichnis

Abkiirzung Begriff

AAO-HNS American Academy of Otolaryngology—Head and Neck Surgery
ADD 1/2/3 Adducin 1/2/3

AP Summenaktionspotential

AQP 4/5 Aquaporin 4/5

BMD Beidseitiger Morbus Meniére

bds Beidseitig

BRCT BReast Cancer 1 (BRCA1) C-Terminus
CLDN14 Claudin 14

CM Mikrophonopotential

COCH Cochlin

DPT Dermatopontin

DTNA Dystrobrevin alpha

DSGZ Deutsches Schwindel- und Gleichgewichtszentrum
EAONO European Academy of Otology and Neurotology
ECochG Elektrocochleographie

ESRRB Estrogen related receptor beta

FAM136A Family With Sequence Similarity 136 Member A
GJB2 Gap junction protein beta 2

GPX Glutathione peroxidase

HMX2 H6 Family Homeobox 2

HWE Hardy-Weinberg-Equilibrium

IkBa Inhibitor of nuclear factor kappa B alpha

IL1 Interleukin-1 gene

IL-18, Interleukin-1p

IL-1RA Interleukin-1 receptor antagonist

KCNE 1/3 Potassium voltage-gated channel subfamily E regulatory subunit 1/3
kw Klinisch wahrscheinlicher Morbus

ks Klinisch sicherer Morbus Meniére

LSAMP Limbic system associated membrane protein

LD Linkage Disequilibrium

miRNA microRNA



Abkurzungsverzeichnis

Abkiirzung Begriff

MAO-B Monoaminoxidase-B

MARVELD2 MARVEL domain containing 2

MIF Macrophage migration inhibitory factor
MM Morbus Meniére

NIK NFkB-inducing kinase

NFKB1 Nuclear factor kappa B subunit 1
NF-kB Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
NTN4 Netrin 4

OTOG Otogelin

PARP Poly (ADP-Ribose-) Polymerase

PON Paraoxonase

PRKCB Protein Kinase C Beta

Rpm Revolutions per minute

SLC26A4 Solute carrier family 26 member 4
SNHL Sensorineural Horverlust

SP Summationspotential

STRC Stereocilin

SEMA3D Semaphorin 3D

SOD Superoxide dismutase

TMEMS55B Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 4-phosphatase 1
TNF-a Tumor necrosis factor alpha
Trans-eQTL Trans-Expression quantitative trait loci

TWEAK/FN14 Tumour necrosis factor (TNF)-like weak inducer of apoptosis/
fibroblast growth factor-inducible 14
USH1G USH1 protein network component sans

VEMP Vestibular evozierte myogene Potentiale



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Morbus Meniére

Der Morbus Meniére ist die zweithdufigste Ursache peripher vestibuldren Schwindels in
Deutschland (Hulse et al., 2019). Dieser ist charakterisiert durch rezidivierende
Schwindelepisoden, die mit Hoérverlust, Tinnitus und/oder Druckgefuhl im Ohr einhergehen
(Lopez-Escamez et al., 2015).

Im Jahr 1861 ordnete Prosper Meniére den Symptomkomplex der Erkrankung erstmalig dem
Innenohr zu (Meniére, 1861). Im Jahr 1938 beschrieben Hallpike und Cairns erstmals den
endolymphatischen Hydrops als eine pathologische Veranderung im Os temporale (Hallpike
und Cairns, 1938). Die Atiologie und Verbindung des Morbus Meniére mit dem
endolymphatischen Hydrops wird allerdings weiterhin diskutiert: Es wird von einem
multifaktoriellen Krankheitsbild ausgegangen (Nakashima et al., 2016).

Die Diagnosekriterien haben sich Uber die Zeit verandert. Aktuell wird die Diagnose mit Hilfe
klinischer Symptome und apparativer Diagnoseverfahren gestellt. Dabei werden Patienten in
einen sicheren Morbus Meniére und in einen wahrscheinlichen Morbus Meniére eingeteilt
(Lopez-Escamez et al., 2015). Bisher gibt es keine ausreichende Evidenz fir eine der vielen
Therapiemdglichkeiten des Morbus Meniére (Lee et al., 2023; Webster et al., 2023a, b, c, d,

e).

1.2 Epidemiologie

Die Pravalenz variiert erheblich, und zwar aufgrund unterschiedlicher Faktoren, wie
verschiedener Ethnien, Demographien, der medizinischen Versorgung der einzelnen Lander,
Erhebungen der Daten (beispielsweise Versicherungsdaten oder Umfragen) und der sich mit
der Zeit veranderten Diagnosekriterien (Harris und Alexander, 2010; Ricchetti-Masterson et
al., 2016; Lopez-Escamez et al., 2018; Basura et al., 2020).

So wurde die héchste Pravalenz mit 513 Morbus Meniére-Erkrankten pro 100 000 Einwohnern
in der finnischen Bevdlkerung gefunden (Havia et al., 2005). In Japan wurde hingegen eine
Pravalenz fur Morbus Meniére von 34,5 Erkrankten pro 100 000 Einwohnern nachgewiesen
(Shojaku et al., 2005). Eine Untersuchung von 60 Millionen Patienten aus der Lifelink Health
Claims Database aus den USA zeigte eine Pravalenz von 190 pro 100 000 Einwohnern. In
dieser Studie wurde auch ein stark altersabhangiger Anstieg der Pravalenz festgestellt (von 9
pro 100 000 bei <18 Jahren bis 440 pro 100 000 bei >65 Jahre) (Harris und Alexander, 2010).
AulRerdem ist in den Studien eine Abhangigkeit der Pravalenz von der jeweiligen Ethnie zu
beobachten. Beispielsweise erkranken Kaukasier haufiger an Morbus Meniére (Ohmen et al.,
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2013). Daruber hinaus sind Frauen haufiger betroffen als Manner. So liegt das
Geschlechtsverhaltnis Frauen zu Mannern der Morbus Meniére-Erkrankten in den USA bei
1,89:1 (Harris und Alexander, 2010).

1.3 Krankheitsbild und Diagnostik

Die Symptomatik des Morbus Meniére wird durch Schwindel, Horverlust, Tinnitus und einem
Druckgeflhl im Ohr definiert. Der Schwindel wird dabei oft als Drehschwindel beschrieben und
tritt episodisch fur Minuten bis Stunden auf. Dabei werden die Schwindelepisoden oft von
Symptomen wie Kopfschmerzen, Erbrechen, Ubelkeit, Schwitzen, Photophobien und
Phonophobien begleitet. Die Symptome kénnen sowohl unilateral als auch bilateral auftreten
(House et al., 2006; Lopez-Escamez et al., 2015; Gurkov et al., 2018).

Wahrend sich die Morbus Meniére-Symptomatik (Schwindelepisoden, Hoérverlust, Tinnitus)
bei vielen Patienten gleich zu Beginn zeigt, kdnnen zuerst auch einzelne Symptome auftreten
und es kann Jahre dauern, bis sich das volle Krankheitsbild zeigt (Belinchon et al., 2012). In
den ersten 5-10 Jahre des Krankheitsverlaufs nimmt dann meist die Anzahl der
Schwindelepisoden ab (Huppert et al., 2010).

Der Horverlust der Morbus Meniére-Erkrankung zeigt sich zu Beginn meist wahrend der
Schwindelattacken, verstarkt sich dann oft im Verlauf der Erkrankung und wird permanent.
Zusatzlich verstarkt sich auch die Intensitat des Tinnitus mit der Zeit (Havia et al., 2002).
Meist stellen sich die Patienten zuerst mit einseitigen Symptomen vor, jedoch entwickeln viele
im Verlauf der Erkrankung einen beidseitigen Morbus Meniére (House et al., 2006; Belinchon
etal., 2012).

1.3.1 Diagnostik

Um die Diagnose und die Wahrscheinlichkeit einer Morbus Meniére-Erkrankung zu
standardisieren, hat das Committee on Hearing and Equilibrium der American Acadamy of
Head and Neck Surgery (AAO-HNS) 1995 eine Klassifikation der Morbus Meniére-Erkrankung
etabliert (Tabelle 1) (Committee on Hearing and Equilibrium, 1995).
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Tabelle 1: Morbus Meniére-Klassifikation nach dem Committee on Hearing and Equilibrium,1995

Nachgewiesener Morbus Meniére (alle Punkte missen zutreffen)
- sicherer Morbus Meniére

- histopathologische Bestatigung

Sicherer Morbus Meniére (alle Punkte miussen zutreffen)

zwei oder mehr spontane Schwindelepisoden, die 20 Minuten oder langer
dauern

- mindestens einmaliger audiometrisch nachgewiesener Horverlust

- Tinnitus oder Druckgefuhl im betroffenen Ohr

- Ausschluss anderer Ursachen

Wahrscheinlicher Morbus Meniére (alle Punkte mussen zutreffen)

- eine Schwindelepisode

mindestens einmaliger audiometrisch nachgewiesener Horverlust

Tinnitus oder Druckgefuhl im betroffenen Ohr

Ausschluss anderer Ursachen

Moglicher Morbus Meniére
- Meniére-typische Schwindelattacke ohne nachgewiesenem Horverlust
oder
- fluktuierender oder gleichbleibender sensorineuraler Horverlust mit
Gleichgewichtsstérungen ohne Schwindelepisoden

- Ausschluss anderer Ursachen

Aufgrund des in der Zwischenzeit gewonnenen besseren Verstandnisses des Morbus Meniére
wurde eine neue klinische Klassifikation zur Diagnose des Morbus Meniére gemeinschaftlich
von der Japan Society for Equilibrium Research, der European Academy of Otology and
Neurotology (EAONO), des Equilibrium Committee of the American Academy of
Otolaryngology-Head and Neck Surgery (AAO-HNS), der Barany Society und der Korean
Balance Society 2015 eingefihrt (Tabelle 2, S. 8) (Lopez-Escamez et al., 2015).

Der Unterschied zwischen den beiden Kriterienkatalogen zeigt sich in der zeitlichen
Limitierung der Schwindelepisoden auf 12 Stunden und einer genaueren Definition des
Horverlusts (mindestens 30 dB unter 2000 Hz) in der Uberarbeiteten Klassifikation. Auch
mussen zur Diagnose eines wahrscheinlichen Morbus Meniére zwei Schwindelepisoden, aber

kein audiometrisch nachgewiesener Horverlust vorliegen.
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Tabelle 2: Uberarbeitete Klassifikation des Morbus Meniére (Aus: Lopez-Escamez et al., 2015)

Sicherer Morbus Meniére (alle Punkte miussen zutreffen)
- zwei oder mehr spontane Schwindelepisoden, die zwischen 20 Minuten und 12
Stunden dauern
- audiometrisch nachgewiesener Horverlust (mindestens 30 dB unter 2000 Hz) in
einem Ohr (innerhalb von 24 Stunden vor/wahrend/nach einer Schwindelepisode)
- fluktuierende Innenohrsymptome (Horen, Tinnitus oder Druckgefihl im betroffenen
Ohr)

- nicht besser erklarbar durch eine andere Vestibulare Diagnose

Wahrscheinlicher Morbus Meniére (alle Punkte missen zutreffen)
- zwei oder mehr spontane Schwindelattacken, die zwischen 20 Minuten und 24
Stunden dauern.
- fluktuierende Innenohrsymptome (Horen, Tinnitus oder Druckgefuhl im betroffenen
Ohr)

- nicht besser erklarbar durch eine andere Vestibulare Diagnose

1.3.2 Apparative Methoden

Zusatzlich zur anamnestischen Erhebung der aufgelisteten Diagnosekriterien kénnen eine
Reihe von Tests durchgefuhrt werden, um die Diagnose zu untermauern (Magnan et al.,
2018).

Bei den diagnostischen Tests spielen neben der Anamnese und der kdrperlichen
Untersuchung vor allem apparative vestibulare und cochledre Funktionsprifungen eine Rolle,
von denen wichtige im Folgendem naher erldutert werden (Basura et al., 2020; Teggi et al.,
2020).

Neben der Audiometrie kann auch die Messung der evozierten otoakustischen Emissionen
als cochleare Funktionsprifung bei der Diagnose hilfreich sein. Bei einer
tonschwellenaudiometrischen Untersuchung der Meniére-Patienten kdnnen hierbei subjektive
Schallempfindungsschwerhorigkeiten des betroffenen Ohres fir die tiefen Frequenzen
nachgewiesen werden (Lopez-Escamez et al., 2015; Nevoux et al., 2017). Bei evozierten
otoakustischen Emissionen kdnnen nach akustischer Stimulierung des Ohres akustische
Emissionen gemessen und teilweise reduzierte Emissionen in den Ohren der Morbus
Meniére-Patienten nachgewiesen werden (Drexl et al., 2018).

Die Elektrocochleographie (ECochG) kann ebenfalls zur Unterstitzung der Morbus Meniére
Diagnostik herangezogen werden. Hierbei werden die Potentiale gemessen, die akustische

Signale am Hoérnerv und an der Cochlea ausldésen. Die Potentiale kdnnen in ein
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Mikrophonopotential (CM), ein Summationspotential (SP) und ein Summenaktionspotential
(AP) unterteilt werden (Hornibrook et al.,, 2017). Bei Morbus Meniére-Patienten kénnen
teilweise Auffalligkeiten im SP/AP-Quotienten auftreten (Obeidat und Bell, 2019).

Zur Uberpriifung der vestibularen Funktion kann ein Video-Kopfimpulstest oder eine
kalorische Prifung durchgefihrt werden. Beim Video-Kopfimpulstest wird nach einem
Kopfimpulstest die Augenbewegung mit einer Kamera aufgenommen und zur
Diagnosefindung analysiert. Bei Morbus Meniére-Patienten kénnen dabei Beeintrachtigungen
des vestibulookularen Reflexes auftreten (Zhou et al., 2020).

Bei der kalorischen Prifung wird der auf3ere Gehdrgang mit warmem und kaltem Wasser oder
Luft gespult. Hierbei kann bei Morbus Meniere teilweise eine Unterfunktion des
vestibulookularen Reflexes aufgezeigt werden (Oliveira et al., 2021).

Auch die Messung von vestibuldaren myogenen Potentialen (VEMP) kann zur Diagnose
beitragen. Dabei wird die vestibulare Antwort auf akustische Reize oder Vibrationsreize als
muskularer Potentialunterschied abgeleitet (Rosengren et al., 2019). So kénnen teilweise
Unterschiede zwischen Patienten mit Morbus Meniére und gesunden Probanden aufgezeigt
werden (Angeli und Goncalves, 2019).

Da der endolymphatische Hydrops als pathologisches Korrelat fir den Morbus Meniére gilt (Li
et al.,, 2020; Chen et al.,, 2021), kann dessen Nachweis in einer kontrastverstarkten
Magnetresonanztomographie zur Sicherung der Diagnose beitragen. Hierbei wird als
Kontrastmittel Gadolinium injiziert, das sich im Perilymphraum anreichert und den
Endolymphraum ausspart. Im Fall eines endolymphatischen Hydrops kann der
Endolymphraum vergréRert und der Perilymphraum verkleinert erscheinen (Bernaerts et al.,
2019).

1.3.3 Behandlungsmaoglichkeiten

Das Verhindern oder die Reduktion der Schwindelepisoden, des Horverlusts, des Tinnitus und
des Druckgefuhls im Ohr sind das Therapieziel einer Behandlung des Morbus Meniére
(Basura et al., 2020). Da davon ausgegangen wird, dass es sich bei Morbus Meniére um eine
multifaktorielle und polygene Erkrankung handelt, ist es unwahrscheinlich, ein einzelnes
Therapiekonzept zu entwickeln, das allen Patienten hilft (Nakashima et al., 2016). Obwohl
Patienten mehrere Therapiemoglichkeiten angeboten werden konnen, gibt es keine
ausreichende Evidenz in der Behandlung des Morbus Meniéere (Lee et al., 2023; Webster et
al., 2023a, b, ¢, d, e).

Das in Europa am meisten verwendete Therapeutikum ist Betahistidin (Gibson, 2019). Es

bindet als Agonist am H1-Rezeptor und als Antagonist am H3-Rezeptor (Fossati et al., 2001).
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An Meerschweinchen konnte gezeigt werden, dass Betahistidin durch seine Wirkung die
cochleare Durchblutung steigert. Als Mechanismus wird dabei eine Dilatation von
prakapillaren Ateriolen diskutiert (Bertlich et al., 2017). Neben Betahistidin werden auch
andere systemische Pharmakotherapien wie Kortikosteroide, Diuretika oder antivirale
Medikamente diskutiert (Webster et al., 2023a). Bei einem Cochrane-Review zu systemischen
Pharmakotherapien wurden Betahistidin, Kortikosteroide, Diuretika und antivirale
Medikamente bei der Behandlung des Morbus Meniére untersucht und nach der GRADE-
Methodik eingestuft. Hierbei zeigte sich nur eine niedrige oder sehr niedrige Evidenz bei den
systemischen pharmakologischen Interventionen (Webster et al., 2023a). Jedoch wird
diskutiert, ob durch hohere Dosen oder eine Kombination mit MAO-B-Inhibitoren die
Wirksamkeit von Betahistidin gesteigert werden kann (Tighilet et al., 2018; Strupp et al., 2020,
2023).
Bei Versagen einer konservativeren Behandlung kann Patienten eine intratympanale
Gentamicin-Injektion als Therapie angeboten werden (Nevoux et al., 2018). Gentamicin ist ein
Aminoglykosid-Antibiotikum mit einer ototoxischen Wirkung und weist aus diesem Grund ein
deutliches Risiko fur Horverluste auf (Tanaka et al.,, 2021). Zusatzlich sollte bei einer
intratympanalen Gentamicin-Therapie beachtet werden, dass viele Patienten mit einseitigem
Morbus Meniére im Verlauf der Erkrankung einen beidseitigen Morbus Meniére entwickeln
(House et al., 2006). Es kann also der Fall eintreten, dass beide Innenohre behandelt werden
mussen. In einem Cochrane Review konnte nach der GRADE-Methodik nur eine sehr geringe
Evidenz fur eine intratympanale Gentamicin-Behandlung festgestellt werden (Webster et al.,
2023b).
Zur Verbesserung der Symptomatik kann auch eine intratympanale Kortikosteroidgabe
versucht werden. Auch zu dieser Therapiemdglichkeit konnte in einem Cochrane Review nach
der GRADE-Methodik nur eine niedrige oder sehr niedrige Evidenz aufgezeigt werden
(Webster et al., 2023e).
Beim Versagen einer konservativen Methode kann schwer betroffenen Morbus Meniére-
Patienten eine Operation am Innenohr angeboten werden, beispielsweise eine
Dekompression am Saccus endolymphaticus oder das Einlegen eines Paukenréhrchen.
Allerdings konnte auch fur operative Interventionen in einem Cochrane-Review nach der
GRADE-Methodik nur eine sehr niedrige oder niedrige Evidenz nachgewiesen werden (Lee et
al., 2023). Ebenso gibt es die Moglichkeit Morbus Meniére-Patienten eine positive
Drucktherapie anzubieten, bei der nach dem Einlegen eines Paukenréhrchen Gber ein Pumpe
Druck auf das Innenohr ausgelibt wird. Die positive Drucktherapie weist nach der GRADE-
Methodik allerdings nur eine sehr geringe Evidenz auf (Webster et al., 2023c).
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Auch ob eine Veranderung des Lifestyles zu einer Verbesserung der Morbus Meniére-
Symptomatik fiihren kénnte, wird diskutiert. Dabei konnte bisher nur eine sehr niedrige
Evidenz bei einer Veranderung des Lifestyles gegeniiber Placebo aufgezeigt werden (Hussain
et al., 2018; Webster et al., 2023d).

1.4 Pathogenese

Die Entwicklung und Entstehung einer Morbus Meniére-Erkrankung ist noch nicht im Detail
geklart. Es zeigt sich allerdings ein Zusammenhang mit einer Volumenzunahme der
Endolymphe im Innenohr, die zur Entstehung eines endolymphatischen Hydrops flihrt (Sun et
al., 2021). Um diesen mit Morbus Meniere verbundenen endolymphatischen Hydrops zu
beschreiben, werden im Folgenden die wichtigsten dafir notwendigen anatomischen

Strukturen im Innenohr aufgezeigt.

1.4.1 Anatomie des Innenohrs

Das Innenohr beinhaltet das Vestibularorgan mit Sacculus, Utrikulus sowie die Bogengange
und die Cochlea (Horschnecke) (Schiinke et al., 2006). Die Cochlea ist in drei aufeinander
liegende Gange unterteilt: Die Scala vestibuli, Scala tympani und die in der Mitte liegende
Scala media. Die Scala media ist Uber die Reissner-Membran von der Scala vestibuli und Uber
die Basilarmembran von der Scala tympani getrennt. Das Corti-Organ mit den Haarzellen liegt
in der Scala media (Abbildung 1) (Jiang et al., 2017). Die afferenten Impulse der Cochlea

werden Uber die Neurone der Spiralganglien weitergeleitet (Schinke et al., 2006).
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Abbildung 1: Querschnitt durch die Cochlea (Abbildung verandert aus Jiang et al., 2017)

Wahrend die Scala media mit der kaliumreichen Endolymphe geflllt ist, beinhalten die Scala
tympani und Scala vestibuli die Perilymphe (Jiang et al., 2017). Die Endolymphe der Scala
media steht Uber den Ductus reuniens mit dem Endolymphraum des Vestibularorgans und
Uber den Ductus endolymphaticus mit dem Saccus endolymphaticus in Kontakt (Schinke et
al., 2006).

1.4.2 Endolymphatischer Hydrops

Der endolymphatische Hydrops kann mit einer hohen Signifikanz im Innenohr Morbus Meniéere
betroffener Patienten nachgewiesen werden (Sun et al., 2021). Er wurde erstmals von Hallpike
und Cairns 1938 beschrieben. Bei einem endolymphatischen Hydrops kommt es zu einer
Volumenzunahme der Endolymphe. Durch Risse in der Reissner-Membran konnen sich dann
die Perilymphe und die kaliumreiche Endolymphe vermischen (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Histopathologischer cochlearer Hydrops

Dicker Pfeil: Hydrops, kleiner Pfeil: Riss in der Reissner Membran (Abbildung aus Oberman et al.,
2017).

Es wird vermutet, dass die nun kaliumreiche Perilymphe dann eine pathologische Erregung
der Neurone verursacht, die zu den Morbus Meniére typischen Symptomen fuhrt (Schuknecht,
1976; Kingma und Wit, 2010; Nakashima et al., 2016).

Bei einem endolymphatischen Hydrops wurde auch ein Untergang von Neuronen beobachtet.
So konnte mit Hilfe eines Meerschweinchen-Modells, in welchem ein endolymphatischer
Hydrops unilateral durch eine chirurgische Blockierung des Saccus endolymphaticus und des
Ductus endolymphaticus herbeigefiihrt wurde, aufgezeigt werden, dass eine Verbindung
zwischen dem Schweregrad eines endolymphatischen Hydrops und dem Zelltod der apikalen
Spiralganglienneurone besteht (Bixenstine et al., 2008).

Der endolymphatische Hydrops flhrt allgemein zu oxidativem Stress im Innenohr. Anne et al.
(2007) konnten im Tierversuch aufzeigen, dass es bei einem operativ herbeigefihrten
endolymphatischen Hydrops zu einem Anstieg von oxidativen Stressmarkern kommt.
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Zudem konnten erhdhte oxidative Stressmarker im Innenohr bei Morbus Meniére erkrankten
Patienten gefunden werden (Ishiyama et al., 2019).

Wie es zur Druckerhéhung und Ausdehnung der Endolymphe kommt, ist noch ungeklart. Es
gibt hierzu einige Theorien, zum Beispiel wird Uber eine Beteiligung des Saccus
endolymphaticus diskutiert, der bei der Endolymph-Regulation von Bedeutung ist (Schiinke et
al., 2006; Kim et al., 2019). Ebenfalls kdnnte beispielsweise eine Obstruktion im Ductus
reuniens zur Entwicklung eines endolymphatischen Hydrops beitragen (Hornibrook et al.,
2021). Auch eine Beteiligung des Immunsystems an der Ursache des endolymphatischen
Hydrops wird diskutiert (Lopez-Escamez et al., 2018).

Ein kausaler Zusammenhang zwischen dem endolymphatischen Hydrops und Morbus
Meniére konnte bisher nicht ausreichend belegt werden. So konnten sowohl Li et al. (2020)
bei allen untersuchten 178 Patienten als auch Chen et al. (2021) bei jedem der 252 Patienten
mit Morbus Meniére-Diagnose einen endolymphatischen Hydrops im MRT nachweisen,
allerdings tritt der endolymphatischen Hydrops auch bei der gesunden Bevolkerung oder bei
Patienten mit anderen Schwindelerkrankungen (z. B. vestibulare Migrane oder

Vestibularisschwannom) auf (Lubbe et al., 2020).

1.5 Atiologie

Die genaue Ursache fir das Auftreten des Morbus Meniére ist immer noch ungeklart. Es gibt
einige verschiedene Theorien, allerdings kann keine davon die Ursache des Krankheitsbildes
allein erklaren. Aktuell wird daher von einer multifaktoriellen und individuellen Atiologie
ausgegangen. So kdénnte Morbus Meniére zum Beispiel genetische und/ oder autoimmune
Ursachen haben. Im Folgenden werden relevante Hypothesen zu mdglichen Atiologien

beschrieben (Perez-Carpena und Lopez-Escamez, 2020).

1.5.1 Beteiligung des Immunsystems

Bei Morbus Meniére wird haufig eine Verbindung zu Autoimmunerkrankungen diskutiert. Es
konnte zum Beispiel eine Assoziation mit einer autoimmunen Arthritis hergestellt werden,
jedoch ist die Evidenz umstritten (Caulley et al., 2018).

Ebenfalls konnte in einer kleinen Studie mit 10 Patienten in der Perilymphe von Morbus
Meniére-Erkrankten microRNA (miRNA) nachgewiesen werden, die bei Patienten ohne
Morbus Meniére nicht vorhanden waren. Mehrere von diesen miRNAs waren mit der
Regulation von Genen assoziiert, die mit inflammatorischen und autoimmunen Zellwegen
verbunden sind (Shew et al., 2021).
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Zusatzlich konnte der mit dem endolymphatischen Hydrops assoziierte Saccus
endolymphaticus eine Bedeutung bei Immunantworten im Innenohr haben (Kim et al., 2019).
So konnten dort beispielsweise viele aktive Makrophagen nachgewiesen werden, die Immun-
Zell-Marker exprimieren. Dies lasst eine Verbindung des Saccus endolymphaticus mit der
Immunantwort des Innenohrs vermuten (Nordstrom et al., 2019).

Auch konnten erhéhte Mengen proinflammatorischer Zytokine bei Morbus Meniére-Patienten
nachgewiesen werden. Frejo et al. (2018) konnten in einer Fall-Kontroll-Assoziationsstudie an
113 Morbus Meniére Erkrankten und 54 gesunden Kontrollprobanden bei 21% der Patienten
eine erhdhte Genexpression von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1[3, IL-1RA, und TNF-
a in mononuklearen Zellen aus dem peripheren Blut aufzeigen (Frejo et al., 2018).

Eine mogliche Assoziation von Allergien mit Morbus Meniére wird auch haufiger beschrieben.
Beispielsweise konnte in einer Studie eine Verbindung zwischen allergischem Asthma und
Morbus Meniére in einer koreanischen Bevdlkerung beobachtet werden (Kim et al., 2021).

In einer anderen Studie konnte aufgezeigt werden, dass die Behandlung einer Allergie der
Morbus Meniere-Patienten die Symptomatik verbessern konnte. Hierbei wurden Morbus
Meniére-Patienten, denen eine Allergie-Therapie empfohlen wurde, in eine Kontroll- und
Behandlungsgruppe eingeteilt. Nach Behandlung der Allergie mit einer Immuntherapie
(Desensibilisierung) und einer Vermeidung von Allergenexposition zeigte sich in der
Behandlungsgruppe eine Abnahme der Morbus Meniére-Symptomatik im Vergleich zur

Kontrollgruppe (Derebery, 2000)

1.5.2 Weitere Hypothesen

Neben autoimmun bedingten Ursachen werden noch weitere Grinde fir eine Morbus

Meniére-Erkrankung diskutiert.

So wurden beispielsweise seltene Falle beschrieben, bei denen Patienten nach einem
mechanischen Trauma einen endolymphatischen Hydrops und eine Morbus Meniére-
Erkrankung entwickelten (Bachinger et al., 2019, Misale et al., 2021). Eine mdgliche Ursache
fur einen posttraumatischen endolymphatischen Hydrops ist eine Stérung der
Endolymphabsorption durch das Trauma (Paparella et Mancini, 1983).

Ebenfalls gibt es Hinweise auf eine Verbindung zwischen Morbus Meniére und vestibularer
Migrane. Morbus Meniére-Patienten weisen haufiger Migraneattacken auf und der
Schwergrad der Migrane kann die Morbus Meniére-Symptomatik beeinflussen. Aus diesen
Grunden wird ein ahnlicher Pathomechanismus des Morbus Meniére und vestibularer Migrane

diskutiert (Pyykkd et al., 2019).
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Weiterhin wird Vitamin D eine Rolle bei der Erkrankung zugeschrieben, da gezeigt werden
konnte, dass Morbus Meniére-Patienten einen geringeren Vitamin-D-Spiegel als die
Normalbevdlkerung aufweisen. Dabei kdnnte die immunmodulierende Wirkung von Vitamin D
eine Bedeutung fir die Entwicklung einer Morbus Meniére-Erkrankung haben (Buki et al.,
2018; Bakhshaee et al., 2022).

Zusatzlich gibt es eine Verbindung zwischen Morbus Meniére und anderen systemischen
Erkrankungen. Es konnte beispielsweise aufgezeigt werden, dass eine Diabetes mellitus-
Erkrankung die Morbus Meniére-Symptomatik verschlimmert (Pieska et al., 2018). Dabei
werden Schaden durch Hyperglykamie am Vestibularorgan diskutiert (Gioacchini et al., 2018).
Zudem kdnnten vaskulare Ursachen bei Morbus Meniére eine Rolle spielen (Rego et al., 2019;
Attanasio et al., 2020). So konnte beispielsweise die ventse Drainage des Ductus
endolymphaticus eine Bedeutung in der Entwicklung des endolymphatischen Hydrops haben
(Nordstrom et al., 2020). Auch kdnnten virale Infektionen einen Einfluss auf die Entwicklung
einer Morbus Meniére-Erkrankung nehmen (Dean et al., 2019). Eine mdgliche Hypothese fur
eine virale Genese bei Morbus Meniére ware der Untergang von vestibularen Neuronen durch
virale Infektionen (Gacek 2009).

1.6 Genetik des Morbus Meniére

Durch die unterschiedlichen Pravalenzen in verschiedenen Ethnien liegt ein genetischer
Hintergrund des Morbus Meniére nahe. Die Erkrankung kann in einen familidren Morbus
Meniére und in einen sporadischen Morbus Meniére unterteilt werden (Ohmen et al., 2013;
Chiarella et al., 2015).

Die beiden Untergruppen zeigen keine Unterschiede im klinischen Verlauf der Erkrankung,
jedoch tritt Morbus Meniére in familiaren Fallen friiher auf als in sporadischen Fallen (Requena
et al., 2014).

1.6.1 Familiarer Morbus Meniere

Um familiaren Morbus Meniére genauer zu analysieren, untersuchten Requena et al., (2014)
in einer Studie 1375 slUdeuropaische Morbus Meniére-Patienten auf familiare
Vererbungsmuster. Hierbei konnte bei 8,4% der sicher von Morbus Meniére Betroffenen ein
familidrer Hintergrund nachgewiesen werden. Meist zeigte sich eine autosomal dominante
Vererbung (69 von 74 Familien), jedoch wurde auch ein rezessives Vererbungsmuster (5 von
74 Familien) beobachtet oder eine mitochondriale Vererbung diskutiert. Uber Interviews

konnte in der Studie nachgewiesen werden, dass in 18 von 19 familiaren Morbus Meniére-
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Fallen in aufeinanderfolgenden Generationen die Erkrankung in einem friheren Alter und/oder
mit schwererer Symptomatik auftrat. Dies wies auf eine Antizipation des familidaren Morbus
Meniére hin (Requena et al.,, 2014). Klockars und Kentala (2007) untersuchten in der
finnischen Bevdlkerung die Vererbungsmuster der familiaren Morbus Meniére-Erkrankten.
Dabei wurden Uber Interviews 54 Patienten mit sicherem, 8 mit wahrscheinlichem und 21 mit
moglichem Morbus Meniére analysiert. Hier zeigte sich ein autosomal dominantes
Vererbungsmuster mit inkompletter Penetranz. Auch in dieser Studie konnten Uber den
Stammbaum Hinweise auf eine Antizipation der familiaren Morbus Meniére-Falle gefunden
werden (Klockars und Kentala, 2007).

Da bereits mehrere verschiedene Gene mit einzelnen familidren Morbus Meniére-Fallen
verbunden wurden, unterstreicht dies die Heterogenitdt der Erkrankung. In einer
Ubersichtsarbeit von Escalera-Balsera et al. (2020) wurden Gene, die mit familiarem Morbus
Meniére assoziiert worden waren, zusammenfassend dargestellt: SEMA3D, DPT, FAM136A,
PRKCB, TMEMS55B, DTNA, OTOG, LSAMP, HMX2 (Tabelle 3) (Escalera-Balsera et al.,
2020).

Tabelle 3: Ubersicht iiber Gene mit einer Assoziation mit familidren Morbus Meniére

Gen Assoziation Probanden Herkunft Autoren
DPT Ja Eine Familie mit  Spanien Martin-Sierra
ad-FMM etal., 2017
FAM136A; Ja Eine Familie mit = Spanien Requena et
DTNA ad-FMM al., 2015
HMX?2; Ja Zwei Familien Finnland Skarp et al.,
THEM55B mit FMM 2019
LSAMP Ja Eine Familie mit  Iran Mehrjoo et
ar-FMM al., 2020
OoT0G In 15 der 46 46 Familien mit  Kaukasisch Roman-
Familien FMM Naranjo et
al., 2020
PRKCB Ja Eine Familie mit = Spanien Martin-Sierra
ad-FMM etal, 2016
SEAMA3D Ja Eine Familie mit = Spanien Martin-Sierra
ad-FMM et al., 2017

ad=autosomal-dominant; ar=autosomal-rezessiv; FMM=Familiarer Morbus Meniére
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Abgesehen von der Studie von Roman-Naranjo et al.,, 2020, in der sich verschiedene
Varianten des OTOG-Gens in 15 von 46 unterschiedlichen Familien mit familiarem Morbus
Meniére zeigten, waren die Assoziationen in den Ubrigen Genen nur in einzelnen Familien
nachweisbar. Dies lie® vermuten, dass das OTOG-Gen in der Entstehung des familiaren

Morbus Meniére von Bedeutung sein kénnte (Escalera-Balsera et al., 2020).

1.6.2 Sporadischer Morbus Meniére

Um genetische Assoziationen bei Schwindelerkrankungen zu untersuchen, analysierten
Skuladottir et al. (2021) in einer genomweiten Assoziationsstudie (GWAS) das komplette
Genom von 48072 schwindelerkrankten Patienten, darunter 3516 Patienten mit Morbus
Meniére, und 894541 gesunden Kontrollen. Im Vergleich von Morbus Meniere und Kontrollen
konnten in dieser Studie keine signifikant assoziierten Varianten gefunden werden.

Jedoch konnten viele verschiedene Varianten unterschiedlicher Gene bereits in einzelnen
Kandidatengenstudien mit sporadischem Morbus Meniére assoziiert werden. Da diese
Ergebnisse allerdings nicht in anderen unabhangigen Kohorten repliziert werden konnten, wird
von einem polygenen und multifaktoriellen Krankheitsbild ausgegangen, das nicht durch ein
einzelnes Gen erklarbar ist (Perez-Carpena und Lopez-Escamez, 2020).

Beispiele flir Kandidatengene, die mit Morbus Meniére in Verbindung gebracht wurden,
kénnen nachfolgender Tabelle enthommen werden (Tabelle 4).

Es finden sich mehrere positive Assoziationsstudien bezlglich Morbus Meniére und Genen,
welche im Elektrolythaushalt im Innenohr von Relevanz sind. So konnten Doi et al. (2005) eine
Verbindung von Polymorphismen in den fur spannungsgesteuerte Kaliumkanale kodierenden
KCNE1- (rs1805127) und KCNES3- (rs2270676) Genen mit Morbus Meniére aufzeigen. Hierzu
wurden die KCNE1- und KCNE3- Gene von 63 japanischen sicher an Morbus Meniére
Erkrankten mit japanischen gesunden Probanden verglichen (Doi et al. 2005). Um diese
Ergebnisse zu Uberprufen, untersuchten Campbell et al. (2010) die KCNE1- (rs1805127) und
KCNE3- (rs2270676) Gene bei 180 kaukasisch-amerikanischen sicher an Morbus Meniéere
Erkrankten und 180 kaukasisch-amerikanischen Kontrollprobanden. Die Ergebnisse von Doi
et al. (2005) konnten in dieser Kohorte allerdings nicht repliziert werden (Campbell et al.,
2010).
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Tabelle 4: Kandidatengene fiir sporadischen Morbus Meniere

Gen Assoziation Probanden Herkunft Autoren
(Pat/Kon)

ADD1 Ja 28/48; 1713 Kaukasisch Teggi et al., 2008
ADD2 Nein
ADD3 Nein
AQP4 Nein 86/2136 Japan Nishio et al., 2013
AQP5 Ja 86/2136 Japan Nishio et al., 2013

Nein 102/292 Kaukasisch Arweiler-Harbeck et

al., 2012
GJB2; Nein (MM) 830/ Pat: Spanien Gallego-Martinez et
USH1G; Ja (SNHL) CSVS: 1579;  und Portugal al., 2019
SLC26A4; EXAC: 60706; Kon: Spanien
ESRRB; NFE: 33370 (CSVS); ExAC
CLDN14; (verschiedene
MARVELD2 Ethnien); NFE
(nicht-finnische
Européer)
GPX1; PON1; Nein 84 (SSNHL);  Japan Teranishi et al., 2012
PON2; SOD2 82 (MM)/
2107

IFNG Nein 580/552 Kaukasisch Gazquez et al., 2013
KCNE1 Ja 63/237 Japan Doi et al., 2005

Nein 180/180 Kaukasisch Campbell et al., 2010
KCNE3 Ja 63/205 Japan Doi et al., 2005

Nein 180/180 Kaukasisch Campbell et al., 2010
MIF Ja 580/552 Kaukasisch Gazquez et al., 2013

Nein 291/552 Kaukasisch- Gazquez et al., 2013

Amerikanisch
(Replikation)

19



Einleitung

Tabelle 4: Kandidatengene fir sporadischen Morbus Meniére - Fortsetzung

Gen Assoziation Probanden Herkunft Autoren
(Pat/Kon)
NFKB1 Ja, schnellerer 716/1628 Verschiedene Cabrera et al., 2014
Horverlust bei Ethnien
unilateralen
MM
NTN4 Ja 860/CSVS; Pat: Spanien Gallego-Martinez et

EXAC: 60706; und Portugal al.,2020
NFE: 33370 Kon: Spanien
(CSVS); ExAC
(verschiedene
Ethnien); NFE

(nicht-finnische

Europaer)
PARP Ja, langere 80/371 Siideuropa Lopez-Escamez et
(Promoter) Allele al., 2009
TNFA Nein 580/552 Kaukasisch Gazquez et al., 2013
Trans-eQTL Ja 420/1630 Kaukasisch Frejo et al., 2017a
(Stimulierung
von NF-kB)

SNHL= Sensorineuraler Hoérverlust; MM=Morbus Meniére; Pat= Patienten; Kon= Kontrollen; CSVS=
Collaborative Spanish Variant Server (Dopazo et al., 2016); ExXAC=Exome Aggregation Consortium
(Verschiedene Ethnien) (Lek et al., 2016) NFE= Nicht-finnische Europder aus dem Exome Aggregation
Consortium Kollektiv (Lek et al., 2016)

Nishio et al. (2013) konnten eine positive Assoziation eines Polymorphismus in dem fir
wasserleitende Kandle kodierenden AQPS5- Gen (rs3736309) aufzeigen. Hierzu wurde die
Genotypverteilung des SNVs zwischen 86 japanischen Morbus Meniére-Erkrankten und 2136
japanischen Kontrollproanden verglichen.

Gene, die in einem Zusammenhang mit dem Immunsystems stehen, wurden ebenso mit der
Entwicklung des Morbus Meniére in Verbindung gebracht. So konnte Cabrera et al. (2014)
eine Assoziation eines Polymorphismus im NFKB71- Gen bei Patienten mit Morbus Meniére
aufzeigen. Unilateral an Morbus Meniére Erkrankte mit C-Allel im Polymorphismus rs3774937
oder mit G-Allel im SNV rs4648011 im NFKB1- Gen zeigten signifikant haufiger eine
schnellere Progression des Horverlusts.
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Auch die von Gazquez et al. (2013) untersuchten MIF-, IFNG-, und TNF- Gene wiesen eine
Verbindung mit der Antwort des Immunsystems auf. Die Autoren konnten in einer
kaukasischen Probandengruppe eine positive Assoziation mit einem Polymorphismus im MIF-
Gen (rs35688089) herstellen. Diese positive Assoziation konnte in derselben Studie jedoch
nicht in einer kaukasisch-amerikanischen Kohorte repliziert werden (Gazquez et al., 2013).
Lopez-Escamez et al. (2009) untersuchten den Promoter des Poly(ADP-Ribose)-
Polymerase1(PARP1)- Gens bei 80 bilateral sicher an Morbus Meniére Erkrankten und 371
gesunden Kontrollprobanden und stellten fest, dass die langeren Allele des Promoters
seltener bei bilateralem Morbus Meniere auftraten. Auch PARP-1 wurde bereits mit
inflammatorischen Prozessen in Zusammenhang gebracht (Lopez-Escamez et al., 2009; Nie
et al., 2021).

1.7 Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1

Das fur PARP-1 kodierende PARP1-Gen befindet sich im menschlichen Genom auf
Chromosom 1 (1g42.12), kodiert fir 23 Exons und hat eine Lange von 43kb (Auer et al., 1989;
Baumgartner et al., 1992).

Das PARP-1-Protein besteht aus 1013 Aminosauren, hat ein Molekulargewicht von 113203
Da und wird im Zellkern in allen Geweben exprimiert (Kurosaki et al., 1987; Uhlén et al., 2015,
Human Protein Atlas, gesehen am 20.04.2023)). Das PARP-1-Protein wird in eine N-terminale
DNA-Bindungsdoméne mit 3 Zink-Fingern, eine BReast Cancer 1 (BRCA1) C-Terminus
(BRCT)-Automodifikationsdomane und eine C-terminale katalytische-Domane mit einem
Tryptophan-Glycin-Arginin-reichen Motiv unterteilt (Kouyama et al., 2019) (Abbildung 3).

Das PARP-1-Enzym ist Uber posttranslationale Modifikation (ADP-Ribosylierung) mit der
Reparatur und dem Uberleben der Zellen bei Schaden der DNA assoziiert. So konnte eine
Verbindung zwischen PARP-1 und dem Uberleben von menschlichen Zellen aufgezeigt
werden (Grube und Burkle, 1992). Der Prozess der ADP-Ribosylierung verbraucht dabei
NAD+ als Substrat (Krlger et al., 2020).

Bei einer Uberaktivierung von PARP-1 kommt es zu einem groRen Verbrauch von NAD+
(Zhang et al., 2012) und PARP-1 kann eine Caspase-unabhangige Freisetzung von apoptose-
inducing-factor (AIF) bewirken und so den Zelltod verursachen (Yu et al., 2002). Der PARP-1
abhangige, Caspase-unabhangige Zelltod wird dabei als Parthanatos bezeichnet (David et al.,
2009).

PARP-1 kann aber auch einen Einfluss auf die Regulation der Transkription aufweisen.
Beispielsweise kann durch die ADP-Ribosylierung von Histonen der Zugang zur DNA

erleichtert werden (Martinez-Zamudio und Ha, 2012). Ebenfalls gibt es eine Verbindung
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zwischen Transkriptionsfaktoren und PARP-1. So wird PARP-1 flir die Transkriptionsaktivitat
von nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NF-kB) bendétigt und ist
dadurch ein bedeutender Cofaktor flir NF-kB (Hassa und Hottiger, 1999).

Durch seine Funktionen wird PARP-1 mit vielen verschiedenen Krankheiten wie
Autoimmunerkrankungen in Verbindung gebracht. So konnten beispielsweise Meira et al.
(2019) eine erhdhte Expression des PARP-1-Enzyms in CD4*T, CD8'T und B Zellen in
mononuklearen Zellen des peripheren Blutes bei Patienten mit Multiple Sklerose im Vergleich

zu gesunden Probanden nachweisen.

(@) | NUCLEIC ACID AUTO-

C-TERMINAL
BINDING MODIFICATION ‘

- Zn1 \/ Zn2 \J Zn3

Abbildung 3: Domanen des PARP-1- Proteins

Die N-terminale Doméane mit den 3 Zinkfinger- Regionen (Zn1, Zn2, Zn3), die Automodifikations-
Domane, die C-terminale Domdne mit einem Tryptophan-Glycin-Arginin-reichen DNA-bindenden
Motiv (WGR) und der katalytischen Domane. (b) Bei Aktivierung findet eine Konformationsidnderung
von PARP-1 statt, um Substrate binden zu kdénnen (Langelier et al.,, 2018; Rudolph et al., 2018)
(Abbildung und Beschreibung aus Eleazer und Fondue-Mittendorf, 2020).
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1.7.1 PARP-1 und der TWEAK/Fn14 Stoffwechselweg und NF-kB

Frejo et al. (2017a) konnten den SNV rs4947296 auf 6p21.33 mit beidseitigem Morbus
Meniére assoziieren (OR=2,089 (1,661-2,627); p=1,39 x 107%°). Hierzu flihrten die Autoren
eine Fall-Kontroll-Assoziationsstudie mit 1451 Patienten (420 mit beidseitigem und 1031 mit

unilateralem Morbus Meniére) und 895 Kontrollen durch.

Der SNV liegt in einem sogenannten trans-expression quantitative trait locus (trans-eQTL)
(Frejo et al., 2017a), einer Region im Genom, die die Expression von einem oder mehreren
Genen beeinflussen kann (Pereira et al., 2020). Die Region, in der Morbus Meniére-Patienten
haufig eine Variation aufwiesen, reguliert den Tumor necrosis factor-like weak inducer of
apoptosis/ fibroblast growth factor inducible 14 (TWEAK/Fn14) Stoffwechselweg, der mit einer
Regulation der Immunantwort in Verbindung gebracht wird, da er mit einer erhdhten
Expression von NF-kB assoziiert wird. Das Cytokin TWEAK bindet dabei an den Rezeptor
(Fn14) und kann sowohl den kanonischen wie auch den nicht-kanonischen NF-xB Signalweg
stimulieren (Roos et al., 2010), wobei der kanonische Signalweg eine Stimulierung von NF-kB
Uber die Phosphorylierung des NF-kB1 Inhibitors Inhibitor of nuclear factor kappa B alpha
(IkBa) verursacht (Roos et al., 2010; Prescott et al., 2022) , wahrend der nicht-kanonische
eine Stimulierung von NF-kB2 Uber die NFkB-inducing kinase (NIK) vermittelt (Roos et al.,
2010; Ramakrishnan et al., 2019). Die Autoren folgerten, dass die Morbus Meniere-Erkrankten
mit dem Risiko-Genotyp CC (rs4947296) im TWEAK/Fn14-Stoffwechselweg eine NF-kB

vermittelte inflammatorische Antwort entwickeln kénnten (Frejo et al., 2017a).

Zwischen dem TWEAK/Fn14 Stoffwechselweg und PARP-1 besteht entsprechend bei der NF-
KB vermittelten inflammatorischen Antwort ein entscheidender Zusammenhang, da PARP-1
fur die Transkriptionsaktivitat von NF-kB bendétigt wird und ein bedeutender Cofaktor von NF-
KB ist. So konnte aufgezeigt werden, dass PARP-1-Inhibitoren NF-kB vermittelte Gen-

Transkription von proinflammatorischen Zytokinen blockiert (Vuong et al., 2015).

1.7.2 Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1 und oxidativer Stress durch

Rauchen

Tabakrauch verursacht einen erhdhten oxidativen Stress in Zellen wie beispielsweise in
Spiralganglienneuronen und im Corti-Organ. Paquette et al. (2018) wiesen in einer Studie
nach, dass Mause, die Zigarettenrauch ausgesetzt waren, im Vergleich zur Kontrollgruppe
fibrotische Unterschiede im Innenohr aufzeigten. Histologisch zeigte sich, dass in den

Spiralganglien von Rauch ausgesetzten Mausen deutliche oxidative Degradation von Lipiden
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sichtbar waren. Die Autoren folgern, dass Rauch oxidativen Stress in cochledren Zellen
auslosen konnte (Paquette et al., 2018).

Kovacs et al. (2012) untersuchten die Wirkung von Zigarettenrauch auf menschliche
Epithelzellen, indem sie die Zellen mit und ohne PARP-1 fir 24 oder 48 Stunden
Zigarettenrauch exponierten. Zur Herstellung des Zigarettenrauchs wurde je eine 100 mm
Zigarette im zeitlichen Abstand von 5 Minuten mit Hilfe einer Vakuumpumpe verbrannt. Hier
zeigte sich, dass Zigarettenrauch erhdhte Konzentrationen von Superoxiden und
Hydrogenperoxiden verursachte, die Schaden an der DNA ausldsten. Epithelzellen ohne
PARP-1 zeigten unter diesen Bedingungen eine verspatete Reparatur von DNA-Brichen und
eine niedrigere Uberlebenswahrscheinlichkeit. Die Autoren schlussfolgerten, dass PARP-1
eine Relevanz beim Uberleben von Zellen zukommt, die oxidativen Stress durch
Zigarettenrauch ausgesetzt sind (Kovacs et al., 2012).

Allerdings kann der durch das Rauchen verursachte oxidative Stress auch eine
Uberaktivierung von PARP-1 ausl6sen, die zu Parthanatos (PARP-1 abhangiger Zelltod) fiihrt.
Klnzi et al. (2019) konnten aufzeigen, dass eine Exposition von Rauch in menschlichen
Bronchialepithelzellen DNA-Schaden verursacht, die eine PARP-1 Uberaktivierung zur Folge
haben kdnnten. Dies konnte eine Translokation von AlF und Parthanatos auslésen. Zellen mit

einem PARP-1 Inhibitor zeigten hierbei keine Aktivierung von Parthanatos (Kiinzi et al., 2019).

1.7.3 Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1 und Morbus Meniére

Das PARP1-Gen wurde bereits mit Morbus Meniére in Verbindung gebracht. So stellten
Lopez-Escamez et al. (2009) in einer Fall-Kontroll-Assoziationsstudie fest, dass die mit 17-20
(CA)-Wiederholungen langeren Allele eines Mikrosatelliten im Promoterbereich des Gens
seltener bei bilateralem Morbus Meniére (korrigiertes p=0.012) auftraten.

Bei dieser Studie wurden der Promoter des PARP1-Gens von 80 Patienten mit bilateralem
Morbus Meniére (Diagnose nach AAO-HNS Kriterien von 1995) aus dem sudeuropaischen
Raum mit dem von 371 gesunden Blutspendern verglichen. Nach Vervielfaltigung durch
Polymerase-Kettenreaktion =~ wurden die Proben der Probanden mit einer
Kapillarelektrophorese analysiert. Die Autoren diskutierten, dass die langeren Allele eine
Schutzfunktion gegen beidseitigem Morbus Meniére bieten kdnnten, da kurzere Allele die
Transkriptionsrate von PARP-1 senken kénnten. Da es bei einem endolymphatischen Hydrops
zu einer oxidativen Stresssituation der Spiralganglienneurone und DNA-Schaden kommt
(Anne et al., 2007), kdnnte eine veranderte Transkriptionsrate einen Einfluss auf die DNA-
Reparaturfahigkeit von PARP-1, Parthanatos und auch auf die durch PARP-1 beeinflusste

Genexpression, zum Beispiel von NF-kB, haben. Die Autoren schlie3en daher, dass weitere
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Studien zur PARP-1-Aktivitat bei Patienten mit Morbus Meniére benétigt werden (Lopez-
Escamez et al., 2009).

Insgesamt weist PARP-1 durch seine verschiedenen Funktionen eine grof3e Bedeutung in der
Immunantwort der Zellen auf, wie beispielsweise durch seine Verbindung mit NF-kB (Hassa
und Hottiger, 1999; Zhu et al.,2021).

Da auch bei der Atiologie des Morbus Meniére eine Beteiligung des Immunsystems diskutiert

wird, ist eine Untersuchung des PARP1-Gens als Suszeptibilitatsfaktor naheliegend.
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1.8 Fragestellung

Die Atiologie und Pathophysiologie des Morbus Meniére ist noch nicht vollstandig geklart. Die
am haufigsten vertretene Hypothese vermutet die Beteiligung immunologischer oder
autoimmuner Faktoren in der Genese. PARP-1 kdnnte hier mit seiner Bedeutung in der
Reparatur von DNA-Schéaden, bei Parthanatos und bei der Transkription im Zusammenhang
mit NF-kB einen Einfluss auf die Immunantwort der Zellen und auch auf das Uberleben der
Spiralganglienneurone unter oxidativem Stress wahrend des endolymphatischen Hydrops
haben.

Einen Hinweis auf die Beteiligung von PARP1 als Suszeptibilitatsfaktor wurde durch Lopez-
Escamez et al. (2009) erbracht, die in einer Fall-Kontroll-Assoziation bei Morbus Meniére-
Patienten ein im Vergleich zu Kontrollen selteneres Auftreten der langen Allele eines
Mikrosatelliten im Promotorbereich des PARP1-Gens identifizierten.

Um diese Befunde in einer unabhangigen europaischen Studie zu prifen, sollte in dieser
Studie das PARP1-Gen detailliert auf einen Zusammenhang mit Morbus Meniére untersucht
werden.

Dazu wurden 272 Varianten des PARP1-Gens genotypisiert und die Genotypfrequenzen von
6 Index-SNVs stellvertretend fir LD-unabhangige Regionen zwischen einer Gruppe aus 249
Patienten mit mindestens klinisch wahrscheinlichem Morbus Meniére und 2597 gesunden
Kontrollprobanden verglichen. Die Patientenstichprobe enthielt 203 Patienten mit mindestens
klinisch sicherem Morbus Meniére und 51 beidseitig an Morbus Meniére erkrankte Patienten.
Beide Untergruppen wurden ebenfalls jeweils den Kontrollprobanden gegenibergestellt.

Da PARP-1 auch auf den durch Rauchen zusatzlich verursachten oxidativen Stress einen
Einfluss hat, wurden die 272 Varianten des PARP1-Gens in Hinblick auf den Raucherstatus
in einer Fall-Kontroll-Assoziation Uberprift und ggf. fur diesen in den vorhergehenden Fall-

Kontrollassoziationen Kkorrigiert.
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2 Methoden
2.1 Studienbedingungen

Die Diagnosestellung und Rekrutierung der Patienten fand im Deutschen Schwindel- und
Gleichgewichtszentrum (DSGZ), die der Kontrollen am Klinikum fur Psychiatrie und
Psychotherapie der Ludwig-Maximilians-Universitat (LMU) Munchen statt. Alle Probanden
wurden vollstandig aufgeklart und stimmten der Studie schriftlich zu. Die Studie wurde von der
Ethik-Kommission der LMU Miinchen genehmigt und in Ubereinstimmung mit der Deklaration

von Helsinki ausgeflhrt.

2.2 Rekrutierung der Patienten mit Morbus Meniere

Die Gesamtstichprobe der Morbus Meniére-Patienten hatte einen einseitigen oder
beidseitigen, nach Kriterien der American Acadamy of Head and Neck Surgery von 1995
(AAO-HNS), diagnostizierten klinisch sicheren oder klinisch wahrscheinlichen Morbus
Meniére. Fur die Diagnose eines klinisch wahrscheinlichen Morbus Meniére waren eine
definitive Schwindelepisode, ein mindestens einmaliger audiometrisch nachgewiesener
Horverlust, Tinnitus oder Druckgeflinl im betroffenen Ohr und ein Ausschluss anderer
Ursachen erforderlich. Fir eine sichere Diagnose mussten zusatzlich, statt einer definitiven
Schwindelepisode, zwei oder mehr spontane Schwindelepisoden, die 20 Minuten oder langer
dauern, vorhanden sein (Committee on Hearing and Equilibrium, 1995).

Die Untergruppe der beidseits Betroffenen wurde ebenfalls nach Kriterien der AAO-HNS von
1995 ausgewahlt (Committee on Hearing and Equilibrium, 1995).

Zur Sicherstellung der Diagnose wurden mehrere verschiedene Untersuchungen im DSGZ
durchgeflihrt. Sie beinhalteten eine ausflhrliche Schwindelanamnese, eine korperliche
Untersuchung und vestibuldre Funktionsprifungen durch eine kalorische Testung. Der
Hoérverlust wurde mittels Horschwellentest objektivierbar festgestellt. Alle Morbus Meniére-

Erkrankten hatten eine kaukasische Abstammung.

2.2.1 Ausschlusskriterien

Probanden mit einer primaren ZNS-Erkrankung, die sekundar zu einer Morbus Meniére-
Symptomatik fiihren kénnte, wurden ausgeschlossen. Diese primaren ZNS-Erkrankungen
beinhalteten zum Beispiel ischamische Schlaganfélle, Hirnblutungen, neurodegenerative

Erkrankungen oder Tumore.
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2.2.2 Standardisierte Anamnese

Durch einen standardisierten Anamnesebogen wurden Daten zum Probanden, wie
Nationalitdt, Ethnie, Geschlecht, Herkunftsland, Begleiterkrankungen, beispielsweise
Autoimmunerkrankungen, sowie Risikofaktoren, wie zum Beispiel Rauchen, erfasst. Dabei
wurden auch Angaben zur Familienanamnese und zum Herkunftsland der Eltern und
Groldeltern abgefragt. Das Todesalter und die Todesursache verstorbener Eltern und
GrolRReltern wurden dokumentiert. Informationen zur Schwindelsymptomatik und deren
Manifestationsalter wurden sowohl beim Probanden als auch bei dessen GrofR3eltern, Eltern,
Geschwistern und Kindern getrennt festgehalten. Die Schwindelsymptomatik beinhaltete
Angaben zu Migrane, Koordinationsstérungen, Sehstérungen, Gangstérungen, Schwindel,
Horsturzen, Schwerhorigkeit, Tinnitus und Druckgefiihl auf dem Ohr.

Vor der Blutentnahme gaben die Patienten Gewicht, GroRe, die zuvor eingenommen

Medikamente, Mahlzeiten und Getranke an.

2.2.3 Blutentnahme und Dokumentation

Nach der Einwilligung der Probanden zur Blutuntersuchung wurde vends 7-10 ml Blut in
EDTA- und Serum-Monovetten (Sarstedt, Nimbrecht) abgenommen. Die Monovetten wurden
mit einem alphanummerischen Code beschriftet und zur Weiterbearbeitung an das assoziierte
Labor weitergeleitet. Nach der Blutentnahme wurden die Angaben der Patienten auf dem
standardisierten Anamnesebogen digital und pseudonymisiert festgehalten. Um Fehler bei der
digitalen Ubertragung zu vermeiden, wurden die Angaben von unterschiedlichen Mitarbeitern

doppelt eingegeben und danach abgeglichen.

2.3 Rekrutierung der Kontrollprobanden

Gesunde Kontrollprobanden wurden aus der Allgemeinbevolkerung Minchens und
Umgebung zuféllig fir PAGES (Phenomics and Genomics Sample) ausgewahlt (Rujescu et
al., 2018). Um Informationen Uber die medizinische, psychiatrische und neurologische
Vorgeschichte und Angaben Uber die Verwandten ersten Grades der Probanden zu erfahren,
wurde eine ausfuhrliche Anamnese erhoben. Diese Informationen wurden erganzt durch
Interviews, und zwar durch das Family History Assesment Module (Rice et al., 1995) und die
strukturierten klinischen Interviews fur DSM IV (SKID 1 and SKID2) (First et al., 1996,1997),
um weitere Informationen zur medizinischen Vorgeschichte zu erfassen. Zusatzlich wurde
eine orientierende neurologische Untersuchung durchgefihrt. Probanden mit psychiatrischen

oder neurologischen Erkrankungen oder Auffalligkeiten in diesen Bereichen wurden nicht
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aufgenommen. Es wurden nur gesunde, nicht verwandte Personen mit deutscher Herkunft
ausgewahlt. Neben der Datenerhebung wurde auch in dieser Stichprobe eine vendse

Blutentnahme flr die nachfolgende genetische Untersuchung durchgeflihrt.

2.4 Erfassung des Raucherstatus

Der Raucherstatus in der Kontrollstichprobe wurde mit dem Fagerstrom-Test fir
Nikotinabhangigkeit (Heatherton et al.,, 1991) fir den aktuellen Zeitpunkt und die
Vergangenheit erhoben und die Probanden den Kategorien Raucher, ehemaliger Raucher
und Nichtraucher zugeordnet. Fir die genetische Datenanalyse wurden ehemalige und
aktuelle Raucher in einer Gruppe zusammengefasst.

In der Patientenstichprobe war die Frage nach dem Raucherstatus (Raucher, ehemalige
Raucher, Nichtraucher) Teil der Anamnese und wurde gesondert abgefragt. Das
Rauchverhalten der Probanden wurde in Pack Years festgehalten, wobei Pack Years durch
die Multiplikation der Raucherjahre mit der Anzahl der pro Tag gerauchten
Zigarettenpackungen ermittelt wurden. In dieser Studie wurden sowohl aktuelle wie auch

ehemalige Rauchende als Raucher eingestuft.

2.5 Laborverfahren

Die Laborverfahren liefen nach einem standardisierten Prozess ab. Dabei wurde die DNA-
Extraktion der Proben mit Hilfe des Qiagen DNA-Blood-Maxi-Kits (Qiagen, Hilden, 2005) und
die Bestimmung sowie Einstellung der Konzentration mit der PicoGreen-Methode
durchgefuhrt.

2.5.1 DNA-Extraktion
Das Blut der Probanden in den EDTA-Monovetten (Sarstedt, Numbrecht) wurde durch 12-

mindtige Zentrifugation bei 3620 rpm (Revolutions per Minute) und 6° C in Plasma und
Blutkuchen getrennt. Der in den Monovetten (Sarstedt, NUmbrecht) verbliebene Blutkuchen
wurde zur Extraktion der DNA bereitgestellt.

Im ersten Schritt der DNA-Extraktion mit dem DNA-Blood-Maxi-Kit wurde zur Herstellung einer
Blut-Puffer-Suspension das EDTA-Blut-Volumen mit einem PBS-Puffer (Phosphat gepufferte
Salzlésung) in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen auf 10 ml angepasst. Fur die Zelllyse wurden
der Mischung 500 pl Protease und 12 ml Guanidinhydrochlorid-haltiger Lysepuffer
hinzugefugt. Die Lésung wurde danach zur Homogenisierung 60 Sekunden in einem

Vortexmischer geschuttelt und anschlielend bei 70°C in einem Wasserbad fur 30 Minuten
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inkubiert. Zur Ausfallung der DNA wurden der homogenisierten Losung 10 ml Ethanol
hinzugefiigt. Anschliellend wurde die Probe 2 Minuten durch einen Vortexmischer geschuttelt,

um eine homogene Lésung zu erhalten (Tabelle 5).

Tabelle 5: Zubehor fiir die DNA-Extraktion

Material und Gerate

50 ml Zentrifugenréhrchen
EDTA Monovette

Mikroschraubrohrchen

Hersteller

Sarstedt, Niumbrecht
Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, NiUmbrecht

1x PBS-Puffer: hergestellt aus Reagenzien von Carl Roth,
0,24 g KH2PO4 Hamburg

0,2 g KClI

8 g NaCl

1,44 g Na;HPO4

Ad 1 | mit Aqua dest.

mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt
Kuhlzentrifuge CF108-GR Qiagen VWR Life Science Competence Center,
Erlangen

Wasserbad WNB 22 Memmert, Schwabhausen

Vortex Genie Scientific Industries, New York, USA

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

DNA Blood Maxi Kit Qiagen, Hilden

Die homogene Ldsung wurde daraufhin schrittweise in eine QlAamp Maxi Saule transferiert.
Danach wurden die Proben in eine Zentrifuge Uberfihrt und bei 3000 rpm fir 3 Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Dadurch fand eine selektive Bindung der DNA an der
Silikagelmembran statt.

Zur Beseitigung der RNA- und Proteinuberreste wurden in dem 1. Waschschritt 5 ml Guanidin-
HCL-haltiger Waschpuffer der Losung hinzugefugt und eine Zentrifugation der Probe mit
4000 rpm fur 2 Minuten bei Raumtemperatur durchgefiuihrt. Durch Zugabe eines 5 ml

ethanolhaltigen, salzarmen Puffers und eine 15-minitige Zentrifugation bei 4000 rpm und
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Raumtemperatur fand der 2. Waschschritt statt, der eine Entfernung des
Guanidinhydrochlorids und die Trocknung der Silikagelmembran bewirkte.

Der Probe auf der Membran wurden anschlielend 0,75 ml TRIS-haltiger Elutionspuffer
hinzugefiigt und es folgte eine 5-minttige Inkubation. Nachfolgend fand eine Zentrifugation fir
2 Minuten bei 5000 rpm und Raumtemperatur statt, die die Ausldsung der DNA von der
Silikagelmembran abschloss. Diese bei Raumtemperatur stattfindende Prozedur wurde
einmal wiederholt.

Bis zur danach folgenden Konzentrationseinstellung der DNA wurde die DNA-Stammldsung

in 2 ml Mikroschraubréhrchen (Sarstedt, NUmbrecht) bei -80°C gelagert.

2.5.2 Konzentrationseinstellung der DNA

Die Genotypisierung der Proben erforderte eine standardisierte Konzentrationseinstellung der
DNA. Nachfolgende Verbrauchsmaterialien und Gerate waren flr den Prozess der

Konzentrationseinstellung erforderlich (Tabelle 6).

Tabelle 6: Zubehor fur die Konzentrationseinstellung

Material und Gerite Hersteller

Human genomic DNA 100 ng/ul Clontech, Mountain View, USA
Thermo Fast 96 well Plate Abgene, Hamburg

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

Quant iT PicoGreen dsDNA reagent Invitrogen GmbH, Karlsruhe

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

Zur farblichen Markierung der DNA in der Konzentrationsmessung wurde PicoGreen
verwendet. PicoGreen ist ein Fluorophor und bindet selektiv an die doppelstrangige DNA. Um
die Quantifizierung der unbekannten DNA-Konzentration der Proben sicherzustellen, wurde
eine Standardkurve eingesetzt. Diese wurde als 1:2 Verdinnungsreihe eines 100 ng/ul DNA-
Standards hergestellt, der in 8 Konzentrationen unterteilt wurde (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125;
1,5625; 0 ng/pl). Die Verdunnung erfolgte mit bidestilliertem Wasser.

Die Konzentrationsmessung fand halbautomatisiert durch eine Janus Automated Workstation

statt. Da die aus der Extraktion erhaltene DNA in der Regel eine Konzentration enthielt, die
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den Messbereich des Fluoreszenzmessgerats Uberstieg, wurden vorab 5 pl der zu messenden
Probanden-DNAs in einer 96 well Platte mit 45 ul Wasser verdinnt (Verhaltnis 1:10). Von
dieser verdiinnten DNA sowie von den 8 Punkten der Standard-DNA wurden jeweils 5 ul in
eine schwarze 96 well Platte mit flachem Boden (Messplatte) hinzugefigt, in die zuvor 50 pl
autoklaviertes, destilliertes Wasser pipettiert worden war. Sowohl die Standardmesspunkte
wie auch die Probanden-DNA wurden doppelt auf die Platte pipettiert.

Nachdem das PicoGreen in einem Verhaltnis von 1:156 mit bidestilliertem Wasser verdinnt
worden war, wurde im Anschluss pro Vertiefung der Messplatte 145 ul PicoGreen-Lésung
hinzugegeben, um eine finale Verdunnung der DNA-Probe von 1:400 und des PicoGreens
von 1:200 zu erreichen.

Die Messplatte wurde durch einen Arm der Janus Automated Workstation in einen Victor 3
Multilabel Counter 1420 (Photometer) vollautomatisiert Ubertragen. Dort wurde die Platte
30 Sekunden in Doppelellipsen bei horizontaler Lage bewegt, um eine Homogenisierung der
Lésungen zu erreichen. Das photosensible PicoGreen wurde mit einer Lichtquelle bei einer
Wellenlange von 485 nm angeregt. Bei einer Wellenlange von 520 nm erfolgte die Messung
der PicoGreen-Emission, deren Ergebnisse direkt vom Victor 3 Multilabel Counter an einen
Rechner weitervermittelt wurden. Dieser Rechner konnte anhand der Ergebnisse der
Fluoreszenzmessung mithilfe der Standardkurve die DNA-Konzentration der Probe
auswerten. Die Verdiinnung auf eine Konzentration von 50 ng/ pl fand dann vollautomatisiert

durch die Janus Automated Workstation statt.

2.6 Genotypisierung
Die Genotypisierung der DNA der Probanden fand durch das SNV-Array Prinzip statt. Hierbei

kann anhand von Fluoreszenzsignalen auf die jeweiligen Genotypen der auf einer Arraymatrix
fixierten SNV-spezifischen Sonden geschlossen werden. Die Genotypisierung der Proben
erfolgte zeitlich versetzt, teilweise auf unterschiedlichen Plattformen in 7 Chargen. Diese
wurde fur die Chargen 1 (Priebe et al., 2013; Drago A. et al., 2014), 2 (Need et al., 2009), 3
(Bramon et al., 2014) im Rahmen einer Schizophrenie-Assoziationsstudie des Psychiatric
Genomics Consortium (PGC, 2014) durchgefuhrt, die Qualitadtskontrolle und Imputation der
Chargen 4 (Stefansson et al., 2008), 5 (Lencz et al., 2014), 6 (Galfalvy et al., 2015) und 7
(Rujescu et al., 2018) wurden in Anlehnung an diese Kriterien umgesetzt (Tabelle 7). Nach

der Zusammenfigung erfolgte eine erneute Qualitatskontrolle in der Gesamtdatei.
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Tabelle 7: Ubersicht Uiber die 7 Chargen

Charge 1 Human610-Quad (Priebe et al., 2013)
Human660W-Quad (Drago et al., 2014)

Charge 2 HumanHap 300 (Need et al., 2009)

Charge 3 Affymetrix 6.0 (Bramon et al., 2014)

Charge 4 HumanHap 300 (Stefansson et al., 2008)

Charge 5 lllumina Human OmniExpress 12 (Lencz et al., 2014)

Charge 6 lllumina Omni1-Quad (Galfalvy et al., 2015)

Charge 7 HumanOmniExpress-24 (Rujescu et al. 2018)

2.6.1 Qualitatskontrolle
Zur Qualitatssicherung der Daten wurde die Software PLINK 1.9 (Chang et al., 2015)

verwendet. Ein valides Genotypisierungsergebnis beruht auf 2zwei grundlegenden
Qualitdtsmerkmalen, und zwar einerseits auf der Qualitat der eingesetzten DNA und
andererseits auf der Qualitat der durchgefihrten SNV-Bestimmung. Um SNVs unterhalb einer
Qualitatsgrenze ausschlielen zu kdnnen, wird mithilfe der SNV call rate eine SNV-spezifische
Genotypisierungsrate bestimmt, die als Verhaltnis aller erfolgreich genotypisierten Probanden
zu allen in der Charge moglichen Probanden fir einen SNV berechnet wird. In einem ersten
Schritt wurden so alle SNVs mit einer Genotypisierungsrate von weniger als 95% aus dem
Datensatz entfernt.

Der zweite maligebliche Faktor ist die Qualitat der eingesetzten DNA. Diese wird in Form einer
Probanden-spezifische Genotypisierungsrate (Probanden call rate) erfasst und als Verhaltnis
aller erfolgreich genotypisierten SNVs zu allen auf dem Array méglichen SNVs fur eine Probe
berechnet. Offensichtliche Probleme bei der DNA-Qualitdt wurden anhand der Probanden call
rate definiert. Um in kleineren Stichproben die DNA-Qualitat nicht zu unterschatzen, wurde
hier eine geringere Probanden call rate zugelassen als in groReren Stichproben. Der
Grenzwert lag bei den verschiedenen Chargen zwischen 96-99%.

Auflerdem wurden Probanden ausgeschlossen, deren genetisch bestimmtes Geschlecht nicht
mit dem fur die Probe angegebenen Geschlecht Ubereinstimmte. Anschlielend wurden

folgende Kriterien zum Ausschluss von SNVs verwendet (Tabelle 8).
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Tabelle 8: Ausschlusskriterien der globalen SNV- Qualitatskontrolle
SNV call rate

Autosomen <99%

X-Chromosom <95%

Abweichung vom Hardy-Weinberg-Equilibrium (HWE):

Kontrollen: p < 10
X-Chromosom (berechnet in weiblichen Kontrollen): p < 10

Patienten: p < 107°

Unterschiede der SNV call rate zwischen Patienten und Kontrollen = 2%

Danach wurden Probanden entfernt, die eine stark abweichende Ethnie zeigten, miteinander
verwandt waren, auf dem X-Chromosom in mannlichen Probanden Auffalligkeiten in der
Heterozygotenfrequenz oder unabhangig von Geschlecht und SNV generell eine hohe
Heterozygotenfrequenz aufwiesen.

Spezifisch daflr wurde ein Datensatz nach strengeren Kriterien zusammengestellt, um den
Ausschluss auf der Basis moglichst aussagekraftiger SNVs durchfiihren zu kénnen. In diesem
Datensatz waren nur SNVs mit einer mit MAF = 5 % (minore Allelfrequenz), einer SNV call
rate > 99 % enthalten und solche, die keine Abweichung vom HWE (p = 0,05) zeigten. Dieser
Datensatz wurde aulRerdem auf SNVs reduziert, die weitgehend LD-unabhangig voneinander
waren (r? < 0,2). Zusatzlich wurden hier auch Regionen ausgeschlossen, die natirlicherweise
ein hohes LD aufweisen (beispielsweise die MHC-Region).

Der Ausschluss von verwandten Personen, die in der nachfolgenden Analyse stéren wurden,
wurde basierend auf der Metrik (1) durchgefihrt. Bei hohen Werten ist von einer
Verwandtschaft auszugehen (zum Beispiel monozygote Zwillinge oder identische Proben: 1
=1; Verwandte zweiten Grades: 1°=0,25). Als Ausschlusswert wurde (17> 0,1875) verwendet.
In einem solchen Fall wurde einer der beiden Probanden aus dem Datensatz entfernt, wobei
Patienten gegentiber Kontrollen bevorzugt beibehalten wurden.

Die 1" Metrik wurde ebenfalls verwendet, um mdgliche DNA-Kontaminationen zu identifizieren.
Eine Uberzufdllige Anzahl heterozygoter Genotypen weist in der Regel auf eine
Verunreinigung durch Vermischung mehrerer Probanden-DNAs hin. Entsprechend wurden
Probanden mit einer heterozygoten Abweichung von IFhel 2 0,2 aus dem Datensatz entfernt.

Um Populationsstratifikation zu erkennen und zu vermeiden, wurde EIGENSTRAT (Price et
al., 2006) zur Analyse verwendet. Populationsstratifikation kann auftreten, wenn bei

genetischen Fall-Kontroll-Studien Probanden und Kontrollen aus unterschiedlichen
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genetischen Populationen stammen. Eine Hauptkomponentenanalyse (Principal Component
Analysis) wurde benutzt, um Ausreif3er von der Analyse auszuschlief3en.

Bevor mit der Imputation begonnen wurde, wurden bekannte Duplikate derselben Probe auf
verschiedenen Chips auf Ubereinstimmung Uberpriift. Lag die Konkordanzrate der Genotypen
bei >99%, wurde die Probe mit geringerer Qualitat bei der Proben call rate und der Chipqualitat
ausgemustert. Im Falle einer niedrigen Ubereinstimmungsrate (<99%), wurden beide Proben

verworfen.

2.6.2 Imputation

Die einzelnen Chargen wurden mit dem zur Haplotyp Abschatzung und Imputation
entwickelten Tool SHAPEIT in Phase gebracht (Delaneau et al., 2011).

Danach wurden die Chargen einzeln durch die Imputationssoftware IMPUTEZ2 auf Basis des
1000 Genomes Referenzpanel (Phase 1 Version 3 macGT1)
(https://mathgen.stats.ox.ac.uk/impute/data_download_1000G_phase1_integrated.html) in 3
MB Teilen imputiert (Howie et al, 2011). Hierbei wurde die Imputation flir das X-Chromosom

jeweils fur Frauen und Manner getrennt ausgefihrt.

2.6.3 Erstellung des Megadatensatzes

Im Anschluss an die Imputation wurden die sieben Chargen zu einem groften Datensatz
zusammengefasst, dabei wurden Marker, deren minore Allelfrequenz zwischen den
Datensatzen um mehr als 0,1 variierten, und Marker mit einem INFO-Wert < 0,6 in einer der
Chargen oder im kombinierten Datensatz ausgeschlossen. Zusatzlich wurde die
Qualitatskontrolle, wie sie fir die einzelnen Chargen abgewickelt worden war, im
Gesamtdatensatz erneut durchgeflihrt. Probanden und SNVs mit nicht ausreichender Qualitat
sowie bislang unbekannte Duplikate oder Verwandte und Probanden mit abweichender

Ethnizitat wurden aus dem Megadatensatz entfernt.

2.7 Zusammenstellung des PARP1-Datensatzes

Um alle das PARP1-Gen betreffende SNVs zu erfassen, wurden die Gengrenzen anhand des
NCBI (GRCHR 37. P13) verwendet (Chr. 1 von Position 226 548 392 bis 226 595 794) und
die Region um -18/+19 kb erweitert (Chr. 1 von Position 226 530 047 bis 226 614 917). Damit
wurden sowohl Polymorphismen in dem PARP1-Gen als auch in der umgebenden Region in
die Analyse eingeschlossen, um mdgliche regulatorische Sequenzen Uberprifen zu kénnen.

Alle in diesem Genbereich genotypisierten 272 SNVs wurden aus dem Megadatensatz

35


https://mathgen.stats.ox.ac.uk/impute/data_download_1000G_phase1_integrated.html

Methoden

extrahiert. Dieser Datensatz wurde anschlielRend auf fir die Analyse geeignete Kontrollen und

Morbus Meniére-Patienten reduziert.

2.8 Statistische Analyse

Im Rahmen dieser Studie wurden Fall- Kontroll- Assoziationsanalysen zu Morbus Meniére und
zum Raucherstatus durchgefuhrt.

Diese Analysen wurden in PLINK 1.9 (Chang et al., 2015) als logistische Regressionen im
additiven Modell durchgefiihrt. Dabei wird von zusammenwirkenden Effekten der jeweiligen
Allele ausgegangen. Das bedeutet zum Beispiel, dass bei einem Risikoallel ein heterozygoter
Trager gegenlber einem homozygoten Trager die Halfte des Risikos tragt.

Da aufgrund der nahen Lokalisation ein Kopplungsungleichgewicht (Linkage Disequilibrium;
LD) der 272 SNVs wahrscheinlich war, wurden die SNVs basierend auf den Ergebnissen der
Assoziationsanalyse LD-unabhdngigen Regionen zugeordnet, wobei der jeweils
signifikanteste SNV einer Region als Index definiert wurde. Polymorphismen mit einem r?> 0,1
und in einer Distanz von 250 kb zu diesem Index wurden als im LD befindlich definiert und
diesem zugeordnet. Am Ende wurden 6 Index SNVs bestimmt.

Das Hardy-Weinberg Gleichgewicht wurde mit dem exakten Test nach Fisher berechnet und
SNVs mit einer Abweichung von p<0,01 aus der Analyse ausgeschlossen.
Geschlechtsunterschiede zwischen den Gruppen wurden mit dem Chi-Quadrat Test nach
Pearson und Unterschiede in der Altersverteilung mit einem ungepaarten T-Test durchgefuhrt.
Ein Signifikanzniveau von p<0,05 wurde als nominale Signifikanz festgelegt. Mit Hilfe der
Bonferroni-Korrektur flr das multiple Testen wurde die Signifikanz auf p<0,0083 fir die 6
Index-SNVs adjustiert.
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3 Ergebnisse

Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Fall-Kontroll-Assoziationsstudie wurde ein Zusammenhang

zwischen 272 Varianten des PARP1-Gens, vertreten durch 6 LD-unabhangige Index SNVs,

und der Erkrankung Morbus Meniére sowie dem mdglichen Risikofaktor Rauchen tberprift.

3.1 Studienteilnehmer

Insgesamt nahmen 2846 Personen an der Studie teil. Unter den Patienten waren 249 nach

AAO-HNS diagnostizierte mindestens wahrscheinlich an Morbus Meniére erkrankte

Probanden, darunter 203 mit einer klinisch sicheren Diagnose. In der Gruppe der mindestens

klinisch wahrscheinlich an Morbus Meniere Erkrankten wiesen 51 Patienten einen beidseitigen

Morbus Meniére auf (Tabelle 9).

Tabelle 9: Ubersicht liber Alter, Geschlecht und Raucherstatus der Stichproben

Phanotyp

Geschlecht
(n, %)
Mannlich 1202
Weiblich 1395
Alter in
Jahren
MW (SD) 47,36
Min / Max 18
Rauchen (n,
%):

Fehlend 174
Nichtraucher 1215
Mannlich 507
Weiblich 708
Raucher 1208
Mannlich 619
Weiblich 589

Kontrollen

(46,28)
(53,72)

(16,55)
/79

(50,14)
(41,73)
(58,27)
(49,86)
(51,24)
(48,76)

MMkw

136
113

59,80
24

171
89
82
74
47
27

(54,62)
(45,38)

(12,79)
/ 88

(69,80)
(52,05)
(47,95)
(30,20)
(63,51)
(36,49)

MMks

114
89

59,45
24

138
73
65
62
41
21

(56,16)
(43,84)

(12,65)

/85

(69,00)
(52,90)
(47,10)
(31,00)
(66,13)
(33,87)

MMbds

26
25

62,57
24

22
10
9
1
19
7
12

(50,98)
(49,02)

(14,04)

/ 88

(34,48)
(90,00)
(10,00)
(65,52)
(36,84)
(63,16)

MM: Morbus Meniére; kw: mindestens klinisch wahrscheinlich, ks: mindestens klinisch sicher, bds:
beidseits; n: Anzahl; MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, Min: Minimum, Max: Maximum
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3.1.1 Geschlechtsverteilung

Die Geschlechtsverteilung unter den Patienten war relativ ahnlich, mit einem Uberwiegenden
Anteil mannlicher Betroffener, der mit 56,2% (n=114) in der Gruppe mit klinisch sicherem
Morbus Menieére am hdchsten war, gefolgt von der Gesamtstichprobe aller Patienten mit
54,6% (n=136) und den beidseits Betroffenen mit 51,0% (n=26) (Tabelle 9, S. 37), wahrend in
der Kontrollgruppe die weiblichen Probanden mit 53,7% haufiger vertreten waren.
Abweichungen der Geschlechtsverhaltnisse zwischen Kontrollprobanden und den jeweiligen
Patientengruppen wurden mit Hilfe eines Chi-Quadrattests nach Pearson untersucht.
Wahrend die Unterschiede zwischen mindestens klinisch wahrscheinlichem Morbus Meniére
(chi?=6,34, p=0,012) sowie der Gruppe mit klinisch sicherer Diagnose (chi?=7,37, p=0,007)
und Kontrollen signifikant waren, war die Abweichung zwischen Kontrollen und beidseits
Betroffenen nicht signifikant (chi2=0,44, p=0,505).

3.1.2 Altersverteilung

Beim Alter der Probandinnen und Probanden fiel auf, dass die Kontrollgruppe mit 47,4 Jahren
etwa 12 Jahre unter dem Durchschnittsalter der Gesamtpatientenstichprobe (59,8 Jahre bei
mindestens klinisch wahrscheinlichem und 59,4 Jahre bei klinisch sicherem Morbus Meniére)
beziehungsweise Uber 15 Jahre unter dem der beidseits Erkrankten (62,6 Jahre) lag. Die
Altersabweichung zwischen Kontrollen und den verschiedenen Patientenkonstellationen war

jeweils signifikant (p<0,01).

3.1.3 Raucherstatus

Die Erhebung des Raucherstatus erfolgte durch ein anamnestisches Interview, wobei
ehemalige und aktuelle Raucher in einer Gruppe zusammengefasst wurden. Wahrend unter
den mindestens klinisch wahrscheinlich an Morbus Meniére Erkrankten Raucher mit 30,2%
(darunter 63,5% Manner) und unter den mindestens klinisch sicher an Morbus Meniére
Erkrankten Raucher mit 31,0% (darunter 66,1% Manner) seltener als Nichtraucher vertreten
waren, wurden bei den beidseits Betroffenen mit 65,5% mehr Raucher erfasst (darunter 36,8%
Manner), wobei der Raucherstatus nicht fir alle Personen erhoben werden konnte.
Insbesondere in der kleinen Gruppe der beidseits Betroffenen fehlten die Angaben von ca.
43% der eingeschlossenen Probanden. Unter der Kontrollgruppe gab es mit 49,9% Raucher
und 50,1% Nichtraucher ein relativ ausgeglichenes Rauchverhalten. Zu 6,7% der Kontrollen

gab es keine Information.

38



Ergebnisse

Die Unterschiede beim Raucherstatus zwischen Kontrollen und den jeweiligen
Patientengruppen wurden mit Hilfe des exakten Tests nach Fisher uUberprift. Die
Abweichungen bei Kontrollen und mindestens klinisch wahrscheinlichem Morbus Meniére
sowie mindestens klinisch sicherem Morbus Meniére waren dabei signifikant (p<0,01),

wahrend der Unterschied zwischen Kontrollen und beidseits Erkrankten nicht signifikant war.

In der Kontrollgruppe und unter den Patienten, wiederum mit Ausnahme der beidseits
Erkrankten, lag der Anteil mannlicher Teilnehmer in der Rauchergruppe deutlich tber dem der
weiblichen Probanden, wahrend bei den Nichtrauchern in der Kontrollgruppe der Frauenanteil
Uberwog. Auch diese Verteilungen wurden mittels des Chi-Quadrattests nach Pearson gepruft.
Die Geschlechtsverhaltnisse zwischen Rauchern und Nichtrauchern waren innerhalb der
Patientenstichprobe der mindestens klinisch wahrscheinlich und mindestens klinisch sicher
Erkrankten relativ ausgeglichen, in allen anderen Konstellationen wichen sie signifikant
voneinander ab (p<0,01) (Tabelle 10).

Tabelle 10: Ubersicht der Geschlechtsverhéltnisse der Stichproben Raucher vs. Nichtraucher

Phanotyp Raucher (n, %) Nichtraucher (n, %) chi? p-Wert
Manner Frauen Manner Frauen

MMkw+KON 666 616 596 790 21,40 4,0x10°
(52,0%)  (48,0%) @ (43,0%) (57,0%)

MMks+KON 660 610 580 773 21,77 3,0x10°
(52,0%)  (48,0%)  (42,9%) (57,1%)

MMkw 47 27 89 82 2,75 9,7 x 102
(63,5%)  (36,5%) @ (52,0%) (48,0%)

MMks 41 21 73 65 3,06 8,0 x 102
(66,1%)  (33,9%) (52,9%) (47,1%)

KON 619 589 507 708 22,04 3,0x10°

(51,2%)  (48,8%)  (41,7%)  (53,3%)

MM: Morbus Meniére; kw: mindestens klinisch wahrscheinlich, ks: mindestens klinisch sicher, KON:
Kontrollen; n: Anzahl; Gruppenvergleich: Anteil Manner und Frauen zwischen Rauchern und
Nichtrauchern (df=1)
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3.2 Bestimmung der Index-SNVs

Um eine mogliche Assoziation des Reparaturenzyms PARP-1 einerseits mit Morbus Meniére
und andererseits diagnoseunabhangig mit dem Raucherstatus zu untersuchen, wurden initial
272 SNVs des PARP1-Gens analysiert. Die SNVs befanden sich nach NCBI Assembly
GRCHR 37.p13 auf Chromosom 1 zwischen Basenpaar 226530047 und Basenpaar
226614917.

Die Fall-Kontroll-Assoziationen zwischen Morbus Meniére und Kontrollen sowie zwischen
Rauchern und Nicht-Rauchern wurden, unter Verwendung der Kovariablen Alter und
Geschlecht, mit einer logistischen Regression im additiven Modell ausgewertet und dienten

als Grundlage fiir die Bestimmung der Index-SNVs.

3.2.1 Assoziation der 272 PARP1-SNVs mit Morbus Meniere

Fur die Uberpriifung einer Assoziation der 272 SNVs mit Morbus Meniére wurden Patienten
mit einer mindestens klinisch wahrscheinlichen Diagnose gesunden Kontrollprobanden
gegenubergestellt. Dabei wurde flir 5 der 272 SNVs eine nominal signifikante Assoziation
festgestellt (Tabelle 11, Abbildung 4).

Tabelle 11: Nominal signifikante mit mind. Klinisch wahrscheinlichem Morbus Meniére assoziierte SNVs

SNV A1 ORA1 SF P-Wert
rs3219066 C 0,405 +0,188 0,032
rs116488521 T 0,427 +0,211 0,043
rs72563107 T 0,429 +0,213 0,044
chr1_226552362_D D 0,432 +0,217 0,046
rs3219139 C 0,463 +0,235 0,049

MM: Morbus Meniére; A1: minores Allel; ORa1: Odds Ratio; SF: Standardfehler
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Abbildung 4: Assoziationsanalyse von 272 SNVs im PARP1-Genlokus mit Morbus Meniére (kw)

Die X-Achse zeigt die einzelnen SNVs in aufsteigender Reihenfolge von Basenpaar 226530047 bis
Basenpaar 226614917. Die Y-Achse gibt die Signifikanz der jeweiligen SNVs Uber den p-Wert wieder.
Der SNV mit dem niedrigsten p-Werte ist annotiert (erstellt mit regional association plot der Plattform
SniPA (Arnold et al., 2015).

3.2.2 Assoziation der 272 PARP1-SNVs mit dem Raucherstatus

Eine Fall-Kontroll-Assoziation des PARP1-Gens wurde mit dem Raucherstatus
diagnoseunabhangig analysiert. Dazu wurden 1282 Raucher (ehemalige und aktuelle) einer
Gruppe von 1386 Nichtrauchern gegenubergestellt und die Genotypverteilung der 272 SNVs
zwischen den Gruppen verglichen. Dabei wurde fir 4 der 272 SNVs eine nominal signifikante
Assoziation festgestellt (Abbildung 5, Tabelle 12).
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Abbildung 5: Assoziationsanalyse von 272 SNVs im PARP1-Genlokus mit dem Raucherstatus

Die X-Achse zeigt die einzelnen SNVs in aufsteigender Reihenfolge von Basenpaar 226530047 bis
Basenpaar 226614917. Die Y-Achse gibt die Signifikanz der jeweiligen SNVs tber den p-Wert wieder.
Der SNV mit dem niedrigsten p-Werte ist jeweils annotiert (erstellt mit regional association plot der
Plattform SniPA (Arnold et al., 2015).

Tabelle 12: Nominal signifikant mit dem Raucherstatus assoziiert SNVs

SNV A1 ORA1 SF P-Wert
rs78087823 T 0,771 +0,372 0,038
rs3219123 A 0,771 +0,374 0,039
rs7547958 T 1,202 +0,598 0,045
rs7547956 G 1,201 +0,601 0,046

A1: minores Allel; ORa1: Odds Ratio; SF: Standardfehler

3.2.3 Berechnung der Index-SNVs

Um redundante Ergebnisse zu vermeiden, wurden unter Verwendung des clump Befehls in
Plink (Version 1.9) und unter Einbeziehung der Ergebnisse der logistischen Regressionen
sowohl des Vergleichs zwischen Morbus Meniére und Kontrollen wie auch des Vergleichs des

Raucherstatus Index-SNVs fir LD-unabhangige Regionen bestimmt. Dabei konnten 6
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Regionen mit einem r?<0,1 identifiziert werden, deren Index-SNVs in den weiteren Analysen
verwendet wurden (Tabelle 13). Wie zu erwarten, lagen alle 5 in Zusammenhang mit Morbus
Meniére als nominal signifikant identifizierten SNVs in einer Region, die durch rs3219066 als
Index (clump 1) vertreten wurden. Von den 272 Varianten des PARP1-Gens befanden sich 19
in einem LD mit diesem Polymorphismus. Die signifikanten Ergebnisse aus der
Raucheranalyse verteilten sich auf 2 Regionen mit je 2 SNVs (clumps 2 und 3). Die Region
mit den meisten SNVs (n=59) wurde durch den Index rs7547958 (clump 3) abgedeckt (Tabelle
13).

Tabelle 13: Index-SNVs der 6 LD unabhangigen Regionen

Index-SNV Clump Position A1 SNV (n)
rs3219066 1 226570137 C 19
rs78087823 2 226583026 T 11
rs7547958 3 226534670 T 59
rs16845712 4 226536337 A 2
rs114290154 5 226597890 A 7
rs139860134 6 226545318 A 5

Clump: LD-unabhangige Region, Position: nach GRCh37.p13, A1: minores Allel, SNV (n): Anzahl in der
LD-Region enthaltener SNVs mit r2 >0,1.

3.3 Assoziationsanalysen der 6 Index-SNVs des PARP1-Gens

3.3.1 Assoziation mit Morbus Meniére

Die Genotypverteilung der 6 Index-SNVs sowohl der erweiterten Stichprobe, in der Probanden
mit mindestens klinisch wahrscheinlichem Morbus Meniére enthalten waren, als auch der
diagnostisch genauer definierten Stichprobe mit ausschlief3lich klinisch sicherem Morbus
Meniére sowie der beidseits von Morbus Meniere betroffenen Gruppe wurde jeweils mit
gesunden Kontrollen verglichen. Alter und Geschlecht wurden dabei als Kovariablen in die

logistische Regression im additiven Modell einbezogen.
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3.3.1.1 Uberprifung des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts
Eine Uberpriifung der 6 Index-SNVs auf die Einhaltung des HWEs mittels des exakten Tests

nach Fisher ergab in keiner der Patientengruppen oder der Kontrollgruppe eine signifikante
Abweichung bei p< 0,01 (Tabelle 14).

Tabelle 14: Genotypverteilung der 6 PARP1-SNVs in Morbus Meniére und Kontrollen

SNV (A1/A2) Gruppe  MAF A1A1 A1A2 A2A2 Phwe
n (%) n (%) n (%)
rs3219066 MM 0,012 0 (0) 6 (2,4) 240 (97,6) 1,00
(CIT) MMis 0,013 0 (0) 5 (2,5) 195 (97,5) 1,00
MMods 0,000 0 (0) 0 (0,0) 28 (100,0) 1,00
KON 0,029 4(0,2) 142 (5,6) 2402 (94,3) 0,28
rs78087823 MM 0,054 0 (0) 25 (10,9) 205 (89,1) 1,00
(T/C) MMis 0,045 0 (0) 17 (9,0) 172 (91,0) 1,00
MMods 0,019 0 (0) 1(3,7) 26 (96,3) 1,00
KON 0,055 11 (0,4) 249 (10,2) 2191 (89,4) 0,17
rs7547958 MM 0,153 5 (2,8) 44 (24,9) 128 (72,3) 0,56
(T/C) MMis 0,155 5 (3,4) 35 (24,1) 105 (72,4) 0,34
MMods 0,194 1(5,6) 5 (27,8) 12 (66,7) 0,51
KON 0,152 40 (2,2) 482 (26,1) 1322 (71,7) 0,65
rs16845712 MM 0,011 0 (0) 5(2,1) 231(97,9) 1,00
(A/G) MMs 0,010 0 (0) 4(2,1) 196 (97,9) 1,00
MMods 0,038 0 (0) 2(7,7) 24 (92,3) 1,00
KON 0,015 0 (0) 75 (3,1) 2381 (96,9) 1,00
rs114290154 MMy 0,010 0 (0) 5 (2,0) 240 (98,0) 1,00
(AIG) MMis 0,010 0 (0) 4 (2,0 196 (98,0) 1,00
MMods 0,000 0 (0) 0 (0) 29 (100,0) 1,00
KON 0,010 2(0,1) 47(1,9) 2450 (98,0) 0,03
rs139860134 MMy 0,016 0 (0) 8 (3,2) 239 (96,8) 1,00
(AIG) MMis 0,012 0 (0) 5 (2,5) 196 (97,5) 1,00
MMods 0,000 0 (0) 0 (0) 28 (100,0) 1,00
KON 0,016 2(0,1) 77 (3,0) 2471 (96,9) 0,13

A1: minores Allel, A2: majores Allel, n: Anzahl, MM: Morbus Meniére, kw: mindestens Kklinisch
wahrscheinlich, ks: mindestens klinisch sicher, bds: beidseits, KON: Kontrollen, Puwe: p-Wert des HWE

In der Untergruppe der 51 beidseitig von Morbus Meniére betroffenen Patienten waren die

SNVs rs3219066, rs114290154 und rs139860134 nicht polymorph, wahrend bei den
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restlichen Konstellationen die minimale Allelfrequenz zwischen etwa 1 % fur rs16845712 und
rs114290154 und etwa 19 % fur rs7547958 und damit teilweise in einem sehr niedrigen
Bereich lag (Tabelle 14).

3.3.1.2 Assoziationsanalyse

Der Vergleich der Genotypverteilungen der 6 Index-Varianten des PARP1-Gens zwischen den
verschiedenen Morbus Meniére Gruppen und den Kontrollen ergab in der erweiterten Morbus
Meniére-Stichprobe mit mindestens klinisch wahrscheinlichem Morbus Meniére fir eine
Variante (rs3219066) einen nominal signifikanten Zusammenhang (p=0,032). Derselbe SNV
verfehlte in der Stichprobe mit ausschliellich klinisch sicherem Morbus Meniére die nominale
Signifikanz knapp (p=0,055). Trager des selteneren C-Allels zeigten eine geringere
Wahrscheinlichkeit, an Morbus Meniére erkrankt zu sein als Tager des majoren T-Allels
(Tabelle 15).

Tabelle 15: Assoziation der 6 Index SNVs des PARP1-Gens mit Morbus Meniére

SNV A1 Morbus Meniére mindestens Morbus Meniére mindestens
klinisch wahrscheinlich klinisch sicher
ORA1 SF P OR a1 SF P

rs3219066 C 04405 +0,188 0,032 0,415 +0,217 0,055
rs78087823 T 0,952 +4,213 0,821 0,787 +0,848 0,353
rs7547958 T 1,032 +5,176 0,842 1,055 +3,418 0,758
rs16845712 A 0,622 +0,620 0,317 0,607 +0,639 0,342
rs114290154 A 1,099 +5,441 0,840 1,045 +12,112 0,931
rs139860134 A 1,130 +3,502 0,747 0,856 +2,571 0,739

A1: minores Allel; OR: Odds Ratio; SF: Standardfehler, P: P-Wert, fett gedruckt: p<0,05

Beim Vergleich der Genotypverteilung der 6 Index-Varianten in der auf beidseitigem Morbus
Meniére reduzierten Patientengruppe konnte kein signifikanter Zusammenhang erhoben
werden (Tabelle 16).
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Tabelle 16: Assoziation der 6 Index SNVs des PARP1-Gens mit beidseitigem Morbus Meniére

SNV A1 A2 ORAa1 SF P-Wert
rs3219066 C T 0,649 +1,076 0,546
rs78087823 T C 0,748 +1,319 0,571
rs7547958 T C 1,361 +1,398 0,330
rs16845712 A G 1,935 +1,820 0,288
rs114290154 A G 2,127 +1,986 0,284
rs139860134 A G 1,255 +3,996 0,754

A1: minores Allel; A2: majores Allel; OR: Odds Ratio; SF: Standardfehler, P: P-Wert, fett gedruckt:
p<0,05

3.3.2 Assoziation mit dem Rauchersstatus

Die Assoziation der 6 Index-SNVs des PARP1-Gens zum Rauchverhalten wurde im ersten
Schritt unabhangig von der Morbus Meniére-Diagnose untersucht. Dazu wurde eine Fall (i. e.
Raucher) — Kontroll (i. e. Nichtraucher) — Assoziation in den Gesamtgruppen aller Probanden
(Morbus Meniére und Kontrollen) durchgefihrt (Tabelle 17, S. 47 und Tabelle 18, S. 48). In
einem zweiten Schritt wurden mit p<0,05 nominal mit dem Raucherstatus assoziierte
Variationen innerhalb der Morbus Meniére-Kohorten miteinander verglichen (Tabelle 19, S.
48). Ebenfalls wurde eine logistische Regression im additiven Modell unter Einbeziehung der

Kovariablen Alter und Geschlecht berechnet.

Die Assoziationsanalyse ergab in der kombinierten Raucherkohorte aus Morbus Meniére-
Patienten und Kontrollen fir 2 SNVs einen nominal signifikanten Zusammenhang zum
Rauchverhalten, wobei bei rs7547958 das minore T-Allel haufiger bei Rauchern zu finden war
(OR=1,202; p=0,044), wahrend bei rs78087823 das minore T-Allel eher bei Nichtrauchern
beobachtet werden konnte (OR=0,771; p=0,038) (Tabelle 18).
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Tabelle 17: Genotypverteilung der 6 PARP1-Index-SNVs in Raucher und Nichtraucher

SNV Gruppe Raucher Nichtraucher
(A1/A2) A1A1 A1A2 A2A2 A1A1 A1A2 A2A2
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
rs3219066 MMkw + 3 57 1185 0 80 1249
(CIT) KON (0,2) (4,6) (95,2) (0) (6) (94)
MMkw 0 1 71 0 5 165
(0) (1,4) (98,6) (0) (2,9) (97.,1)
MMks O 1 58 0 4 134
(0) (1,7) (98,3) (0) (2,9) (97.1)
rs78087823 MMkw + 2 109 1086 8 135 1131
(TIC) KON (0,2) (9,1) (90,7) (0,6) (10,6) (88,8)
MMkw O 8 59 0 17 142
(0) (11,9) (88,1) (0) (10,7) (89,3)
MMks O 6 49 0 11 120
(0) (10,9) (89,1) (0) (8,4) (91,6)
rs7547958 MMkw + 21 256 623 20 231 709
(TIC) KON (2,3) (28,4) (69,2) (2,1) (24,1) (73,9)
MMkw 3 12 35 2 31 91
(6) (24) (70,0) (1,6) (25) (73,4)
MMks 3 11 27 2 23 77
(7,3) (26,8) (65,9) (2) (22,5) (75,5)
rs16845712 MMkw + 0 43 1159 0 29 1256
(A/IG) KON (0) (3,6) (96,4) (0) (2,3) (97,7)
MMkw 0 0 66 0 5 161
(0) (0) (100) (0) (3) (97)
MMks O 0 55 0 4 133
(0) (0) (100) (0) (2,9) (97.,1)
rs114290154 MMkw + 1 30 1184 1 19 1295
(A/IG) KON (0,1) (2,5) (97,4) (0,1) (1,4) (98,5)
MMkw 0 3 69 0 2 167
(0) (4,2) (95,8) (0) (1,2) (98.8)
MMks O 2 57 0 2 136
(0) (3.4) (96,6) (0) (1,4) (98,6)
rs139860134 MMkw + O 31 1216 1 47 1281
(A/IG) KON (0) (2,5) (97,5) (0,1) (3,5) (96,4)
MMkw 0 2 70 0 6 165
(0) (2,8) (97,2) (0) (3,5) (96,5)
MMks 0O 1 58 0 4 135
(0) (1,7) (98,3) (0) (2,9) (97.1)

A1: minores Allel, A2: majores Allel, n: Anzahl, MM: Morbus Meniere, kw: mindestens klinisch
wahrscheinlich, ks: mindestens klinisch sicher, KON=Kontrollen

47



Ergebnisse

Tabelle 18: Assoziation der 6 Index SNVs des PARP7-Gens mit dem Raucherstatus

SNV A1 A2 Raucher vs. Nichtraucher
ORa1 SF P
rs3219066 C T 0,847 +0,867 0,329
rs78087823 T C 0,771 +0,372 0,038
rs7547958 T C 1,202 +0,598 0,044
rs16845712 A G 1,546 +0,859 0,072
rs114290154 A G 1,632 +0,919 0,076
rs139860134 A G 0,687 +0,416 0,099

A1=minores Allel; A2=majores Allel; OR=0dds Ratio; SF=Standardfehler, P=P-Wert, fett gedruckt:
p<0,05

Beim Vergleich der 2 SNVs, die einen Zusammenhang mit dem Raucherstatus in der
Gesamtkohorte aus Morbus Meniére Patienten und Kontrollen zeigten, liel3 sich weder
innerhalb der Gruppe klinisch wahrscheinlich an Morbus Meniére erkrankter Personen noch
bei einer klinisch sicheren Diagnose ein nominal signifikanter Zusammenhang eruieren
(Tabelle 19).

Tabelle 19: Zusammenhang der 2 mit dem Raucherstatus assoziierten SNVs innerhalb der Morbus
Meniére-Kohorten

SNV A1 MMkw MMks
Raucher vs. Nichtraucher Raucher vs. Nichtraucher
ORA1 SF P OR a1 SF P

rs78087823 T 0,960 +11,351 0,933 1,427 +2,260 0,528
rs7547958 T 1,280 +1,645 0,436 1,521 +1,216 0,211

A1: minores Allel; MM: Morbus Meniére, kw: mindestens klinisch wahrscheinlich, ks: mindestens
klinisch sicher, OR: Odds Ratio; SF: Standardfehler, P: P-Wert, fett gedruckt: p<0,05
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3.3.3 Analyse der 6 Index-SNVs mit Morbus Meniéere unter

Berucksichtigung der Kovariable Raucherstatus

Da der Raucherstatus per se mit signifikanten Assoziationen mit dem PARP1-Gen bei 2 der 6
Index-SNVs vergesellschaftet war, aber nicht zu einer Diskriminierung innerhalb der Morbus
Meniére-Stichprobe flihrte, wurde er in einer weiteren Analyse als mdglicher Einflussfaktor in
die Berechnung zur Uberpriifung der Assoziation mit Morbus Meniére einbezogen.

Ein Vergleich der Genotypverteilung der 6 PARP71-Index-SNVs zwischen der
Kontrollstichprobe und den Stichproben mit mindestens klinisch wahrscheinlichem Morbus
Meniére beziehungsweise klinisch sicherem Morbus Meniére ergab unter zusatzlicher
Berlcksichtigung des Raucherstatus als Kovariable (Tabelle 20) ein nahezu identisches
Ergebnis wie beim Fehlen der Information Rauchen ja/nein (Tabelle 15, S. 45). Der SNV
rs3219066 zeigte bei Einbeziehung der Kovariable Rauchen mit p=0,033 (OR=0,404) einen
ahnlichen p-Wert wie in der Analyse ohne die Adjustierung fur diesen Faktor (p=0,032;
OR=0,405). In beiden Analysen zeigten Trager des minoren C-Allels eine geringere

Wahrscheinlichkeit, an Morbus Meniéere erkrankt zu sein als Tager des majoren T-Allels.

Tabelle 20: Assoziation der 6 Index SNVs mit Morbus Meniére mit Raucherstatus als Kovariable

SNV A1 Morbus Meniére mindestens Morbus Meniére mindestens
klinisch wahrscheinlich klinisch sicher
ORA1 SF P OR a1 SF P

rs3219066 C 0,404 +0,190 0,033 0,414 +0,218 0,057
rs78087823 T 0,954 +4,455 0,831 0,794 +0,893 0,374
rs7547958 T 1,072 +2,508 0,669 1,095 +2,120 0,605
rs16845712 A 0,690 +0,896 0,441 0,685 +0,963 0,477
rs3219066 A 1,202 +3,074 0,696 1,143 +4,432 0,797
rs78087823 A 1,052 +8,043 0,896 0,792 +1,602 0,621

A1: minores Allel; OR: Odds Ratio; SF: Standardfehler, P: P-Wert, fett gedruckt: p<0,05
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Studie wurde eine Assoziation zwischen Varianten des PARP1-Genlokus
und einer Morbus Meniére-Erkrankung unter Bertcksichtigung des Rauchens als Risikofaktor
untersucht. Hierzu wurden 272 SNVs des PARP1-Gens auf Chromosom 1 zwischen
Basenpaar 226530047 und Basenpaar 226614917 (NCBI Assembly GRCh 37.p13) analysiert.
Die wesentlichen Ergebnisse sind wie folgt: In einem ersten Schritt wurde in einer Fall-Kontroll-
Assoziation die Haufigkeit der Genotypen von Patienten mit einer mindestens klinisch
wahrscheinlichen Morbus Meniére-Diagnose und gesunden Kontrollprobanden analysiert. Die
Ergebnisse wurden mit einem Vergleich der Genotypen von Rauchern (Patienten mit einer
mindestens klinisch wahrscheinlichen Diagnose und Kontrollprobanden) und Nichtrauchern
(Patienten mit einer mindestens klinisch wahrscheinlichen Diagnose und Kontrollprobanden)
zusammen Uberpriuft, um daraus mit Hilfe des clump Befehls in Plink (Version 1.9)
voneinander unabhangige Index-SNVs zu bestimmen. Hierbei konnten 6 LD-unabhéngige
Varianten identifiziert werden.

Alle nominal signifikanten SNVs aus der Assoziationsanalyse zu Morbus Meniére wurden
durch den Index-SNV rs3219066 reprasentiert, der insgesamt 19 der 272 SNVs abdeckte. Die
nominalen Signifikanzen der Analyse des Raucherstatus wurden durch 2 verschiedene Index-
SNVs (rs7547958, rs78087823) vertreten. Der Index rs7547958 deckte dabei mit 59 der 272
SNVs die meisten Polymorphismen ab, wahrend der Index rs78087823 in einem LD mit 11
anderen SNVs war.

Bei der nachfolgenden Betrachtung der Index-SNVs zeigte rs3219066 eine nominale
Signifikanz fur den Vergleich zwischen der Gruppe der mindestens klinisch wahrscheinlich
Morbus Meniére-Erkrankten und Kontrollen mit einem p-Wert von 0,032 (OR=0,405). Derselbe
Index-SNV verfehlte in der diagnostisch stringenteren Gruppe der klinisch sicher Erkrankten
die nominale Signifikanzgrenze mit einem p-Wert von 0,055 knapp. Bei der Untergruppe mit
beidseitigem Morbus Meniére konnte keine signifikante Assoziation festgestellt werden.

Fir den SNV wurde ein selteneres Auftreten des minoren C-Allels in der Patientengruppe
(Morbus Meniere: 1,2% vs. Kontrollen: 2,9%) beobachtet. Die Ergebnisse der Arbeit kdnnten
darauf hinweisen, dass das minore C-Allel eine protektive Funktion hat, beziehungsweise das
majore T-Allel zum Krankheitsrisiko des Morbus Meniére beitragt. Da der SNV in einem Intron
des PARP1-Genlokus liegt, hat er keinen direkt erkennbaren Einfluss auf die Regulation des
PARP-1-Proteins. Es ist jedoch moglich, dass dadurch eine regulatorische Sequenz betroffen
ist oder aber andere SNVs, die in einem LD mit dem Index-SNV liegen, eine Veranderung in

der Aminosauresequenz verursachen. Auch konnte aufgezeigt werden, dass Introns die
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Genexpression und die Bindung von Transkriptionsfaktoren beeinflussen kénnen (Choi et al.,
2008; Cabrera et al., 2014).

Um eine Assoziation des PAPR1-Gens zum Raucherstatus zu Uberprifen, wurden die 6
Index-SNVs diagnoseunabhangig zwischen Rauchern und Nichtrauchern in der
Gesamtgruppe ausgewertet. Hierbei konnte bei den Index-SNVs rs7547958 (OR=1,202;
p=0,044) und rs78087823 (OR=0,771; p=0,038) ein nominal signifikanter Zusammenhang
festgestellt werden, wobei das minore T-Allel fiir rs7547958 mit 16,6% haufiger bei Rauchern
(Nichtraucher: 14,1%) und fur rs78087823 haufiger bei Nichtrauchern vorlag (Raucher: 4,7%,
Nichtraucher: 5,9%). Der Index-SNV rs7547958 liegt etwa 14kb vor dem PARP1-Gen und
damit potentiell in einer Promotorregion, wahrend der SNV rs78087823 intronisch liegt. Auch
fur diese Polymorphismen ist eine funktionelle Relevanz nicht direkt erkennbar und bedarf
weiterer detaillierter Analysen. Bei beiden Varianten (rs7547958, rs78087823) konnte jedoch
weder innerhalb der Gruppe klinisch wahrscheinlich an Morbus Meniére erkrankter Personen
noch bei einer klinisch sicheren Diagnose ein nominal signifikanter Zusammenhang eruiert
werden.

Da ein Einfluss des Raucherstatus innerhalb der Stichprobe nicht ausgeschlossen werden
konnte (zwei SNVs waren diagnoseunabhangig damit assoziiert, wenn auch nicht die mit
Morbus Meniére assoziierte Variante), wurde die Assoziation zu Morbus Meniére unter
Einbeziehung der Kovariable Raucherstatus durchgefiihrt. Es zeigte sich hier jedoch ein
ahnliches Ergebnis wie bei der Assoziationsanalyse ohne die Kovariable Rauchen. So konnte
hier beim Polymorphismus rs3219066 ein nahezu identischer p-Wert (p=0,033; OR=0,404)
wie bei der logistischen Regression ohne Einbeziehung der Kovariable Rauchen (p=0,032;
OR=0,405) festgestellt werden.

Das Rauchverhalten scheint demzufolge als Faktor fur die Assoziation mit PARP1 keine
Bedeutung zu haben. Da der identifizierte Zusammenhang zwischen einer Variante im
PARP1-Gen und Morbus Meniére eine Bonferroni-Korrektur fir das Multiple Testen nicht
uberlebt, ist entweder von einer eher untergeordneten Bedeutung des Gens fir die
Suszeptibilitat der Erkrankung auszugehen, oder aber von einer noch zu prifenden Relevanz

in einer Subklassifikation, wie zum Beispiel von Morbus Meniére mit autoimmuner Beteiligung.

Ethnizitat

Bei genetischen Assoziationsstudien ist eine homogene Abstammung sowohl von Kontroll-

als auch Patientengruppen von grof3er Bedeutung, da bei unterschiedlichen Ethnien die

Genotypfrequenzen der einzelnen Polymorphismen voneinander abweichen kénnen (1000

Genomes Project Consortium, 2015). In der vorliegenden Studie hatten alle Probanden eine
51



Diskussion

kaukasische Abstammung. Auch wurde, um Populationsstratifikation zu erkennen und zu
vermeiden, eine Hauptkomponentenanalyse berechnet, um Ausreiller von der Analyse
auszuschlieRen. Um die vorliegenden Ergebnisse mit den Analysen in Stichproben anderer
Ethnien vergleichen zu kénnen, ist eine sorgfaltige Prifung der Allel- und Genotypfrequenzen
der betreffenden Stichproben notwendig. In der nachfolgenden Tabelle (Tabelle 21) werden
daher die unterschiedlichen Genotypfrequenzen des Index-SNV rs3219066 bei

verschiedenen Ethnien dargestellt. Die Daten stammen aus dem 1000 Genomes Project.

Tabelle 21: Frequenz der Allele des Index-SNVs rs3219066 in verschiedenen Ethnien
Population Anzahl Allele Frequenz T-Allel Frequenz C-Allel

1000 Genomes  Global 5008 T=0,967 C=0,033
Project Afrika 1322 T=0,997 C=0,003
Ostasien 1008 T=0,972 C=0,028
Sudasien 978 T=0,889 C=0,111
Amerika 694 T=0,994 C=0,006
Europa 1006 T=0,981 C=0,019
Vorliegende Kontrollen 5096 T=0,971 C=0,029
Arbeit Meniére 492 T=0,988 C=0,012
Gesamt 5588 T=0,972 C=0,028

(1000 Genomes Project Consortium, 2015 (https://www.ncbi.nim.nih.gov/snp/rs3219066), gesehen am
10.12.2023)

Die Frequenzen der Allele zeigten beim 7000 Genomes Project eine grofl’e Brandbreite.
Wahrend das minore C-Allel in der sudasiatischen Population mit 11,1% relativ hdufig und in
der afrikanischen (0,3%) und amerikanischen Bevolkerung (0,6%) sehr selten vorkam, hat es
in der ostasiatischen und europaischen Population mit einer Frequenz zwischen 1,9% bis
2,8% eine relativ ahnliche Haufigkeit. In der vorliegenden Studie weicht die Gesamtfrequenz
der C-Allele mit 2,8% leicht von der europaischen Allel-Frequenz des 1000 Genomes Project
mit 1,9% ab (Tabelle 21).

Da der SNV rs3219066 eine grof3e Brandbreite der Allelfrequenzen aufweist, ist ein Vergleich
von verschiedenen Ethnien nur bedingt mdglich. In der vorliegenden Studie hatten die

Kontrollprobanden und die Patientenstichproben den gleichen ethnischen Hintergrund.

Alter, Geschlecht, Raucherstatus
Bei den Studienteilnehmern fielen Unterschiede im Alter, Geschlecht und Raucherstatus

zwischen den Erkrankten und den Kontrollen auf.
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Beim Alter zeigte sich ein deutlich niedrigerer Durchschnitt bei der Kontrollstichprobe (47,4
Jahre) im Vergleich zu den Morbus Meniére-Gruppen (kw: 59,8 Jahre; ks: 59,5; bds: 62,6
Jahre). Der Unterschied von anndhernd 12 Jahren zwischen Kontrollen und mindestens
klinisch wahrscheinlichem oder mindestens klinisch sicherem Morbus Meniéere
beziehungsweise von 15 Jahren bei beidseitigem Morbus Meniére war jeweils signifikant.
Der Morbus Meniére ist eine Erkrankung des gehobenen Alters. So zeigten Daten aus den
USA eine starke Altersabhangigkeit der Pravalenz. Die Pravalenz stieg von 9 pro 100 000
Einwohner (Patienten < 18 Jahren) auf 440 pro 100 000 Einwohner (Patienten > 65 Jahren)
(Harris und Alexander, 2010). Da die Kontrollgruppe mit 47,4 Jahren im Durchschnitt etwa 12
Jahre junger war als die Morbus Meniére-Stichproben (ks,kw) und ungefahr 15 Jahre jlinger
als die Gruppe der beidseits Erkrankten, kdnnten in der gesunden Kontrollgruppe in der
Zukunft noch Menschen an Morbus Meniére erkranken.
Der Morbus Meniére ist allerdings eine seltene Erkrankung mit einer Pravalenz zwischen 513
Morbus Meniére-Erkrankten pro 100 000 Einwohnern in der finnischen Bevdlkerung (Havia et
al., 2005) und 34,5 Betroffenen pro 100 000 Einwohnern in der japanischen Bevolkerung
(Shojaku et al., 2005). Der Anteil an Kontrollprobanden, die potenziell an Morbus Meniére im
Laufe des Lebens erkranken kénnten, ware demnach gering. Zusatzlich wurden in der
logistischen Regression die Ergebnisse fir die Kovariable Alter korrigiert. Die Verwendung
einer alteren Kontrollstichprobe ware jedoch in weiteren Studien wiinschenswert.
Die Pravalenz des Morbus Meniére =zeigte in der Literatur Unterschiede im
Geschlechtsverhaltnis (Frau : Mann 1,89:1) (Harris und Alexander, 2010). In der vorliegenden
Studie wichen die Geschlechtsverhaltnisse der Morbus Meniére-Gruppen deutlich von der in
der Literatur beschriebenen ab. So sind sowohl bei mindestens klinisch wahrscheinlichem
Morbus Meniére (Manner mit 54,6%) als auch bei klinischen sicherem Morbus Meniéere
(Manner mit 56,2%) Manner mit etwa 9% beziehungsweise 12% in der Uberzahl. Auch sind
bei der Untergruppe der mindestens klinisch wahrscheinlich beidseits Morbus Meniére-
Erkrankten mehr Manner vertreten (Manner mit 51,0%). Es ist schwierig zu eruieren, wie es
zu diesen Abweichungen kommt. Es ist nicht auszuschliel3en, dass zum Beispiel Manner
haufiger die Schwindelambulanz aufgesucht oder bereitwilliger als Frauen an der Studie
teilgenommen hatten.
Auch zwischen den jeweiligen Patientengruppen und den Kontrollen fielen in dieser Studie
Unterschiede im Geschlechtsverhaltnis auf. Wahrend bei den Kontrollprobanden Frauen in
der Uberzahl waren (Manner mit 46,3%), waren in den Patientengruppen mehr Manner als
Frauen vertreten. Dabei waren die Unterschiede zwischen mindestens klinisch
wahrscheinlichem Morbus Meniére (chi*=6,34, p=0,012) sowie klinisch sichererem Morbus
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Meniére (chi*=7,37, p=0,007) und Kontrollen signifikant, wahrend die Abweichung zwischen
Kontrollen und beidseits Betroffenen nicht signifikant (chi2=0,44, p=0,505) war. Da zusatzlich
bei PARP1 in Studien an Mausen geschlechtsspezifische Unterschiede in den Signalwegen
nachgewiesen werden konnten (Liu et al., 2011) und genetische Assoziationsstudien
geschlechtsabhangige Unterschiede eines Polymorphismus bei Morbus Meniére-Patienten
aufzeigten (Yazdani et al., 2015), kdnnten die unterschiedlichen Geschlechtsverhaltnisse der
Morbus Meniére-Patienten und Kontrollen bei einer Analyse des PARP1-Gens die
Aussagekraft senken. Allerdings wurden die Ergebnisse dieser Arbeit auch auf die Kovariable
Geschlecht korrigiert, um diesen Effekt zu minimieren. Eventuell waren jedoch
geschlechtsgetrennte Analysen sinnvoll.

Ebenso konnten beim Raucherstatus Abweichungen sowohl zwischen den Kontrollprobanden
und den Patientengruppen als auch zwischen dem Anteil der Raucher in Deutschland und den
jeweiligen Gruppen festgestellt werden.

So rauchten in Deutschland laut Mikrozensus 2021 (Statistisches Bundesamt,
https://www.destatis.de/DE/Themen/Gesellschaft-Umwelt/Gesundheit/Gesundheitszustand-
Relevantes-Verhalten/Tabellen/liste-rauchverhalten.html,  gesehen am  01.06.2023)
insgesamt 18,9% der Burger Uber 15 Jahren gelegentlich oder regelmafig. 20,5% waren
frihere Raucher und 60,5 % hatten niemals geraucht. Insgesamt sind demnach 39,4% der
Bevodlkerung ehemalige und aktuelle Raucher. Der Anteil der Raucher ist in dieser Arbeit bei
den mindestens klinisch wahrscheinlich (30,2%) und mindestens klinisch sicher (31,0%)
Erkrankten unter dem Durchschnitt in Deutschland, wahrend der Anteil der Raucher bei den
Kontrollprobanden mit 49,9% dartber liegt. Auch hier ist nicht erkennbar, wie es zu diesen
Abweichungen kommt. Da Rauchen zu Schwindel und Ubelkeit filhren kann (King et al., 2019),
ware zum Beispiel eine mdgliche Erklarung, dass Patienten mit Schwindelerkrankungen
seltener rauchen, um ihre Symptomatik nicht zu verstarken.

Die Unterschiede zwischen den Kontrollprobanden und den Morbus Meniére-Gruppen
(klinisch sicher und klinisch wahrscheinlich erkankt) waren in dieser Arbeit jeweils signifikant
(p<0,01). Nachdem zuséatzlich ein Effekt der PARP1-SNVs auf das Rauchverhalten nicht
ausgeschlossen werden konnte, wurde in einer abschlielienden Analyse der Raucherstatuts
als Kovariable in den Vergleich zwischen Morbus Meniére-Patienten und Kontrollen
miteinbezogen. Hier zeigte sich ein dhnliches Bild wie beim Vergleich ohne Einberechnung
der Kovariable Rauchen. Das Rauchverhalten scheint also keine Bedeutung bei einer
Assoziation von PARP1 und Morbus Meniére zu haben. Dennoch waren geringere
Unterschiede beim Raucherstatus winschenswert, um die Aussagekraft der Studie zu

erhohen.
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Diagnostik

Allgemein erfolgt die Morbus Meniére-Diagnose klinisch. In dieser Studie wurde die Diagnose
der Morbus Meniére-Erkrankung nach den AAO-HNS-Kriterien (American Academy of
Otolaryngology and Neck Surgery) von 1995 gestellt. Eine klinisch sichere Diagnose wird bei
zwei oder mehr spontanen Schwindelattacken Uber 20 Minuten oder langer, einem
mindestens einmalig aufgetretenen audiometrisch dokumentierten Hérverlust, einem Tinnitus
oder Drickgefuhl im betroffenen Innenohr und dem gleichzeitigen Ausschluss anderer
Ursachen gestellt. Fur eine klinisch wahrscheinliche Diagnose ist eine einzige
Schwindelepisode, die 20 Minuten oder langer andauert, ausreichend. Ansonsten bleiben die
Kriterien gleich (Committee on Hearing and Equilibrium, 1995).

Zwar stehen zusatzlich apparative Funktionsprifungen zur Verfigung, die bei der Diagnostik
helfen konnen (Magnan et al., 2018), die Diagnosefindung ist dabei jedoch komplex und vor
allem bei klinisch wahrscheinlichem Morbus Meniére gibt es eine gewisse Unsicherheit der
Diagnose (Nevoux et al., 2017).

Da es andere Schwindelerkrankungen gibt, wie zum Beispiel Neuritis Vestibularis, vestibulare
Migrane oder somatoformer Schwindel, und Patienten gleichzeitig einen Hoérverlust als
Komorbiditat haben kdnnten, hangt die Diagnose sehr von der subjektiven Beschreibung des
Patienten und der Erfahrung der Diagnostiker ab. Auch haben Morbus Meniére-Patienten eine
hohe Migranepravalenz (Pyykko et al., 2019). Pyykko et al. (2019) vermuteten sogar, dass
eine pathophysiologische Verbindung zwischen einer vestibularen Migrane und Morbus
Meniére bestehen kdnnte. Diese Verbindung zwischen Morbus Meniére und Migrane zeigt
exemplarisch die Schwierigkeit der Diagnostik anhand der Abwagung zwischen einer
vestibularen Migrane und Morbus Meniére auf.

Die Diagnostik der Morbus Meniére-Erkrankung in dieser Studie fand in der Neurologischen
Klinik und im Deutschen Schwindel- und Gleichgewichtszentrum der LMU Minchen statt.
Diese sind auf Schwindelerkrankungen spezialisiert und die Arzte haben eine groRe Expertise
in der Diagnostik. Trotzdem bleibt aufgrund der Uberschneidungen der einzelnen
Schwindelerkrankungen und subjektiven Aussagen der Patienten die Diagnosefindung
komplex und Fehldiagnosen kénnten die Aussagekraft der Studie mindern.

Der endolymphatische Hydrops als pathologisches Korrelat des Morbus Meniére kann in der
kontrastverstarkten Magnetresonanztomographie dargestellt werden (Bernaerts et al., 2019).
Da eine MRT-Untersuchung nur eine optionale zusatzliche Diagnosemdoglichkeit ist (Magnan
et al.,, 2018), lagen Daten aus entsprechenden Untersuchungen nur fir einen Teil der
Patienten vor. Zu Studienzwecken konnte die Spezifitat der Diagnostik erhoht werden, indem

eine MRT-Untersuchung zur Bestatigung der Diagnose angewendet wuirde.
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Auch gab es in dieser Studie nur eine kleine Gruppe von 51 mindestens klinisch
wahrscheinlich beidseitig Morbus Meniére-Betroffenen. Da fir die Kategorie beidseits
betroffener Patienten bereits Hinweise auf einen Zusammenhang des Morbus Meniére mit
einem Mikrosatelliten im Bereich des PARP1-Promotors gefunden wurden, ware eine gréfere
Anzahl winschenswert (Lopez-Escamez et al., 2009). Wahrscheinlich wirde eine gréRere
Gruppe an klinisch sicher beidseitig erkrankten Morbus Meniére-Patienten die Aussagekraft
der Studie erhdhen.

In dieser Studie wurden sowohl Probanden mit klinisch wahrscheinlichem als auch klinisch
sicherem Morbus Meniére aufgenommen. Um das Risiko einer Fehldiagnose zu senken, ware
eine Beschrankung auf klinisch sicher diagnostizierte Patienten sicher sinnvoll, ginge aber zu
Lasten der fur eine komplexe genetische Suszeptibilitdt ohnehin recht geringen

Stichprobengrofe.

Stichprobengrofie

In der vorliegenden Studie wurde das PARP71-Gen von 249 Patienten mit mindestens
wahrscheinlichem Morbus Meniére, darunter 203 mit mindestens sicherem Morbus Meniére,
untersucht. Hier konnte eine groRere Stichprobe die Teststarke der Studie erhoéhen.
Beispielsweise wurden in der genomweiten Assoziationsstudie (GWAS) zu
Schwindelerkrankungen von Skuladottir et al. (2021) das Genom von 3516 Patienten mit
Morbus Meniére im Vergleich zu 894541 Kontrollen analysiert.

Allerdings ist die vorliegende Studie eine hypothesengeleitete Kandidatengenstudie. Dabei
kénnen auch kleinere StichprobengrofRen als bei einer GWAS verwendet werden, um
aussagekraftige Ergebnisse zu beschreiben. So wurden bei vielen Kandidatengenstudien
Stichprobengréflen mit weniger als 200 Morbus Meniére-Patienten analysiert. Ungeachtet

dessen wurde eine gréRere Stichprobe die Aussagekraft der Studie erhéhen.

Atiologie des Morbus Meniére

Zwar kann bei Morbus Meniére-Patienten ein endolymphatischer Hydrops dargestellt werden
(Chen et al., 2021), die Atiologie hinter dem endolymphatischen Hydrops ist jedoch weiter
ungeklart. Auch der die Morbus Meniére-Symptomatik verursachende Mechanismus wird
weiter diskutiert, da nicht alle Personen mit einem endolymphatischen Hydrops Morbus
Meniére-Symptome zeigen (Lubbe et al., 2020). Es wird von einer Genese ausgegangen, die
von mehreren Faktoren beeinflusst wird (Perez-Carpena und Lopez-Escamez, 2020).
Beispielsweise gibt es Studien, die Morbus Meniére mit Autoimmunerkrankungen wie einer
autoimmunen Arthritis oder Allergien in Verbindung bringen (Derebery, 2000; Caulley et al.,
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2018). Ebenso wird eine virale Beteiligung wie beispielsweise eine Cytomegalovirus-Infektion
(Dean et al., 2019) oder eine genetische Ursache des Morbus Meniére diskutiert (Chiaralla et
al., 2015).

Da PARP-1 in vielen verschiedenen Zellwegen und fir die genomische Stabilitat von
Bedeutung ist, hat es bei vielen Krankheiten verschiedene Einfliisse. So spielt PARP-1 sowohl
in der antiviralen Antwort als auch bei Autoimmunerkrankungen wie beispielsweise Multipler
Sklerose eine Rolle (Kim et al., 2018; Meira et al., 2019). Auch wird eine Assoziation des
PARP1-Gens mit einer Hashimoto-Thyreoiditis diskutiert (Koc et al., 2015).

Diese beschriebenen moglichen primaren Ursachen zeigen die Problematik von Fall-Kontroll-
Assoziationsstudien von PARP1 oder anderen Genen bei Erkrankungen auf, die Uberwiegend
klinisch diagnostiziert werden und fiir deren Pathophysiologie verschiedene Hypothesen
existieren. So ist davon auszugehen, dass sich innerhalb einer derart charakterisierten
Stichprobe verschiedene Untergruppen mit jeweils unterschiedlicher Primarursache befinden.
Konkret kdnnte dies beispielsweise dazu geflhrt haben, dass Varianten im PARP1-Gen, die
einen Zusammenhang mit bestimmten Autoimmunprozessen aufweisen, deswegen nicht als
relevant erkannt werden, weil die untersuchte Gruppe der Patienten stark heterogene
Primarursachen fir die Erkrankung aufweist, die diesen Effekt iberdeckt (,verwassert®).

Ein Ansatz, sich dieser Problematik zu nahern, ware eine Zuordnung der Probanden zu
komorbiditatsspezifischen Subgruppen und deren separater Analyse im Vergleich zu
Kontrollen und der Gruppen untereinander. Allerdings flhrt das in der Regel zu unzureichend

grofRen Stichproben.

Poly(ADP-ribose-)-Polymerase -1 und Morbus Meniére

Der Morbus Meniére wurde wie bereits beschrieben in einer Studie von Lopez-Escamez et al.
(2009) mit einem Mikrosatelliten im Bereich des Promotor des Poly(ADP-ribose-)-Polymerase-
1 Genlocus in Verbindung gebracht.

Dabei wurde der Polymorphismus des PARP1-Promotors von 80 Patienten mit, nach Kriterien
der AAO-HNS von 1995 diagnostiziertem, beidseitig sicherem Morbus Meniére mit dem von
371 gesunden Blutspendern in einer Fall-Kontroll-Assoziationsanalyse verglichen. Der im
Bereich des Promotors lokalisierte Microsatellit mit (CA)-Wiederholungen bestimmte dabei
den Haplotyp des Promotors. Die Autoren stellten die Hypothese auf, dass die Lange des CA-
Mikrosatelliten die Transkriptionsrate von PARP1 verandern konnte. In der Studie wurde der
mit 17-20 Wiederholungen langste Polymorphismus des CA-Mikrosatelliten signifikant

seltener bei Morbus Meniére-Patienten gefunden (Tabelle 22).
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Tabelle 22: Assoziation des PARP1 Promotormikrosatelliten bei beidseitigem Morbus Meniere

(CA)N Kontrollen = MMbds X2 OR Unkorrigierter = Korrigierter
(95% ClI) p-Wert p-Wert

10-12 528 124 2,64 0,72 0,127 NS
(71,2%) (77,5%) (0,48-1,07)

13 21 2 1,32 2,30 0,382 NS
(2,8%) (1,3%) (0,53-9,91)

14 4 2 1,01 0,43 0,289 NS
(0,5% (1,3%) (0,08-2,36)

15 1 1 1,43 0,21 0,323 NS
(0,1%) (0,6%) (0,01-3,45)

16 125 29 0,15 0,91 0,784 NS
(16,8%) (18,1%) (0,59-1,43)

17-20 63 2 10,32 7,33 0,002 0,012
(8,5%) (1,3%) (1,77-30,27)

MMbds: Beidseitiger Morbus Meniére; OR: Odds Ratio; Cl: Konfidenzintervall; NS: nicht signifikant;
nach (Lopez-Escamez et al., 2009)

Diese Ergebnisse konnten in der vorliegenden Studie nicht bestatigt werden, da hier keine
Mikrosatelliten untersucht wurden. Die durch die 6 Index-SNVs vertretenen Regionen des
PARP1-Gens umfassten zwar auch die Position des (CA)-Mikrosatelliten, es zeigte sich
jedoch kein Zusammenhang zum Auftreten eines beidseitigen Morbus Meniére.

Mdgliche Griinde fir diese Diskrepanz kénnten einerseits die Unabhangigkeit zwischen den
untersuchten Markern sein, anderseits auch in der unterschiedlichen Stichprobengréfie (80
vs. 51) und der Diagnosesicherheit (klinisch sicher in der veroffentlichten Studie, mindestens
klinisch wahrscheinlich in der vorliegenden Studie) liegen.

Da Morbus Meniére eine multifaktorielle Erkrankung ist, kdnnte es sein, dass bei beidseitig
Betroffenen eine andere Atiologie im Vordergrund steht als bei den einseitig Erkrankten. Auch
wird durch beidseitig betroffene Innenohre eine Fehldiagnose unwahrscheinlicher.

Die Autoren diskutieren, dass die Spiralganglienneurone bei einem endolymphatischen
Hydrops oxidativem Stress ausgesetzt sind (Anne et al., 2007) und dass PARP1 hierbei Uber
seine Funktion in der Reparatur, beim Zelltod und bei der Transkription (beispielsweise Uber
NF-kB) einen Einfluss auf das Uberleben der Spiralganglienneurone haben kénnte. Weiter
fuhrten sie die Mdglichkeit aus, dass an unterschiedlich langen Promotoren verschiedene
Transkriptionsfaktoren binden kénnten und die kirzeren Promotoren eine geringere PARP1
Transkriptionsrate zur Folge haben wirden. Die Autoren stellten die These auf, dass durch
geringere PARP1 Transkriptionsraten die DNA-Reparatur reduziert werden konnte und
dadurch der Untergang von Spiralganglienneuronen verstarkt wirde (Lopez-Escamez et al.,

2009).
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Die Bedeutung des oxidativen Stresses bei Morbus Meniére und die Reaktion des Korpers auf
diesen wurde auch von anderen Wissenschaftlern analysiert. So untersuchten Teranishi et al.
(2012) bei Patienten mit sensorineuralen Horverlust und Morbus Meniére die Polymorphismen
einiger Gene, die ahnlich wie PARP1 mit der Reaktion auf oxidativen Stress in Verbindung
gebracht wurden. Dazu analysierten sie SNVs in den Genen Paraoxonase 1 (PON1) (rs662;
rs854560), PON2 (rs7493) Glutathione peroxidase 1 (GPX1) (rs1050450) und Superoxide
dismutase 2 (SOD2) (rs4880) bei 82 japanischen Patienten mit Morbus Meniére und 84
japanischen Patienten mit sensorineuralen Horverlust. Im Vergleich zu 2107 ebenfalls aus
Japan stammenden Kontrollprobanden konnte hierbei kein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen gefunden werden. Allerdings konnte in dieser Studie bei Morbus Meniére-
Patienten mit einem Horniveau Uber 50 Dezibel haufiger das C-Allel von SNV rs4880 (SOD2)
gefunden werden als bei Patienten mit einem Hoérniveau unter 50 Dezibel. Eine Schwache
dieser Studie war vor allem das kleine Patientenkollektiv. So wurde auch von den Autoren
vorgeschlagen, die Resultate in einer grélieren Patientengruppe zu replizieren (Teranishi et
al., 2012). Diese Studie weist auf die Relevanz hin, die jeweiligen Morbus Meniére-Patienten
auch anhand der im Vordergrund stehenden Symptomatik auszuwahlen. So wurde auch der
Zelltod der Spiralganglienneurone mit einem Hérverlust in Verbindung gebracht (Kim et al.,
2020). Da PARP1 auf mehreren Wegen einen Einfluss auf die Degeneration der
Spiralganglienneurone bei oxidativem Stress haben konnte (Lopez-Escamez et al., 2009),
ware eine Unterteilung und Untersuchung der Patienten in Gruppen anhand ihres Horverlustes
auch bei einer Fall-Kontroll-Assoziationsstudie des PARP1-Gens von Interesse.

Aber nicht nur die Funktion von PARP-1 als Reparaturenzym, sondern auch die Funktion in
der Transkription im Zusammenhang mit NF-kB konnte bei Morbus Meniére von Bedeutung
sein. PARP-1 wird fur die NF-kB-abhangige Genexpression bendtigt und ist dabei ein
bedeutender Transkriptions-Coaktivator fur NF-kB (Hassa und Hottiger., 1999). In Studien
konnte gezeigt werden, dass PARP-1-Inhibitoren die NF-kB vermittelte Gentranskription von
proinflammatorischen Zytokinen blockieren (Vuong et al., 2015).

Der Einfluss von PARP-1 auf NF-kB ist von Interesse, da Symptome einer Morbus Meniére-
Erkrankung in neueren Studien mit 2 Intron-Varianten im NFKB1-Gen in Verbindung gebracht
wurden. So konnten Cabrera et al. (2014) einen schnelleren Verlauf eines sensorineuralen
Horverlusts bei einseitig von Morbus Meniére Betroffenen mit den SNVs rs3774937 und
rs4648011 im NFKB1-Gen assoziieren. Hierzu wurden die NFKB1 Varianten rs3774937 und
rs4648011, die bereits mit anderen autoimmunvermittelten Krankheiten verbunden worden
waren, bei 731 sicher an Morbus Meniére Erkrankten (darunter 168 beidseits und 548
unilateral Betroffene) und bei 1628 gesunden Probanden unter Mitberechnung des Horverlust
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mit Hilfe einer Kaplan-Meier-Analyse in einer Fall-Kontroll-Assoziation ausgewertet. Auch
diese Studie zeigte, dass es von Bedeutung ist, die jeweiligen Morbus Meniére-Patienten
anhand der im Vordergrund stehenden Symptomatik auszuwahlen. Durch seine Verbindung
mit NF-kB koénnte PARP1 ebenso einen Einfluss auf die Entstehung des Horverlusts bei
Morbus Meniére haben. Zusatzlich diskutierten Cabrera et al. (2014), dass die Anzahl der
beidseits Erkrankten in ihrer Studie nicht gro3 genug war, um signifikante Ergebnisse
festzustellen.

Auch in der vorliegenden Arbeit war mit 51 beidseits Betroffenen nur ein kleines
Patientenkollektiv vorhanden. Um eine gréere Teststarke zu erreichen, waren demnach mehr
Morbus Meniére-Patienten notwendig.

NF-kB wurde auch in einer Fall-Kontroll-Studie (420 beidseitig, 1031 unilateral Morbus
Meniére-Erkrankte und 895 Kontrollen) von Frejo et al. (2017a) mit beidseitigem Morbus
Meniére in Verbindung gebracht. Der SNV rs4947296, der in einem trans-expression
quantitative trait locus liegt und mit einer Hochregulation von NF-kB verbunden wird, zeigte
hierbei einen signifikanten Zusammenhang bei bilateralem Morbus Meniére.

Diese Studie war bei einer Betrachtung von PARP1 nicht nur aufgrund des Zusammenhangs
mit NF-kB von Interesse, sondern auch weil der signifikante Zusammenhang nur mit der
Gruppe der beidseits von Morbus Meniére Betroffenen hergestellt werden konnte, obwohl die
Teststarke bei der unilateralen Fall-Assoziation durch die héhere Patientenzahl groRer war.
Dies spricht ebenso wie die Studie von Lopez-Escamez et al. (2009) dafir, dass bei den
beidseits Erkrankten eine andere Atiologie im Vordergrund steht, die eine groRere Assoziation
zu PARP1 oder NF-kB haben kdnnte. Allerdings weisen die Ergebnisse der hier vorliegenden
Studie zumindest im Hinblick auf PARP1 nicht darauf hin. Weitere Analysen in groferen

Stichproben sind zur Klarung der Relevanz notwendig.

Personalisierung und Einteilung der Morbus Meniere-Patienten in Subtypen

Die heterologe und multifaktorielle Atiologie des Morbus Meniére stellt Wissenschaftler sowohl
bei der Erforschung einer genetischen Beteiligung an den Ursachen als auch bei der Suche
nach Medikamenten vor Herausforderungen. Deshalb wurden von Morbus Meniére Betroffene
(Frejo et al., 2016, 2017b) durch Clusteranalysen in 5 verschiedene Subtypen anhand ihrer
Klinik eingeteilt. Die klinischen Variablen enthielten hierbei Geschlecht, Krankheitsbeginn und
-dauer, Familiengeschichte des Morbus Meniére, Horverlust, Kopfschmerztyp, Anamnese von
Autoimmunerkrankungen, kardiovaskulare Risikofaktoren, Tumarkinsche Krisen sowie die
Funktionsskala der AAO-HNS.
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Die Einteilungen in die 5 Subtypen erfolgte getrennt fir bilateralen und unilateralen Morbus
Meniére. In beiden Gruppen waren die Unterscheidung in familiare und sporadische Falle, die
Komorbiditaten Autoimmunerkrankung und Migrane sowie die Entwicklung des Hoérverlustes
von Bedeutung. Der sporadische Morbus Meniére wurde anhand des zeitlichen Auftretens des
Horverlustes in die Typen 1 und 2 unterteilt. Typ 3 waren Patienten mit familiaren Morbus
Meniére-Erkrankungen. Die Typen 4 und 5 wurden jeweils durch die Komorbiditdten Migrane
oder Autoimmunerkrankung definiert. (Frejo et al., 2016; Frejo et al.,, 2017b). In der
nachfolgenden Tabelle (Tabelle 23) werden die Subtypen bei unilateraler und bilateraler

Erkrankung aufgefiihrt. Diese Einteilung kénnte dabei helfen, die Atiologie der multifaktoriellen
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Morbus Meniére-Erkrankung besser zu verstehen.

Tabelle 23: Subtypen bei Morbus Meniere

Unilateraler Morbus Meniére

Typ 1
(53%)

Typ 2
(8%)

Typ 3
(13%)
Typ 4
(15%)
Typ 5

Sporadischer Morbus Meniére
ohne Autoimmunerkrankung oder

Migréne

Verzdgerter Morbus Meniere
(Horverlust der dem Schwindel
Monate bis Jahre vorausgeht)
ohne Autoimmunerkrankung oder
Migrane

Familiarer Morbus Meniére

Sporadischer Morbus Meniére mit
Migréne

Sporadischer Morbus Meniére mit

(11%) Autoimmunerkrankung

Bilateraler Morbus Meniére

Typ 1
(46%)

Typ 2
(17%)

Typ 3
(13%)
Typ 4
(12%)
Typ 5
(11%)

Sporadischer Morbus Meniére mit
metachronem Hdérverlust ohne
Autoimmunerkrankung oder
Migrane

Sporadischer Morbus Meniére mit
synchronem Hoérverlust ohne
Autoimmunerkrankung oder

Migrane

Familiarer Morbus Meniére

Sporadischer Morbus Meniére mit
Migrane
Morbus Meniére mit

Autoimmunerkrankung

Metachroner Horverlust: Uber einen Monat zwischen dem Auftreten eines unilateralen Horverlustes

bis zum bilateralen Hoérverlust, synchroner Horverlust: Simultaner Hérverlust; nach (Frejo et al., 2016,

2017b)

Diese Subgruppen kdénnten auch bei einer Fall-Kontroll-Assoziationsstudie von PARP1 neue
Erkenntnisse zu einer Morbus Meniere-Erkrankung liefern, da PAPR-1 durch seinen Einfluss

in vielen verschiedenen Zellwegen jede Subgruppe auf eine andere Weise beeinflussen
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kdnnte. Hier waren insbesondere die 11% des Subtyps 5, in der eine autoimmune Erkrankung
vorhanden sein muss, von Interesse, da PARP-1 haufig mit Autoimmunerkrankungen in
Verbindung gebracht wird. Auch Subtyp 2, bei dem der Horverlust dem restlichen
Symptomkomplex vorrausgeht, kdnnte vor dem Hintergrund, dass ein schnellerer Horverlust
bereits mit NF-kB in Verbindung gebracht wurde, von Bedeutung sein.

Lopez Escamez et al. (2018) schlugen aufgrund der Heterogenitat des Morbus Meniére auch
eine individualisierte Therapie und Diagnostik vor. So konnte beispielsweise in einer Studie
bei 21% der Morbus Meniére-Patienten erhohte Werte von proinflammatorischen Zytokinen
wie IL-1B, IL-1RA, und TNF-a nachgewiesen werden (Frejo et al., 2018). Zusatzlich wird der
SNV rs4947296 durch seine Regulation von NF-kB mit Entzindungen verbunden (Frejo et al.,
2017a; Lopez-Escamez et al., 2018). Daraus folgerten die Autoren, dass eine Betrachtung
und Behandlung des Morbus Meniére eine individualisierte Untersuchung von
proinflammatorischen Zytokinen als NF-kB vermittelte Inflammation und dem SNV rs4947296
erwagen sollte.

Da es mdglich ist, dass es verschiedene primare Atiologien fir Morbus Meniére gibt, kénnte
eine individuelle Betrachtung auch fur PARP1 eine Rolle spielen, da PARP-1 auch unabhangig
von NF-kB eine Funktion bei inflammatorischen Prozessen hat. So untersuchten
beispielsweise Du et al. (2023) in vitro die Bedeutung von PARP-1 bei proinflammatorischen
Zytokinen. Die Autoren setzten hierzu in vitro Chrodrozyten (mit und ohne PARP-1 Inhibitor)
dem Zytokin Interleukin-13 (IL-1B) aus. PARP-1 hatte hierbei zu Beginn (am 1. Tag) eine
protektive und spater (Tag 3-5) eine destruktive Funktion (Du et al., 2023).

Von Interesse ware demnach eine gesonderte Analyse des PARP1-Gens bei den von Frejo
et al. (2018) nachgewiesenen 21% der Patienten mit erhoéhten proinflammatorischen
Zytokinen (beispielsweise IL-1B) oder bei Probanden mit dem Risiko-Genotyp CC im SNV
rs4947296 (Frejo et al., 2017a; Lopez-Escamez et al., 2018). Hier kdnnte PARP-1 durch die
Verbindung mit inflammatorischen Prozessen oder mit dem Transkriptionsfaktor NF-kB auch

einen Einfluss auf die Morbus Meniére-Erkrankung haben.

Ausblick

Seit der ersten Beschreibung des Morbus Meniére im Jahr 1861 ist die primare Atiologie noch
nicht vollstandig aufgeklart. Es wird mittlerweile von multifaktoriellen Ursachen ausgegangen,
die sowohl auf einem Beitrag durch eine noch unbestimmte Anzahl genetischer Variationen
wie auch auf Umweltfaktoren beruhen. Durch diese ungeklarte Atiologie kann den Patienten
keine ursachliche Behandlung angeboten werden, obwohl die Lebensqualitat der Betroffenen

unter den Schwindelattacken leidet.
62



Diskussion

Dies zeigt die Notwendigkeit weiterer Studien auf. Genetische Fall-Kontroll-
Assoziationsstudien konnten Hinweise auf die Ursachen und den Pathochmechanismus
liefern. Bisher konnten allerdings keine Variationen gefunden werden, die pathognomonisch
fur Morbus Meniére sind. Auch die im Rahmen dieser Studie identifizierte Assoziation
zwischen einem Polymorphismus des PARP1-Gens und der Morbus Meniére-Erkrankung
kann nur als weiterer Hinweis auf eine Beteiligung des PARP1-Gens bei Morbus Meniére
gewertet werden. Sowohl die genlibergreifenden SNVs als auch der in dieser Studie nominal
signifikant assoziierte Polymorphismus (rs3219066) sollten in einer gréReren
Probandenstichprobe untersucht werden. Da die langeren Allele des Mikrosatelliten im
Promotorbereich des PARP1-Gens bei beidseitig Betroffenen seltener vorkamen, ware auch
die Untersuchung dieser Variation bei einer gréfteren Gruppe von bilateral an Morbus Meniére
erkrankten Personen von Relevanz.

Weiterhin konnte eine genauere Charakterisierung der Morbus Meniére-Patienten und eine
Einteilung in Untergruppen in Bezug auf die im Vordergrund stehende Symptomatik, wie
beispielsweise nach dem Grad des Horverlustes oder der Schwindelsymptomatik, oder nach
Komorbiditaten, wie Autoimmunerkrankungen, und eine separate Analyse dieser Subgruppen
weitere Aufschliisse Giber méglicherweise differierende Atiologien erméglichen. Im Falle des
PARP1-Gens ware besonders eine Assoziationsanalyse bei Patienten mit dem Risiko-
Genotyp CC im Polymorphismus rs4947296 mit Blick auf die Verbindung von PARP-1 und
NF-kB von Interesse und konnte helfen, neue Erkenntnisse Uber den Pathomechanismus des
Morbus Meniére zu gewinnen.

Im Allgemeinen sind weitere grof3e Studien nétig, um den komplexen Pathomechanismus und
die Atiologie des Morbus Meniére besser verstehen zu kénnen. Eine Subgruppenbildung der
Morbus Meniére-Patienten kénnte aufgrund der heterogenen Genese sinnvoll sein. Hierbei
kdénnte der Aufbau von grof3en Biodatenbanken von Nutzen sein, damit auch in den einzelnen

Subgruppen ein moglichst groRes Patientenkollektiv untersucht werden kann.
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