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Beitrag zu den Publikationen

Die vorliegende Dissertation enthilt zwei Publikationen, die aus Projekt "Biodatenbank zur Erforschung von
Biomarkern und genetischen Ursachen von Schwindelerkrankungen, Gleichgewichts- und Augenbewegungs-

storungen" hervorgegangen sind.

In Kooperation mit dem Deutschen Schwindel- und Gleichgewichtszentrum (DSGZ) wurde 2012 in der
Neurologischen Klinik am Klinikum der LMU Munchen, Campus GrofB3hadern, eine Biodatenbank aufge-
baut, deren Schwerpunkt auf der Identifikation des genetischen Beitrags an Pathophysiologie von Schwin-
delerkrankungen, u.a. der Neuritis vestibularis liegt. Die Forschungsergebnisse sollen vor allem beitragen zur

korrekten Diagnose, zum Krankheitsverlauf und spezifischen Therapie.

Als Teilprojekt wurde "Genetik der Neuritis vestibularis" fiir das Promotionsvorhaben ausgewihlt und wih-
rend der gesamten Laufzeit von PD Dr. 1. Giegling supervidiert, die Projektleitung lag bei Prof. Dr. D. Ru-
jescu und Prof. Dr. M. Strupp. Der Autor beteiligte sich als Doktorand an dem Studienvorhaben und war
von Beginn an maligeblich in die Ausarbeitung und Ausgestaltung des Konzepts und die Adaptation der
Hypothesen involviert. Des Weiteren war er an der Rekrutierung beteiligt und verantwortlich fir die Stich-
probenauswahl sowie Datennacherhebung. Dazu entwickelte er eine standardisierte Strategie, die spezifisch
auf die vorhandenen Datenquellen zugeschnitten war. Insgesamt wurde die Datenerhebung vom Autor mal3-
geblich selbstindig organisiert und durchgefiihrt. Diese umfasste die Einfiihrung in die Studie, ein anamnes-
tisches Interview, die Extraktion und Beurteilung klinischer Daten aus dem Krankenhausmanagementsystem,
sowie eine vendse Blutentnahme mit nachfolgender Bearbeitung und Einlagerung in der Biobank. Aufgrund
der Struktur der Biobank, die eine fortschreitende Sammlung von Proben beinhaltete, griff er dabei sowohl
auf bereits vorhandenes Material zuriick, welches er eingehend tGiberpriifte, wie auch erweiterte er den Pro-
bandenpool wihrend seiner Mitarbeit im Biobank-Team. Die labortechnischen Aufgaben wie DNA-Extrak-
tion und Durchfithrung der Genotypisierung, sowie die nachgeschaltete Zusammenstellung der Daten und
deren Qualititskontrolle erfolgte aufgrund der Komplexitit von Fachpersonal. Dies galt sinngemil3 ebenfalls
tir die Datenanalyse der Publikation 1 (genomweite Assoziationsstudie), wihrend die Datenanalyse der Pub-
likation 2 maf3geblich und selbstindig durch den Autor durchgefiihrt wurde, der sich in die dazu notwendigen

Programme wie PLINK 1.9 und IBM SPSS Statistics detailliert einarbeitete.

Insgesamt entstanden aus dem Teilprojekt "Genetik der Neuritis vestibularis" zwei Publikationen, welche die
Grundlage dieser kumulativen Dissertation bilden, wobei Interpretation der Daten und Manuskripterstellung

der Publikation 2 maf3geblich und eigenstindig durch den Autor durchgefithrt wurden.
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Publikation 1

Genome-Wide Association Study in Vestibular Neuritis: Involvement of the Host Factor for HSV-1

Replication

Ruyjescu D, Hartmann AM, Giegling I, Konte B, Herrling M, Himmelein S, Strupp M.
Front Neurol. 2018. Jul 20;9:591. doi: 10.3389/fneur.2018.00591. PMID: 30079052. PMCID: PMCG6062961.

Der Autor war an dieser Studie mallgeblich und eigenstindig fiir die Rekrutierung eines Teils der Studien-
probanden sowie deren Gesamtauswahl verantwortlich. Er stellte die fiir die Analyse notwendigen klinischen
Informationen der 131 Studienteilnehmer zusammen und beteiligte sich an der Analyse der Studiendaten.
Des Weiteren war er in die Konzeption und Verfassung des Manuskripts von Beginn an involviert und be-

teiligte sich an der Uberarbeitung von den Reviewern geforderter Anderungen.

Publikation 2

High risk allele for herpes labialis severity at IFNL4 is associated with vestibular neuritis

Rujescu Dt, Herrling Mt, Hartmann AM, Maul S, Giegling I, Konte B and Strupp M
Front. Neurol. 2020. 11:570638. doi: 10.3389/fneur.2020.570. PMID: 33133009. PMCID: PMC7579408

Der Autor war an dieser Studie maligeblich und eigenstindig fiir die Rekrutierung eines Teils der Studien-
probanden, sowie deren Gesamtauswahl verantwortlich. Er stellte die fiir die Analyse notwendigen klinischen
Informationen der 151 Studienteilnehmer zusammen, analysierte die genetischen Daten und stellte die Er-
gebnisse fiir eine Uberpriifung zur Verfiigung. Des Weiteren war er von Beginn an in die Konzeption des
Projekts eingebunden. Fir die Veroffentlichung fithrte er eine ausfihrliche Literaturrecherche eigenstindig
und federfithrend durch und verfasste das Manuskript, welches er im Anschluss den Koautoren zur Uberat-

beitung zur Verfigung stellte.

Aufgrund des hohen Anteils des Autors an der Durchfithrung und Verschriftlichung der Ergebnisse diese
Teilprojekts wurde eine geteilte Erstautorenschaft zwischen Marko Herrling und dem Leiter und Koordinator

des Projekts Prof. Dr. Dan Rujescu gewibhlt.
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1. Schwindelerkrankungen

Schwindel bezeichnet ein unangenehmes Erleben von Korperbewegung und/oder der Umgebung und ge-
hért zu den hiufigsten Symptomen der Medizin (Strupp, 2023). Es kénnen periphere Schwindelerkrankun-
gen, die das Gleichgewichtsorgan und seine Afferenzen direkt betreffen, zentrale Schwindelformen, zum
Beispiel durch ZNS-Lisionen, oder funktionelle Formen unterschieden werden (Strupp, 2022). Patienten
mit peripheren Schwindelerkrankungen machen in der Summe die Mehrzahl der Patienten aus (Muelleman

et al., 2017; Strupp et al., 2020).

Die Privalenz von Schwindelerkrankungen liegt in Deutschland bei ca. 6,5%.(Hilse et al., 2019). In der
Altersgruppe 60-69 Jahre zeigten sich die meisten Erkrankungsfille, wobei Frauen hiufiger betroffen sind
(Neuhauser, 2016; Muelleman et al., 2017; Hulse et al., 2019). Erkrankte zeigten einen Trend von zuneh-
mender Beeintrichtigung nach Schwindelerkrankungen (Neuhauser, 2016) bis hin zu Einschrinkungen in

der Arbeitsleistung oder Berufsaufgabe (Am Bronstein et al., 2010).

Beztglich der relativen Hiufigkeit peripheren Schwindelerkrankungen lassen sich Riickschliisse aus der Di-
agnosehdufigkeit dieser Erkrankungen in der Spezialambulanz des Deutschen Schwindel- und Gleichge-
wichtszentrum (DSGZ) in Miinchen ableiten. Folgende Schwindelerkrankungen wurden dort in absteigen-
der Reihenfolge registriert: Funktioneller Schwindel 17,3%, Lagerungsschwindel (BPPV) 14%, Vestibuldre
Migrine 12,4%, Morbus Meniere (MD) 10,1%, (akute) unilaterale Vestibulopathie (AUVP) bzw. Neurits
vestibularis (VN) 9,1%, bilaterale Vestibulopathie 6,6%, unklare Schwindelsyndrome 4,6%, Vestibularispa-
roxysmie 3,2%, Syndrome des 3. mobilen Fensters 0,5% und Andere 8,8% (Strupp, 2023).

Der Charakter und die Dynamik der Symptomatik, z.B. anhaltender Drehschwindel bei peripherer Schadi-
gung, ergibt sich aus der jeweils zugrundeliegenden Pathophysiologie und der Genese der Erkrankung sowie

der Lokalisation der Stérung.

2. Neuritis vestibularis

2.1. Epidemiologie und Komorbidititen

Die Neuritis vestibularis ist die dritthdufigste Diagnose der peripher-vestibuliren Erkrankungen (Strupp et
al., 2020). Im Jahr 2015 wurde die VN in Deutschland in 114.163 Fillen diagnostiziert und von 2000 bis
2017 wurden 401.242 VN-Falle stationar behandelt, woraus sich eine Pravalenz von 36,7 -162/100.000
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Einwohner*innen ableiten ldsst (Hiilse et al., 2019; Bernstorff et al., 2021). Die VN tritt in allen Altersgrup-
pen auf, zeigt jedoch eine steigende Privalenz mit dem Lebensalter und ein Plateau in der Altersgruppe 75-
79 Jahre (Hilse et al., 2019). Im internationalen Vergleich wurden abweichende Haufigkeiten und Vertei-
lungen registriert: In einer kanadischen Studienpopulation (2.079 Patient*innen heterogener Ethnizitit)
wurde eine VN bei lediglich 2% aller Schwindelpatient*innen und 2,9% aller peripheren Schwindeldiagno-
sen diagnostiziert (Muelleman et al., 2017). In einer chinesischen Studienpopulation (59.986 Patient*innen
Han-chinesischer Ethnizitit) wurde die VN dagegen bei 10,8% aller verzeichneten, peripheren Schwindeler-
krankungen diagnostiziert (Yang et al., 2021). In einer japanischen Studie von 2024, wurde eine Verdopp-
lung der nationalen jihrlichen Inzidenz von 3.5 Erkrankten auf 100.000 Individuen im Jahr 1993, auf 7.1
Erkrankte auf 100.000 beobachtet werden (Iwasaki et al., 2024).

Als hiufige Begleiterkrankungen wurden kardiovaskulire Erkrankungen wie Hypertonie (bei 30,4% bis
42,5%) und Diabetes mellitus Typ II (8,9% bis 15,6%) beschrieben (Adamec et al., 2015; Oron et al., 2017).
Dartiber hinaus erhéht das Vorliegen eines obstruktiven Schlafapnoe-Syndrom (OSAS) das Risiko eine VN

oder andere periphere Schwindelerkrankungen zu etleiden (Byun et al., 2021).

Das Studienkollektiv einer kleinen Patientengruppe (69 chinesische Patient*innen vs. 112 Kontroll-Indivi-
duen) zeigte erniedrigte Vitamin-D-Spiegel und hiufiger ein Vitamin D-Defizit im Vergleich zur gesunden

Kontrollgruppe (Wu et al., 2019), dhnlich wie bei BPPV-Patient*innen (Jeong et al., 2013b).

2.2. Symptome und Diagnostik

Die Neuritis vestibularis ist klinisch gekennzeichnet durch den einseitigen Ausfall des betroffenen Vestibu-
larorgans. Die wichtigste Differentialdiagnose ist das akute zentrale vestibulire Syndrom. Zur differential-
diagnostischen Abgrenzung und Diagnostik der VN werden die aktuellen Diagnosekriterien der AUVP der
Bérdny Society benutzt. Diese fordern die obligate Erfiillung jeder der folgenden Kriterien: Anhaltender
Drehschwindel mindestens moderater Intensitit iiber 24 Stunden, horizontal-torsioneller Spontannystag-
mus zur nicht betroffenen Seite; sowie einer einseitigen Funktionsstérung des vestibulo-okuldren-Reflexes
(VOR) des horizontalen Bogengangs (zum Beispiel im raschen Kopfimpulstest (Head-Inmpulse-Test, HIT)
oder im Video-HIT)), welcher seine Richtung nicht dndert und sich bei fehlender Fixation verstirkt; feh-
lende Hinweise auf eine akute Stérungen des auditorischen Systems wie eine Hérminderung, Tinnitus, O-
talgie oder andere; keine Zeichen einer akuten, zentralen, neurologischen Stérung, speziell keine Okulomo-
torikstorungen; keine zentral-vestibuliren Zeichen und insbesondere keine vertikale Deviation oder ein
Blickrichtungsnystagmus; weiterhin datrf die Symptomatik nicht durch eine andere Erkrankung erklirbar
sein (Strupp et al., 2022). Symptomatisch kénnen Scheinbewegungen (Oszillopsien), Gangabweichung und

Fallneigung zur betroffenen Seite, Ubelkeit und Erbrechen auftreten (Strupp et al., 2022).
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Die Diagnostik kann im Zweifelsfall um eine kalorische Testung, die Ableitung zervikogener- und okulirer
vestibulir evozierter myogener Potenziale ((VEMP, oVEMP), eine CT- bzw. MRT-Bildgebung und Audi-
ogramme erginzt werden (Strupp et al., 2022). Die oVEMP sind entsprechend vermindert bis ausgefallen,
wohingegen die cVEMP erhalten sind (Oh et al., 2013), was darauf hindeutet dass funktionell kein vollstin-
diger Vestibularisausfall vorliegt (Strupp, 2022). In der Audiometrie sollte keine akute HOérminderung
vorliegen (Strupp et al., 2022). VN-Patient*innen zeigten in einer MRT-Studie eine Kontrastmittelanrei-
cherung des betroffenen Nervenverlaufs in der akuten Krankheitsphase (Byun et al., 2018). In der kalori-
schen Testung sollte eine Mindererregbarkeit oder Untererregbarkeit des betroffenen Ohres nachgewiesen

werden kénnen (Strupp, 2022).

2.3 Atiologie und Pathophysiologie

Es existieren multiple Hypothesen zur Atiologie der VN, weshalb der Terminus akute unilaterale Vestibulo-
pathie (AUVP) anstatt des Begriffs der VN vorgeschlagen wurde (Strupp et al., 2022). Durch apparative
Diagnoseuntersuchungen wie o- und ¢-VEMPs oder Video-HIT konnte gezeigt werden, dass der obere
Anteil des Nervus vestibularis und dadurch der von ihm innervierte Canalis semicircularis antetrior, Canalis
semicircularis lateralis, der Utriculus, und der vordere Teil des Sacculus stitker bzw. hiufiger von einer
akuten VN betroffen sind als der untere Anteil des Nervs und dessen Afferenzen (Fetter M., 1996, 1996;
Jeong et al., 2013a; Taylor et al., 2010).

Der Canalis semicircularis posterior (hinterer Bogengang) wird durch eine zusitzliche Anastomose innet-
viert (Arbusow et al., 2003). Der obere Anteil des Nervus vestibularis ist durchschnittlich 2,4 mm ldnger als
der untere Anteil (Himmelein et al., 2017). Zudem ist der Knochenkanal des Nervus vestibularis superior
ungefihr siebenmal linger und um ein vielfaches schmaler als der Kanal des unteren Anteils des Vestibu-
larnervs, was zur Folge hat, dass der obere Nervenanteil anfilliger fir Schiden durch Kompression ist (Gi-
anoli et al., 2005). Dieser Sachverhalt bietet eine mégliche Erklirung weshalb der Canalis semicircularis

posterior in den meisten Fillen (symptomatisch) unbetroffen bleibt (Taylor et al., 2016).

Grundsitzlich werden 3 Theorien zum Schidigungstyp bzw. zur Atiologie der VN diskutiert: die vaskulire
(ischdmische) Schidigung, eine erregerbedingte Inflammation des Nervus vestibularis und eine autoimmun-

bedingte Schidigung. Zum Teil zeigen sich Uberschneidungen zwischen den Theorien.

Die vaskuldr-ischimische Hypothese geht von einer Gefid3schidigung der Arteria labyrinthi aus. Diese geht
aus der Arteria cerebelli inferior anterior ab und versorgt mit thren 2 Enddsten die Cochlea, den Sacculus
und hinteren Bogengang tiber die Arteria cochlearis communis und den Urticulus und horizontalen und
anterioren Bogengang tber die Arteria vestibularis anterior. Im Falle einer Minderperfusion der Arteria ves-

tibularis anterior wirde funktionell ein dhnlicher Ausfall zu erwarten sein wie bei einer Schidigung des

10
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Nervus vestibularis superior (Goebel et al., 2001). Als Ursache der Gefil3schidigung wird eine Arterioskle-
rose durch kardiovaskulire Risikofaktoren angenommen (Simdes et al., 2021), welche in Patient*innen-Kol-
lektiven hiufig registriert wurde (siche Epidemiologie und Komorbidititen). Im Vergleich zu gesunden Ver-
gleichspersonen zeigten VN-Patient*innen haufiger arteriosklerotische Plaques der Halsgefi3e (Han et al,,
2018) und eine positive Korrelation mit dem Vorliegen von Vorhofflimmern und Substanzdefekten der
weillen Substanz im ZNS als Hinweis auf eine zerebrale Mikroangiopathie (Oussoren et al., 2022). Hinweise
auf vaskulire Ereignisse als sekundire Komplikation einer Entziindung wurden beschrieben. Im peripheren
Blut von VN-Patient*innen wurden Zeichen einer Akute-Phase-Reaktion und Leukozytenaktivierung er-
fasst (Milionis et al., 2003; Kassner et al., 2011). Diese Umstidnde deuten zwar auf ein primir inflammatori-
sches Geschehen hin, allerdings geht die gemessene relative Erhéhung von CD40-positiven Monozyten in
Blutproben von VN-Patient*innen weiterhin mit einem erhéhten Risiko fiir thrombotische Okklusionen
einher (Kassner et al., 2011; Michel et al., 2017). Es wurden erhéhte Serum-Spiegel von Fibrinspaltproduk-
ten (D-Dimere) bei VN- und MD-Erkrankten gemessen (Fattori et al., 2003), welche unspezifisch bei vielen
Erkrankungen (z.B. Entziindungen), jedoch ebenfalls bei thrombotischen oder thromboembolischen Pro-

zessen detektiert werden konnen.

Folgende Befunde sprechen fiir eine viral-bedingte, inflammatorische Atiologie: Multiple histopathologi-
sche Funde von Nervi vestibulares, Vestibularganglien und Temporalknochen von Patient*innen mit wie-
derkehrendem Schwindel und VN-verdichtigen Symptomen zeigen Lisionsmuster welche auf einen post-
inflammatorischen Zustand hinweisen (Ishiyama et al., 1996; Richard and Linthicum, JR, 2012). Als poten-
zielle Erreger werden vor allem neurotrope Viren vermutet. Als wahrscheinlichster Erreger gilt das Herpes-
Simplex-Virus (HSV) Typ 1. Hinweise darauf ergaben sich auch aus Tiermodellen. So konnte beispielsweise
in Mausmodellen durch die Inokulation von HSV-1 DNA in die Vestibularorgane bzw. Neurone der Ves-
tibularganglien eine VN bzw. Labyrinthitis, charakterisiert durch einen Ausfall des Hér- und Vestibularor-
gans mit Horverlust, induziert werden (Hirata et al., 1995; Esaki et al., 2011). HSV-1-DNA und das soge-
nannte Jatency associated transcript welches bei latenten Infektion HSV-Infektionen exprimiert wird, konnten
in Neuronen der Vestibularganglien nachgewiesen werden, weshalb in diesen Zellen eine HSV-Reaktivie-
rung bzw. latente Infektion plausibel erscheint (Furuta et al., 1993; Arbusow et al., 1999; Nicoll et al., 2016;

Himmelein et al., 2017).

Es bestehen Parallelen zwischen der VN und der idiopathischen Fazialisparese, welche durch eine Reakti-
vierung von neurotropen Viren, am ehesten durch HSV hervorgerufen wird (Kuhn et al., 2012). Indizien
hierfiir sind der Nachweis von HSV-1 DNA in der Endoneurinalfliissigkeit (Murakami et al., 1996) und im
Speichel von Patient*innen, welche an einer idiopathischen Fazialisparase erkrankten (Lazarini et al., 20006).
Diese Entdeckungen fiihrten zu der hypothetischen Annahme, dass die Vestibularganglienneurone durch

HSV-1 infiziert werden kénnen (Nahmias and Roizman, 1973; Thelil et al., 2001; Theil et al., 2003) und die
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Viren dann in einem latenten Zustand in den Ganglien verbleiben. Ein Pathomechanismus dhnlicher Art
wurde bereits fiir die Neurone der Hirnnerven III bis VII und XII beschrieben (Theil et al., 2001; Theil et
al., 2004; Hufner et al., 2006; Detfuss et al., 2007; Cnyrim et al., 2008; Flowerdew et al., 2013). Kontrir
kommt es beim Ramsay-Hunt-Syndrom durch eine starke, fortgeleitete Entziindung mehrerer benachbarter
Ganglien (Spiral-Ganglion, Corpus Geniculatum, Vestibularganglien) infolge einer VZV-Reaktivierung un-
ter anderem zu einem Ausfall des Vestibularnervs, des Hororgans und des Nervus fazialis, wohingegen bei
der VN und idiopathischen Fazialisparese infolge einer HSV-1-Reaktivierung tendenziell einzelne Hirnner-
ven betroffen sind (Theil et al., 2002). Eine histologisch untermauerte Hypothese schligt vor, dass MD,
BBPV und VN ursichlich von einer viralen (Poly-)Ganglionitis mit unterschiedlicher Lokalisation und Re-
aktivierung ausgehen kénnten (Gacek and Gacek, 2002). Eine mégliche Erklirung fiir die Prisenz von Viren
in Neuronen vestibulirer Nerven und des Nervus fazialis beim Menschen ist die anatomisch-rdumliche

Beschaffenheit der Anastomose des 7. und 8. Hirnnerven im auditorischen Kanal (Ozdogmus et al., 2004).

Im Gegensatz zur direkten virusvermittelten Schidigung des Nervus vestibularis existieren Hinweise auf
eine mégliche autoimmune Genese als Komplikation einer stattgehabten (Virus-)Infektion (Greco et al.,
2014). Die autoimmune Hypothese wird unter anderem durch Parallelen zu anderen Autoimmunerkran-
kungen wie der Multiplen Sklerose (MS) gestiitzt. So zeigten Patient*innen beider Erkrankungen ein ver-
schobenes Verhiltnis von CD4/CD8-Lymphozyten zu Ungunsten der T-Suppressor-Zellen (Greco et al.,
2014) sowie ein Defizit von 25-Hydroxy-Vitamin-D (Mokry et al., 2015; Wu et al., 2019). Ein Ungleichge-
wicht des CD4/CD8-Verhiltnisses wurde bei 48% der VN-Patient*innen, aber auch bei 57% der MD-

Patient*innen gemessen (Bumm and Schlimok, 1994).

Zwar ist die Hypothese einer viralen Atiologie durch Infektion bzw. Reaktivierung durch das HSV-1 nur

hypothetisch gestiitzt, jedoch deutet die Studienlage bis dato am ehesten zu dieser Theorie hin.

2.4. Therapie und Verlauf

Die Neuritis vestibularis heilt meist nicht im Sinne einer Restitutio ad integrum ab (Nadol, JR, 1995; Richard

and Linthicum, JR, 2012). Vielmehr wird die entstandene Lision und das dadurch resultierende Tonusun-
gleichgewicht durch zentrale Kompensationsmechanismen und neuronale Umstrukturierung ausgeglichen
(Brandt et al., 2013). Bildgebende Studien zur post-akuten Phase zeigten Hinweise auf eine neuronale Re-
organisation der zerebralen somatosensorischen und visuellen Einheiten sowie die Zunahme vestibuldrer
Kommisurfasern (Bronstein and Dieterich, 2019). Die Rate der Wiederherstellung der peripheren vestibuld-
ren Funktion liegt zwischen 40-63% (Okinaka et al., 2009; Brandt et al., 2010) und soll positiv durch den
frithzeitigen Einsatz von Steroiden (z.B.: Methylprednisolon) beeinflussbar sein, da diese zu einem Ab-
schwellen des inflammierten Nervus vestibularis fithren kénnen und so ein geringere mechanische Schidi-
gung im knochernen Nervenkanal entsteht (Strupp et al., 2004; Brandt et al., 2010, 2010; Karlberg and
Magnusson, 2011; Batuecas-Caletrio et al., 2015).
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Zur symptomatischen Therapie kommen Antihistaminika, Anticholinergika, Benzodiazepine und Antieme-
tika zum Einsatz, welche an den entsprechenden Rezeptoren, u. A. 5-Hydroxytryptamin-3-Rezeptor (5-
HT3-R), Histamin-1- und Histamin-3-Rezeptor (H1-R + H3-R), Dopamin-2-Rezeptor (D2-R), Gama-Ami-
nobuttersdure-Rezeptor (GABA-R), muskarinerger Achetylcholin-Rezeptor (mnACH-R), eine Reduktion der
Impulsleitung im sensorischen vestibuldren Neuronennetzwerk bewirken (Chabbert, 2016). Eine Therapie
mit antihistaminen Antivertiginosa wie Dimenhydrinat (kompetitive Wirkung am H1-R) oder Benzodiaze-
pinen (Wirkung am GABA-R) sollten nur kurzfristig angewendet werden, da diese die Schwindelsympto-

matik und Ubelkeit unterdriicken, jedoch die zentrale Reorganisation verzdgern kénnen (Dutia, 2010).

Trotz vermuteter viraler Genese zeigte Aciclovir, welches bei Infektionen mit Herpes-Viren eingesetzt wird,
weder in Mono- noch in Kombinationstherapie mit Methylprednisolon, einen signifikanten Vorteil in der
Behandlung der VN (Strupp et al., 2004). Der Grund hierfiir wurde in der fehlenden anti-inflammatorischen
Wirkung von Aciclovir und daraus resultierenden Wirkungslosigkeit auf mechanische Irritation gesehen
(Grogan and Gronseth, 2001; Strupp et al., 2004). Valaciclovir zeigte ebenfalls keine signifikante Wirkung

auf den Krankheitsverlauf der idiopathischen Fazialisparese (Engstrom et al., 2008).

Der Einsatz von Glukokortikoiden kann den Verlauf der Akutphase im Hinblick auf die klinische Sympto-
matik und diagnostischen Parameter, beispielsweise die verminderte Erregbarkeit des betroffenen Vestibu-
larorgans in der kalorischen Testung, positiv moderieren (Shupak et al., 2008; Karlberg and Magnusson,
2011; Batuecas-Caletrio et al., 2015). Der Schaden der Vestibularorgane korreliert nicht mit dem Ausmal3
des Funktionsverlustes und fiir die Glukokortikoid-Therapie konnte kein Vorteil in der Langzeit-Prognose
von 6-12 Monaten nachgewiesen werden, weshalb keine generelle Empfehlung fiir den Einsatz von Gluko-
kortikoiden existiert (Fishman et al., 2011; Goudakos et al., 2014; Yoo et al., 2017; Leong et al., 2021).
Kontrir hierzu zeigte ein Tiermodell, dass die Verabreichung von Glukokortikoiden nach akuter Vestibulo-
pathie zu einer verzégerten neuronalen Adaption auf zellulirer Ebene und erh6hten Stressparametern fithrte
(El Mahmoudi et al., 2021). Ein weiteres Tiermodell impliziert hingegen einen positiven Effekt von L-Thy-

roxin auf die vestibulire Kompensation (Rastoldo et al., 2022).

Die Rezidiv-Rate der VN wurde mit 1,9% - 10,7% angegeben (Huppert et al., 2006; Kim et al., 2011). Im
Gegensatz zur idiopathischen Fazialisparese oder zum plétzlichem Hérsturz bleibt die zuvor betroffene
Seite meist unbetroffen (Huppert et al., 2000). Seltene Fille einer konsekutiven, bilateralen VN wurden
beschrieben (Young et al., 2016). Circa 15% der Patient*innen entwickeln im Verlauf einen BPPV im be-
troffenen Ohr (Kim et al., 2011), welcher als post-infektidse Reaktion gedeutet werden kann da zusitzlich
zum Nerv auch das Labyrinth von der entstandenen Entziindung betroffen sein kann (Arbusow et al., 2001;

Strupp et al., 2013).
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Im Langzeitverlauf zeigte sich, dass 30-40% der erkrankten Individuen an persistierendem Schwindel
(Godemann et al., 2004) und/oder sekundirer Verunsicherung leiden (Godemann et al., 2005). Ebenfalls
zeigte sich bei circa einem Drittel der Patient*innen eine permanent vergréerte visuelle Abhingigkeit
(Cousins et al., 2014). Nach tberstandener akuter Phase der VN wurden residuale Defizite im Video-HIT
oder der kalorischen Testung beschrieben, jedoch korrelierten psychologische Faktoren stirker mit dem

Beschwerdebild nach Erkrankung (Bronstein and Dieterich, 2019).

Neben der Erholung der peripheren vestibuliren Funktion, kann Physiotherapie die multimodale zentrale
Kompensation férdern und so die Symptome der AUVP entscheidend verbessern (Goudakos et al., 2014).
Die Leitlinie der Academy of Neurologic Physical Therapy of the American Physical Therapy Association empfiehlt bei
einer VN die Durchftihrung von Gleichgewichtsiibungen, die angeleitet erlernt und auch selbststindig zu

Hause durchgetithrt werden kénnen (Hall et al., 2022).

Ein Therapieeffekt ldsst sich, bei einer Frequenz von einer Behandlung pro Woche mit Anleitung zum
selbstindigen dreimaligen Uben pro Tag erreichen. Das Training von hotizontalen oder vertikalen Kopfbe-
wegungen ist besonders relevant (Lacour et al., 2023). Isolierte Augenbewegungen, zum Beispiel langsame
Blickfolge oder Willkiir-Sakkaden in statischer Kopthaltung zeigten bei peripheren vestibuliren Erkrankun-
gen dagegen keine Wirksamkeit (Hall et al., 2022). Es existieren Rehabilitationsmodelle in Form von Gleich-
gewichtsiibungen und visueller Fixation, die unter anderem auf einem Stabilometer oder mit Computer-
bzw. Device-gestiitzten Ubungen im hiuslichen Umfeld durchgefiihrt werden koénnen, und die visuelle Ab-
hingigkeit sowie das erlebte Handicap reduzieren (Teggi et al., 2009; Crane and Schubert, 2018). Dartiber
hinaus existieren zahlreiche Applikationen fiir Smartphones und Video-Tutorials die Erkrankte zum selbst-
stindigen Gleichgewichtstraining anleiten kénnen. Eine Metaanalyse konnte die Uberlegenheit von Steroi-

den und Physiotherapie gegeniiber der alleinigen Steroid-Therapie aufzeigen (Huang et al., 2024).

2.5.  Genetische Befunde

Eine genetische Pridisposition zur Entwicklung einer VN lisst sich vermuten, da bereits genetische Asso-

ziation fiir andere Schwindelerkrankungen gezeigt werden konnten: Fiir die Empfindlichkeit, Kinetosen
(Reisekrankheit, motion sickness) zu entwickeln, welche mit einer gestorten Korper- bzw. Raumwahrnehmung
und Ubelkeit einhergehen, wurden genetische Faktoren vermutet (Reavley et al., 2006). Eine GWAS mit
80.494 Teilnehmer*innen europiischer Herkunft beschrieb einen Trend zur Symptomentwicklung von Ki-
netosen und Schwindel (Hromatka et al., 2015). Es wurden 35 SNPs in Genen beschrieben, welche in Ver-
bindung mit der Reifung des Innenohrs, des Schidels und der Augen, der Glucose-Homéostase, der neu-
ronalen Signaltransduktion und zudem der Anfilligkeit fiir Kinetosen stehen kénnten (Hromatka et al.,

2015).
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Eine GWAS tber Schwindel-Erkrankung mit 48.072 europiischen, islindischen, US-amerikanischen und
finnischen Patient*innen zeigte, dass genetische Dispositionen fiir periphere Schwindelerkrankungen beste-
hen. In die Studie eingeschlossen wurden Patient*innen mit VN, MD, BPPV und unspezifischem Schwindel
und es konnte eine Assoziation mit Variationen in den Genen ZNF97, OTOG, OTOGL, OTOP1, TECTA
und ARMCY hergestellt werden (Skuladottir et al., 2021). Von diesen 6 allgemein mit Schwindel assoziierten
Variationen, zeigte der SNP in dem Gen ZNF97 die héchste Signifikanz in der Subgruppe der Patient*innen
mit VN (p= 0,0065) (Skuladottir et al., 2021). ZNF97 kodiert fir ein Zink-Finger-Protein, welches Ret-

rotransposons unterdriickt und im Laufe der Evolution eine positive Selektion zeigt (Jacobs et al., 2014).

MD ist eine periphere Schwindelerkrankung, welche mit einem Hérverlust und Drehschwindelattacken ein-
hergeht. Fiir einen Teil der MD-Patient*innen wird eine autoimmun-vermittelte Entziindung des Innenoh-
res angenommen, welche mit erhéhten Interferon- und Interleukin-Spiegeln einhergeht (Frejo et al., 2018;
Frejo and Lopez-Escamez, 2022), einer Entziindungsreaktion, welche Parallelen zur VN aufweisen kdnnte.
Weiterhin existieren familidre Fille von MD, welche u. A. mit Varianten der Gene FAM736A4, DTNA,
PRKCB, COCH, DPT, SEMA3D, STRC, HMX2, TMEM55B, OTOG, LLSAMP (Escalera-Balsera et al.,
2020) und in mehreren Familien OTOG (Roman-Naranjo et al., 2020) beschrieben wurden, weshalb eine
genetische Disposition fiir einen Teil der MD-Patient*innen als gesichert gilt. Fin weiterer Hinweis auf eine
genetische Grundlage fir Schwindelerkrankungen sind héhere Inzidenzraten fiir das Auftreten von MD in

der Gruppe der kaukasischen Ethnizitdt im Vergleich zu anderen Ethnizititen (Ohmen et al., 2013).

Fiir den sensoneurinalen Hoérverlust (SNHL) welcher mit einer variablen Schidigung des gesamten 8. Hirn-
nervens und variablen Schwindelsymptomen einhergeht, wurden genetische Subtypen nachgewiesen welche

unter anderem mit Mutationen in den Genen COCH, MYO7, POU4E3 assoziiert sind (Frejo et al., 2016).

2.6. Interferon Lambda 4

Neben familienbasierten Studien und genomweiten Assoziationsstudien kénnen hypothesengeleitete Kan-

didatengen-Studien fiir die Uberpriifung genetischer Komponenten in Hinblick auf die Erkrankungswahr-
scheinlichkeit durchgefiihrt werden. Diese kénnen bei entsprechender Auswahl des Gens und bestitigter
Assoziation Hinweise auf einen funktionellen Kontext geben. Ausgehend von einer entziindlichen Genese
in Zusammenhang mit HSV-1 als Atiologie der VN, ist die Betrachtung des Interferon lambda-Gens (IFNT.)

von besonderer Bedeutung.

Auf Chromosom 19 liegen die Gene fur die INFIL-Familie, welche sich aus 4 Entititen zusammensetzen
und zu den Typ lI-Interferonen gezihlt werden (Kotenko et al., 2003; Sheppard et al., 2003). Interferon
Lambda-Proteine(IFN)X) werden unter anderem von Makrophagen und dendritischen Zellen produziert
(Ank et al., 2008) und modellieren eine komplexe systematische Immuninteraktion bei Infektionen mit pa-

thogenen Erregern wie Bakterien, Viren und Parasiten (Syedbasha and Egli, 2017). Generell zeigten IFNA
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eine antivirale Wirkung auf eine Vielzahl humanpathogener Viren, so auf Hepatitis C-Viren (HCV)
(Marcello et al., 2006), Hepatitis B-Viren(HBV) (Robek et al., 2005), Zytomegalieviren (CMV) (Brand et al.,
2005), humane Immundefizienz-Viren Typ 1 (HIV-1) (HIV-1) (Hou et al., 2009), Herpes simplex Viren
Typ 2 (HSV-2) (Ank et al., 2006) und HSV-1 (Lopusna et al., 2014). Es wurden gewebeabhingige Expres-
sionsmuster mit einer Vorherrschaftsstellung in Epithelialzellen beschrieben, was zu der Vermutung fithrte,
dass Proteine der IFNA-Familie das Eindringen viraler Erreger durch Mukosa und Hautgewebe verhindern

kénnten (Sommereyns et al., 2008).

In diesem Zusammenhang sind INFA4 und die SNPs 1512979860 (C/G) und rs368234815 (G/T) im Gen-
Locus von [FNL3 bzw. INFL4 von speziellem Interesse. IFNA4 weist lediglich eine 40 prozentige Uber-
einstimmung der Aminosiuresequenz mit IFNA3 auf und unterscheidet sich damit stirker von der INFA-
Familie als IFNA1-3 (Miknis et al., 2010). Prokunina-Olsson et al.(Prokunina-Olsson et al., 2013) konnten
demonstrieren, dass die vollstindige Translation von IFNA4 nur in Triger*innen des SNP rs368234815 AG
stattfindet, bei TT-Triger*innen kommt es dagegen zum vorzeigten Stopp und damit nicht zur Produktion
des Proteins. In der europiischen Bevolkerung lag 1s368234815 AG in starkem Kopplungsungleichgewicht
(linkage disequilibrinm, LD) mit der homozygoten TT-Variante des SNP 1512979860 (Prokunina-Olsson et al.,
2013), sodass angenommen werden konnte, dass die zwei erwihnten Varianten nicht unabhingig miteinan-
der vererbt werden. Griffiths et al. (Griffiths et al., 2013) konnten zeigen, dass die Expression von IFNA
durch eine Interaktion des Mediator Komplexes 23 (MED23) und dem Transkriptionsfaktor IRE7 (interferon-
responsive transcription factor) induziert und gesteigert werden kann. Die Konsequenz dieser Interaktion ist eine
spezifische Inhibierung der HSV-1-Replikation (Gritfiths et al., 2013). In Individuen mit der homozygoten
TT-Variante des SNP rs12979860 wurden reduzierte Plasmaspiegel von IFNA gemessen (Langhans et al.,
2011). Niedrige IFNA-Plasmaspiegel korrelierten mit einer schwereren Manifestation des Herpes labialis
(Pica et al., 2010). Durch Genotypisierung von Patienten mit wiederkehrendem Herpes labialis konnte ge-
zeigt werden, dass die homozygote TT-Genotyp-Variante von 1512979860 direkt mit schwereren und hiu-

figeren Manifestationen von Herpes labialis assoziiert war (Griffiths et al., 2013).

Der Einfluss des Polymorphismus rs12979860 wurde bereits in seiner Auswirkung auf HCV-Interaktionen
beschrieben und wurde dort teilweise als prognostischer Marker in der Behandlung einer HCV-Hepatitis
genutzt (Zaki et al., 2022). Die rs12979860-TT-Variante wurden im Vergleich zu C-Triger*innen hinsicht-
lich eines schlechteren Ansprechens auf die HCV-Therapie (Ge et al., 2009; Tanaka et al., 2009; Olmedo et
al., 2015), erh6htem Risiko fiir HCV-assoziierte Hepatozellulire Karzinome (HCC) (Zhang et al., 2016) und
geringerer HCV-Spontanheilung beschrieben (Tillmann et al., 2010; Duggal et al., 2013). C-Triger*innen
des benannten Polymorphismus zeigten weiterhin erhéhte Konzentrationen von INFA3 im Blut (Langhans
et al,, 2011); wohingegen T-Triger*innen erniedrigte Konzentrationen (Rallén et al., 2012) aufwiesen. Die

Studiendaten einiger Veroffentlichungen wiesen zum Teil gegensitzliche Ergebnisse auf (Agindez et al.,

16



Einleitung

2012; O'Brien et al., 2014; Eslam et al., 2015). Individuen, welche an einer chronischen HCV-Infektion litten
und TT oder CT-Genotypen trugen, zeigten aullerdem hiufiger eine Insulinresistenz (Stattermayer et al.,
2012). Diese Beobachtungen legten eine Assoziation des SNPs 1512979860 mit dem Verlauf von Virus-
Erkrankungen und einer Stérung der Glukosehomdstase nahe, weshalb ein Bezug dieser Genlokalisation

im Hinblick auf die virale Hypothese der VN plausibel erschien.

3. Forschungsvorhaben

Gemeinsames tibergeordnetes Ziel der genetischen Fall-Kontroll-Assoziationsstudien, auf welchem die
Publikationen 1 und 2 basierten, war es, Polymorphismen im menschlichen Genom zu identifizieren bzw.
zu dberpriifen, welche Riickschliisse auf méglicherweise beteiligte Gene in der Krankheitsentstehung der
VN zulassen, und genetische Risikokonstellationen aufzuzeigen, welche Individuen vulnerabler fiir die Ent-

wicklung einer VN machen kénnten.

Die vorliegende kumulative Dissertation umfasst zwei komplementire Ansitze zur Analyse genetischer Ri-
sikofaktoren der Neuritis vestibularis. Basierend auf dem einleitend dargestellten Forschungsstand ergaben
sich hinsichtlich einer genetischen Beteiligung an der Entwicklung bzw. Anfilligkeit fiir eine VN zwar Hin-
weise, jedoch keine nachgewiesenen Assoziationen zwischen genetischen Variationen und der Erkrankung.
So wurde einerseits eine hereditire Beteiligung in Sinne von Allel-Varianten an der Krankheitsentstehung
verschiedener peripherer Schwindelerkrankungen beschrieben, nicht jedoch fiir VN. Andererseits ergaben
sich deutliche Hinweise auf eine derartige Beteiligung: Der Hypothese folgend, dass eine HSV-1-basierte
Inflammation des Nervus vestibularis ursidchlich an der Krankheitsentstehung der VN beteiligt ist, und Be-
obachtungen einer experimentellen Studie, die einen Zusammenhang zwischen dem in der INFL-Region
lokalisiertem SNP rs12979860 und dem Schweregrad von Herpes Labialis-Reaktivierungen nachwies (Grif-
fiths et al., 2013), lieBen vermuten, dass die entsprechende Risikovariante ebenfalls einen Einfluss auf den
Schweregrad und/oder das Erkrankungsrisiko fiir VN aufweisen konnte. Auf Grundlage dieser Ubetlegun-
gen wurde die Genotypfrequenz dieses im ersten Intron des IFINL4-Gens lokalisierten Kandidaten-SNPs

in einer Fall-Kontroll-Assoziationsstudie durchgefiihrt.

Zusitzlich wurde die Durchfithrung einer GWAS gewihlt, um weitgehend hypothesenfrei in einem ersten
Schritt eine genetische Beteiligung an der Suszeptibilitit fir VN nachzuweisen (Studie 1). Dabei konnten
mehr als 8 Mio. Varianten untersucht werden, mit dem Ziel, eine moglichst hohe Anzahl beteiligter Gen-
Loci im gesamten Genom aufzudecken, welche bis dato nicht mit der Erkrankung beschrieben waren, sowie
mogliche genetische Risikoprofile zu erstellen. Im Unterschied zu Studie 2 kann das GWAS-Verfahren
moglicherweise Gene abseits der vermuteten Inflammation durch HSV-1 Interaktionen detektieren und so
genetische Indizien fiir einen neuartigen Pathomechanismus liefern oder eine bereits diskutierte Theorie

bestitigen.
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Die Patient*innen-Stichproben wurden in Zusammenarbeit mit der Ambulanz des Schwindelzentrums un-
ter Beteiligung des Autors rekrutiert. Die Patient*innen wurden zwischen 2012 und 2016 rekrutiert und das

gewonnene genetische Material wurde fiir beide Studien benutzt.

Die Fallgruppe bestand in beiden Studien aus kaukasischen Patient*innen des DSGZ mit einer sicheren
VN-Diagnose (Diagnosekriterien nach Strupp et al., 2022): Akuter oder subakuter Drehschwindel, Oszil-
lopsien, Gang- Standunsicherheit mit Fallneigung zum erkrankten Vestibularapparat, Ubelkeit/Erbrechen,
ein auffilliger HIT zur erkrankten Seite und eine Dauer der genannten Symptome von mindestens 72 Stun-
den. Es wurden nur Patient*innen mit erstmaliger VN einbezogen. In unklaren Fillen wurde eine vHIT und
kalorische Testung durchgefihrt. Erkrankte mit Hinweisen oder Symptomen anderer peripherer oder zent-
raler Schwindelerkrankungen wurden ausgeschlossen. Fur beide Studien wurde ein Interview durchgefithrt
und krankheitsrelevante Daten, Begleiterkrankungen und eine Medikamentenanamnese in anonymisierter

Form gespeichert.

Die Kontrollproben stammten in beiden Studien aus einer zufilligen Auswahl von circa 3000 psychisch und
neurologisch gesunden, freiwilligen Einwohner*innen der Miinchner Grofiraumregion mit deutscher Ab-
stammung, welche als Teil der PAGES (Phenomics and Genomics Sample)-Stichprobe zwischen 1997 und 2012
rekrutiert worden waren. Neurologische Erkrankungen wurden mittels entsprechender kérperlicher Unter-

suchung ausgeschlossen.

Nach entsprechender Einwilligung in die Studie durch die Proband*innen, wurde eine Blutentnahme durch-
gefithrt und die oben beschriebenen Interviews durchgeftihrt. Das genetische Material wurde aus Vollblut
gewonnen und die DNA wurde mit dem Qiagen Kit extrahiert. Eine DNA-Konzentrationsbestimmung
wurde mit dem Picogreen-Fluoreszenz-Assay durchgefihrt. Eine PCR und Elektrophorese des Amelo-

genin-Gens wurden zur Geschlechtsbestimmung durchgefiihrt.

AnschlieBend wurden die DNAs ausgewihlter Proband*innen zum einen dem SNP-Array Verfahren (Stu-
die I) zum anderen dem MALDI-TOF-Verfahren (Studie II) zugefithrt. In beiden Verfahren werden die

SNP-spezifischen Allele durch eine Finzelbasenverlingerung bestimmt.

Fir genomweite Analysen werden SNP-Chips oder Arrays verwendet, auf denen pro Probe mehrere hun-
derttausend SNP-Loci gleichzeitig bestimmt werden kénnen. Die Verfahren unterschiedlicher Hersteller
folgen in der Regel dem gleichen Prinzip der Messung mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen mar-
kierter Basen. Dazu wird die DNA genomweit PCR-unabhingig amplifiziert und enzymatisch fragmentiert.
Die Fragmente werden auf einem Chip an SNP-spezifische Sonden hybridisiert. Hier findet eine Einzelba-
senverlingerung mit fluoreszenzmarkierten Nukleotiden statt (Chips von Illumina), wenn nicht fiir jedes

Allel eine eigene Sonde auf dem SNP vorhanden ist (Chips von Affymetrix, hier findet die Farbmarkierung
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vor der Hybridisierung statt). Die Genotypisierung mittels SNP-Arrays wurde in mehreren Schritten und
basierend auf der jeweiligen Verfigbarkeit der Chiptypen im Verlauf der Rekrutierungsphase auf unter-
schiedlichen Chiptypen durchgefiihrt. Die Genotypdaten wurden im Anschluss unter Einhaltung stringen-
ter Qualititskriterien zu einem Gesamtdatensatz zusammengetiigt. Dabei wurden jedoch nur Varianten ver-
wendet, die in allen der zeitlich gestaffelt durchgefithrten Bestimmungen eine ausreichende Qualitit besa-
Ben. Dies war u.a. fir den Kandidaten-SNP rs12979860 im IFNI 4-Gen nicht der Fall, sodass fiir die Be-
stimmung dieser Variante eine alternative Methode herangezogen wurde. Dabei handelte es sich um das
iPLEX-Verfahren, welches auf der Messung allelspezifischer Produkte mittels MALDI-TOF beruht. Bei
diesem Verfahren werden die Allele von bis zu 35 Varianten in einem Ansatz durch Unterschiede in der
spezifischen molekularen Masse der Basen und der entsprechend variierenden Flugzeit nach Laserbestrah-
lung und Ionisierung bestimmt. Hierzu wurde das Ausgangsmaterial SNP-spezifisch mittels PCR vervielfil-
tigt und anschlieBend die Einzelbasenverlingerung eines lokusspezifischen Primers mit massenmodifizier-

ten Nukleotiden in insgesamt 200 Annealing- und Extensionszyklen durchgefiihrt.

Die Uberpriifung der Qualitit der Genotypdaten beider Bestimmungsmethoden folgte prinzipiell den glei-
chen Prinzipien. Sowohl die probandenspezifischen und die SNP-spezifischen Genotypisierungsraten, so-
wie die Einhaltung des HWE wurden Giberprift und Proben bzw. SNPs bei relevanten Abweichungen aus-
geschlossen. In der GWAS kamen aufgrund des komplexeren Datensatzes weitere Kriterien zur Anwen-
dung, unter anderem wurden Proband*innen mit einer Abweichung zwischen anamnestischem und DNA-
Geschlecht, potentiell kontaminierte Proben (geschitzt anhand erhéhter Heterozygotieraten tber alle
SNPs), Verwandte und Duplikate (gemessen als Anteil gemeinsamer, moglicherweise von einem Vorfahren
geerbter Allele im Verhiltnis zur Anzahl aller Marker), genetisch von der Population abweichende Pro-
band*innen (definiert als Abweichung vom Mittelwert von Hauptkomponenten) ausgeschlossen. Fiir die
SNPs wurden neben Genotypisierungsrate und HWE zusitzlich Unterschiede in der Rate zwischen Pati-
ent*innen- und Kontrollgruppen, sowie generell zwischen verschiedenen SNP-Chiptypen, die minore Al-
lelfrequenz, die Heterozygotierate des SNPs und die Qualitdt der Imputation als Qualitétskriterien herange-

zogen und SNPs bei relevanten Abweichungen ausgeschlossen.

Die statistische Analyse beider Studien bestand in einer logistischen Regression unter Berticksichtigung von
Alter und Geschlecht als Kovariablen, sowie zusitzlich von PC1 in der GWAS. Neben dem additiven Mo-
dell, welches fiir beide Analysen verwendet wurde, wurden in Studie 2 das dominante und rezessive Modell
berechnet. Fiir das dominante Modell wurde seltenere homozygote Genotyp mit dem heterozygoten Ge-
notyp addiert und dem hiufigeren Allel gegeniibergestellt. Die Berechnung des rezessiven Modells erfolgte
durch die Gegentiberstellung der Triger*innen des homozygoten selteneren Allels gegen den Genotyp-

Triger*innen des hiufigeren Allels.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Ziel beider Studien war es, Risikogene fir die Entwicklung einer VN zu identifizieren und die Bedeutung

einer Inflammation in der Pathogenese zu evaluieren.

Insgesamt wurden 2609 Kontrollproband*innen eingeschlossen, wobei die 1775 Proband*innen der Studie
2 eine 100%-ige Teilstichprobe darstellten. Von den 180 rekrutierten Patient*innen mit VN wurden 29
(16,1%) nur in Studie 1 und 49 (27,2%) nur in Studie 2 eingeschlossen, wihrend die restlichen 102 (56,6%)
an beiden Studien teilnahmen. Entsprechend wurden in Studie 1 131 VN-Patient*innen und 2609 gesunde
Kontrollpersonen mittels GWAS hinsichtlich ca. 8 Millionen genetischer Marker gegentibergestellt, in Stu-
die 2 wurden 151 VN-Patient*innen und 1775 Kontrollpersonen hinsichtlich ihrer Genotypenverteilung

von 1512979860 verglichen.

Mittels der durchgefithrten GWAS konnten mit p<5x10-% genomweite Assoziationen fiir 4 Index-SNPs
identifiziert werden, wobei keine der Varianten in einem genzugehdrigen Bereich lag. Die davon abgedeck-
ten Kopplungsungleichgewichts- (/inkage disequilibrium, LD) Regionen wiesen jedoch auf eine mégliche Be-
teiligung von 5 Genen hin, darunter 3 Gene, fiir die bereits eine Interaktion mit der viralen Immunitit
beschrieben worden war und die demgemil3 die Hypothese einer viralen Atiologie stiitzen. Zusitzlich lief3
sich mit der Kandidaten-SNP-Studie eine weitere Bestitigung fiir diese Hypothese finden. Bei diesen Genen
handelte es sich um NR3C2 (nuclear receptor subfamily 3 group C member 2), ANKRD30A (ankyrin repeat domain
30A gene), MED30 (mediator complex 30) und der INFI.3/4-Lokus (Intetferon lambda 3/4). MED30 und
ANKRD30A wurden in Zusammenhang mit einer Beteiligung an einer Host-Virus-Interaktion beschrieben
(Zhou et al., 2008; Ruiz et al., 2014). Ein SNP im INFIL.3/4-Lokus wurde mit der Schwere und Rekurrenz-
rate von Herpes labialis beschrieben (Griffiths et al., 2013). NR3C2 zeigte einen direkten Bezug zur HSV-
1-Replikation (Griffiths et al., 2013) und alle Gene konnten erstmals in Assoziation mit VN gebracht werden

(Publikation 1).

NR3C2 kodiert fiir einen Transkriptionstaktor fiir einen Liganden-abhingigen Mineralokortikoid-Rezeptor
(Zennaro et al., 2001) und konnte als spezifischer viraler Hostfaktor fiir HSV-1 identifiziert werden. Nach
Inaktivierung von NR3C2 durch siRNA-Interferenz konnte eine hohe Virusreplikationsrate von HSV-1
gemessen werden (Griffiths et al., 2013). Des Weiteren wurde ein antiviraler Effekt Giber intrazelluldre Sig-
nalprozesse (Ong and Young, 2017) bei Interaktionen der Liganden Mineral- und Glukokortikoide (Elftman
et al., 2010) mit dem kodierten Rezeptor diskutiert. Weiterhin existieren Hinweise auf die Beteiligung von

NR3C2 in einem Interferon-abhingigen Feedback-loop zur HSV-1-Kontrolle (Haas et al., 2018).
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ANKRD30A ist ein gewebespezifischer Transkriptionsfaktor in Mamma- und Testiszellen (Jager et al.,
2001) und wurde durch iRNA-Experimente als méglicher Hostfaktor der HIV-1-Replikation identifiziert
(Zhou et al., 2008). Dieser Transkriptionsfaktor wurde als Ansatzpunkt fiir HIV-Therapien vorgeschlagen
(Bushman et al., 2009). ANKRD30A wird durch Interferonstimulation induziert und zeigt eine positive
Selektion hinsichtlich der HIV-Replikation (Meyetson et al., 2014).

MED?30 ist eine Untereinheit eines Mediatorkomplexes, welcher an der Transkription durch die RNA-Po-
lymerase II beteiligt ist (Yin and Wang, 2014). Fir MED30 besteht eine Assoziation zur Replikation des
HIV-1. Beim Knockdown dieses Gens zeigte sich eine geminderte Replikation des HIV (Ruiz et al., 2014).

Der Genlocus INFIL.3/4 und der damit assoziierte Polymorphismus 512979860 wurden bereits im Zusam-
menhang mit dem Schweregrad einer Herpes labialis- Erkrankung beschrieben (Griffiths et al., 2013). Er-
niedrigte INFA-Plasmaspiegel zeigten sich aullerdem bei Patient*innen mit rezidivierendem Herpes labialis
(Pica et al., 2010). Um die Rolle von HSV-1 und IFNI.3/4 in der Pathogenese der VN zu evaluieren wurde
cine Genotypisierung mittels iPLEX durchgefthrt (Studie 2). Die T-Allel-Variante von rs12979860 zeigte
sich in der VN-Patient*innen-gruppe mit einer Frequenz von 43,4% hiufiger vertreten als in der Kontroll-
gruppe mit 33,9% (Publikation 2). Im additiven und rezessiven Modell zeigte sich dieser Unterschied in der

Genotypfrequenz signifikant.

Wie in der 2013 erschienen Studie iiber Host-Virus-Interaktion und HSV-1 von Griffiths et al., zeigte sich
auch in der Gruppe der VN-Patient*innen ein genetisches Risiko fiir Triger*innen des TT-Genotypen
(Griffiths et al., 2013; Rujescu et al., 2020). Die Aktivitidt von IFNI.3/4 ist abhingig von der AG-Variante
von 15368234815, welche zur vollstindigen Biosynthese von IFNI4 notwendig ist und in deutlichem LD
in europiischen and asiatischen Populationen (1? =0.9 europiisch, r*=1.0, asiatisch) steht (Prokunina-Ols-
son et al., 2013). Weiterhin relevant ist der SNP 15117648444 im INFI4-Gen, welches bei Vorliegen des
AGA-Genotyp zu der Enzymvariante IFN-A4-S70 mit verminderter biologischer Aktivitit fithrt, die mit

héheren Spontanheilungs- und besseren Therapieerfolgsraten von HCV korreliert (Terczynska-Dyla et al.,

2014). Rs117648444 steht in einem niedrigen LD mit +s368234815 (12=0.22) und rs12979860 (+2=0.21).

Abseits der antiviralen Wirkung von IFI.N3/4 wutde eine autoimmune Hyperinflammation der rs12979860
CC-Variante diskutiert: Im Vergleich zum positiven Krankheits-Effekt auf eine VN und damit vermutlich
auf HSV-1, zeigten CC-Tragende im genannten Genlocus ein vermehrtes Auftreten von Leberfibrosen bei
chronischen HCV-Infektionen (Eslam et al., 2015), sowie eine vermehrte Neigung zu Lungenfibrosen in
Zusammenhang mit erhéhten IFN-A3-Serum-Spiegeln bei Patient*innen mit systemischer Fibrose (Met-

wally et al., 2019).
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Betreffend eines Diabetes mellitus als hdufiger Komorbiditit der VN konnten neue Einsichten durch die
GWAS gewonnen werden (Publikation 1). Es konnte 2 Gene identifiziert werden, welche am Insulinstoff-

wechsel beteiligt sind:

IMXT1.A (LIM homeobox transcription factor 1 alpha) codiert fiir einen Transkriptionsfaktor, welcher Einfluss
auf die Insulingenexpression (German et al., 1994) und Differenzierung dopaminerger Neurone in der Emb-
ryogenese hat (Deng et al., 2011). LMX7.4 ist dariiber hinaus bedeutsam fiir die Entwicklung des Innenohrs
und wird mit hereditdrem sowie dem altersbedingtem Horverlust assoziiert (Lee et al., 2020; Liu et al., 2021;

Ovzigbto et al., 2022).

SLC30AS (solute carrier family 30 member 8), wurde mit Insulinmetabolismus und Insulinresistenz in Verbin-
dung gebracht (J. Xu et al., 2022). Die Inselzellen des Pankreas zeigten eine hohe Expressionsrate fiir den
durch dieses Gen kodierten intrazelluliren Zinktransporter, der somit an der Insulinreifung oder Speiche-
rung beteiligt zu sein scheint (Chimienti et al., 2005; Daniels et al., 2020). Funktionslose Mutationsvarianten
dieses Gens reduzieren das Risiko an Diabetes mellitus Typ II zu erkranken (Flannick et al., 2014). Die T-
Variante von rs13266634 (SL.C30.A8) zeigte einen positiven Einfluss auf das klinische Erscheinungsbild und
Risiko von Diabetes mellitus Typ I und Typ II-Subtypen in einer chinesischen Population (K. Xu et al.,
2022).

Entziindungen, vor allem chronisch anhaltende, werden mit einer erhéhten Inzidenz von Diabetes mellitus
Typ 11 assoziiert (Tsalamandris et al., 2019). Diabetes mellitus wirkt sich iber mehrere Effekte negativ auf
das kardiovaskuldre Risiko aus, was fur die vaskuldre Hypothese der VN bedeutend sein kann. Inwieweit
cine gestérte Glukose-Homéostase das Auftreten einer VN begiinstigen kann oder ob dieser Effekt eine

Koinzidenz ist, bleibt ungeklirt.

Die postinfektiése Prisenz von antineuronalen Antikérpern gegen AMPA-( Alpha-Amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolpropionsiure, AMPA), Gama-Aminobuttersiure (GABA-), und Dopamin-2-Rezeptoren
(D2R) nach Infektionen mit neurotropen Viren und die Entwicklung von neuropsychiatrischen Symptomen
bzw. einer autoimmunen Enzephalitis mit Antikérpern gegen N-Methyl-D-Aspartat NMDA)-Rezeptoren
nach einer HSV-1-Enzephalitis (Armangue et al., 2014; Priss, 2017) konnten in einigen Fillen nachgewiesen
werden. Zwar sind die HSV-Enzephalitis und die VN in Lokalisation und Mechanismus grundlegend ver-
schieden, jedoch wire die Entwicklung einer VN als postinfektiose Komplikation mit bis dato nicht be-
schriebenen Antigenen und genetischer Pridisposition méglich. Eine RNA-Expressions-Analyse bei 10 ko-
reanischen VN-Erkrankten zeigte eine vermehrte Expression von Genen (CLEC72A4, SL.C2A3, MGAM,
SLCO4C1, CLEC4D, SLC11.A1, ILTR2, IL18RAPRGS18, IL18R1, ACPP, CST7, ANPEP, MMP9) wel-
che funktionell auf eine Neutrophilen-moderierte Inflammation in der symptomatischen Erkrankungsphase

der VN hinweisen (Oh et al., 2020). Da bei einer viralen Infektion tberwiegend Lymphozyten-assoziierte
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Protein-Interaktionen zu erwarten wiren und die beschriebenen Gene bereits in Zusammenhang mit Auto-
immunerkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis (Michou et al., 2012), chronisch-entztiindlichen Dar-
merkrankungen (Festen et al., 2011) und der Multiplen Sklerose (Da Fernandes et al., 2012) assoziiert wor-

den waren, wurde diesbeziiglich eine autoimmune Reaktion als Ursache der VN diskutiert (Oh et al., 2020).

Ob und in wieweit im akuten oder postakuten Stadium der vermuteten Inflammation eine Gefidl3schidigung
oder -okklusion an der Pathogenese der VN beteiligt sind, bleibt weiterhin ungeklirt. Ein Fall einer Klein-
getil3-Vaskulitis nach HSV-Enzephalitis wurde in Hamburg beschrieben (Litbke-Detring et al., 2020). Meh-
rere VN-Fille in Assoziation mit einer Infektion mit Severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV-
2) wurden verdffentlicht (Malayala and Raza; Halalau et al., 2021; Malayala et al., 2021; Mat et al., 2021;
Motawea and Monib, 2021), zum Teil sind in den publizierten Fillen die Erfiillung der diagnostischen Kiri-
terien jedoch nicht liickenlos nachvollziehbar. SARS-CoV-2 fithrt Gber eine Affektion des Renin-Angioten-
sin-Aldosteron-Systems und eine endotheliale Inflammation zu thromboembolischen Komplikationen (Bi-

kdeli et al., 2020; Lumpuy-Castillo et al., 2020).

Ein dhnlicher Mechanismus wire als Pathogenese einer vaskuliren Affektion als Sekundirkomplikation
nach Virus-Exposition zu tiberpriifen. Die CT- und TT-Varianten von rs12979860 zeigte sich in einer CO-
VID-Fall-Kontroll-Studie hoherfrequent in den Patienten vertreten (Saponi-Cortes et al., 2021); Patienten
mit dem CC-Genotyp zeigten jedoch einen schwereren Verlauf in einer weiteren Studie (Agwa et al., 2021).
Das Auftreten einer VN nach Infektionen mit einem nicht-neurotropen Virus kann in diesem Zusammen-
hang auf eine opportunistische HSV-1-Reaktivierung hindeuten oder auf eine Neutrophilen-moderierte In-
flammation als autoimmune Reaktion. Eine rein arteriosklerotische Genese im Zusammenhang mit der va-
skuldren Hypothese ist kritisch anzusehen, da die kardiovaskuliren Risikofaktoren in 2 Studien mit 90 chi-
nesischen und 118 franz&sischen Erkrankten im Vergleich zu gesunden Personen nicht iberproportional
hiufig vertreten waren (Han et al., 2018; Paris et al., 2022). Weiterhin korreliert das resultierende Schidi-
gungsmuster nach VN und die Tatsache, dass nach einer VN gehduft ein BPPV auftreten kann, besser mit

der Theorie einer stattgefundenen Entziindung (Arbusow et al., 2001).

Eine Meta-Analyse einer internationalen GWAS tiber Schwindelerkrankungen konnte in der dort unter-
suchten Subgruppe islindischer und UK-stimmiger Personen mit 2.193 VN-Fillen und 823.191 Kontrollen
die genetischen Assoziationen der vorgelegten Publikation 1 zu Variationen in den Genen LMX7.A,
ANKRD30A, NR3C2, SL.C30A8 und VN nicht signifikant reproduzieren (Skuladottir et al., 2021). Dieses
Ergebnis widerspricht nicht zwangsldufig den Resultaten von Publikation 1, da in der Studie von Skuladottir
et al. eher Nordeuropider aus Inselstaaten betrachtet wurden, die sich teilweise deutlich von den in den

Publikationen 1 und 2 eingeschlossenen Mitteleuropéern unterscheiden.
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Zusammenfassend lisst sich festhalten, dass erstmals ein Zusammenhang zwischen VN und Varianten in
den Genen INFI1.3/4, ANKRD30A, NR3C2 und MED30 identifiziert wurde und damit ein weiterer Hin-
weis auf die Beteiligung einer viralen Inflammation an der Pathogenese der Erkrankung beschrieben werden
konnte. Beide hier vorgestellten Studien stirken mit ihren Funden die Theorie einer Entziindungsreaktion
und heben HSV-1 als plausibles Pathogen dieser Inflammation hervor. In den VN-Gruppen wurden jeweils
Allelvarianten gehiuft beobachtet, welche eine Gen-Beteiligung der HIV-Replikation (ANKRD30.4 und
MED30) sowie eines unglnstigen Vetlaufs einer Inflammation mit HSV-1 (NR3C2 und INFL.3/4) aufzeig-
ten. Dartiber hinaus konnte Publikation 1 die Gene LMX7.4 und S1.C30.48 als Risikogene fiir die mogliche
Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 11 zeigen, welcher zu den hiufigsten Komorbidititen der VN

zahlt.

Die zugrundliegenden Mechanismen und die komplexen viralen Interaktionen, insbesondere solche mit
HSV-1, bleiben weiterhin unzureichend beschrieben. Die Stichprobengré3e, vor allem in den Fall-Gruppen,
war in beiden Studien sehr gering im Hinblick auf die Aussagekraft genetischer Studien. Replikationen in

gréfleren und unabhingigen Stichproben sind entsprechend notwendig.
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Zusammenfassung

Die Neuritis vestibularis (VN) ist die dritthdufigste Ursache peripheren Schwindels im deutschen Raum.
Der genaue Pathomechanismus dieser Erkrankung ist bis dato unbekannt, wobei eine Infektion oder Reak-

tivierung mit dem Herpes simplex Virus Typ-1 (HSV-1) als wahrscheinlichste Atiologie gilt.

Die klinische Ausprigung beruht auf einem akuten, einseitigen Ausfall der Vestibularfunktion, welche fol-
gende, tage-anhaltende Symptome hervorruft: horizontal-torsioneller Spontannystagmus zur gesunden Seite
mit Drehschwindelsymptomatik, Oszillopsien, Fallneigung zur geschidigten Seite und Ubelkeit bis hin zu

Erbrechen. Eine hiufige Komorbiditit der VN ist ein Diabetes mellitus Typ II.

Gemeinsames Ziel beider Studien war es relevante Genloci zu identifizieren, um Ruckschlusse auf den Pa-
thomechanismus und die Atiologie ableiten zu kénnen, und um die Hypothese der HSV-1-Reaktivierung
als vermutete Ursache zu evaluieren. Es wurden eine GWAS (131 Patient*innen, 2609 Kontrollen, Studie
1) und eine Kandidaten-SNP-Studie (151 Patient*innen, 1775 Kontrollen, Studie 2) mit iiberlappenden Teil-
nehmer*innen durchgefiihrt. In beiden Studien konnte eine Assoziation mit VN fiir Varianten in 4 Genen
identifiziert bzw. bestitigt werden, fiir die ein Zusammenhang mit der viralen Immunantwort diskutiert

wird.

Fur 1512979860 im Interferon Lambda 3/4- Genlocus (IFNL3/4) war bereits eine Korrelation mit der
Schwere der Ausprigung von Herpes labialis mit der Anzahl der T-Allele nachgewiesen worden. Triger*in-
nen dieses Risikoallels zeigten in weiteren Studien ein vermindertes Ansprechen in der Hepatitis C-Virus
(HCV)-Therapie und eine erhéhte HCV-Persistenz. In der vorliegenden Kandidaten-SNP-Studie (Studie 2)
konnte das T-Allel auch als Risikoallel fiir das Auftreten einer VN bestitigt werden und unterstiitzte damit

die Hypothese einer Reaktivierung von HSV-1 als Genese der VN.

Durch eine GWAS (Studie 1) konnten 3 weitere immunmodulatorische Gene erstmals mit der Entstehung

einer VN in Verbindung gebracht werden.

Varianten in den Genregionen von NR3C2 (nuclear receptor subfamily 3 group C member 2), welches als
spezifischer viraler Hostfaktor fiir die Replikation von HSV-1 identifiziert worden war, MED30 (mediator
complex 30) und ANKRD30A (ankyrin repeat domain 30A), die in fritheren Studien als Hostfaktoren fiir
die Replikation des humanen Immundefizienzvirus (HIV)-1 beschrieben worden waren, zeigten einen ge-
nomweit signifikanten Zusammenhang zur VN. Daraus lisst sich schlussfolgern, dass eine VN durch eine

virale Infektion ausgel6st werden konnte und dass HSV-1 diesbeztglich ein plausibles Pathogen darstellt.
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Weiterhin konnten durch die GWAS Varianten in den Genloci LMX7.4 (LIM homeobox transcription
factor 1 alpha) und SLC30A8 (solute carrier family 30 member 8) identifiziert werden, welche mit einer
diabetischen Stoffwechsellage in Verbindung stehen und méglicherweise zu dem gehduften Auftreten von

Diabetes mellitus Typ 11 bei VN-Patient*innen beitragen.

Zusammenfassend zeigen beide Studien Risikovarianten fiir virale Host-Interaktionen in der Patient*innen-
gruppe, was auf eine virale Infektion als Ursache einer VN und eine genetische Suszeptibilitit fiir deren

Auftreten schlieBen ldsst.

Fur Varianten der Gene INFL.3/4 und NR3C2 wurde bereits ein Zusammenhang zur klinischen Auspri-
gung von Herpes labialis beschrieben, weshalb HSV-1 als wahrscheinlichster Erreger dieser Infektion ange-

nommen werden kann.

Da die StichprobengréBe in beiden Studien gering und der Einfluss der assoziierten Varianten auf die Re-
gulation der beschriebenen Gene sowie deren Rolle in der Host-Virus-Interaktion noch unzureichend ver-

standen sind, bedarf es weiterer Forschung und einer Reproduktion der Studienergebnisse.
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Abstract

Vestibular neuritis (VN) is the third most common cause of peripheral vertigo in Germany. The exact
pathomechanism of this disease is still unknown, although an infection or reactivation with the herpes sim-

plex virus type-1 (HSV-1), is considered the most likely etiology.

The clinical manifestation of VN is based on an acute unilateral loss of vestibular function, resulting in the
following, days-lasting symptoms: spontaneous horizontal-torsional nystagmus to the unaffected side with
symptoms of sustained spinning vertigo, oscillopsia, postural imbalance with risk of falling to the affected

side and nausea or vomiting. A common comorbidity of VN is diabetes type II.

Common aim of both studies was the identification of relevant gene loci in order to gain insight on the
pathomechanisms and etiology, and to evaluate the hypothesis of a reactivation of HSV-1 as the suspected

origin.

A GWAS (131 patients, 2609 controls, study 1) and a candidate-SNP study (151 patients, 1775 controls,
study 2) with overlapping participants was conducted. In both studies, an association with VN was con-

firmed for variants in 4 genes for which an association with viral immune response is discussed.

For rs12979860, localized in the region of intetferon lambda (IFNL) 3/4 gene locus, a cotrelation between
the severity of herpes labialis and the amount of T-alleles was identified. In further studies, carriers of this
risk allele showed a reduced response to hepatitis C virus (HCV) therapy and an elevated persistence of
HCV. In the candidate SNP-study (study 2), the T-allele was also confirmed as a risk allele for the occurrence
of VN and thus supports the hypothesis of a HSV-1 reactivation as the genesis of VN.

Using a GWAS (study 1), 3 additional immune-modulatory genes were linked to the development of VN

for the first time.

Variants in the gene regions of NR3C2 (nuclear receptor subfamily 3 group C member 2), which had been
identified as specific host factor for the replication of HSV-1, MED30 (mediator complex 30) and
ANKRD30A (ankyrin repeat domain 30A), which had been described as host factors for the replication of
human immunodeficiency virus (HIV)-1 in previous studies, had shown a genome-wide significant connec-
tion to VN. Regarding this association, it can be concluded that VN could be triggered by a viral inflamma-

tion and that HSV-1 could be a plausible pathogen in this respect.
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Furthermore, using a GWAS variants in the gene loci LMX7.4 (LIM homeobox transcription factor 1 alpha)
and SL.C30A8 (solute carrier family 30 member 8) were identified, which are associated with a diabetic

metabolic state and possibly contribute to the increased incidence of diabetes mellitus type 11 in VN patients.

In summary, both studies show risk variants for viral host-interactions in the patient group, which implies

a viral infection as a cause of VN and a genetic susceptibility for its occurrence.

For variants of the INFI.3/4 and NR3C2 genes, a connection to the clinical manifestation of herpes labialis
has already been described, which suggests HSV-1 to be the most plausible causative pathogen of this in-

fection.

The sample-size in both studies is critical low for a genetic study but especially low for a GWAS. The impact
of this variants and their role in host-virus-interactions, especially HSV-1, are unclear and further studies

and reproduction of the study-results are necessary.
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Genome-Wide Association Study in
Vestibular Neuritis: Involvement of
the Host Factor for HSV-1 Replication

Dan Rujescu '™, Annette M. Hartmann®, Ina Giegling **, Bettina Konte’, Marko Herrling’,
Susanne Himmelein* and Michael Strupp ™’

' Gevrnan Covxter for Vivdgo and Bslencs Deardsrs, Linvearsaly Hasota!) idunch, Munoch, Germary, * Daparyment of
Peychialy, Pachathenany and Pachasomatics, Martin-Luther-Uriversiy Hale-Witenbarn, Hale, Garmars:. * Dapartment of
Nouralogy, Unhvaraty Hospdal Munich, Munich, Germany

Objective: In order to identify genetic variants associated with vestibular neuritis, a
common cause of paripharal vertigo with a potential causative link to tha raactivation
of harpas simplex type 1 (HSV-1), we conducted a genoma-wide association study.

Methods: Asscciation was assessed using approximataly 8 milion varants, 131
patients with vestibular neuritis and 2,609 controls of Europaan ancestry wera includad.

Results: Ganome-wide associations with vestibular neuritis were detected in 4 regions
containing protein coding genas assignabis to two functional groups: virus hypothesis
and insulin matabolism. Ganes of sat 1 ara related to viral procasses: nuclear receptor
subfamily 3 group C member 2 (NR3C2) is a receplor for mineralocorticoids and
glucocorticeids and was shown to be a host factor for HSV-1 replication. Ankyrin
rapeat domain 30A (ANKRD30A) encodes a host factor for human immunodaficiency
virus-1 (HIV-1) infection. It shows rapid evolution and is inducead by intarferon stimulation.
Madiator complex 30 (MED30), an important mamber of the madiator complex, has
been shown to be invelvad in replication of HIV-1, a knockdown leading 1o impairad viral
raplication. The sacond set of ganes LIM homeaobox transcription factor 1 alpha (LMX1A),
solute carrier famiy 30 member 8 (SLC30AS) is associated with insuin metabolism and
rasistance, a feature of some patients in whom type 2 dabetes is an accompanying
comarbidity of vestibular neuritis.

Conclusions: Using a GWAS approach to evaluate the atiology of vestibular neuritis
these findings provide another piece of evidence that it may be caused by a viral
inflarmmation.

Keywords: vestibular necritis, Herpes simplex virus type 1, genomae-wide association study, virus infection, insuln
metabolsm

INTRODUCTION

Evidence for a genetic background of episodic or progressive vestibular disorders is beginning
to emerge [reviewed in (1, 2)]. Common variants are revealed through genome-wide association
studies [e.g., motion sickness, (3)], and rare variants through linkage analyses followed by whole
exome sequencing (e.g., familial Meniere’s disease) (4, 5). For vestibular neuritis (VN), the third
most common cause of peripheral vestibular vertigo, evidence for heritability is very low and
linkage studies have not been published yet.
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The key symptoms of VN, also known as acute unilateral
vestibulopathy, are acute onset of sustained spinning vertigo,
oscillopsia, postural imbalance and nausea and vomiting lasting
for many days or a few weeks (6). An annual incidence of 15.5
per 100,000 persons was described (7, 8). Age of onset is typically
between 30 and 60 years (7), with an accumulation between 40
and 50 years (7, 8). Reported recurrence rates vary between 1.9%
(9) and 10.7% (10).

The most popular hypothesis of viral etiology is based
on several supporting observations, including (1) a profound

ilarity of the vestibular nerve histopathology between cases of
VN and singular cases of herpes zoster oticus, (2) the deployment
of herpes simplex type 1 (HSV-1) to establish an animal model
of VN by inoculation of the virus into the auricle of mice,
(3) detection of the latency associated transcript of HSV-1 in
about 2/3 of autopsied human vestibular ganglia by PCR (11).
These findings indicate that HSV-1 resides in a latent state in
the vestibular ganglia. Reactivation of HSV-1 caused by inter-
current factors then leads to sudden replication and induction of
inflammation, edema and secondary cell damage of the vestibular
ganglion cells and axons in the bony canals [reviewed in (6)].

One of the main comorbidities in patients with VN is type 2
diabetes mellitus (12DM) (7), which is characterized by insulin
resistance and an imbalance in glucose homoeostasis. [t has been
suggested that the Joad of viral infection associated with chronic
low-grade inflammation might result in insulin resistance (12).

In the current approach we used a genome-wide association
study to identify genes which might be related to the disease in
order to further evaluate the etiology of VN.

SUBJECTS/MATERIALS AND METHODS

We performed 2 GWAS with patients with VN of European
ancestry, collected by the German Center for Vertigo and Balance
disorders (Munich, Germany), and healthy volunteers of German

Goname-Wide Assccation Study In Vestbuse Nourits

the affected ear; or g All symp had to last for
atleast 72 h.

Key signs

Horizontal-rotatory  peripheral  vestibular  spontaneous

nystagmus toward the non-affected ear, pathological head-
impulse test (HIT) toward the affected side, postural imbalance
with Romberg fall toward the affected ear.

Laboratory examinations

Caloric testing showed 2 hypo- or unresponsiveness of the tested
and affected horizontal canal with an >25% asymmetry between
the two sides; if the bedside head impulse was not dearly
pathological the video-HIT had to be performed with 2 gain of
the vestibulo-ocular reflex <0.7 on the affected side).

Exclusion Criteria

(1) Any evidence for other vestibular disorders, such as
Meniére's disease, vestibular paroxysmia, bilateral vestibulopathy,
vestibular migraine or brainstem/cerebellar infarction. (2)
History of acute hearing loss or brainstem or cerebellar
symptoms associated with these symptoms. (3) Clinical evidence
for a central lesion, i.e., skew-deviation, saccadic smooth pursuit,
gaze-evoked nystagmus, normal head-impulse test or other
central signs.

Healthy Volunteers (PAGES)
As part of the PAGES (Ph ics and G ics Sample)
ple approximately 3,000 inhabitants from the gr Munich
area were randomly selected. Healthy unrelated volunteers of
German ancestry were included. A semi-structured interview was
used to assess a detailed medical, neurological and psychiatric
history of the participants, including information on their
first-degree relatives, and was followed by a comprehensive
interview including the Structured Clinical Interview for DSM-
I\' (SCID [ and SCID II) (13, 14), and the Family History

descent, randomly selected from the g | popul of
Munich.

Patients

Patients of Caucasian descent were recruited in the German
Center for Vertigo and Balance Disorders in Munich, Germany
from 2012 to 2016. Detailed medical histories of the participants
and their first-degree relatives were assessed using a structured

interview.

Inclusion Criteria

All patients to be included had to fulfill the diagnostic critera
for unilateral VN (6). The diagnosis was defined by the patient
history, the dlinical examination and, in ambiguous cases,
laboratory examinations. Patients with recurrent VN were not
present. The inclusion criteria for this study were as follows:

Key symptoms

History of an acute/subacute onset of sustained spinning vertigo;
apparent movement of the visual surroundings (oscillopsia), gait
and | imbalance with a tendency to fall t d the side of

¥

Frontiors In Nourclogy | wwaw. frontarsin ong 2

t Module (15). CNS impairment was ruled out using
an orienting neurological examination. Subjects with a self-
reported history of VN were excluded. Finally, individuals
suffering from neurological or psychiatric diseases were excluded.

Participant Consent

Informed consent was obtained from all participants. The
study was approved by the ethics committee of the Ludwig-
Maximilians-University Munich and carried out in accordance
with the Declarations of Helsinki.

DNA Extraction

Genomic DNA was extracted from whole blood using
the QlAamp DNA Maxi Kit (Qiagen), according to the
manufacturers instructions and dissolved in nudease free
water. The concentration of g ic DNA was ed using
picogreen (Molecular Probes) and adjusted to 50 ng/pl.

Genome-Wide Association Analysis
Overview

Samples were genotyped on different platforms, imputed in seven
batches and combined into one large dataset. Quality control and

July 2018 | Volume 8 | Articie 591
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imputation of batch 1 [Human610-Quad (16), Human660W-
Quad (17)], batch 2 [HumanHap 300 (18)] and 3 [Affymetrix 6.0
(19)] were performed in the framework of a schizophrenia meta-
analysis conducted by the Psychiatric Genomics Consortium
(PGC) (20). Batches 4 [HumanHap 300 (21)], 5 [Ilumina Human
OmniExpress 12 (22)], 6 [llumina Omnil-Quad (23)], and
7 (HumanOmniExpress-24) were processed following quality
control and imputation protocols used by the PGC. Datasets
were combined to get a sufficient ber of ¢ Is. Patient
in batch 7 were recruited for studying vertigo and balance
disorders, whereas patients of bau;hcs 1-6 were recruited for
studying psychiatric di inly schizophrenia, and thus not
included in the conducted genome- vnd: analysis (see Table 1).
Appropriate cases and controls were selected after global quality
control.

Quality Control of Chip Data

PLINK 1.9 (24) was used for quality control of the genotype
data. A pre-QC filtered SNV set (missingness < 0.05) was
used to exclude subjects with mismatches between reported
and estimated gender and samples with call rates below a
chip specific threshold. Sample call rate thresholds differed
slightly between chips to account for smaller sample sizes (96-
99%). After subject removal, SNV quality was assessed and
variations were excluded based on the following criteria: SNV
call rate < 99%, deviations from Hardy-Weinberg equilibrium
in controls (p < 107°) or cases (p < 107'%) and SNVs with
call rate differences > 0.02 between cases and controls. Also,
x-chromosomal markers with a haploid heterozygosity rate
> 2%, missingness > 0.05 or HWE p < 107° in females were
removed. A more stringent quality controlled (MAF = 0.05,
HWE p = 0.05, callrate > 0.99) and LD-pruned autosomal
marker set was used for cryptic relatedness, heterozygosity
deviation and population stratification analyses. The marker
set was pruned with PLINKY indep pairwise command using
7 = 02, 2 window size of 1,500 and shifting the window 150
SNVs at each step. Additionally, several high LD regions like the
extended MHC region were excluded. One subject of each pair
with & > 0.1875 was removed, cases were generally preferred
over controls. As sample contamination results in an increase
of heterozygote calls and thereby an overestimation of cryptic

TABLE 1 | Bstch detruton of casess and cortrols,

Post-imputation GWAS
Batch N N controls N cases
1 319 a 0
2 709 282 o
3 ast 425 0
4 257 @ 0
5 87 578 ]
[ 352 267 0
7 1347 a78 1

Frontiors In Neurclogy | www. frontarsin.ong
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relatedness, individuals showing a heterozygosity deviation with
|Fhet|] = 02 were excluded. In addition, the quantity of %
> 0.05 per individual and the distrib of f were
used to check for outliers and possible sample contamination.
Population stratification analysis was done with EIGENSTRAT
(25). SNV Joadings were checked for normality and the derived
principal components were used to identify and remove outlying
samples.

Known duplicates on different chips were checked for
concordance, keeping the sample of higher quality (i.e., sample
call rate and overall chip quality). Both subjects were excluded if
the concordance rate was lower than 99%.

Pre-phasing and Imputation

Each batch was pre-phased with SHAPEIT (26) and imputed
separately on the 1,000 Genomes reference panel phase 1
version 3 macGT1 (https//mathgen statsox.ac.uk/impute/
data_download_1000G_phasel_integratedhtml) in  chunks
of 3Mb using IMPUTE2 (27). Chr. X imputation was
performed separately for males and fermnales. After imputation,
the seven batches were combined by retaining markers
with INFO > 06 in every batch and the combined set
Additionally, all markers with allele frequency differences =
0.1 between any of the batches were excuded. Checks for
cryptic relatedness, heterozygosity deviation, and population
stratification on the combined set were performed, as
described before, using the same exclusion criteria on a
stringent thresholded marker set (INFO > 0.8, missingness
< 1%, MAF > 005) for calling best guess genotypes with
uncertainty < 0.1.

GWAS Analysis

The final mega-dataset was comprised of 4,575 individuals,
including 134 VN patients and 2,618 healthy controls appropriate
for association analysis spread across 6 batches (Tablel).
Principal components for genome-wide association analysis were
derived by EIGENSTRAT (25); 3 outlying cases and 9 controls
were removed. Tracy-Widom statistics and the scree-plot of
cigenvalues identified PC1 and PC2 as relevant (Figure 1). PC1L
and PC2 were not associated with batch [Likelihood Ratio Test p
= 0.15 (PC1), p = 0.07 (PC2)]. As VN cases were typed on one
platform, controls of the six batches were used for batch effect
detection. Any marker showing deviations between any of the
batches was excluded (logistic regression corrected for PC1 and
PC2, p < 0.001). After exclusion of 116,878 varants, the final
dataset was comprised of 7,813,927 markers.

GWAS association testing of approximately 8 million variants
(INFO = 0.6, MAF > 0.01 in cases and controls) using 131
patients with VN and 2,609 healthy subjects was conducted in
PLINK 1.9 (24) applying an additive logistic regression model
corrected for age, sex, PCl and PC2Z Quantile-quantile and
Manhattan plots are sh (Figures 2, 3). The genomic inflation
factor was 1, thus showing no sign of global inflation due to batch
effects or population stratification. Results were dumped with
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PLINK to derive LD independent index SNVs (3,000kb, pl =5
x 1074, p2=1x107%+ < 01).

RESULTS

One-hundred and thirty-one patients with VN (64 females,
51%) and 2609 healthy subjects (1402 females, 54%) were
examined. The mean age (£ SD) of the patients was 58.02
4 13.6 years, mean age of controls was 4741 £ 16.6 years.
Among approximately 8 million variants tested for association
we identified 9 genome-wide associated SNVs {p < 5 x 107%)
ing to four independent loci. Hits on chromosomes 1 and

oy
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Jatad i

10 showed i gnals and should therefore be interpreted
with caution. The most promising association signal was found in
the chromosome 4 region (Jeading SNV rs186544372) (Figures 2,
3, Table 2).

The most significant SNV rs74835610 (p = 554 x 1071}
in this study was localized on chromosome 1923.3 app. 30kb
d ream to LIM h box transcription factor 1 alpha
(LMXIA), a gene coding for a transcription factor, involved
in the regulation of insulin gene transcription (28) as well as
in the development of dopamine producing neurons during
embryogenesis (29) (Figure 4A).

Next in line was rs188172955 (p = 146 x 107%) on
chromosome 10p11.21 which is localized 78kb distant to
the ankyrin repeat domain 30A gene (ANKRD30A, NY-BR-
1), a DNA-binding transcription factor primarily expressed
in mammary epithelium and testis (30) (FiguredB). The
region on chromosome 4931.23, represented by the index SNV
rs186544372 (p = 1.54 x 107%) contains 7 additional genome-
wide associated SNV, with 5 Jocalized in the predicted long non-
coding RNA (ncRNA) LOCI07986195, spanning app. 500kb
(5138007517, p = 8.14 x 107%; rs139369934, p = 8.23 x 1077%;
rs115679368, p = 1.10 x 107% rs186151434, p = 1.18 x 107%;
3140247570, p = 2.34 x 10~*) and an additional 2 localized in
the long intergenic non-protein coding RNA 2355 (rs182341058,
p=4.65 x 107%, 15187446780, p = 4.73 x 107%). The next coding
gene, nuclear receptor subfamily 3 group C member 2 (NR3C2),
is app. 400kb distant and codes for the mineralocorticoid
receptor (MC-R), which is activated by mineralocorticoads such
as aldosterone, thereby influencing the salt and water balance
within a variety of target cells (31) (Figure 4C).

The region on chromosome 8¢24.11 with the index SNV
rs1499428 (p = 3.72 x 107%) is localized in an intronic region of
2 overlapping ncRNAs (LOC105375717, LOC105375716), 111 kb
downstream of solute carrier family 30 member 8 (SLC30AB)
and also 232kb upstream of mediator complex 30 (MED30)
(Figure 4D). SLC30AS encodes the zinc efflux transporter Znl'8
which is involved in the accumulation of zinc in intracellular
vesicles, MED30 is part of the mediator complex, a multiprotein
complex required for gene transcription by RNA polymerase 11
(32).

None of the significant associated variants could be directly
assigned to a protein coding gene. The minimal distance to the
nearest gene was app. 30kb (LMXI1A, rs74835610), maximum
distance app. 400 kb (NR3C2, rs186544372).

DISCUSSION

In this study a genome-wide association with VN was found for
four regions. The next protein coding genes in those regions
can be divided into two functionally different groups: virus
hypothesis and insulin metabolism.

The first group contains three hits on chromosomes 4q31.23
(NR3C2), 8q24.11 (MED30), and 10p11.21 (ANKRD30A) that
show a connection to the virus hypothesis. Two hits are localized
in predicted ncRNAs, linking the adjacent genes NRIC2 (host

Juty 2013 | Volume & | Articie 591
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Indcates tha 95% confdence Interval under the null

factor for HSV-1) and MED30 (HIV-1 replication) to VN,
the third hit is Jocalized near ANKRD30A (host factor for
HIV-1).

The second group consists of LMX1A (1g23.3) and SLC30A8
(8924.11), which are involved in insulin metabolism.

Group 1: Virus Hypothesis
The predicted long ncRNA (LOC107986195) on chromosome
4931.23 provides a physical link to NR3C2, encoding the

Frontiors In Neurclogy | wwaw frontarsinong 5

mineralocorticoid receptor (MC-R) which together with
mineralcorticoids regulates son-h is mainly in epithelial
cells. In addition to acting as a ligand-dependent transcription
factor which by binding to mineralocorticoid resp 1

leads to a late response following the transactivation of specific
target genes, MC-R seems to directly transactivate unrelated
receptors, thereby influencing intracellular signaling pathways
more rapidly (33).

Also, NR3C2 was shown to be 2 host factor for HSV-1
replication. After knock down via siRNA depletion, NR3C2
specifically enhanced HSV-1 replication (34). Furthermore,
using a murine model of HSV-1 infection a role of the
MC-R in the neuroendocrine-mediated Julats of
antiviral immunity has been discussed (35). For stress-
induced glucocorticoids a strong suppression of CD8* T
cell immune responses could be demonstrated, leading
to diminished antiviral immunity (36). This together
with the implication of an intricate interdependence of
glucocorticoid  receptors  (GC-R) and MC-R  functions
points toward a participation of both in antiviral immune
response.

Apart from mineralocorticoids, the human MC-R has 2 high
affinity for glucocorticoids which, in the form of synthetic
glucocorticoids like methylprednisolone, are used in the therapy
of vestibular neuritis as well as other vertigo diseases (37, 38).
The therapeutic effect of glucocorticoid application seems to
be dependent not only on tissue type and local concentration
but also on a concerted action of GC-R and MC-R on
transcriptionally and non-transcriptionally mediated signaling
pathways (39).

Another hit is localized on chromosome 8q24.11 in the
intronic regions of two overlapping ncRNAs (LOC105375717,

July 20138 | Voume & | Articie 591
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Che. {ragion) SNV At Info Fralzomtrel

che. ™M 374835610 T 9.Ms oges

(165140414)

v 10 188172968 A 0.800 am?

[37256040-37406937)

civ. 04 106544972 A 0,663 0ms

(149770763~

150155801 re1 3B007517 A 080 0954
a1 FAFEG3A T 0,55 0me
rs1 15579668 A 24910 0984
rs1851561434 c Q912 osed
rs180247570 c .96 0016
ra1 82341068 T 0,855 0014
ralB7446780 T 0,855 098

cre. 08 ra1495428 c 0.845 0852

(18300175~

118301384
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Frasese OR (95% CH) Pvalue Gone (dist)
0.931 0134 754! LMX1A
RO730.245 (30690
0.077 5,687 146679 ANKRDSOA
(3.242-10.013 (78195)
0.068 6,356 1549 NRIC2
(3.483.11 583 (404324578578
0,832 0178 814E-9
0.098-0.3200
0.068 5,805 szEv
(3.119-10.070¢
0.932 0,183 11068
010205327
0.932 0.984 11868
10.1063-0 325
0.068 5230 23478
(2 930-0.5704
0.061 5643 4ESE-"
(3.034-10 456
0.640 0177 a7
0.096-0.330)
0.749 0402 7" SLC30AE
0 220-0 556 (22
MEDGD
(23z27ra0y

SNV aszocioyons e sovied by A-xsion. CAromosome and pomion danche e BEsoCfed Macn SAToUnaing the inds SAV in bol contaning T or mons vanason 1 L0 & = 0.6
with the indax S\V. AT, revance stsle; (g, siese Yoguency: OR ootts radoy G confoiance nlanval genes, nast Groten cocdng gene; dist, ohsfnce & ndex S\W o bo,

LOC105375716), thereby providing a link to the neighboring
genes SLC30A8 and MED30.

MED30 is part of the tail of the mediator complex, a
multiprotein complex required for gene transcription by RNA
polymerase II, thereby controlling the expression of genes
through subunit specific interaction, epigenetic regulation,
elongation and termination of transcription, processing of
mRNA, activation of noncoding RNA as well as formation of
super enhancers (32). MED30 has been shown to be involved
in replication of HIV-1, a knockdown leading to impaired viral
replication (40). Although not directly linked to HSV-1 itself,
several other genes of the mediator complex have been shown
to be host factors for HSV-1 infection. For example, MED23
has been shown to conduct a HSV-1 specific anti-viral effect.
Interaction of the transcription factor IRF7 with MED23 induced
an upregulated expression of the interferon lambda family.
Interferon lambda, on the other hand, has been suggested to
play a crucial role in HSV-1 immune control (34). Also, Tat-
mediated transcription was impaired after RNAi knockdown
(41). Functional roles of MED3D are poorly understood. It was
found to play 2 fundamental role in the regulation of function
and integrity of mitochondria in mice h ygous fora
mutation (42).

The variants attributed to MED30 and NR3C2 are localized in
predicted ncRNAs with unknown function, but involvement in
antiviral host response has recently been shown for this type of

Frontiors In Nourclogy | www. frontarsin.ong L]

RNA (43). Therefore, it could be hypothesized that the associated
ncRNAs exert a potentially regulatory influence on the adjacent
enes.

¢ Another link to virus response is provided by a hit on
chromosome 10p11.21, next to the ANKRD3DA/NY-BR-1 gene.
Though mostly known as an antigen associated with breast
cancer progression (30), this gene was also determined to be
an HIV-1 host susceptibility factor using whole-genome RNA
interference screens (41), and shows a strong signature of
positive virus-driven selection in an evolutionary analysis (44).
Further work is necessary to characterize the role of ANKRD30A
regarding its involvement in HIV-1 biology, especially as
ANKRD30A has been shown to be one of very few candidates
with potential as a drug target (45).

Group 2: Insulin Metabolism

The most significant SNV 74835610 is localized 30kb from
the transcription factor LMX1A. LMX1A and LMXI1B play
an essential role during the development of dopaminergic
progenitors in the midbrain. In a del Lmxla was
shown to be essential for the conversion of non-neuronal
foor-plate cells inte neuronal dopamine progenitors (29).
Lmxla-deficiency in mice reduced Tphl expression, the
rate-limiting enzyme for serotonin biosynthesis (46). In
addition to its role in the development of dopamine
producing neurons during  embryogenesis  (29) and
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factor 1 alpka JUMXTAL No acditonsl varigiors n high LD or with low P-Vaiues am prissentt in this segion. (B) ANKROGDA. Ragional associstion plot of rs 188172855
on chromeaoma 10p11.21. This genome wide asscdxed SNV (purpie damond] 15 localized 78 b from ankyin repeat doman 304 (ANKRD30A). Addtional varatons
In LD ¥ betwenn 0.2 and 0.8 sumound $is SNV but il 1o nssch gename-wich signficance, (6) NRRIC2, Regiorl sssocaton plol of rs1 B6544372 on chromasoms
4331.23. Tho mast gigritoant ENV In this regicn as wal as e other genama widh asscdated SNV in high LD 2 = 0., rod dots) are ‘ocakzed on a prockcted kng
rcANA LLOCT0T 886195, Tre et codng gene, nuckedr seceprior utitamiy 3 group C member 2 gere INRICZ) & locaized in 100kb distanos. (D) SLCIOASNEDAD,
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averspping nciNAs JLOC 106375717, LOC10SSTST16). The rest codng genes am 3oiute carrier famdy 30 mamber 8 (SLCINAS) and medkslor cormples 30 (MEDS0),

serotonin  biosynthesis (16), LmxlA also seems to have a
role in the positive regulation of insulin gene transcription
(28).

The associated variation localized on Bq24.11 could be
attributed to MED30 as well as to SLC30AS. The human
SLC30 gene family of solute carriers seems to be involved
in the maintenance of zinc homeostasis and in facilitation of
zinc transport from the cytopl into specialized intracellular
compartments or the extracellular space (47). SLC30AS encodes
the zinc efflux transporter ZaT8 which affects the accumulation
of zinc in intracellular vesicles and shows high expression levels

Frontiors In Neurclogy | wwaw frontarsinong 7

in the islets of Langerhans cells of the pancreas. Zinc is required
for zinc-insulin crystallization in the immature granules of these
cells. By stimulating these cells with glucose, large amounts of the
mature granules are secreted to the extracellular space, thereby
delivering zinc together with insulin. It has been suggested that
zinc plays a role in the paracrine andlor autocrine signaling
mechanisms in islet cells (48). Loss-of-function mutations in
SLC30AS seems to be strongly protective against type 2 diabetes
(49).

In summary, we identified four regions attributable to five
genes, three of which (NR3C2, ANKRD30A, MED30) are
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involved in viral processess NR3IC2 was shown to be a host
factor for HSV-1 replication, ANKRD30A is a host factor for
HIV-1 infection and MED30 has been shown to be involved in
replication of HIV-1.

The second set of genes comprising LMX1A and SLC30A8
is involved in insulin metabolism and might be relevant for
the frequently occurring metabolic comorbidities like T2DM,
supporting the hypothesis of susceptibility o insulin resistance
as a consequence of an increased exposure to pathogens leading
to chronic Jow-grade inflammation.

Though the number of VN cases is very small for a GWAS
analysis, and the isolated association signals on chr
1 and 10 should be considered with caution, these findings—
in addition to other studies using different methods—provide
preliminary support for the view that viral inflammation is a
causative factor in the etiology of VN.

LIMITATIONS

The study is limited by the small sample size and the fact that
individuals were genotyped on several platforms. Minor allele
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High-risk Allele for Herpes Labialis
Severity at the IFNL3/4 Locus is
Associated With Vestibular Neuritis

Dan Rujescu’’, Marko Herrling®', Annette M. Hartmann ™, Stephan Maul’, Ina Glegling ',
Bettina Konte' and Michae! Strupp**

' Departmenst of Psychistry, Paychaenany and Psychosomanics, Martin-Luther-Unversly Hale-7itTanbean, Hle (Sussy),
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Meuraogy, Unversaly Hoseetsl Munich, Munich, Germany

Objective: Vestibular neuritis (VN) is a peripheral vestioular discrder keading to a sudden
loss of unilateral vastibuar function. Although the underdying aticlogical mecharisms for
disease davelopment are not yat known, thare is evidance that a latent infection with
harpas simplex virus typs 1 (HSV-1) might be involved. The polymorphism rs12979860
has been associated with the severity of recurrent harpas labiaks and hepatitis C virus
(HCV) clearance and treatment outcome and is located within the first intron of the IFNL4
gens on chromosome 19.g13.2. This casa confrol study was conducted to evaluate the
association of rs12979860 with VN occurrance.

Methods: DNA was extracted from EDTA blood of 151 VN patients and 1,775 healthy
controls. Genotyping of rs12973860 was performed using iPLEX and MassARRAY Matrix
Assisted Laser Desorption lonization—Time of Flight (MALDI-TOF) mass spactromatry.
For association analyses, an additive, dominant and recessive logistic regrassion modal
was calculated, using age and sex as covariates.

Results: A sigrificant assccation of rs12878860 with VN was obtained for the additive
[OR =1.51(1.18-1.92); p = 9.23 x 10~*] and dominant models [OR = 2.15(1.48-3.13);
p =586 x 1075, vith the T allele baing maore frequent in the VN group.

Conclusion: By datacting a significant association of the rs12979860-T risk allsle for
harpas labialis saverity with suscaptivility to VN, this study gives further indirect evidence
for an involverment of HSV-1 in VN pathology, thereby strangthening the virus hypothesis.

Keywords: vestibular neuritis, HSV-1, IFNLS, IPNL4, vertigo

INTRODUCTION

Vestibular neuritis (VN) is characterized by an acute onset of sustained spinning vertigo,
oscillopsia, postural imbalance, nausea and vomiting due to a sudden loss of unilateral vestibular
function. The estimated incidence of VN ranges between 3.5 and 15.5 per 100,000 subjects (1, 2)
with a recurrence rate of about 2% (3) to 10.7% (4).

The mechanisms contributing to the development of VN have not yet been identified. According
to the leading virus hypothesis, VN is caused by reactivation of a latent herpes simplex virus
type 1 (HSV-1) infection, which leads to an accumulation of HSV-1 DNA and htency associated
transcript {LAT) in cells hosting the virus (5-8). The virus hypothesis is also supported by a
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mouse model in which vestibular dysfunction and vestibular
ganglion infection were induced after inoculation of HSV-1 and
2 (9), as well as by the observation of elevated acute phase
proteins in the blood and an elevated percentage of CD4D-
positive peripheral blood lear cells in VN patients
(10, 11). The latter is associated with thrombotic events, so
that proinflammatory processes and the associated increased
expression of CD40 on monocytes and macrophages may lead
to microvascular occlusion via aggregation of platelets with
these cells (11, 12). In contrast to other complex diseases
such as schizophrenia (13), Little is known about the genetic
factors underlying vestibular disorders. For VN, a genome-
wide association study (GWAS) conducted in 151 VN patients
and 2,609 healthy controls was recently published, with three
genome-wide significantly associated loci with a link to viral
replication (14). In addition to the virus hypothesis, immune-
mediated processes were assumed to cause VN, since an
unbalanced CD4/CDS quotient was found in VN patients, which
is similar to the findings in patients with multiple sclerosis [for
review see (15)]. However, there has been no further progress in
this area in recent years.

In a study by Griffiths et al. (16) an association of the single
nucleotide polymorphism (SNP) rs12979860 with severity and
recurrence rate of herpes labialis was observed, in which a dose-
dependent effect of the T allele was determined. This is in line
with studies conducted in patients with hepatitis C virus (HCV)
infections. In 2 GWAS on HCV infected individuals, T allele
carriers showed a significantly higher rate of chronic persistence
of the virus, whereas C allele carriers showed a higher incidence
of spontaneous virus clearance (17). In addition, the T allele was
assaciated with non-resp to antiviral therapy with pegylated
interferon ). {(IFN- X)) and ribavirin (18, 19) and also with
decreased IFNL3 mRNA levels (20). Interestingly, a reduced INF-
W response was also observed in patients with recurrent herpes
labialis caused by HSV-1 compared to seropositive controls
without recurrences (21).

The SNP 512979860 s localized on chromosome 19g13.2 in
a region containing the IFNL genes and was initially assigned to
the promotor region of IFNL3. In fact, it is also located in the first
intronic region of the IFNL4 (pseudo)gene. Transcription of this
gene depends on the dinucleotide variant rs368234815 located in
the first exon of IFNLS. While TT renders IFNL4 to a pseudog

FILY4 Asscdason Wih Vestbuse Naurits

in its kinetics, its earlier release during viral infections and
its ability to induce the expression of genes that negatively
regulate IFN response (28). Interestingly, it has been shown
that expression of IFNL4 mRNA per se was associated with
a reduced HCV d eand a p p to antiviral
therapy. Thus, a possible functional relationship between the
described polymorphisms and the associated phenotypes was
proposed (20, 22).

Since reactivation of a latent HSV-1 infection is discussed asa
cause for VN and severity and recurrence rates of herpes labialis
caused by HSV-1 infection are associated with 12979860, a
variation localized in the IFNL4 gene, an influence of this
variation on VN pathology could be hypothesized. Therefore,
a case-control study investigating the association of rs12979860
with VN was conducted.

MATERIALS AND METHODS
Study Population

Participants of European ancestry included in the study were
recruited from the Greater Munich area (Germany) and dinical
interviews were conducted at the German Center for Vertigo
and Balance disorders, the Department of Neurology (patients)
and the Institute for Psychiatry (controls), at the Ludwig-
Maximilians-University Munich from 1997 to 2016. Detailed
medical histories of the participants and their first-degree
relatives were assessed using a semi-structured interview.

Patients

The cohort of VN patients has already been described elsewhere
(14). In brief, 151 patients who met the diagnostic criteria for
unilateral VN (29) were included in the study. The diagnosis was
based on the patient’s medical history, the dinical examination
and, in ambiguous cases, further examinations such as MRI
and caloric testing. The key symptoms, all of which had to
last for at least 72h, were a history of acute/subacute onset
of sustained spinning vertigo, oscillopsia, gait imbalance and
nausea or vomiting. Horizontal-torsional peripheral vestibular
spontaneous nystagmus toward the unaffected ear, 2 pathological

the AG variant leads to a frameshift that generates an open
reading frame and enables protein expression (22). The AG allele
of rs368234815 and the T allele of rs12979860 are in slmt:g
linkage disequilibrium (LD) in European and Asian ancestries (
= 0.9, European, #* = L0, Asian) (22), but considerably less in
Alfrican populations (r? ~ 0.7) (23).

IFN- )3 (or type III IFNs) mediate antiviral, antibacterial
and antifungal effects, with the four previously known INF- &
ligands (IFN- A1-4) having different affinities to their receptor
(IFNLR), which is 2 heterodimer consisting of an a- (IL28RA)
and a b-subunit (IL10RB) showing a highly variable cell type
specific expression pattern [for review see (24)]. Similar to type
1 IFNs (IFN-« and B), IFN- )3 are able to inhibit replication
of several virus types, eg, HSV-1 (25), HSV-2 (26), and HCV
(27). However, IFN- %4 differs from the other type I IFNs
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head impulse test (HIT) toward the affected side, suppressed by
visual fixation, and postural imbalance with Rombery fall toward
the affected ear were required in the neurological examination. In
addition, caloric testing had to show a hypo- or unresponsiveness
of the affected horizontal canal with an >25% asymmetry
between both sides. A video HIT was performed in all patients
with a gain of the vestibulo-ocular reflex < 0.7 required on the
affected side. Patients with any evidence for other peripheral
and central vestibular or ocular motor disorders {see below)
were excluded. In addition, a history of acute hearing loss,
brainstem or cerebellar symp as well as clinical evidence
for a central ocular motor lesion, ie., skew-deviation, saccadic
smooth pursuit, gaze-evoked nystagmus, normal head-impulse
test led to exclusion from the study (30). Patients with recurrent
VN as well as with chronic hepatitis B, C or HIV infection were
not included.
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Healthy Controls
DNA samples from 1,775 unrelated healthy subjects of Emopan

FILY4 Asscdason Wih Vestbuse Naurits

compliance with the HWE In addition, the allele frequency of
the genotyped control group was compared with genetic datasets

ancestry were taken from the Ph ics and G
Sample (PAGES), which s comprised of ~3,000 controls, 1.000
schizophrenia patients and 300 individuals with other diagnoses.
The Structured Clinical Interview (SCID [ and SCID 1) and
the Family Assessment Module were performed on all healthy
volunteers (31-33). Individuals with a history of VN (self-
reported) as well as those, suffering from neurological or
psychiatric diseases or with first degree relatives with these
disorders were excluded.

Informed Consent

Informed consent was obtained from all participants, and the
study was approved by the Ethics Committee of the Ludwig-
Maximilians-University Munich and carried out in accordance
to the Declarations of Helsinki.

Genotyping
Genomic DNA was extracted from peripheral white blood

cells using the QlAamp DNA Maxi Kit (Qiagen, Hilden,
Germany), according to the manufacturer’s protocol, and
dissolved in nuclease free water. Using picogreen (Invitrogen,
Karlsruhe, Germany) the DNA concentration was measured and
subsequently adjusted to 50 ng/pl.

Genotyping of rs12979860 was performed uwsing the
MassARRAY platform (Sequenom, San Diego, CA) as described
previously (34) with minor adaptations. PCR primer and
extension primer were designed using the Assay Designer 4.0
software (Sequenom, San Diego, CA). 12.5 ng of genomic
DNA, 05mM dNTP (ABgene, Hamburg, Germany), 100aM
PCR primer (forward: ACGTTGGATGAGCGCGGAGTGCAA
TTCAAC, reverse: ACGTTGGATGTCGTGCCTGTCGTGTAC
TGA) (Metabion, Martinsried, Germany), 1.625 mM MgCla, and
0.5 U HotStar Tag-polymerase (Qiagen, Hilden, Germany) were
used to perform the initial PCR (initial denaturation at 95°C for
S min; 45 cycles with 205 at 95°C, 30s at 56°C, 1 min at 72°C;
final elongation 3min at 72°C). Following a shrimp alkaline
phosphatase treatment, the iPLEX reaction mix containing the
extension primer (TGCAATTCAACCCTGGTTC) (Metabs

of populations from Europe, provided by 1,000 Genomes Project
Phase 3 on Ensembl (35) and showed 2 similar distribution
(T-allele: 33.9% in the genotyped compared to 30.9% in the

European sample).

Statistical Analyses

Group differences in sex and age were calculated using exact
Fisher’s exact test and Wikoxon rank sum test. Deviations of
the genotype frequency from HWE in the patient, control and
combined samples were analyzed using Pearson’s chi-squared
test. After quality inspection, a logistic regression was calculated
using plink 1.7 (36, 37). Additive (additive effect of increasing
amounts of the minor allele), dominant (homozygous major
allele carriers vs. carriers of the minor allele) and recessive
genotype models (homozygous minor allele carriers vs. carriers of
the major allele) corrected for age and sex were used to check for
an association of rs12979860 genotypes with VN, An a posteriori
power calculation was performed using the software Quanto (38)
with the following parameters: unmatched case-control study
(1:11.75), minor allele frequency of 0.35 (total sample), additive
and dominant inheritance models, incidence rate of 0.0155% {as
no data on prevalence rates are available) and significance level
of p < 0.05.

RESULTS

In this study 151 patients with unilateral VN and 1,775 healthy
controls were included in the analysis. The mean age of patients
with VN (64 females, 42%) was 55.4 = 14.8 years and the mean
age of controls (910 females, 51%) was 55.1 = 13.4 years, sex
showing a slight statistical difference between groups (sex: p =
0.04, age: p = 0.91).

The T allele of rs12979860 located on chromosome 19g13.2
within the first intron of IFNL4, depicted the minor allele with
a frequency of 43.4% in cases and 33.9% in healthy controls
(Table 1). The control group and the combined sample were in
Hanly Wcmberg equxlxlmum (controls: x* = 0.05, p = 0.82 and

ple: x* = 0.88, p = 0.35), whereas the case group

Martinsried, Germany), was added. PCR reaction was carried
out with the following parameters: initial denaturation at 95°C
for 305, 40 cycles with 55 at 94°C and 5 cycles at 52°C for 55,
80°C for 55, final elongation at 72°C for 3 min. After desalling
the extension products, samples were spotted on SpecroCHIPs
Genll (Sequenom, San Diego, CA) and analyzed with the
MassARRAY MALDI-TOF mass spectrometer. Allele-specific
extension products and resulting genotypes were identified by

Typer 3.4 Software (Sequenom, San Diego, CA).

Quality Control

The following quality criteria were applied to confirm reliable
genotypes: compliance with the Hardy-Weinberg equilibrium
(HWE) per genotyping unit containing 376 samples, in the
control and combined sample (p > 0.05), sample callrate > 80%
and SNP callrate > 95%. Deviation from the HWE was accepted
for cases, if controls on the same genotyping unit were in
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showeda slight deviation (¢ * = 7.77, p = 0.005).

For association analyses in this case-control study, additive,
recessive and dominant logistic regression models corrected for
age and sex were calculated The results are summarized in
Table 2. The additive model revealed a significant association of
rs12979860 with VN (p = 923 x 107%, OR = 1.51, 95% Cl =
1.18-1.92), with the T allele being more prevalent in the VN
group compared to the control group. A significant result was
also found in the calculation of the dominant model (carriers of
the minor allele TT + CT vs homozygote carriers of the major
allele CC). This resulted in an OR of 2.15 (95% CI = 1.48-3.13)
for carriers of the T allele and compared to healthy controls, the
proportion of T allele carriers was higher in the VN group. Using
the recessive model, no significant association was found. Based
on the results of our study, a power calculation was performed,
which yielded a statistical power of 92.17% for the additive model
(OR = 1.51) and 98.60% for the dominant model (OR = 2.15).
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TABLE 1 | Akto and genotype beguencies of 1512678660

Allele
Sample Cn (%) Ta (%)
W 171 1566 131 439
Centos 26 6.3 1,204 (33.9)
Combined 2517 B5Y 1,335(34.7)
TABLE 2 | Logistio rogression analss
Model P-value
Addtve 923 x 107
Dominant 586 x 107"
Recussive 529 x 107"

CR, Dol o O contclance el SE. st smor

DISCUSSION

In this case-control study the genotype frequency of rs12979860
located in the first intron of the IFNLA4 gene on chromosome
19913.2 and its association with VN were analyzed and a
significantly higher frequency of the T-allele was detected in VN
patients compared to healthy subjects. Increased ORs (additive
model: OR = 1.51, dominant model: OR = 2.15) were obtained
in the calculation of both the additive and the dominant models.
However, the main limitation of the study is the small size of the
case sample, which could lead to the observed deviation from
the HWE, though the high MAF of the variation (34.7% in the
combined sample) is less prone to be influenced by individual
genotype changes than a low MAF variation, thereby arguing
in favor of an association effect. The underlying mechanisms
leading to the development of VN still need to be uncovered.
According to the virus hypothesis, viral pathology induced by
neurotropic viruses such as HSV-1 is thought to be the most
likely cause of VN (29). This hypothesis is supported by a recent
GWAS in VN, in which 3 loci were detected containing genes that
are also involved in viral processes (14). Furthermore, the results
obtained in this candidate gene study showing an increased
risk of VN for carriers of the rs129798607 allele support
the observation that this allele is associated with increased
clinical severity and recurrence rates of herpes labialis in a dose
dependent manner (16). In the same study, it was shown that the
replication of HSV-1 is inhibited by the induction of a type 1lI
IFN response. Interestingly, reduced 1FN-). levels were found in
patients with recurrent herpes labialis ¢ d to itive

FNLYE Asscaason Wih Vistbusr Nourits

Genotype
cCn %) CTa (%) TTa (%)
40 (26.4) 91 802 20032
eI CRE 800 45.1) 202(11.4)
813422 801 M6 222(11.5)
OR (85% €O SE
1.51 118182 Q.12
2.5 |1.48-3.13 Q.19
170715 025

Other studies demonstrated 2 protective effect of the
3129798601 allele, thereby representing conflicting results on
the allele effect, ey, in studies on the replication of the
cytomegalovirus in patients with solid-organ transplants and
allogenic stem cell transplants. The sample size in these studses,
however, was very small (42, 43).

Functional consequences of the specific alleles of rs12979860
are still under exploration. In addition to a potential role in the
promoter of the IFNL3 gene due to its position in the 5' region
of the gene, 1512979860 also shows a strong LD to rs368234815,
a dinucleotide insertion/deletion variant within the first exon of
IFLN4. Unlike the TT variant, which is subjected to degradation
by mRNA by nonsense mediated decay, the AG allele induces a
frameshift which enables expression of the INFLA gene (22). The
AG variant correlates perfectly with the T allele of rs12979860 in
Asians (# = 1.0) and is well correlated in Europeans (r = 0.9),
but only moderately in Africans (¥ ~ 0.7). Thus, the ability to
express IFN- A4, which is restricted to carriers of the AG variant,
might explain the strong association of rs12979860 with impaired
HCV clearance in Europeans, while Africans exhibit a higher
association with rs368234815 (22).

Though knowledge regarding the physiological function of
IFN- 24 is still sparse, significant differences to the other type
1 IFNs have been described. Compared to IFN- 23, IFN- a4
seems to act faster during acute antiviral response, but at the
same time induces the expression of genes that inhibit IFN
response. For example, the expression of USPIS, which is an
inhibitor of antiviral activity of IFN- ), was elevated in liver

T

controls without a history of recurrence in a study by (21).

The unfavorable effect of the r$12979860 T allele has been
further demonstrated by an association with virus persistence
(17) and a diminished response to antiviral therapy with
pegylated IFN-% and ribavirin in patients with HCV (19, 39).
Remarkably, a HCV treatment study conducted by Rallon et al.
(40) showed reduced IFN- A3 levels in T allele carriers, while
r512979860-C allele carriers were reported to have higher IFN-
3 plasma levels (41).

Frontiors In Neurclogy | www.fromersin.cng

of HCV patients who carried the AG allele and were
thus capable of producing IFN- a4 (28). In addition, IFN- ad
was shown to induce the expression of SOCSI, an inhibitor
of anti-HCV activity of [FNs. These results are supported by
the investigation of another SNP in the second exon of the
IENLA gene. Rs117648444 causes a substitution of an amino acid,
turning [FN- A4 into a protein variant with reduced activity,
named [FN- %.4-570. Compared with the fully active IFN- ).4-
P70 variant, humans encoding the impaired [FN- 34-570 variant
display better spontaneous HCV clearance rates and overall
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better treatment response rates (44). These findings suggest that
the presence, rather than absence of IFN- 7.4 could be the relevant
disadvantage in viral defense (45). This is supported by the fact
that the AG variant seems to be undergoing a negative selection,
since 95% of Africans, but only about 54% of Europeans and 13%
of Asians, carry at least one AG variant (23).

Besides the favorable effects of the CC genotype (rs12979860)
on HCV dearance rates, this genotype was also associated
with a higher rate of hepatic inflammation and fibrosis in
patients with chronic HCV infection and with 2 higher frequency
of pulmonary fibrosis in patients with systemic sclerosis,

panied by increased [FN- 13 activity (16, 47). A high IFN-
3 activity thus seems to be an advantage for virus elimination,
but also to mediate chronic inflammatory processes. The results
of this study may therefore suggest that VN is more likely to
be caused by a reactivation of HSV-1 than by inflammation in
response to the virus.

In summary, the underlying pathological mechanisms for
VN are not yet known, but a viral genesis is discussed, with
HSV-1 being the most likely candidate (29). In an earlier study,
an association of the rs12979860T allele with the severity of
recurrent herpes habialis was demonstrated (16), establishing a
link to HSV-1 infection. Since the T allele of rs12979860 and
the functional AG variant rs368234815 are in strong LD, the
expression of IFN- %4, which depends on the p of the
AG variant, could contribute to the differing antiviral responses
between [FN- 14 and other type 1[I [FNs. However, in addition
to the established impact of IFN- )4 on HCV-infection further
studies are needed to confirm whether an influence on HSV-1
infections also occurs. This would further strengthen the viral
hypothesis of the latent HSV-1 infection for VN. Although
the present study comprises a relatively small sample size and
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