Diagnostik humaner Perilymphe
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Material und Methoden

Bisher existieren nur in begrenztem
a Ausmald Mdoglichkeiten einer genauen
Diagnostik der Erkrankungen des
Innenohres, die zu einer Innenohr-
schwerhorigkeit fihren. Das Ziel dieses
Projekts ist, die humane Perilymphe
biochemisch zu analysieren, um ihre
Zusammensetzung per se zu unter-
suchen. Weiterhin sollen perilymph-
spezifische Protein-Biomarker identi-
fiziert werden, die mit Erkrankungen des
Innenohres korrelieren, um Ursachen
und Mechanismen unterschiedlicher
Innenohrerkrankungen diagnostizieren
zu konnen.
Humane Perilympheproben kdnnen
intraoperativ. bei  Operationen am
Innenohr entnommen werden (Abb. 1).
a Modifizierte Mikroglaskapillare
(Innendurchmesser 0,47 mm, skaliert
mit 1l Markern)
b: Im Rahmen einer Cochlea Implantat
(CI)-Operation  exponiertes  rundes
Fenster
c: Punktieren der Rundfenstermembran
(RFM) mit der Mikroglaskapillaren direkt
vor der Insertion der CI-Elektrode
d: Durch Kapillarkréfte schonend
angesaugte Perilymphe
e: Die Proteine der Perilymphe werden
durch Massenspektrometrie gekoppelt
mit Flussigkeitschromatographie (LC-
MS/MS, Shotgun proteomics)
identifiziert.
Der Proteingehalt der Proben wird Uber
,¥ den Protein dotMETRIC Assay (G-
Biosciences) bestimmt.
e H Parallel dazu wird die Raman-
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Spektroskopie (RS) eingesetzt, um die
Perilympheproben zunéchst ex vivo und
-— spater in vivo und nicht invasiv (Abb. 5)
untersuchen zu kénnen.

Abb. 1: Entnahmetechnik flr
humane Perilymphe

Ergebnisse

Bei 41 Patienten wurden wahrend CI- und Vestibularisschwannom
(VS)-Operationen mit translabyrintharem Zugang anhand der
beschriebenen Entnahmetechnik (Abb. 1) Perilympheproben entnom-
men und analysiert. Es konnten Probenvolumina von 1-12ul erzielt
werden, wobei das durchschnittliche Volumen der Proben 3pul betragt
(Abb. 2). Die durchschnittliche Proteinkonzentration der Perilymphe-
proben von ClI-Patienten betragt 2,2ug/pl und von VS-Patienten
4,6pg/ul (Abb. 3). Die erhdohte Proteinkonzentration der VS-
Perilymphe entspricht den Werten der Literatur [1].
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Abb. 2: Volumen der Perilympheproben, Abb. 3: Proteinkonzentration der
n=41 Perilympheproben,

PL CI: Perilymphe entnommen bei
Cl-Operationen, n=25
PL VS: Perilymphe entnommen bei
VS-Operationen, n=3
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Abb. 4: Krankheitsursachen fur
Schwerhérigkeit der Patienten, bei
CHARGE Syndrom denen Perilympheproben
entnommen wurden.

Auditorische Neuropathie

Es wurden pro Probe durchschnittlich 269 Proteine und insgesamt 911
unterschiedliche Proteine Uber die Max Quant Software in der
Perilymphe identifiziert. Erste Ergebnisse der RS belegen, dass
einzelne Peptide anhand ihres Spektrums differenzierbar sind und
auch die Charakterisierung von Proteingemischen aussichtsreich ist.

Diskussion

Die Auswertung der Daten aus der LC-MS/MS Analyse wird anhand
der Daten-Analyse-Software Max Quant und Perseus durchgefihrt,
die auch eine quantitative Auswertung der identifizierten Perilymphe-
Proteine und eine statistische Analyse der Proteinverteilung in
Patientengruppen ermdglicht. Daher werden die Perilympheproben
bzw. die Patienten nach folgenden Kriterien gruppiert:
1. anhand des Alters (0-18 oder >18Jahre) und des Operationstyps
(Cl oder VS)
2. anhand der praoperativ gemessenen audiometrischen Daten
Eine Korrelation der Proteindaten zu den Krankheitsursachen der
Patienten gestaltet sich momentan schwierig, da bei 72% der
bisherigen Patienten die Krankheitsursache unbekannt ist (Abb. 4).
Fur eine diesbezigliche Auswertung missen zuklnftig weitere
Perilympheproben von Patienten mit einer gesicherten Diagnose fir
die Schwerhdorigkeit analysiert werden.

Die etablierte Raman-spektro- S
skopische Methode soll zu-

kinftig in ein faseroptisches

System implementiert wer- Laser —_
den, um intraoperativ in vivo ——=2
Untersuchungen des Innen- Femensenal g ©
ohrs durch die RFM zu
ermaoglichen (Abb. 5).

Parallel dazu werden Unter- pemaats -\
suchungen an humanen RFM
aus Felsenbeinpraparationen
durchgefiihrt. Diese liefern
erste mikroskopische Aufnah-
men der RFM (Abb. 6) und 4%
erste  positive  Ergebnisse |
hinsichtlich  der optischen
Eigenschaften und zur Durch- . = S RN
lassigkeit der REMfUr Wellen- Abb. 6: Mikroskopische Aufnahme einer

Iz'i_ngen, die bei der RS zum pymanen REM, links: VergroRerung 4x,
Einsatz kommen. rechts: VergréRerung 40x

Ductus cochlearis

Abb. 5: Aufbau der faseroptischen nicht invasi-
ven Perilymphe-Diagnostik, modifiziert nach [2]
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Schlussfolgerung

Die identifizierten Perilymphe-Proteine missen anhand von Literatur-
und Datenbankrecherchen und in Bezug zu den Patientendaten (z.B.
Krankheitsursache, Alter, Genetik) weiterhin genau untersucht
werden, um diese Proteine hinsichtlich ihrer Bedeutung fir das
Innenohr detailliert zu charakterisieren.
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