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1 Einleitung

1.1 Einfuhrung - Aktuelle Entwicklung der Molekulargenetik

Die Molekulargenetik hat in den vergangenen Jahrzehnten eine nahezu beispiellose
Entwicklung genommen. Zu Recht wird das 20. Jahrhundert daher als ,Jahrhundert des
Gens“ bezeichnet." Um 1900 entdeckte man die Mendelschen Gesetze wieder. 1953
beschrieben James Watson und Francis Crick die Struktur des Erbgutes, der
Desoxyribonukleinsdure (DNA). 50 Jahre spater - im April 2003 wurde ein weiterer
Meilenstein mit der Vollendung des Humangenomprojektes erreicht. Es handelt sich dabei
um die Bestimmung der Abfolge der einzelnen Bausteine des Erbgutes und damit um die
Erstellung einer genetischen Karte des Menschen mit der hochsten Auflosung Uberhaupt.
Auch die Neuro- und Psychowissenschaften zeigen starke Prasenz im wissenschaftlichen
und offentlichen Diskurs, wobei die Verknitpfung der Ergebnisse aus Hirnforschung und

Genetik eine der aktuellen Herausforderungen darstellt.

Obwohl zwei nicht verwandte Menschen rund 99.9% ihrer DNA Sequenzen gemeinsam
haben, sind die verbleibenden 0.1% jene genetische Varianz, die von Bedeutung fur
individuelle Unterschiede im Krankheitsrisiko ist.

Bereiche der DNA-Sequenz, in denen Individuen sich in einer einzigen Base
unterscheiden, bezeichnet man als Einzelnukleotidpolymorphismus (Single Nucleotide
Polymorphism; SNP), die mdglichen Varianten, normalerweise zwei, als Allele. In
menschlichen Populationen finden sich etwa 10 Millionen SNPs, wobei dem selteneren
SNP-Allel definitionsgemaB eine Frequenz von mindestens 1% in wenigstens einer
Population zukommt. Derartige Varianten der DNA-Sequenz koénnen Einfluss auf die
Genfunktion und -expression haben. Mehrere miteinander assoziierte SNPs in einer

Chromosomenregion, die gemeinsam vererbt werden, werden als Haplotyp bezeichnet.
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Als Kopplungsungleichgewicht (Linkage Disequilibrium; LD) wird in der Populationsgenetik
die nicht zufallige Assoziation zweier Allele oder mehrer Loci, die nicht notwendigerweise
auf demselben Chromosom lokalisiert sind, beschrieben.

Genetisch (mit-) bedingte Krankheiten lassen sich generell in zwei Kategorien unterteilen:
Mendelnde (monogene) und komplexe Krankheiten. Wahrend mendelnde Krankheiten ein
dominantes oder rezessives, autosomales oder X-chromosomales Vererbungsmuster
zeigen, kann bei komplexen Krankheiten das Wiederholungsrisiko nur empirisch bestimmt
werden, da es sich um ein komplexes Zusammenspiel mehrerer Gene und verschiedenster
Umweltfaktoren handelt, wobei auch stochastische Ereignisse (Zufall) durchaus zu
berucksichtigen sind. Komplexe Krankheiten weisen eine hohe Pravalenz in der
Allgemeinbevolkerung auf und zeigen eine erhebliche Variabilitat im Auspragungsgrad der
Erkrankung. Des Weiteren finden sich bei komplexen Krankheiten betroffene Individuen

nicht selten sowohl in mitterlicher als auch in vaterlicher Abstammungslinie.?

1.2 Psychiatrische Genetik

»Vor allem muss man sich klar machen, daf diese alte
Wahrheit von keiner Seite bezweifelt wurde: man
streitet nicht tGber die Erblichkeit selber, sondern nur
Uber die Art und das Maf in welchem sie stattfindet.”
Sir Thomas Clouston,

Leiter der Edinburgher Nervenheilanstalt, 1908!

Vergleichsstudien monozygoter und dizygoter Zwillinge sowie Adoptionsstudien haben
zunachst im frGhen 20. Jahrhundert die Grundlage fur die Annahme einer genetischen
Komponente psychiatrischer Krankheiten gelegt, die dann in den 50er und 60er Jahren
durch grol3e epidemiologische Studien erweitert wurde.

Bemerkenswert ist, dass trotz der erfolgreichen Entschlisselung der Basensequenz des
menschlichen Genoms bis 2002 aullerhalb der HLA Genregion erst weniger als 10
Assoziationen zwischen SNPs und komplexen Krankheiten gefunden wurden.>* Dies hat
sich erst im Zuge der DurchfiUhrung groRer Studien geandert, bei denen zunachst
mindestens 100 000 SNPs/Proband getestet wurden. Bis Anfang 2009 konnten auf diese

Weise etwa 250 Loci postuliert werden, die aber langst nicht alle replizierbar waren.

! Clouston, T, , Die Gesundheitspflege des Geistes”, Ernst Reihnardt, Verlagsbuchhandlung Minchen 1908, S.58
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Derzeit liegt die Bedeutung dieser Untersuchungen aber weniger in dem (in der Regel sehr
geringen) pradiktiven Wert der gefundenen Assoziation sondern in einem besseren
Verstandnis der Pathogenese komplexer Krankheiten.® Offensichtlich ist, dass es
komplexe Vererbungsmuster sind, die bei der Auspragung von Charaktereigenschaften

und psychiatrischen Krankheiten eine Rolle spielen.
1.2.1 Grundlagen von Persdnlichkeitsmerkmalen und psychiatrischen Erkrankungen

Der Diagnose psychiatrischer Krankheiten liegt ein Internationales Klassifikationssystem in
zehnter  Edition  (International  Classification = of  Diseases; ICD-10) der
Weltgesundheitsorganisation (WHO), sowie das ,Diagnostic and Statisitical Manual of
Mental Disorders' der ,American Psychiatric Association’ in vierter Auflage (DSM-IV)
zugrunde, welches in der amerikanischen Psychiatrie verbindlich ist und sich auch in der
internationalen wissenschaftlichen Literatur weitgehend durchgesetzt hat. Da diese Arbeit
im US-amerikanischen Raum angefertigt worden ist, orientierte sich die Diagnosestellung
vorwiegend an den DSM-IV Leitlinien. Als Instrumentarien zur numerischen Einschatzung
von  Merkmalsauspragung  bzw.  Krankheitsschwere = wurden  standardisierte

Personlichkeitstests und die Hamilton Depressionsskala eingesetzt.

1.2.1.1 Neurotizismus - ein Angst-assoziiertes Personlichkeitsmerkmal

Der Begriff des Neurotizismus entstammt urspringlich der Personlichkeitspsychologie.
Zusammen mit den Merkmalen Extroversion, Offenheit flr Erfahrungen sowie
Vertraglichkeit und Gewissenhaftigkeit bildet er die sogenannten “Big Five®, die als die funf
Hauptdimensionen der menschlichen Persénlichkeit angesehen werden.® Basierend auf
diesem Funf-Faktoren-Modell (Five Factor Model; FFM) sind Personlichkeitstests wie der
NEO-PI, NEO-PI-R und NEO-FFI entwickelt worden.

Der 181 Fragebogenelemente beinhaltende NEO-PI (NEO-Personlichkeits-Inventar)
untersucht die funf Personlichkeitsmerkmale und gibt Werte fur die finf Domanen
Neurotizismus (N), Extroversion (E) Offenheit fur Erfahrungen (O), Vertraglichkeit (A von
agreeableness) und Gewissenhaftigkeit (C von conscientiousness) an. Die Werte der drei

NEO-Domanen werden durch Teilwerte von je sechs Facetten reprasentiert. Der NEO-PI-R
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stellt eine Uberarbeitete, 240 Fragen beinhaltende Testversion dar, die auch fur die
Domanen Vertraglichkeit und Gewissenhaftigkeit Facettenwerte errechnen lasst. Diese
Testversion zeichnet sich durch eine hohe Validitat, sowie interne Konsistenz und Retest
Reliabilitat aus.® Der NEO-FFI (NEO-Funf-Faktor-Inventar) stellt eine 60 Fragen
umfassende und somit kiirzere Testfassung dar, untersucht dieselben Variablen, erlaubt
aber wegen der geringeren Anzahl an Fragen keine Unterteilung der Domanen in Facetten.
Das Konstrukt des Neurotizismus spiegelt individuelle Unterschiede der emotionalen
Stabilitat wieder. Im Kern beschreibt die Dimension des Neurotizismus den Umgang mit
und die Verarbeitung von Emotionen, insbesondere von negativen Emotionen. Hohe
Neurotizismuswerte gehen dabei mit geringerer emotionaler Stabilitat einher und sind oft
assoziiert mit Angst, gedriickter Stimmung, Verletzlichkeit und Feindseligkeit.”
Neurotizismus gilt als quantitatives Merkmal, das starke Assoziationen zu Krankheiten des
depressiven Formenkreises zeigt.® Hohe Neurotizismuswerte gelten als Pradiktor fiir Major
Depression bei Patienten ohne familidre Haufung affektiver Stérungen.®

Neurotizismus ist ein Personlichkeitsmerkmal, das in der Verhaltensgenetik intensiv
untersucht worden ist. Ebenfalls als Angst-assoziiertes Personlichkeitsmerkmal gilt die
,Harm Avoidance’, die mittels der von Cloninger entwickelten Personlichkeitsfragebogen
des ,Temperament and Character Inventory’ (TCIl) und des ,Tridimensional Personality
Questionnaire' (TPQ) ermittelt werden.'®"" Fiir die beiden Persénlichkeitsmerkmale ist eine
Korrelation von 0.55 beschrieben.'? Zwillingsstudien haben ergeben, dass individuellen
Angst-assoziierten Persdnlichkeitsmerkmalen eine erbliche Komponente von 40 — 60%

zukommt.™

1.2.1.2 Affektive Stérungen

Die Major Depression (MDD) und die Bipolare Storung (BP) zahlen zu den affektiven
Storungen, die durch pathologische Veranderungen der Stimmungslage gekennzeichnet
sind. Die Lebenspravalenz fir Major Depression liegt bei ungefahr 10 - 15%, die der
selteneren Bipolaren Stérung bei etwa 0.8 — 2.6%.

Die Major Depression ist klinisch oft gekennzeichnet durch einen unipolaren
Symptomkomplex aus gedrickter Stimmung sowie Antriebs- und Interesselosigkeit. Die

Symptomatik ist oft vielschichtig und interindividuell unterschiedlich.
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Bei der Bipolaren Storung treten neben Episoden depressiver Verstimmung auch
manische Phasen auf. Diese sind oftmals gepragt durch eine gehobene Stimmung mit
gesteigertem Antrieb. Der Verlust normaler sozialer Hemmungen kann zu einem
leichtsinnigen, rlcksichtslosen oder in Bezug auf die Umstande unpassenden und
personlichkeitsfremden Verhalten filhren. Manische Episoden kénnen zudem mit
psychotischen Symptomen, meist Wahnvorstellungen oder Halluzinationen, einhergehen.
Bei Patienten mit affektiven Stérungen finden sich vielfach erhéhte Suizidraten.™ Die in der
klinischen Forschung Uberwiegend gebrauchte Skala zur Beurteilung der Schwere einer
Depression ist die Hamilton-Skala (Hamington rating scale for depression; HAM-D). Es
handelt sich um eine Fremdbeurteilungsskala, deren Ergebnis einen Zahlenwert angibt.
Ein Resultat von 15 bis 18 wird als milde bis mittelschwere Depression gewertet. Schwer
depressive Patienten erreichen Ublicherweise einen Wert von 25 oder mehr. "

Sullivan et al. beschreiben in einer im Jahre 2000 vorgenommenen Metaanalyse, dass sich
in Zwillings- und Familienstudien eine familidre Haufung von Major Depression zeigt.'® Das
Erkrankungsrisiko steigt mit zunehmendem Verwandtschaftsgrad an. Insgesamt schatzen
sie die Heritabilitat der Major Depression auf 31 - 42 %. Die Bipolare Storung besitzt eine
geschatzte Heritabilitat von 59 - 87% mit Konkordanzraten von 67% in monozygoten und

20% in dizygoten Zwillingen und Verwandten ersten Grades.""'®

1.2.1.3 Schizophrenie

Der Begriff Schizophrenie wurde im Jahre 1907 durch den Schweizer Psychiater Eugen
Bleuler gepragt. Bezogen auf die Gesamtbevolkerung besitzt die Schizophrenie eine
Auftretensfrequenz von 0.6 — 1%.%° Die schizophrenen Stdérungen sind im Allgemeinen
durch grundlegende und charakteristische Storungen von Denken und Wahrnehmung
sowie inadaquate oder verflachte Affekte gekennzeichnet. Die Bewusstseinsklarheit und
intellektuellen Fahigkeiten sind in der Regel nicht beeintrachtigt, obwohl sich im Laufe der
Zeit gewisse kognitive Defizite entwickeln kénnen. In der Atiologie der Schizophrenie wird
der Heritabilitat der Krankheit hohe Bedeutung beigemessen. Metaanalysen gehen von

einem Wert von bis zu 70 % aus. 2"%?
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1.2.1.4 Suchterkrankungen

Suchterkrankungen umfassen ein weites Spektrum von Krankheiten. Eine Gemeinsamkeit
besteht im Konsum psychotroper Substanzen, der zu einer Gesundheitsschadigung fuhrt.
Als Abhangigkeitssyndrom wird nach ICD 10 in diesem Zusammenhang eine Gruppe von
Verhaltens-, kognitiven und korperlichen Phanomenen, die sich nach wiederholtem
Substanzgebrauch entwickeln, definiert. Suchterkrankungen gehéren zu den
psychiatrischen Erkrankungen mit der hoéchsten erblichen Komponente. Grol3 angelegte
Kohortenstudien mit Zwillingen ergaben Schatzungen der Heritabilitat von 39 % fur
Halluzinogene, 64 % fiir Alkohol und 72 % fiir Kokain.?®

Gemein ist den verschiedenen psychiatrischen Erkrankungen die Beschreibung von
Dysregulationen im Metabolismus der Neurotransmitter Serotonin, Dopamin, sowie der
Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin. Nicht zuletzt aus dieser Beobachtung
resultiert, dass Kandidatengene flur psychiatrische Erkrankungen Rezeptoren, Transporter

und Enzyme codieren, die mit entsprechenden Neurotransmittern wechselwirken.

1.3 Bedeutung des serotonergen Systems in der psychiatrischen Genetik

1.3.1 Serotonin

NH,| Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) ist ein biogenes Amin,

welches Uber die Zwischenstufe des 5-Hydroxytryptophan
HO

\ ausgehend von der Aminosaure L-Tryptophan synthetisiert wird.
N 90% des Gehaltes an Serotonin finden sich beim Menschen in
H
R 1 den enterochromaffinen Zellen der Darmmukosa, die restlichen
lHaung 1:

Strukturformel Serotonin  10% verteilen sich auf Gehirn, Thrombozyten und Mastzellen.
Serotonin wirkt als peripherer und als zentraler Neurotransmitter.

Im Zentralen Nervensystem (ZNS) stellt Serotonin einen der Hauptneurotransmitter dar.

Die Somata der serotonergen Neurone finden sich in den beiden mesencephal gelegenen

Raphekernen, dem grof3eren Nucleus raphe dorsalis und dem etwas kleineren Nucleus
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raphe medianus. Von dort reichen die serotonergen Neurone in verschiedene
Hirnregionen. Die Fasern des Nucleus raphe dorsalis projizieren in erster Linie zum
Striatum, Frontalcortex, lateralem Septum, Amygdala und medialem Hippocampus. Die
Projektionen des Nucleus raphe medianus reichen zum Hypothalamus, medianem
Septum, sowie dorsalem und ventralem Hippocampus. Im ZNS wird Serotonin im Soma
der Nervenzelle synthetisiert und gelangt durch axonalen Transport in das Gebiet der
Prasynapse, wo es vesikular gespeichert wird. Wird Serotonin bei Erregung der Zelle in
den synaptischen Spalt freigesetzt, bindet es an unterschiedliche pra- und postsynaptisch
gelegene Rezeptoren. Zurzeit sind insgesamt 19 5-HT-Rezeptoren, klassifiziert in sieben
Familien, bekannt. Durch die Stimulation prasynaptischer 5-HT-1a-Rezeptoren gelangt
Serotonin durch den selektiven Transporter 5-HTT, auf den im Folgenden eingegangen

wird, zuriick in das Neuron.?*
1.3.2 Der humane Serotonintransporter (SLC6A4, 5-HTT)

SLC6A4 (solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, serotonin), member 4) ist
das Gen des humanen Serotonintransporters, zugehorig zu der Familie der
Monoamintransporter. Neben dem offiziellen Namen SLC6A4 finden sich in der Literatur
weitere Bezeichnungen, von denen 5-HTT, HTT (von 5-Hydroxytryptamintransporter) und
SERT (von Serotonintransporter) die prominentesten sind.

SLC6A4 kartiert im menschlichen Genom auf dem langen Arm von Chromosom 17, an der
Stelle 17q11.1-q12. Es besteht aus 14 Exons, die etwa 35 Kilobasen (kb) umfassen.?%?°
Der Promoter weist eine TATA-Box auf und mehrere potentielle Bindungsstellen flr
Transkriptionsfaktoren.?

Das 5-HTT Gen codiert ein integrales, prasynaptisch gelegenes 12-Membranprotein (vgl.
Abb. 2), das fur den Rucktransport des Neurotransmitters Serotonin aus dem synaptischen
Spalt in das prasynaptische Neuron verantwortlich ist. Die Wirkung des Serotonins wird
damit beendet und eine natriumabhangige Wiederverwertung des Serotonins als

Neurotransmitter eingeleitet.
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Abbildung 2: 5-HTT - Schematische Darstellung des humanen Serotonintransporters
Serotonintransporterprotein mit 12 Transmembransegmenten (TMs) (nach Murphy und Lesch, 2007)

Der Serotonintransporter wird exprimiert in Membranen von Neuronen, aber auch in
Thrombozyten sowie Plazenta- und Lungengewebe.?’

In der Behandlung psychiatrischer Erkrankungen ist der Serotonintransporter von
entscheidender Bedeutung, da serotonerge Antidepressiva hier wirksam sind. Zudem ist er
als Angriffspunkt verschiedener psychomotorischer Stimulantien bekannt.

Kartierung und ldentifizierung des humanen Serotonintransporters durch Ramaamoorthy et
al. 1993 haben zur Identifizierung einer Anzahl polymorpher Regionen innerhalb des Gens
gefuhrt, die zum Teil Wirkung auf die Genexpression und die Aktivitat des
Serotonintransporters haben.?’

1.3.2.1 5-HTTLPR (Serotonin Transporter Linked Polymorphic Region)

1.3.2.1.1 Bedeutung von 5-HTTLPR

5-HTTLPR ist ein Insertions/Deletions — Poymorphismus, der in der Promoterregion von 5-
HTT lokalisiert ist und aus einer GC-reichen imperfekten Wiederholungssequenz von 20-23
Basenpaaren besteht. Durch die Insertions/Deletion (In/Del) kommt es zur Entstehung
eines kurzeren S-Allels, bestehend aus 14 Wiederholungen und eines langeren L-Allels mit
16 Wiederholungen (vgl. Abb. 3).%
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Abbildung 3: Humanes Serotonintransportergen (nach Heils et al. 1997)
A) Organisation des Gens und der 5 -regulatorischen Promoterregion
B) 5-HTT-Promoterregion, definiert durch TATA-Motiv, potentielle Bindungsstelle von
Trankskriptionsfaktoren, wie SP1, AP1, AP2
C) Insertions-Deletions-Polymorphismus 5-HTTLPR — Darstellung von S- und L-Allel

In vitro Studien haben gezeigt, dass das kurze S- und das lange L-HTTLPR-Allel die
Promoteraktivitat und somit auch die 5-HTT-Genexpression unterschiedlich beeinflussen.
Der Effekt der 5-HTTLPR-Langenvariabilitdt auf die Serotonintransporterfunktion wurde
bestimmt durch Untersuchen des Verhaltnisses zwischen 5-HTTLPR-Genotyp, 5-HTT-
Transkription und 5-HT-Aufnahmeaktivitdt in humanen lymphoblastoiden Zelllinien.
Homozygote Zellen flr das L-Allel zeigten hdhere mRNA-Raten als Zellen mit einem oder
zwei der kiirzeren S-Allele.?® Zudem erwies sich die Rate der spezifischen 5-HT-Aufnahme
mehr als doppelt so hoch in Zellen, die homozygot fur das L-Allel, als in Zellen, die homo-
oder heteroyzgot fiir das S-Allel von 5-HTTLPR waren.? Eine Studie zu mRNA-
Konzentrationen in den Raphekernen in menschlichem post mortem Hirngewebe
berichtete hohere mRNA-Konzentrationen bei Probanden mit LL-Genotyp als bei Tragern
von einem oder zwei S-Allelen.?® Eine in vivo Bildgebungsstudie des menschlichen
Mittelhirns  bestéatigte, die Assoziation des S-Allels mit geringeren 5-HTT-
Expressionsraten.®

Eine Reihe von Publikationen beschreibt jedoch, dass keine Korrelation zwischen 5-

31,32,33

HTTLPR-Allelen und 5-HTT-Expressionsraten gefunden wurde.
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1.3.2.1.2 Allelfrequenzen in Populationen unterschiedlicher Ethnizitat

Die 5-HTTLPR Allelfrequenzen unterscheiden sich in verschiedenen ethnischen Gruppen.
In Populationen mit europaischem Hintergrund liegt die Allelfrequenz fur das L-Allel bei
ungefahr 0.6 gegenuber 0.4 fur das S-Allel. Populationen afrikanischen Ursprungs zeigen
eine hohere Frequenz des L-Allels mit mehr als 0.7. Bei Asiaten ist dagegen eine deutlich
hohere Auftretenswahrscheinlichkeit des S-Allels mit 0.8 gegenuber dem L-Allel mit etwa
0.2 zu finden.*

Zusatzlich zu den bekannten S- und L- Allelen wurden weitere, selten auftretende Formen
gefunden. Beschrieben sind unter anderen Allelformen mit 18- und 20 Wiederholungen, die
in der Literatur als VL und XL bezeichnet werden. Der Groliteil dieser seltenen Allelformen
lie3 sich bisher nur bei Asiaten und Afrikanern bzw. Afroamerikanern nachweisen, nicht
jedoch bei Europaern. Bei Afrikanern wird das Auftreten des XL-Allels als nicht untypisch
beschrieben; angenommen wird eine Frequenz von etwa 0.06. Der Einfluss der seltenen

Allele auf die 5-HTT-Expression und Funktion sind bisher kaum untersucht. 3*3°

1.3.2.1.3 5-HTTLPR und Persdnlichkeitsmerkmale / psychiatrische Erkrankungen

Wiederholt wurde auf eine Assoziation zwischen 5-HTTLPR und Angst-assoziierten
Personlichkeitsmerkmalen untersucht. Ein Blick in die Literatur zeigt inkonsistente
Ergebnisse: In der Ursprungspublikation berichteten Lesch et al. 1996, dass Individuen mit
einer oder zwei Kopien des S-Allels hohere NEO-Neurotizismuswerte aufwiesen als
Individuen, homozygot fur das L-Allel. Sie postulierten, dass unter der Annahme einer 40 —
60%igen Heritabilitdt fur Angst-assoziierte-Personlichkeitsmerkmale, der 5-HTTLPR-
Genotyp fur 3 — 4% der totalen Varianz und 7 — 9% der genetischen Varianz dieser
Personlichkeitsmerkmale  verantwortlich sei.?® Zahlreiche Studien sind seitdem
unternommen worden, mit der Intention diese Ergebnisse zu replizieren, jedoch mit
unterschiedlichem Ergebnis.**3"® Zwei Metaanalysen, je 26 Studien einschlieRend, die
den Zusammenhang von 5-HTTLPR und Angst-assoziierten Personlichkeitsmerkmalen
untersuchten, betonten die Notwendigkeit, die Angst-assoziierten Personlichkeitsmerkmale
klar zu differenzieren.®*“° In der Analyse der Studien, die die Assoziation des NEO-
Neurotizismus mit 5-HTTLPR Uberpriften, zeigte sich in der Metaanalyse von Sen et al.

ein hochsignifikantes Ergebnis (p = 0.000016). Die Analyse der Studien, die ,Harm
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Avoidance’ nach TCI/TQP untersuchten, ergab bei ihnen eine statistisch nicht signifikante
Assoziation (p = 0.166) und keine Assoziation fanden sie in der Analyse der Studien, die
andere Angst-assoziierte Personlichkeitsmerkmale untersucht hatten (p = 0.944). Sie
folgerten, Grunde der inkonsistenten Ergebnisse der Studien, die die Assoziation des S-
Allels von 5-HTTLPR und Angst-assoziierten Personlichkeitsmerkmale untersuchten, seien
zum Teil einer zu geringen StichprobengroRe sowie der Nutzung unterschiedlicher
Personlichkeitsinventare geschuldet.*®* Eine 2005 von Munafd et al. vorgenommene
Metaanalyse von 24 Studien kam zu einem gegenteiligen Ergebnis. Sie fanden eine
statistische signifikante Assoziation zwischen Cloninger’s ,Harm Avoidance’ (p = 0.0024)
und 5-HTTLPR und keine zwischen Costa und McCrae’s NEO-Neurotizismus und 5-
HTTLPR (p = 0.9109).*" In einer 2009 publizierten Metaanalyse unter Einschluss neuer
Daten gelangten Munafd et al. zu einem anderen Schluss. Sie fanden in dieser Analyse
keinen Hinweis auf eine Assoziation zwischen ,Harm Avoidance' und 5-HTTLPR (p = 0.37),
jedoch konkordant zu den Metaanalysen von Sen et al. und Schinka et al. einen statistisch
signifikanten Zusammenhang zwischen NEO-Neurotizismus und 5-HTTLPR (p < 0.001).*?

Eine funktionale Rolle des S-Allels von 5-HTTLPR in der Atiologie von affektiven
Storungen wurde 1996 von Collier et al. beschrieben. Sie berichteten Uber hohere
Frequenzen des geringer transkribierten Allels bei Patienten mit uni- oder bipolarer Stérung
aus drei europaischen Zentren.** Caspi et al. verdffentlichten 2003 einen Bericht (iber eine
Langsschnittstudie mit 847 Individuen, die im Alter zwischen 3 und 26 Jahren untersucht
wurden. Sie fanden, dass Individuen mit einem oder zwei S-Allelen eine hohere
Vulnerabilitdt bezlglich der Entwicklung einer Major Depression nach kritischen
Lebensereignissen (stressful life events) zeigten als Individuen, die homozygot fur das L-
Allel waren. Die kritischen Lebensereignisse bezogen sich in der Studie auf Stressoren,
ausgelost durch Beruf, Finanzen, Lebenssituation, Gesundheit, sowie
zwischenmenschliche Beziehungen. Weiterhin wurde nur bei Individuen mit S-Allel (nicht
solchen mit LL-Genotyp) eine positive Assoziation zwischen einer Misshandlung in der
Kindheit und der Entwicklung einer Major Depression im Erwachsenenalter gefunden. Der
5-HTTLPR-Genotyp allein war in dieser Studie nicht ausreichend, um eine Prognose
hinsichtlich der Entwicklung einer Major Depression zu treffen. Die Ergebnisse gelten somit

als prototypisches Beispiel einer Gen x Umwelt—Interaktion.** Vielfaltige Diskussionen I6ste
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die im Juni 2009 im Journal of the American Medical Association (JAMA) erschienene
Metaanalyse von Risch et al. aus. Die Autoren, die Daten von 14 zwischen 2003 und 2009
publizierten Studien auswerteten, konnten die Ergebnisse Caspis nicht replizieren.*’

Auch mit Alkoholabhangigkeit wurde das S-Allel von 5-HTTLPR in Verbindung gebracht.
Eine 2005 veroffentlichte Metanalyse, die 17 Studien einschloss, beschrieb, dass der 5-
HTTLPR Genotyp signifikant, wenn auch nur mit geringem pradiktiven Wert auf eine
Alkoholabhangigkeit hinweist. Die starkste Assoziation wurde bei Individuen mit frihem
Beginn (early onset) und bei Komorbiditat mit psychiatrischen Krankheiten gefunden.*®
Kaufman et al. beschrieben 2007, insbesondere friiher Alkoholkonsum, der als potenter
Hinweis auf spatere Abhangigkeit gilt, sei mit dem Vorhandensein des S-Allels assoziiert.
Verstarkt fand sich dieser Effekt bei misshandelten Kindern.*’

Einige psychiatrische Krankheiten, vor allem Zwangsstorungen, werden mit dem starker
exprimierenden 5-HTTLPR L-Allel assoziiert. 434°

Auch der Einfluss des 5-HTTLPR-Genotpys auf Erkrankungen aus dem schizophrenen
Formenkreis ist mehrfach untersucht worden. In der Mehrzahl der Studien fand sich jedoch

keine Assoziation.?°

1.3.2.2 rs25531 — Funktionaler A—G SNP

Hu et al. beschrieben 2006 einen A—G SNP, den sie im sechsten Nukleotid der ersten der
beiden 20-23 bp Wiederholungssequenzen der Insertion des L-Allels von 5-HTTLPR
lokalisierten. Sie berichteten, der SNP fordere eine Neubetrachtung von 5-HTTLPR nicht
wie bisher als biallelen (L versus S), sondern als triallelen Locus mit den Allelen La, Lg und
S. lhren Untersuchungen zufolge besitzt das Lg—Allel eine potentielle Bindungsstelle fur
den Transkriptionsfaktor AP-2, welcher in die Regulation mehrerer Gene des
monoaminergen Systems einbezogen ist. Bei 5-HTTLPR wurde die Wirkung von AP-2 als
expressionsmindernd beschrieben. Die Quantifizierung der 5-HTT-Expression haben Hu et
al. in 62 lymphoblastoiden Zelllinien mittels Real-Time PCR vorgenommen. Die Zelllinien
stammten von 30 mannlichen und 32 weiblichen Finnen mit psychiatrischen Diagnosen,
etwa Alkoholismus, Major Depression und Angststdérungen. |hren Ergebnissen zufolge
kamen dem Lg-Allel ahnlich niedrige 5-HTT-mRNA-Expressionsraten zu wie dem

bekanntermaBen geringer exprimierten S-Allel*® (vgl. Abb.4).
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Abbildung 4: Trialleler Locus 5-HTTLPR - 5-HTT-Expression: Darstellung des expres-

sionsmindernden Effektes des G-Allels des SNPs rs25531 auf die 5-HTT-spezifische mMRNA-Expression

in Lymphoblastoidzelllinien nach trialleler Genotypisierung des Locus 5-HTTLPR ( La versus Lg versus
Sa) (nach Hu et al., 2006)

Wendland et al. verdffentlichten wenig spater einen Bericht, in welchem sie beschrieben,
bei dem von Hu geschilderten SNP handle es sich um den bereits zuvor als funktional
beschriebenen SNP rs25531.%° Diesen hatten Kraft et al. 2005 direkt ,upstram‘ von 5-
HTTLPR in einer AP-2 Bindungsregion lokalisiert und das seltenere G-Allel des SNPs mit
geringeren Erfolgsraten in der Behandlung von Patienten mit Major Depression in
Verbindung gebracht.®' Wendland und Mitarbeiter berichteten, die unterschiedliche
Lokalisation dieses A—G SNPs durch Hu und Kraft beruhe auf einer verschiedenartigen
Definition der Grenzen der repetitiven Elemente des In/Dels von 5-HTTLPR durch die
beiden Arbeitsgruppen (vgl. Abb. 5). Wendland und Mitarbeiter schlossen sich in ihrem
Bericht der Definition von Kraft und somit der Lokalisation des SNPs ,upstream’ von 5-
HTTLPR an. Die Literatur geht bei Kaukasiern von Allelfrequenzen von 0.5 fur La, 0.065 fur
Lg, 0.43 fur Spund 0.0025 fur das seltene Sg Allel aus.

*

[ ]
16=1 TICACCCCTCCLCELANCCCOCE TECACCCCCACCATCCOCCC TECACLCCCCOCACCATCTCCCE TECACCCCCACCATCCICCE TECACCCCTTICCACCATCCECC TECACCTCTCCCAGEATCTCCE
16-D TICACCCCTCCOCELATCCCOCE TECACCCOOCLCATCCOOCC TECACCCCCCOCACCATCTCCCE TCCACCCLCABCATCC COL :cu:cc:lrr:u:u:cc::: TECACCTCTCCCACRATCTOCC
| |
rs25531 A

Abbildung 5: Grenzen der Insertion/Deletion von 5-HTTLPR und Lokalisation von rs25531
* Begrenzung nach Hu et al. 2006; ** Begrenzung nach Kraft et al. 2005 (nach Wendland et al., 2006)
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1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Personlichkeitsmerkmale und psychiatrische Erkrankungen sind von komplexer Natur.
Dass Erbanlagen in ihrer Atiogenese eine Rolle spielen, ist seit dem friihen 20.
Jahrhundert hinlanglich bekannt. Die ldentifizierung von Kandidatengenen hat sich in der
Vergangenheit jedoch als schwierig erwiesen. Der Insertions/Deletionspolymorphismus 5-
HTTLPR, lokalisiert in der Promoterregion des Serotonintransportergens 5-HTT, ist auf
einen Zusammenhang zu Neurotizismus und psychiatrischen Krankheiten wie Major
Depression und Alkoholismus mehrfach untersucht worden. Neuere Erkenntnisse
postulierten  jedoch, dass angesichts der Identifizierung eines funktionalen
Einzelnukleotidpolymorphismus (rs25531) eine Revalidierung der bisherigen Ergebnisse

vorgenommen werden solle.*

Die vorliegende Arbeit hat zunachst das Ziel, den A—G SNP rs25531 und seinen Einfluss
auf die funktionale Bedeutung des Insertions/Deletionspolymorphismus 5-HTTLPR zu
charakterisieren.

In einem ersten Schritt soll die korrekte Lokalisation des SNPs rs25531 bestimmt werden,
da rs25531 durch verschiedene Arbeitsgruppen unterschiedlich lokalisiert wurde. Hu und
Mitarbeiter beschrieben den SNP im Insertionsbereich des L-Allels von 5-HTTLPR,
wahrend Kraft und Wendland von einer Lage direkt ,upstream’ der In/Del-Region
ausgingen.

Es ist bekannt, dass sich die Allelfrequenzen von 5-HTTLPR und rs25531 in
verschiedenen Populationen und Ethnien unterscheiden. In einem zweiten Schritt soll in
dieser Arbeit daher eine Frequenzanalyse sowie eine Untersuchung des
Kopplungsungleichgewichtes bei kaukasischen Studienprobanden, zur weiteren
Charakterisierung des Locus, durchgefuhrt werden.

Hu et al. berichteten 2006, dass das G-Allel des SNPs rs25531 bei Tragern des 5-HTTLPR
-L-Allels eine Bindungsstelle fir den Transkriptionsfaktor AP-2 generiere. Resultierend
zeige das Lg-Allel ahnlich niedrige Expressionsraten wie das in der Literatur als geringer
exprimierend beschriebene S-Allel. Daher soll im Rahmen dieser Arbeit in einem dritten

Schritt gepruft werden, ob die Genotypisierung von rs25531 und eine gemeinsame Analyse
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von S- und Lg-Allel die Assoziation des Genotyps zu Neurotizismus und affektiven
Erkrankungen im Vergleich zur alleinigen Betrachtung des 5-HTTLPR-Genotyps starkt.
Gepruft werden soll zudem, ob die von Caspi beschriebene Gen x Umwelt-Interaktion fur
Major Depression im Zusammenhang mit der Erfahrung stressvoller Lebensereignisse
durch den 5-HTTLPR-Genotyp tatsachlich beeinflusst wird und die Assoziation durch
Genotypisierung von rs25531 gestarkt wird.

Neben der Uberprifung der Assoziation des Genotyps zu Neurotizismus und
psychiatrischen Erkrankungen besteht ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit in einer
Expressionsanalyse des Serotonintransporters 5-HTT in humanen post mortem
Hirnregionen. Es ist wiederholt beschrieben worden, dass sich bei Tragern des S-Allels
von 5-HTTLPR eine geringere 5-HTT-Expression gegenitber Tragern des L-Allels findet.
Der Groldteil der Expressionsanalysen ist an Lymphoblastoidzelllinien durchgefiihrt
worden. Nur wenige Studien beschaftigten sich bisher mit den 5-HTT-Expressionsniveaus
in humanem Hirngewebe. In dieser Arbeit wird mittels Microarray-Expressionsdaten der
Einfluss des 5-HTTLPR-Genotyps auf die 5-HTT-Expression untersucht. Analysen wurden
sowohl in Lymphblastoidzelllinien als auch insbesondere in den fur den
Serotoninmetabolismus bedeutsamen mesencephalen Regionen des Nucleus raphe

dorsalis und Nucleus raphe medianus durchgeflhrt.

Auf der Grundlage der Ergebnisse dieser Arbeit soll eine Beurteilung der funktionalen
Wirkung des SNPs rs25531 im Rahmen der Genotypisierung von 5-HTTLPR ermdglicht
werden. In diesem Zusammenhang soll dokumentiert werden, wie der Locus 5-HTTLPR in
zukUnftigen Assoziationsanalysen mit bestmoglicher Validitat genotypisiert werden kann.

Durch die Uberpriifung der genetische Assoziation des tri-/quatroallelen Polymorphismus
5-HTTLPR zu depressionsrelevanten Phanotypen soll eine Evaluierung des beschriebenen
Zusammenhangs zu Neurotizismus und der von Caspi formulierten Gen x Umwelt-
Interaktion erfolgen.** Ferner soll eine Aussage Uber die Bedeutung der 5-HTTLPR-Allele
auf die Expression des Serotonintransporters 5-HTT in den flir den Serotoninmetabolismus
relevanten Hirnregionen des Nucleus raphe dorsalis und Nucleus raphe medianus

getroffen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Substanz

Hersteller

Agarose

Invitrogen, AGTC Bioproducts

Betaine free base anyhydrous

MP Biomedicals, Inc.

BSA (Bovine Serum Albumin)

New England BioLabs

DMSO (Dimethylsulfoxid)

SIGMA

DNA Ladder, 100 bp

New England BioLabs

DTT(Dithiothreitol) (1M)

Molecular Staging

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)

Ambion

Ethanol (100%)

Fisher Scientific

Ethidiumbromid (10mg/ml)

SIGMA,Fisher Scientific

Gel Loading Dye Blue (6x)

New England BiolLabs

Glacial Acetic Acid

Fisher Scientific

Magnesiumchlorid (25mM, 50mM)

Invitrogen, Roche

2-Mercaptoethanol

Fisher Scientific

NEB 1 New England BioLabs
dNTP Set (100mM) Invitrogen

(NH4)2S04 (Ammoniumsulfat) Fisher Scientific
Orange G SIGMA

Tris Base SIGMA

2.1.2 Puffer und Lésungen

Puffer/Lésung/ Dye Bestandteile Konzentration

NEBuffer 1 (1x) Bis-Tris Propan — HCI 10 mM
MgCl; 10 mM
DTT 1mM

SCB - Puffer (NH4)2.504 167 mM
Tris pH 8.8 670 mM
MgCl; 20 mM
2-Mercaptoethanol 100 mM
BSA 10mg/ml

TAE-Puffer (50x) 4L Tris Base Clacial 968 g
Acectic Acid 228.4 ml
0.5M EDTA pH 8.0 400 ml
H,O, dist.
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Orange Dye (6x) Orange G 100 mg
Ficoll 29
TAE (1x) 10 ml

2.1.3 Kits

Bezeichnung Hersteller

DNA Purification Protocol For 3 ml | Puregene

Whole Blood

DNA  Purification  Protocol From | DNAgenotek

Oragene

DNA Purification Kits From 10-20 mg | Puregene

Solid Tissue

MinElute PCR Purification Kit Qiagen

2.1.4 Enzyme

Enzym Aktivitat Hersteller
Endonuclease Hpall 10.000 U/ul, New England
50.000 U/l BioLabs

Endonuclease Mspl 10.000 U/ul New England
BioLabs

DNA-Polymerase | Tag-Polymerase 1-5 U/ pl University of
Michigan

Exonuclease Exonucleasel 20.000 U/mi New England
BioLabs

Phosphatase Phosphatase 1 U/l Roche

alkaline, shrimp

2.1.5 Primer

Zielregion Name Sequenz

5-HTTLPR | HTT-F 5-TCC TCC GCT TTG GCG CCT CTT CC-3’

HTT-R 5-TGG GGG TTG CAG GGG AGATCC TG-3

2.1.6 Microarrays

Chip Hersteller
Plus 2 Expression Chip Affymetrix
Human Ref-8.v.20 Expression Bead | lllumina

Chip
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2.1.7 Sonstige Materialien

Artikel Hersteller

BioDot Microplate Sealing Tape DOT Scientific, Inc.
Filter Standardtips 10pl, 20 ul, 200 ul, | Eppendorf

1000 pl

Micro Amp™  Optical  384-Well | Applied Biosystems

Reaction Plate with Barcode

Micro Amp"" Optical Adhesive Film

Applied Biosystems

Nonfilter Standardtips 10ul, 20 ul, 200
pl, 1000 pl

Eppendorf

Non Skirted 96 Well PCR Plate

DOT Scientific, Inc.

Parafilm

American National Can

Repeater Plus Pipette

Eppendorf

Standardpipetten

Eppedorf, Oxford Labware

Titer-Tops Film for Sealing Microplates

Diversified Biotech

2.1.8 Geréte

Gerat Hersteller

ABI PRISM  7900HT SDS - | Applied Biosystems
Thermocycler

Biomek 3000 Laboratory Automatic
Workstation

Beckman Coulter

Heizblock

Torrey Pines Scientific

Hot Shaker

Sciera

PTC 200 PCR — Thermocycler

MJ Research

Spectrophometer ND-1000

Nano Drop

Stromversorgungsgerat fur die
Elektrophoresekammer

Fisher Scientific

Laborwaage Sartorius
Mikrozentrifuge 5415C Eppendorf
NanoDrop Thermo Scientific
Mikrozentrifuge mit Kihlfunktion 5417R | Eppendorf
Ultrazentrifuge 5804 Eppendorf

UV Transilluminator

Nucleo Vision

Vortex-Gerat

Fisher Scientific
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2.2 Methoden

2.2.1 Studiendesign

Im Rahmen dieser Arbeit wurden DNA-Proben mehrerer Studien untersucht, an denen die
Arbeitsgruppe von Frau Prof. Margit Burmeister der University of Michigan, in welcher der

experimentelle Teil dieser Arbeit entstanden ist, beteiligt ist.

2.2.1.1 Michigan Longitudinal Studie (MLS)
Bei der Michigan Longitudinal Studie handelt es sich um eine Kohortenstudie, die Familien
einschliel3t, deren G1-Generation (Elterngeneration) sich durch hohe Raten an
Genussmittelkonsum auszeichnet. Uber einen Zeitraum von mehr als 20 Jahren ist der
Gebrauch bzw. Missbrauch von Alkohol, Nikotin und Cannabis untersucht worden.

Die Kerngruppe der Studie, rekrutiert Mitte bis Ende der 1980er Jahre, ist in den
vergangenen Jahren kontinuierlich untersucht worden.
dem Ziel

Die Studie wurde etabliert,

alkoholabhangiger Eltern, initial im Vorschulalter, im Vergleich mit zwei Kontrollgruppen im

ursprunglich  mit eine Gruppe Kinder
Zeitverlauf zu beobachten. Im Bestreben einer detaillierten Charakterisierung von Gen-
und Umwelt-Interaktionen auf Suchtverhalten, wurde als Einschlusskriterium in die Studie
die Partizipation beider biologischen Elternteile festgesetzt. Im Rahmen der Studie wurden
die Kinder wie auch die Eltern in den acht Phasen t1-8 in Dreijahresintervallen
weiterverfolgt (vgl. Tab. 1). Kinder im Alter zwischen 11 und 17 Jahren sind jeweils in
jahrlichem Abstand untersucht worden. In den vergangenen Jahren sind weitere Familien

rekrutiert worden.

Tabelle 1: Acht Phasen der Michigan Longitudinal Studie
Mittleres Alter der Parentalgeneration (G1) sowie der ersten Filialgeneration (G2)

Altersangabe |t1 t2 t3 t4 t5 t6 t7 t8

in Jahren

G1 - Eltern 324 35.4 38.4 41.3 44.3 47.4 50.3 53.2
+52 +52 +53 +54 +53 +53 +53 +53

G2 - Kinder 3-5 6-8 9-11 12-14 15-17 18-20 21-23 24-26
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Die Untersuchungsgruppe samt Familien wurde durch Ermittlung betrunkener mannlicher
Autofahrer der G1-Generation gewonnen. Hohe Blut-Alkoholwerte wurden als starker
Hinweis auf einen Alkoholmissbrauch gewertet. Die beiden Kontrollgruppen wurden jeweils
in derselben Nachbarschaft rekrutiert, um einen einheitlichen (im Vergleich zur
Allgemeinpopulation niedrigeren), soziobkonomischen Status von Untersuchungs- und
Kontrollgruppen zu gewahrleisten. Alle Studienteilnehmer entstammen einem vier Bezirke
umfassenden Gebiet (1990 Bevolkerung 502 000), welches die Hauptstadt Lansing des US
Bundesstaates Michigan im mittleren Westen der USA umgibt. Bei den ersten
Kontrollprobanden wurde sichergestellt, dass bei keinem der beteiligten Elternteile eine
Feighner Diagnose bezuglich eines wahrscheinlichen oder definitiven Alkoholismus oder
Drogenmissbrauchs vorlag. Eine zweite Kontrollgruppe umfasste Familien mit
Alkoholismus, jedoch ohne Falle von Trunkenheit am Steuer. Die Feighner Diagnose
wurde als Auswabhlkriterium herangezogen, weil sie Mitte der 1980er Jahre, zu Beginn der
Longitudinal Studie, Diagnosekriterium der Wahl war.°> Bei der Rekrutierung weiterer
Studienteilnehmer in den folgenden Jahren wurde die Diagnose nach Feighner durch
Diagnosen nach dem ,Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders’, in dritter,
uberarbeiteter (DSM 11I-R) und vierter Auflage (DSM [V) abgel6st. Inzwischen existieren
nicht nur umfassende klinische Daten der Kinder, sondern auch Daten zum Verlauf von
Substanzmissbrauch in der G1-Generation.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 794 Studienteilnehmer fur 5-HTTLPR und rs25531
genotypisiert. In 353 Fallen handelte es sich um Proben von Probanden der G1-
Generation. Untersucht wurden 194 Mutter, davon 7 Stiefmutter, 159 Vater, davon 18
Stiefvater. In der G2-Generation wurden 441 Kinder untersucht. Da nicht bei allen
genotypisierten Studienteilnehmern klinische Daten der in dieser Arbeit untersuchten
Parameter vorlagen, wurden die Analysen jeweils mit entsprechenden Subgruppen
durchgeflhrt.

2.2.1.2 Tecumseh Blutdruck Programm
Das Familiare Blutdruck Programm in Tecumseh, Michigan wurde 1958 mit der Intention
etabliert, Risikofaktoren fur kardiovaskulare Erkrankungen in einer landlichen, ethnisch

homogenen Population zu ermitteln. Dementsprechend sollten auch disponierende Gene
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identifiziert werden, die in die Pathogenese kardiovaskularer Krankheiten, mit einem Fokus
auf arteriellem Hypertonus, involviert sind. Um zusatzlich die Zusammenhange
psychologischer Variablen mit arteriellem Hypertonus zu ergrinden, wurden von einer
Teilmenge der Studienteilnehmer Fragebdgen wie der NEO—PI-R ausgefullt.

Die beteiligten Studienteilnehmer wurden rekrutiert Uber ein Familienmitglied im Alter
zwischen 25 und 40 Jahren mit einem systolischen Blutdruck im Bereich der oberen 15%
der normalen Blutdruckverteilung sowie einen an der Studie partizipierenden
Geschwisterteil. Sofern verfugbar, wurden Eltern und weitere Geschwister ebenfalls in die
Studie aufgenommen.

Analysiert wurden DNA-Proben von 316 Studienteilnehmern des Tecumseh Blutdruck
Programms. 139 Manner (43.99%) und 177 Frauen (56.01%) aus 147 Familien wurden
untersucht. Bei allen Studienteiinehmern handelte es sich um US-Amerikaner

kaukasischen Ursprungs.

2.2.1.2 Bipolar Studie

Im Jahr 1988 unternahm das National Institute of Mental Health (NIMH) der USA eine
Initiative zur Etablierung einer Kohorte fur Studien zur Bipolaren Stérung. Die Rekrutierung
einer grolRen Anzahl von Familien, von denen mehrere Verwandte ersten Grades mit der
Diagnose einer Bipolaren und/oder einer anderen affektiven Storung aufwiesen, stellte den
Ausgangspunkt dar. Kooperationspartner dieser ursprunglichen Initiative waren die Indiana
University, die John Hopkins University, die Washington University, St Louis, sowie das
NIMH Intramural Research Program. Die an folgenden Studien beteiligten Familien wurden
entweder systematisch durch die an der |Initiative beteiligten medizinischen
Behandlungsinstitutionen oder nicht systematisch durch nicht klinische Partner wie
Interessensgruppen gewonnen. Alle Studienteiinehmer wurden von erfahrenem
medizinischem Fachpersonal nach dem ,Diagnostic Instrument for Genetic Studies’ (DIGS)

t53 Fur alle

und dem ,Family Interview for Genetic Studies’ (FIGS) interview
Studienteilnehmer wurden zusatzlich klinische Daten zu vergangenen psychiatrischen
Behandlungen angefordert. Basierend auf den Ergebnissen des DIGS wurde eine

Arbeitsdiagnose erstellt, die durch zwei Arzte separat unter Einbeziehung aller
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vorhandenen Daten validiert wurde. Die endgultige Diagnose wurde gemaly dem DSM-III-
R*" und dem ,Research Diagnostic Criteria‘ (RDC) vorgenommen.*®

Untersucht wurden in dieser Arbeit Proben von 228 Individuen aus 69 Familien. 100
(43.85%) der Studienteilnehmer waren mannlichen und 128 (56.15%) weiblichen
Geschlechts. Bei 84 lag die Diagnose einer Bipolaren Stérung vor, 144 waren gesund.

Uber 90% der Probanden waren kaukasischen Ursprungs.®®®’

2.2.1.3 Pritzker Projekt

Das Pritzker Neuropsychiatric Disorders Research Consortium wurde im Jahre 2000 mit
dem Ziel etabliert, das Verstandnis der neurobiologischen und genetischen Ursachen von
affektiven Storungen sowie auch Schizophrenie zu mehren.

Arbeitsgruppen der US-Universitaten University of California Davis (UCD), University of
California Irvine (UCI), Stanford, Cornell und der University of Michigan flhren
Kohortenstudien mit verschiedenen Populationen, Analysen von humanem post mortem
Hirngewebe und Untersuchungen an verschiedenen Tiermodellen durch. Es wurde als Ziel
formuliert, veranderte Genexpressionsprofile in Hirnregionen und —kreislaufen, die mit
psychiatrischen Erkrankungen assoziiert sind, aufzudecken. Aus einer Kooperationen der
Universitaten UCI und UCD ist die sogenannte ,Brainbank‘ hervorgegangen, welche post
mortem Hirngewebe von Patienten und individuell abgestimmten gesunden Kontrollen
beinhaltet. Es hat sich gezeigt hat, dass Genexpressionsmuster im Gehirn stark beeinflusst
werden durch das Ausmal® und die Dauer von physiologischem Stress zum
Todeszeitpunkt, was die Expressions-Analysen von post mortem Hirngewebe durch die
Up-Regulierung von ,Stress-Genen®, beeinflussen kann. Von Mitgliedern des Pritzker
Consortiums wurde eine Methode zur Evaluierung von post mortem Hirnproben entwickelt,
die sicherstellt, dass in den Expressionsanalysen nur Proben Verwendung finden, bei
denen zuvor ein erhdhter Stressfaktor ausgeschlossen wurde. Zudem erfolgt eine genaue
Auswertung aller klinischen Daten, eine neuroanatomische Kilassifizierung der
Hirnregionen, sowie eine entsprechende Aufbewahrung der Proben, um die die Gewinnung

qualitativ hochwertiger mRNA fur Microarrayanalysen zu gewahren.



2 Material und Methoden 23

157 DNA-Proben wurden untersucht. 40 (25%) Proben stammten von Patienten mit Major
Depression, 23 (15%) von Bipolar-Patienten, 19 (12%) von Patienten mit Schizophrenie

und 75 (48%) Proben von gesunden Kontrollprobanden.

2.2.1.5 Alkoholismus Studie

Im Zeitraum von April 2004 bis Juni 2005 sind in Polen 160 Alkoholiker fir eine
Kohortenstudie gewonnen worden. Die Rekrutierung erfolgte im Rahmen eines stationaren
psychiatrischen Aufenthaltes in verschiedenen Kliniken des Landes. Eine klinische
Anamnese ist mittels verschiedener standardisierter Fragebdgen und Tests vorgenommen
worden. Ausfuhrliche Informationen zu weiteren psychiatrischen Erkrankungen wie Major
Depression, Misshandlung im Kindesalter und Drogenabusus sind Uber die Diagnose der
Alkoholabhangigkeit  hinaus gewonnen worden. Man erhob zudem eine
Familienanamnese, in der die Probanden zu den oben genannten psychiatrischen
Erkrankungen sowie zu Suiziden bzw. Suizidversuchen im Familienkreis befragt wurden.
Genotypisiert wurden in dieser Arbeit 152 der Probanden. Bei allen Studienteilnehmern
handelte es sich um weil3e Europaer. 119 der Probanden (78%) waren mannlichen und 33
(22%) weiblichen Geschlechts.

2.2.1.6 Studie zu Heroinabusus

Untersucht wurden im Rahmen dieser zwischen 2002 und 2005 durchgeflhrten
Kohortenstudie 157 Freiwillige mit bekanntem Heroinabusus. Rekrutiert wurden die
Studienteilnehmer, davon 113 mannlichen und 44 weiblichen Geschlechts mit einem
Durchschnittslebensalter von 44.05 Jahren durch medizinische Einrichtungen der Wayne
State University, Detroit. Nach einem semistrukturierten Telefoninterview erfolgten eine
arztliche Untersuchung der in Frage kommenden Studienteilnehmer sowie eine
umfassende Datenerhebung mittels Fragebodgen zur personlichen Krankengeschichte. Mit
einigen Probanden wurde zudem ein Interview, basierend auf den Kriterien des DSM 1V,
durchgefiihrt.*®

Bei den Teilnehmern handelte es sich um 94 Amerikaner europaischen Ursprungs (60%),
60 Amerikaner afrikanischen Ursprungs (38%) und jeweils einen Asiaten, einen

indianischen Amerikaner (Native American) und einen Patienten ,multiethnischer”
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Herkunft. Gemeinsam war allen Freiwilligen der durchschnittlich 21 Jahre bestehende
Abusus von Heroin. 99 der Probanden injizierten sich regelmalig Heroin. In 84 Fallen

wurde zusatzlich zum Heroinabusus auch der Gebrauch von Kokain angegeben.

2.2.2 Genotypisierung

2.2.2.1 Isolierung genomischer DNA

Die DNA-Proben der verschiedenen Studien sind im Vorfeld durch Standard-
Extraktionsmethoden gewonnen worden.

Bei etwa 70% und somit einem Groldteil der Proben ist die DNA nach dem ,DNA
Purification Protocol For 3 ml Whole Blood* aus Vollblut gewonnen worden.

In der G2-Generation der Longitudinal Studie ist DNA bei einem Teil der Probanden
gemall dem ,DNA Purification Protocol from Oragene‘ aus Speichel gewonnen worden.

Die 160 DNA-Proben der Pritzker Studie wurden mittels des ,DNA Purification Kits From
10-20 mg Solid Tissue‘ aus Hirngewebe extrahiert.

In den 228 Fallen der Bipolar Studie ist DNA aus Epstein-Barr-Virus- (EBV-)

transformierten lymphoblastoiden Zelllinien gewonnen worden.

Zur Mengen- und Reinheitsbestimmung der erhaltenen DNA wurden die Proben mit

NanoDrop gemessen und die DNA-Konzentration in der Einheit ng/ul bestimmt.

2.2.2.2 Herstellung von DNA-Arbeitsplatten

Fur eine effiziente Genotypisierung wurden DNA-Arbeitsplatten angelegt. Zu diesem
Zweck wurden die DNA-Proben mit H,O bidest. je nach Studie auf eine finale
Konzentration von 10 bzw. 20 ng/ul verdinnt und 100 pl in eine 96 well Mikrotiterplatte
pipettiert.

2.2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die PCR wurde in einem Gesamtreaktionsvolumen von 30 pl durchgeflihrt, wobei

zwischen 30 und 60 ng genomische DNA eingesetzt wurden.
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Der Mastermix (100x) ist aus 2 pyl SCB Puffer ohne MgCl, , 1.2 pyl MgCl, (50mM), 3 ul
dNTPs (2.5 mM), je 1.5 pl Primer f und Primer r, 0.3 pl Taq Polymerase und 14.5 pl Aqua
bidest. hergestellt worden.

Nachdem 3 pl genomischer DNA einer Konzentration von 10 bis 20 ng/ul in eine 96-well
PCR-Mikrotiterplatte pipettiert worden sind, wurden je 27 ul Mastermix zugefugt. Im
Anschluss wurde die PCR-Mikrtotiterplatte mit Folie versiegelt, in den PCR-Thermocycler
gegeben und das PCR-Programm gestartet.

Das PCR-Programm begann mit einer initialen DNA-Denaturierung bei 95°C fur 5 min,
gefolgt von 40 Zyklen aus 30 sec Denaturierung bei 94°C, gefolgt von 90 sec bei 60.2°C,
der primerspezifischen ,Annealing’-Temperatur und 60 sec bei 72°C zur Elongation des
neu synthetisierten DNA-Stranges. Die finale Elongation erfolgte bei 72°C fur 10 min.

Nach Beendigung der PCR wurden die Proben kurz zentrifugiert und bei 4°C gelagert.

2.2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese |

Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in einem 3% Agarose Gel. Fir die Herstellung
des Gels wurden 4.5 g Ultra Pure Agarose abgewogen und mit 150 ml TAE-Puffer fur 10
min in einer Mikrowelle erhitzt. Nach kurzem Abkuhlen wurden 5 uyl Ethidiumbromid
hinzugefugt. Das flussige Produkt wurde in ein 14 cm langes und 12 cm breites Tablett
gegossen, dessen offene Schmalseiten zuvor durch Paketklebeband verschlossen worden
waren. Zwei Kdmme mit jeweils 13 Zacken wurden eingespannt, wahrend das Gel noch
flissig war. Nach etwa 30 Minuten war das Gel erkaltet und in festem Zustand. Das
Klebeband wurde entfernt und die Kdmme gezogen, so dass pro Gel 26 Taschen zur
Probenauftragung zur Verfugung standen. Das fertige Gel wurde in die
Gelelektrophoresekammer gelegt und 500 ml TAE-Puffer mit 20 pl Ethidiumbromid
hinzugegeben. Im Folgenden wurden 8 pl PCR-Produkt in eine 96 well Mikrotiterplatte
gegeben und zur Anfarbung 2 ul Orange Dye beigefugt. Das Gesamtvolumen von 10 pl pro
Probe ist mit einer 12 Spitzen fassenden Multikanalpipette auf das Gel aufgetragen
worden. In jeweils eine Tasche pro Reihe wurden 5 pl 100 bp Ladder pipettiert. Die
elektrophoretische Auftrennung des Gels erfolgte bei 100 Volt fir ca. 2 Stunden. Nach
Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel aus der Kammer enthommen und in einem

Transilluminator unter UV-Licht betrachtet und abphotographiert.
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2.2.2.5 RFLP (Restriktions Fragment Langenpolymorphismus)
Die Bestimmung des SNP rs25531 erfolgte durch einen Restriktions Fragment

Langenpolymorphismus. Es wurde das Restriktionsenzym Hpall mit der

5. .. CCGG...3

Erkennungssequenz = .. cccec.. . s verwendet.

Das Protokoll wurde in einem Volumen von 20 pl durchgefuhrt. Abhangig von der
Bandenstarke des PCR-Produktes wurden zwischen 7 und 10 pyl PCR-Produkt verwendet
und in eine 96 well Mikrotiterplatte pipettiert. Aus 2 ul NEBuffer 1 und 0.4 ul Hpall (10 000
U) bzw. 0,1 ul Hpall (50 000 U) wurde ein Mastermix erstellt und mit Aqua bidest bis zum
Erreichen des Gesamtreaktionsvolumens aufgefullt. Je 13 bzw. 10 yl dieses Mastermixes
wurden dem PCR-Produkt in der Mikrotiterplatte zupippettiert. Die Mikrotiterplatte wurde
mit Folie versiegelt und in den Thermocycler gegeben. Dann wurde das Programm
gestartet. Die Proben wurden fur 4 Stunden in 37°C, der optimalen Arbeitstemperatur des
Enzyms, inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Denaturierung des Enzyms durch
zwanzigminutiges Erhitzen bei 65°C. Nach Beendigung des Programms wurden die

Proben kurz zentrifugiert und dann bei 4°C gelagert.

2.2.2.6. Agarose-Gelelektrophorese |l

Die RFLP-Produkte wurden wiederum durch eine Agarose-Gelektrophorese aufgetrennt.
Ein 3% Gel wurde gemall dem bereits beschriebenen Protokoll angefertigt und in die
Elektrophoresekammer gelegt. In die Mikrotiterplatte mit den RFLP — Produkten wurden zu
Anfarbungszecken 4 ul Orange Dye den Proben hinzugegeben und ein Volumen von 20 pl
in die Geltaschen pipettiert. In eine Tasche pro Reihe wurden 5 pl 100 bp Ladder gefulit.
Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte wieder bei 100 Volt fur zwei Stunden. Im
Anschluss wurde das Gel aus der Kammer enthommen und unter UV — Licht betrachtet

und photographiert.

2.2.2.7 DNA Sequenzierung

Zur stichprobenartigen Kontrolle der manuell gewonnenen Genotypisierungsergebnisse ist
ein Teil der Proben zusatzlich sequenziert worden. Es erfolgte zunachst eine Aufreinigung
von 20 ul PCR-Produkt nach dem MinElute PCR Purification Protokoll. In einem ersten
Schritt wurden 100 pl des in dem Kit enthaltenen Puffers PB zu den 20 ul PCR-Produkt
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hinzugefugt. Die gewonnene Mischung wurde in ein mit einer MinElute Saule versehenes 2
ml Eppendorfgefal® gegeben und in einer Mikrozentrifuge eine Minute bei 10 000 x g
zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen und die Saule wiederum im selben Gefaly
platziert. In einem Waschschritt wurden 750 ul des Puffers PE hinzugegeben und eine
Minute lang bei 10 000 x g zentrifugiert. Der Durchlauf wurde erneut verworfen und noch
einmal fur eine Minute bei Maximalgeschwindigkeit zentrifugiert. Die MinElute Saule wurde
in ein sauberes 1.5 ml Eppendorfgefal® gegeben. Zur Eluierung der DNA wurden 10 ul
Puffer EB auf die Saulenmitte aufgetragen, eine Minute gewartet und dann erneut fur eine
Minute bei 10 000 x g zentrifugiert.

Mittels eines Spektrometers wurde eine Konzentrationsbestimmung des gereinigten PCR-
Produktes bei einer Wellenlange von 260 — 280 nm vorgenommen.

Es erfolgte daraufhin eine Verdinnung von je 10 pl pro Reaktion auf eine
Finalkonzentration von 3 ng/ul fir die Sequenzierung. Auch die 5 HTTLPR-Stock-Primer
wurden von der Ausgangskonzentration von 100 uM (pmol/ul) auf eine Konzentration von 1
pM/ul verdinnt und je 10 pl fur eine Reaktion erstellt.

Die verdinnten Proben und Primer wurden weitergegeben zum ,DNA Sequencing Core'
der University of Michigan und die Sequenzierung dort nach der Didesoxymethode nach
Sanger durchgefuhrt.

Die Resultate wurden per E-Mail verschickt und mit dem Programm SegMan (Lasergene 6)

analysiert.

2.2.3 Genexpressionsanalyse

Zu den DNA-Proben des Pritzker Projektes und der Bipolar Studie lagen zum
Erstellungszeitpunkt dieser Arbeit bereits MRNA-Expressionsdaten des
Serotonintransporters 5-HTT vor, die in die statistische Analyse einbezogen wurden. Die

Expressionsraten wurden mittels DNA-Microarray-Technologie gewonnen (vgl. Abb. 6).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Microarray-Technologie. Genchip enthalt
Oligonukleotidsonden an definierten Rasterpositionen. Im Hybridisierungsschritt entsteht durch
komplementare Bindung der Sonden mit flureszenzmarkierter cRNA ein Fluoreszensignal, welches mittels
Laser ausgelesen wird. (nach http://cnx.org/content/m12387/latest)

Verwendet wurde fur die Proben des Pritzker Projektes ein Affymetrix Plus 2 Expression
Chip, der mit synthetisch hergestellten Oligonukleotiden 14 500 gut charakterisierte Gene
des humanen Genoms reprasentiert. Fir das 5-HTT-Gen weist der Chip drei Sondensets
auf, die jeweils aus 11 Sonden bestehen. Die Sonden haben eine Lange von 25 Basen, die
sich zum Teil Uberlappen und der Basensequenz von Abschnitten des Gens entsprechen.
In der Untersuchung der Proben der Bipolar Studie wurde der HumanRef-8.v.20
Expression Bead Chip von lllumina verwendet, dessen Konstruktion die parallele Analyse
von acht Proben erlaubte. Dieser Chip enthielt eine genspezifische Sonde mit 50 Basen fur
5-HTT. Beide verwendeten Chips basierten auf einem analogen Funktionsprinzip. Nach
Standardmethoden wurde zunachst RNA aus den Lymphoblastoidzellen bzw. den post
mortem Hirngewebeproben gewonnen. In einem zweiten Schritt wurde die RNA in cDNA,
dann cRNA umgeschrieben und mit Fluoreszenzfarbstoffen, in diesem Fall Biotin, markiert.
Bei der folgenden Hybridisierung mit dem Genchip dienten die Oligonukleotide als Sonde.

Nicht gebundene cRNA wurde durch Waschschritte entfernt. Ein durch die komplementare
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Bindung von Sonde und markierter cRNA entstandenes Fluoreszenzsignal jeder Position
des DNA-Microarrays wurde mittels eines Lasers ausgelesen und durch einen Computer
normalisiert und ausgewertet. Die Expressionswerte fur das 5-HTT-Gen wurden unter
Verwendung der Referenz Sequenz (RefSeq) NM-001045.3 aus der Datei mit samtlichen

Expressionsdaten extrahiert.
2.2.4 Statistische Analyse

2.2.4.1 Uberpriifung nach Mendelschen Regeln

Bei den genotypisierten Proben der Michigan Longitudinal Studie, der Tecumseh Studie,
sowie der Bipolar Studie handelte es sich um Proben familidrer Kohortenstudien.

Es wurde sowohl eine manuelle als auch eine mit dem Programm Haploview 3.32
computerisierte  Familien- und  Stammbaumanalyse  durchgefihrt und die
Genotypisierungsergebnisse der Familienmitglieder auf Konsistenz mit den Mendelschen

Vererbungsregeln Uberpruft.

2.2.4.2 Hardy-Weinberg—Equilibrium (HWE)

Genotypfrequenzen werden durch Vererbungsmuster bestimmt. Hardy und Weinberg
beschrieben, dass Allelhaufigkeiten und somit auch Genotypfrequenzen unter konstanten
aulleren Bedingungen von Generation zu Generation gleichmaRig vererbt werden. Das
von ihnen begrindete Modell zeigt eine mathematische Beziehung zwischen Allelfrequenz

und Genotypfrequenz auf. Die beiden Formeln zur Beschreibung des HWE lauten:
p°+2pq+q°=1 und p+q=1

p bzw. q steht dabei fiir die relative Haufigkeit des Auftretens des Allels A, bzw. und p?,

2pg, G stellen die Haufigkeit der jeweiligen Genotypen dar.*

Bei Proben der G1-Generation der Michigan Longitudinal Studie, des Pritzker Projektes,

der Alkoholismus Studie und der Drogenabusus Studie, die von nicht verwandten
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Personen stammen, erfolgte mittels eines Chi®>Tests eine Untersuchung auf
Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.

Signifikante Abweichungen vom HWE deuten in der Praxis oft auf ein technisches
Genotypisierungsproblem hin.?® Die Kontrolle diente daher auch der Uberpriifung der

Genotypisierungsqualitat.

2.2.4.3 Frequenz- und Assoziationsanalyse

Die statistische Auswertung in Form von deskriptiven statistischen Methoden zur
Berechnung von Allelauftretensfrequenzen, Kreuztabellen, Chi’ — Tests und einfachen
Varianzanalysen (ANOVA) wurden mit dem Computerprogramm SPSS 14.0 fur Windows

vorgenommen.

Die familiare Struktur einiger der untersuchten Studien wurde berucksichtigt. In diesen
Fallen wurde fiir Assoziationsuntersuchungen das Programm MERLIN 1.1.2 verwendet.®’
Um mit dem Programm zu arbeiten, wurden drei Dateien generiert. Die erste Datei enthielt
Genotypdaten, Werte der auf eine Assoziation zu untersuchenden Variablen sowie voll-
standige Familieninformationen der Probanden. Die weiteren beiden Dateien dienten der

Beschreibung der Variablen und der genomischen Lokalisation der untersuchten Region.

Mittelwerte wurden jeweils mit Standardabweichung (Mittelwerte + SD) angegeben. Das
Signifikanzniveau (a) wurde auf p < 0.05 festgelegt. Von einem Trend wurde ab einem p <
0.1 ausgegangen.

Je mehr Hypothesen getestet werden, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass eine
,zufallige Signifikanz“ auftritt, also dass ein tatsachlich nicht vorhandener Unterschied

.2aufgedeckt® wird (Alpha-Fehler). Diese Problematik des multiplen Testens wurde

beriicksichtigt. Eine Korrektur des Signifikanzniveaus durch Bonferroni-Methode (a' = i),

wobei a dem 0.05 Signifikanzniveau und m der Anzahl der Tests entspricht, erfolgte
entsprechend in den betroffenen Analysen unter Verwendung von SPSS. In den
Expressionsanalysen wurde als Post-Hoc-Analyse ein Tukey HSD (Honestly Significant
Difference) Test durchgefiihrt.
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2.2.4.4 Kopplungsungleichgewicht (LD)

Der Parameter D wird als Koeffizient des Ungleichgewichts (disequilibrium coefficient)
bezeichnet und misst den Grad der nichtzufalligen Assoziation von Allelen der beiden zu
untersuchenden Loci. D hangt jedoch nicht nur vom Kopplungsungleichgewicht, sondern
auch von der Allelfrequenz ab. Die theoretisch moglichen Maximal- und Minimalwerte von
D werden nur erreicht, wenn beide Allele die gleiche Haufigkeit aufweisen. Deswegen
wurden weitere Parameter zur Bestimmung des Kopplungsungleichgewichtes entwickelt.

Die beiden wichtigsten, und in dieser Arbeit errechneten, sind D' und r*:

P
=

nT plp2qlg

Dmax entspricht dem maximalen D, welches an zwei Loci fur gegebene Allelfrequenzen
moglich ist. Dmax entspricht dem grolieren Wert von p1g2 oder p2q1 wenn D positiv ist
oder dem kleineren Wert von p1g2 oder p2q1, wenn D negativ ist. Der Wert von D' bewegt
sich zwischen -1 und 1, unabhangig von den Allelfrequenzen eines Locus.®?

Der zweite Parameter entspricht dem Quadrat des Korrelationskoeffizienten.®®> Wenn die

Allelfrequenzen an beiden Loci identisch sind, liegt 7 zwischen 0 und 1.

Die Berechnung des Kopplungsungleichgewichts erfolgte in dieser Arbeit mittels des
Programms Haploview 3.32.%* Es wurde eine Datei erstellt, die codierte Informationen zu
Familienzugehorigkeit, Identitdt des Probanden und soweit vorhanden von Mutter und
Vater, Geschlecht, Affektstatus und Genotypisierungsergebnisse der auf LD zu
untersuchenden Loci enthielt. Die LD-Berechnung und damit das jeweilige D* und
erfolgte nach Laden dieser Stammbaum-Datei und einer weiteren Datei mit Informationen

zur genomischen Lokalisation der beiden Loci durch das Programm.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung der Genotypisierungsmethode fiur 5-HTTLPR und rs25531

Obwohl verschiedene Protokolle existieren, gilt 5-HTTLPR, wegen GC-reichen Regionen,
als bekanntermalen extrem schwierig zu genotypisieren. >

In ihrer Publikation von 2006, die den SNP rs25531 im Zusammenhang mit dem In/Del-
Polymorphismus 5-HTTLPR als funktional beschreibt, berichteten Hu und Mitarbeiter auch
uber die von ihnen verwandte Tagman-Genotypisierungsmethode, die in zwei Schritten
zunachst das L- und S-Allel und dann die SNP-Allele voneinander unterschied.*® Der
Versuch, diese Methode unter Verwendung der gleichen Primer und PCR-Bedingungen

erfolgreich zu replizieren, gelang nicht.

Das erste Ziel des experimentellen Teils

dieser Arbeit stellte somit die Etablierung

—?ur——um#-—--_*”

einer zuverlassigen  Genotypisierungs- M5 00 1e7 i f ieis i us s B ds
methode dar. Als Ausgangspunkt ist das

2006 in einer Veroffentlichung von

Wendland et al. geschilderte Protokoll samt [k

b : ——
A e s e e e e T e e o

der ebenda beschriebenen Primer verwandt |
|k oo T Rt (s S W Bs S B i B R ] g BB - e B e B

worden. Modifizierungen der Annealing- Les12bp

und Elongationstemperatur des PCR- SEanamp

Programms, sowie die Verwendung eines Abbildung 7: Bialleles Genotypisierungsergeb-

speziell fir GC-reiche Regionen nis des Locus S5-HTTLPR: Agarose-Gelelek-
trophorese Photographie nach PCR-Amplifizierung

konzipierten SCB-Puffers mit Betain und  genomischer DNA von 24 Individuen: LL (n=9), xLL
) ) . ) (n=1), LS (n=13), SS (n=1)

DMSO, erwiesen sich als notwendig. Die

erfolgreiche  Amplifizierung von 5-HTTLPR fihrte zu einer durch Agarose-

Gelelektrophorese nachweisbaren Bande des L-Allels bei 512 bp und des S-Allels bei 469

bp. Das Amplifizierungsergebnis zeigte sich stark abhangig von der Menge der
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eingesetzten genomischen DNA. Fur eine erfolgreiche PCR waren mindestens 30 ng DNA

erforderlich.
Als wesentlich erwies sich daruber hinaus die im Mastermix
verwendete MgCl,-Konzentration. Schon bei einer Erhdhung der
Konzentration um 0.5 mM von 2 auf 2.5 mM kam es bei durch
Sequenzierung als heterozygot bestimmten Proben zu einer
Bei

geringerer MgCl,-Konzentrationen oder hoherer Konzentrationen

praferentiellen Amplifikation des S-Allels. Verwendung

als 4 mM war im Elektrophoresebild Uberhaupt kein PCR-Ergebnis
Die Gefahr

heterozygoten Genotyps als homozygot SS

mehr nachweisbar. der Fehldeutung eines
infolge hoherer
MgCl,-Konzentration bei der Genotypisierung des Locus 5-
HTTLPR wurde in dieser Arbeit folglich stets beachtet. Diesem
MgCl,-

im PCR-Mastermix sowie der Sequenzierung

Problem wurde durch eine exakte Einstellung der
Konzentration

einzelner Stichproben begegnet.

ai

Abbildung 8:
Praferentielle S-Allel-

Amplifikation:5-HTTLPR-
PCR bei identischer DNA-
Probe (Genotyp LS) in
Abhangigkeit von Hoéhe
der MgCl,-Konzentra-tion
im PCR-Mastermix

*  2mM MgCl,

** 2.5 mM MgCl,

PCRs
DNA-Proben durchzufuhren,
Bei
Elektrophoresegele fanden sich unspezifische
die eine
(vgl. Abb. 9)
durchgeflhrte Versuch bei 685 Proben der

Familienstudie

mit ,whole genome’ amplifizierten

war nicht

erfolgreich. der Betrachtung der

Banden, Genotypisierung -

erschwerten. Der dennoch

Tecumseh ergab eine

Uberproportionale Haufung von

— N

Abweichungen von der Mendelschen

Abbildung 9:

5-HTTLPR-PCR mit

,whole

Vererbung. Entsprechende Proben wurden

daraufhin von allen weiteren Analysen

ausgeschlossen.

genome™ amplifizierten DNA-Proben: Agarose
Gelelektrophorese zeigt unspezifische Banden.
Eine sichere Genotypisierung von 5-HTTLPR war
unmdglich. 685 ,whole genome™ amplifizierte
DNA-Proben wurden daraufhin von weiteren
Analysen ausgeschlossen.
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Zur Genotypisierung des SNPs rs25531
(siehe Abb. 5) wurden RFLPs im Anschluss
an die 5-HTTLPR-Genotypisierungs-PCR

durchgefuhrt. Alternativ wurden Versuche mit 7 laSalals L Lala Lalg LsSe LaS Lala LaSe LaSa Lolg SeS

L L

N S e - R s e —_—
e

den beiden isoschizomeren Restriktions-
enzymen Mspl und Hpall unternommen,

wobei Hpall auf Grund akkuraterer

—
Sl RhadaE — — L S
o— Ll — 3 B __-g 3

Ergebnisse gewahlt wurde. Bei Prasenz des

Selteneren G_A”els kam es |mmer Zum Lgly Laly LaSa LaSa Lala LaSa LaSa xlala laly LaSa LgSa LaSa
G-allele cut: 402 bp

aktiven Schneiden des Enzyms, was nach
] ] Abbildung 10: Tri- bzw. quatroalleles Genoty-

der Elektrophorese zu einer sichtbaren pisierungsergebnis: Agarose-Gelelektrophorese
. .. . nach  5-HTTLPR-PCR und RFLP  mit

Bande von 402 bp Lange fihrte. Ein Restriktionsenzym Hpall von 24 Individuen.

= : ; : Genotypen sind LaLa (n=4), xLaLa (n=1), LaLg (n=
Phanomen, das sich konsistent im Rahmen 3). Lelo (n=2) If\Aé*A (1=12), LaSn (1=1). SxSn
der RFLP heterozygoter LcSa-Proben zeigte,  (n=1)
war das Zurlckbleiben einer schwachen,
ungeschnittenen Bande von 512 bp, welches auch durch verschiedenste

Modifizierungsversuche des RFLP-Protokolls nicht behoben werden konnte.

Als Validierung der entwickelten Genotypisierungsmethode wurde in Stichproben eine
DNA-Sequenzierung vorgenommen. Es ergab sich dabei eine Konkordanzrate von 100%.
Die DNA-Sequenzierung bestatigte, dass der SNP rs25531 18 Basenpaare ‘upstream’ des
In/Dels von 5-HTTLPR zu lokalisieren ist. Da zudem zehnmal das Sg-Allel experimentell
gefunden wurde (vgl. Tab. 2) stellte sich die Kombination von 5-HTTLPR und rs25531 nicht
nur als tri- sondern als quatroalleler Locus dar (vgl. auch Abb. 5 und Abb. 10). Weil Uber
die Funktion des Sg-Allels keine Kenntnisse bestehen, wurde der Genotyp jedoch als
funktionell triallelisch behandelt.
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350 \ 4 360 | 370 |

CCCCAGCALATCCCCCCTGCAGCCC o TCE

T M

CCcCccAicCALTCCCCCCTGCLGLCCLD - - - —

LaLa MANAAA A A s

ccccaGCALTCCCCCCTGCAGCCCLCCTCECE

LL CCCCNGCLTCCCCCCTGCLGCCCLCUCCLCEC
ALG

Abbildung 11: DNA-Sequenzierungsergebnis: Drei Individuen mit den Genotypen SaSa, LaLa und
LaLg: Nachweis der Lage des SNPs rs25531 (bei 353 bp) = 18 Basenpaare ,upstream’ des In/Dels von 5-
HTTLPR (ab 371 bp)

3.2 Genotypisierungsergebnis

3.2.1 Tabellarische Ubersicht der Genotypisierungsergebnisse

Die Genotypisierungsergebnisse aller bearbeiteten Studien finden sich tabellarisch
dargestellt (vgl. Tab. 2). Abgebildet sind jeweils der 5-HTTLPR-Genotyp sowie der
quatroallele Genotyp von 5-HTTLPR und rs25531. Der ,kombinierte®* Genotyp wurde
gemal} der in der jungeren Literatur vorgeschlagenen Allelgruppierung nach funktionellen
Aspekten durchgefihrt. Das Lg-Allel wurde zusammen mit dem Sa-Allel als "S*“-Allel
gerechnet. Aufgrund der Tatsache, dass Uber funktionelle Auswirkungen des Sg-Allels
nichts bekannt ist, wurden die 10 Proben mit diesem Allel im Genotyp bei der Erstellung
des ,kombinierten® Genotyps nicht bertcksichtigt. Seltene Allelformen von 5-HTTLPR sind
in der detaillierten tabellarischen Ubersicht der Genotypisierungsergebnisse nicht
aufgefihrt und wurden wegen mangelnder Kenntnisse ihrer Funktionalitat nur in der
populationsgenetischen Analyse bericksichtigt. Studien, in deren Untersuchung sich die
seltene XL-Allelform fand, wurden allerdings mit einer *- Markierung mit Darstellung des

Genotypisierungsergebnisses unterhalb des jeweiligen Tabellenabschnitts versehen.
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Tabelle 2: Ubersicht aller erhobenen Genotypisierungsergebnisse

MLS; Michigan Logitudinal Studie

5-HTTLPR Genotyp

~-Kombinierter” Genotyp

LL LS SS Gesamt “LL” ‘LS’ “SS* | Gesamt
Gesamt 260 393 141 794 185 388 215 788
NEO-PI-R: G1 81 130 49 260 61 125 72 258
NEO-PI-R: G2 72 114 44 230 54 103 70 227
5-HTTLPR + rs25531 Genotyp
Lala Lalc LelLe LaSa LaSe LeSa LeSa SaSa SaSg | Gesamt
Gesamt 185 70 318 2 67 141 1 794
NEO-PI-R: G1 61 19 106 1 22 48 1 260
NEO-PI-R: G2 54 14 1 89 0 24 0 45 0 227
Tecumseh Blutdruck Programm
5-HTTLPR Genotyp +~Kombinierter” Genotyp
LL LS SS Gesamt “LL” “LS” “Ss* Gesamt
Gesamt/ NEO-PI 107 161 47 315 68 161 7" 300
5-HTTLPR + rs25531 Genotyp
Lala Lale Lele LaSa LaSc LeSa LeSe SaSa SaSg | Gesamt
Gesamt/ NEO-PI 68 26 1 135 1 23 0 47 0 301
Alkoholismus Studie
5-HTTLPR Genotyp Kombinierter” Genotyp
LL LS SS Gesamt “LL” “LS” “SS* | Gesamt
Gesamt 63 68 21 152 34 88 24 146
NEO-FFI 60 60 29 149 32 81 23 136
5-HTTLPR + rs25531 Genotyp
Lala Lale Lele LaSa LaSe LcSa LcSe SaSa SaSg | Gesamt
Gesamt 34 25 63 21 146
NEO-FFI 32 25 56 20 136
Bipolar Studie
5-HTTLPR Genotyp +~Kombinierter” Genotyp
Diagnose LL LS SS Gesamt “LL” “LS” “SS8* Gesamt
Gesamt 81 106 41 228 53 109 63 225
BP 26 43 15 84 17 42 24 83
Kontrolle 55 63 26 144 36 67 39 142
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5-HTTLPR + rs25531 Genotyp
Diagnose LaLa Lale LelLe LaSa LaSce LeSa LeSe SaSa SaSe | Gesamt
Gesamt 54 23 2 85 16 45 225
BP 18 8 1 33 7 16 0 83
Kotrolle 36 15 1 52 9 29 142
Pritzker Projekt *
5-HTTLPR Genotyp Kombinierter” Genotyp
Diagnose LL LS SS Gesamt “LL” “LS” “SS8* Gesamt
Gesamt 54 74 29 157 36 76 40 152
MDD 11 20 40 16 12 37
BP 6 13 23 11 8 22
Schiz 7 7 19 10 5 19
Kontrolle 30 34 11 75 20 39 15 74
5-HTTLPR + rs25531 Genotyp
Diagnose Lala Lalc Lele LaSa LaSc LeSa LcSe SaSa SaSe | Gesamt
Gesamt 36 14 0 62 1 11 0 29 0 153
MDD 1 0 15 1 3 0 0 38
BP 2 0 9 0 4 0 0 22
Schiz 4 3 0 7 0 0 0 0 19
Kontrolle 20 8 0 31 0 4 0 11 0 74
* Bei einer zusatzlich genotypisierten Kontrolle fand sich der seltene Genotyp XLL bzw. XLLa
Studie zu Heroinabusus**
5-HTTLPR Genotyp Kombinierter” Genotyp
Diagnose LL LS SS Gesamt “LL” “LS” “S8* Gesamt
Gesamt 62 75 13 150 36 78 34 148
Opioidabusus 32 38 77 17 39 20 76
Opioidabusus +
MDD 8 6 2 16 6 7 2 15
5-HTTLPR + rs25531 Genotyp
Diagnose LaLa Lale LelLe LaSa LaSc LeSa LeSe SaSa SaSe | Gesamt
Gesamt 36 19 59 16 11 2 150
Opioidabusus 17 30 8 6 1 77
Opioidabusus +
MDD 6 2 0 5 0 1 0 1 1 16
** Bei zwei zusétzlich genotypisierten Individuen mit Opioidabusus fand sich der seltene Genotyp XLL bzw. XLLa
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Gesamt Genotypisierungsergebnis aller Studien***
5-HTTLPR Genotyp +-Kombinierter” Genotyp
LL LS SS Gesamt “LL” “LS” “SS8" Gesamt
Gesamt 627 877 292 1796 412 900 447 1759
5-HTTLPR + rs25531 Genotyp
LALA LALG LGLG LASA LASG LGSA LGSG SASA SASG Gesamt
Gesamt 413 196 17 722 4 136 3 294 3 1788

*** Insgesamt fand sich zusatzlich dreimal der Genotyp XLL bzw. XLLa

3.3 Populationsgenetische Analyse

3.3.1 Frequenzanalyse in unterschiedlichen Populationen

Die Genotypen- und Allelfrequenzen wurden in drei Populationen von insgesamt 1265
Individuen berechnet. Genotypisierungsergebnisse aller im Rahmen dieser Arbeit
bearbeiteten Studien wurden in diese Analyse einbezogen. Nach dem Zufallsprinzip
wurden ein bzw. zwei nicht miteinander verwandte Familienmitglieder der Familienstudien
in die Frequenzanalyse eingeschlossen. Bei 1002 Individuen handelte es sich um weil3e
US-Amerikaner, zu 75% wohnhaft im Bundesstaat Michigan. 151 Individuen entstammten

dem Staatsgebiet Polens. Zudem wurden 112 Afroamerikaner untersucht.

Tabelle 3: Genotypen- und Allelfrequenz von 5-HTTLPR und rs25531 in unterschiedlichen
Populationen; berechnet anhand der Genotypisierungsergebnisse aller bearbeiteten Studien
GENOTYPENFREQUENZ ALLELFREQUENZ

POPULATION N  Lala Lale Lele LaSA LaSec LeSa LeSe SaSa SaSe XLLa La Le Sa Sg xL
Kaukasische US-

1002 23 12 06 40 02 08 .02 .17 006 006 |.49 .11 .40 .002 .0003
Amerikaner
Polen 151 24 17 07 42 00 03 .00 .14 00 00 53 11 .36 00 00
Kaukasier

1153 23 12 07 40 02 .07 .02 .16 .006 .006 |.49 .11 .40 .002 .0003
gesamt
Afroamerikaner 112 27 17 06 .32 .00 .10 .00 .06 .00 02 |52 20 27 .00 .01
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Die Frequenz des Sa-Allels war mit 0.27 am niedrigsten bei Individuen afrikanischen
Ursprungs (vgl. Tab. 3). Das Lg-Allel fand sich dagegen mit 0.2 signifikant (p = 0.007)
haufiger in dieser Population als bei Kaukasiern, bei denen eine Frequenz von 0.11 vorlag.
Das mit einer Frequenz von 0.002 sehr selten auftretende Sg-Allel fand sich in dieser
Untersuchung nur bei Kaukasiern. Zu beachten ist jedoch, dass etwa 18 mal so viele
Kaukasier wie Afroamerikaner untersucht wurden. Von den als selten beschriebenen
Allelformen wurde das XL-Allel gefunden. Fur Afroamerikaner wurde eine Frequenz des
XL-Allels von 0.01 berechnet. In dieser Untersuchung wurde ein XL-Allel auch bei einem

US-Amerikaner gefunden, der als kaukasisch klassifiziert worden war.
3.3.2 Kopplungsungleichgewicht

Zur Berechnung des Kopplungsungleichgewichts zwischen dem Polymorphismus 5-
HTTLPR und dem direkt ‘upstream’ gelegenen SNP rs25531 wurden von den
Studienteilnehmern der Michigan Longitudinal Studie, der Tecumseh Studie und der
Bipolar Studie 273 Einzelpersonen und 141 Trios, zugehdrig zu 439 Familien analysiert. Es
wurden nur Falle ausgewahlt, in denen eine

gesicherte kaukasische Abstammung vorlag. r? |

charakterisiert den Korrelationseffizienten zwischen

den beiden Loci rs25531 und 5-HTTLPR, der mit - 2 i E
) = L)

0.3 nur eine schwache Assoziation angab. E E E T
v & g i

Es erfolgte die zusatzliche Berechnung des D’-

Index, welcher die sehr unterschiedlichen

1 ? 1 2
Allelfrequenzen der Polymorphismen mit einbezog.
Ein D'-Index von 0.59 wies auf das Vorliegen eines | s | o |

Kopplungsungleichgewichtes hin, welches von

Abbildung 12: Berechnung Kopplungsun-
gleichgewicht (LD) von rs25531 und 5-

Haploview auch durch Rotfarbung angezeigt HTTLPR,D"=0.59 wies auf LD hin.

wurde.

dem eingesetzten Berechnungsprogramm

Mit einem Kopplungsungleichgewicht von D'= 0.59 ist es nicht moglich bei Kenntnis eines

der beiden Genotypen direkt auf den Genotyp des anderen Polymorphismus
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rickzuschlieRen. Die Wahrscheinlichkeit, dass bei Auftreten des G-Allels des SNPs das L-

Allel von 5-HTTLPR vorliegt ist aber deutlich hoher als statistisch zufallig.

3.4 Assoziation zwischen 5-HTTLPR-Genotyp und Persodnlichkeitsmerkmalen
3.4.1 Michigan Longitudinal Studie

863 DNA-Proben konnten fur 5-HTTLPR und rs25331 genotypisiert werden. Dabei
handelte es sich in 61 Fallen um Duplikate, die zu 100% Ubereinstimmende
Genotypisierungsergebnisse zeigten. Je eine dieser Proben wurde in weiteren Analysen
verworfen. Acht weitere Proben wurden aus bekannten Grinden, etwa in vorherigen
Untersuchungen der Arbeitsgruppe als konsistent erwiesene Fehler nach Mendel, von der
Analyse ausgeschlossen. Insgesamt lagen somit Genotypisierungsergebnisse von 794
Proben aus 232 Familien vor, die in weitere Analysen integriert werden konnten. Fir das L-
Allel fand sich eine Frequenz von 0.57 gegenuber der des S-Allels von 0.43 sowohl in der
alleinigen Betrachtung der G1-Generation als auch unter Einbeziehung der G2-Generation.
Die Durchfiihrung eines Chi*-Tests fiir die nicht miteinander verwandten Probanden der
G1-Generation bewies das Vorliegen eines Hardy-Weinberg-Equilibriums (Chi? = 0.003, p
= 0.96). Auf das Vorhandensein des Hardy-Weinberg-Equilibriums wurde trotz der
familiaren Struktur auch fur die Gesamtheit von G1- und G2-Probanden geprtft und das
Gleichgewicht bestatigt (Chi? = 0.13, p = 0.72). Als erster Schritt wurde auf eine
Assoziation des 5-HTTLPR-Genotyps mit Neurotizismuswerten untersucht. Die Erhebung
von NEO-PI-R-Werten fur 260 Probanden in der zunachst analysierten G1-Generation
erfolgte zu den Zeitpunkten t2,t3,t4,t5 und t6 der acht Phasen (t1-t8) der Michigan
Longitudinal Studie. Die einzelnen NEO-PI-Werte der funf Erhebungszeitpunkte wurden
auf eine Korrelation miteinander uberpruft. Da die Pearson Korrelationseffizienten = 0.68
lagen, was einem Signifikanzniveau von p = 0.001 entsprach, wurde zur Erstellung eines
fur die Probanden reprasentativen NEO-PI-R-Wertes der Mittelwert der funf

Erhebungszeitpunkte berechnet und in der Assoziationsanalyse verwendet.
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Der absolut gefundene Mittelwert der NEO-PI-R-Werte aller 260 untersuchten Probanden
ergab 79.2 mit einer Standardabweichung von + 24.99 und war somit signifikant hoher (p
< 0.001) als der von Costa und McCrae beschriebene mittlere Neurotizismuswert von 71.7
+222.°%
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5-HTTLPR 5-HTTLPR + rs25531 Kombinierter Genotyp
1. 2. 3.

Abbildung 13: MLS G1-Generation: Priufung auf Assoziation Genotyp — Mittlerer Neurotizismus-
wert (NEO-PI-R-Wert) bei 260 Individuen. 1. 5-HTTLPR-Genotyp — NEO-PI-R-Wert: Genotyp LL
zeigte niedrigsten mittleren Neurotozismuswert, SS den hdchsten Wert, Assoziation ohne statistische
Signifikanz (p = 0.5, r? = 0.005; p = 0.31, r* = 0.004 nach linearer Regression) 2. 5-HTTLPR + rs25531 —
NEO-PI-R-Wert: kein signifikanter Zusammenhang, 3. ,Kombinierter® Genotyp — NEO-PI-R-Wert:
Genotyp “LL" zeigte niedrigsten mittleren Neurotizismuswert, “SS* den héchsten Wert, Assoziation ohne
statistische Signifikanz (p = 0.59, r? = 0.004; p = 0.32, r* = 0.004 nach linearer Regression)

In den 260 Proben der G1-Generation fand sich in 81 Fallen der LL-Genotyp, der mit
durchschnittlich 76.95 + 2.56 den niedrigsten NEO-PI-R-Wert aufwies, 130 mal trat der LS-
Genotyp mit einem mittleren NEO-PI-R-Wert von 80.57 £ 2.02 auf. Der SS-Genotyp, der
49 mal zu finden war, wies mit einem Wert von 80.65 + 3.30 den durchschnittlich hochsten
Neurotizismuswert auf, der jedoch nur minimal héher lag als der Wert des heterozygoten 5-
HTTLPR-Genotyps. Eine ANOVA-Analyse ergab keinen signifikanten Zusammenhang
zwischen 5-HTTLPR-Genotyp (p = 0.5, r* = 0.005) und Neurotizismuswerten. Eine lineare
Regression zeigte einen p-Wert von 0.31 und r? = 0.004 an. Die Einbeziehung des SNPs
rs25531 in der Analyse des ,kombinierten® Genotyps, bei welchem das Lg-Allel als “S*-Allel
gewertet wurde, zeigte ebenfalls keinen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen

Genotyp und Neurotizismuswerten (p = 0.59, r* = 0.004 — nach linearer Regression: p =
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0.32, r* = 0.004). Den niedrigsten mittleren Neurotizismuswert zeigte der LgLs-Genotyp mit
74.83. Hier lag jedoch eine Standardabweichung von + 16.31 vor. Der durchschnittliche
NEO-PI-R-Wert des LaLa-Genotyps lag bei 76.25 + 2.95. Die Mittelwerte von LaLg mit
80.21 £ 5.29, LaSa mit 80.175 + 2.24 und SaSa mit 80.11 + 3.33 wiesen &ahnliche
Neurotizismuswerte auf. Der mittlere NEO-PI-R-Wert des LsSa-Genotyps lag mit 83.83 +
4.92 am hoéchsten. Das aullerst selten vorkommende Sg-Allel zeigte in dieser
Untersuchung Extremwerte an. Der LaSg-Genotyp wies einen auffallend niedrigen Wert
von 39.67 + 23.07 auf und der SpSe-Genotyp zeigte mit 106.47 + 23.07 einen sehr hohen
Wert an. Sowohl der LaSg- als auch der SaSs-Genotyp traten in der untersuchten G1-
Subgruppierung mit NEO-PI-R-Werten nur ein einziges Mal auf und wiesen eine
dementsprechend hohe Standardabweichung auf. Aus diesem Grund und weil Uber einen
Effekt des G-Allels von rs25531 nichts bekannt ist, wurden diese beiden Proben, wie

bereits angesprochen, aus weiteren Analysen ausgeschlossen (vgl. Abb. 13).

Der durchschnittiche NEO-PI-R-Wert fir
die Domane Neurotizismus bei Probanden
weiblichen Geschlechts (n = 142) der G1-
Generation lag mit 83.04 £ 23.21 deutlich
hoher als der Mittelwert von mannlichen
Probanden (n = 118), der bei 75.14 *
22.19 lag. Dies deckt sich fast exakt mit
den in der Literatur zu findenden NEO-PI- \ \ \

o _ LL LS SS
R-Mittelwerten fur Manner bei 75.2 + 19.9 5-HTTLPR

und Frauen bei 83.1 + 21.7.° Der Einfluss
. . Abbildung 14: MLS G1: Einfluss des Geschlechts
des Geschlechts auf die Hohe der auf die Hohe des mittleren Neurotizismuswertes.

Das weibliche Geschlecht zeigte unabhangig vom 5-
HTTLPR-Genotyp signifikant hdhere Neurotizis-

p-Wert von 0.001 hier somit signifikant dar muswerte als das mannliche Geschlecht. (p = 0.001)
(vgl. Abb. 14). Daher wurde die oben
erwahnte Assoziation zwischen 5-HTTLPR-Genotyp und NEO-PI-R-Wert nochmals in einer

Geschlecht

— weiblich
84.00 / —— mannlich

Mittlerer Neurotizismuswert
\‘
(o]
o
2

Neurotizismuswerte stellte sich mit einem

ANOVA- und Regressionsanalyse unter Einbeziehung des Geschlechts als Kovariate.

Auch dabei wurde keine signifikante Assoziation gefunden (p = 0.61). Eine parallele
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Analyse des ,kombinierten“ Genotyps ist graphisch nicht dargestellt, zeigte aber nahezu

identische Ergebnisse, ebenfalls ohne statistische Signifikanz (p = 0.7).

Weiterhin wurde bei den 260 Probanden
der G1-Generation gepruft, ob die DSM

IV-Diagnose des Alkoholabusus,

o
T

oo
T

beziehungsweise der Alkoholabhangigkeit

in Erfassung der Lebenszeitpravalenz

\.
T

Einfluss auf die Verteilung der

Mittlerer Neurotizismuswert
g

\,
T

Neurotizismuswerte hatte (vgl. Abb. 15).

Bei Probanden mit Alkoholismusdiagnose ‘ ‘

. i . i . kein(e) Abusus/Abhéngigkeit
(n = 137) zeigte sich ein signifikant Abusus/Abhangigkeit
DSM-IV Alkohol Abusus und Abhangigkeit

hoherer mittlerer Neurotizismuswert von

82.06 £ 22.94 als bei Studienteilnehmern  Appildung 15: Alkoholabusus — Neurotizismus:

. In der Analyse von 260 Probanden der MLS G1
ohne Alkoholabusus bzw. —missbrauch (n fanden sich bei Probanden mit Alkoholabusus (n =

— ; ; ; 137) signifikant hdhere Neurotizismuswerte als bei
123), die einen Mittelwert von 77.12 + Probanden ohne Abusus (n = 123), p = 0.02
22.96 aufwiesen (p = 0.02).

Eine Aufschlisselung in homo- und heterozygote Alleltrager ergab bei Probanden mit und
ohne Alkoholabusus vergleichbare Verteilungsmuster der mittleren Neurotizismuswerte,
jedoch auf quantitativ unterschiedlichem Niveau (vgl. Abb. 16a). Ubereinstimmend fanden
sich geringere Neurotizismuswerte bei Individuen mit LL-Genotyp gegentiber Tragern des
S-Allels. So fand sich bei den Probanden ohne Alkoholabusus bei Vorliegen des Genotyps
SS mit einem mittleren Neurotizismuswert von 77.69 + 23.28 ein niedrigerer Wert als bei
den Individuen mit dem Genotyp SS unter den Studienteilnehmern mit Alkoholabusus, die
einen mittleren Neurotizismuswert von 84.12 + 24.73 boten. Dieser Trend war statistisch
nicht signifikant (p = 0.49). Auch eine Assoziation der Interaktion DSM-IV-Diagnose und 5-
HTTLPR-Genotyp mit den mittleren Neurotizismuswerte wurde nicht gefunden (p = 0.87).

Eine Analyse des ,kombinierten® Genotyps zeigte ebenfalls  hohere mittlere
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Neurotizismuswerte bei Probanden mit
Alkoholabusus gegenuber denen ohne
eine derartige DSM-IV-Diagnose  (vgl.
Abb. 16b). Fur die Subgruppe der
Individuen mit Abusus/Abhangigkeit zeigte
sich der bekannte Trend der hochsten
Neurotizismuswerte mit 86.68 + 25.03 bei
Probanden mit “SS* Genotyp und der
niedrigste Wert mit 76.70 += 19 bei
Vorliegen des  “LL“-Genotyps. Beim
Genotyp “LS" fand sich ein mittlerer
Neurotizismuswert von 81.71 + 23.08. Die
Probanden ohne Alkoholabusus zeigten
eine andere Verteilung. Hier fand sich bei
Individuen mit “SS“-Genotyp der niedrigste
mittlere Neurotizismuswert mit 74.49 %
22.7 und der hochste Wert von 78.29 +
24 44 bei Probanden mit heterozygotem
‘LS Genotyp. Bei Individuen des
Genotyps “LL“ fand sich ein mittlerer
Neurotizismuswert von 77.5 + 19.24. Eine
signifikante Assoziation zwischen der
abhangigen  Variable des  mittleren
Neurotizismuswertes und der Interaktion
des ,kombinierten® Genotyps und der
DSM-IV-Diagnose wurde auch hier nicht
gefunden. (p = 0.36)

230 Probanden der G2-Generation, flir die
NEO-PI-R  Werte  vorlagen, wurden

untersucht. Fur die G2-Generation lagen
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Abbildung 16a: 5-HTTLPR - Alkoholabusus -
Neurotizismus: Ubereinstimmend fanden sich
niedrigere  mittlere  Neurotizismuswerte  bei
Individuen des Genotyps LL bei Probanden mit
und ohne Alkoholabusus. Die Interaktion von 5-
HTTLPR und Alkoholabusus mit Neurotizismus
zeigte sich statistisch nicht signifikant (p = 0.86)
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Abbildung 16b: ,Kombinierter® Genotyp -
Alkoholabusus — Neurotizismus: Bei Probanden
mit Alkoholabusus fanden sich bei Individuen mit “LL"
die niedrigsten und bei Individuen mit “SS* den
héchsten mittleren Neurotizismuswert. Bei
Probanden ohne Abusus zeigten die Individuen mit
“SS* den niedrigsten mittleren Neurotizismuswert.
Die Interaktion von ,kombiniertem“ Genotyp und
Alkoholabusus mit Neurotizismus zeigte sich
statistisch nicht signifikant (p = 0.37)
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NEO-PI-R-Werte der Erhebungsphasen t5, t6, t7 und t8 vor. Wie auch in der Analyse der
Elterngeneration wurde die Korrelation der einzelnen Neurotizismuswerte der einzelnen
Erhebungsphasen uUberpruft. Die Pearson Korrelation zeigte sich mit Werten = 0.62 auf
dem 0.01 Level signifikant, weshalb der Mittelwert des NEO-PI-R-Wertes errechnet und in
der folgenden Analyse verwendet wurde. Der NEO-PI-R-Mittelwert von 83.49 + 20.20 lag
etwas hoher als der mittlere Wert der Elterngeneration. McCrae et al. beschrieben, dass
die NEO-PI-R-Werte im ,Collegealter® zwischen 17 und 20 Jahren mit einem
Durchschnittswert von 96.3 + 21.9 deutlich héher liegen als in anderen Lebensphasen.®
Die Erhebungsphasen t5 und t6 umfassten diese Lebensjahre und sind in die Berechnung
des mittleren NEO-PI-R-Wertes eingegangen.

Die Ergebnisse der Prufung auf eine Assoziation zwischen Neurotizismuswerten und
biallelem beziehungsweise tri/quatroallelem 5-HTTLPR-Genotyp ahnelten denen der
Elterngeneration. Es wurde ein schwacher Hinweis gefunden, der hdhere NEO-PI-R-Werte
fur den SS-Genotyp gegenuber dem LS- und LL-Genotyp andeutete, jedoch nicht
signifikant war (p = 0.32, r* = 0.026). Die Gruppierung des Lg-Allels zusammen mit dem S-
Allel fuhrte wie auch in der G1-Generation zur weiteren Abschwachung des
Signifikanzniveaus (p = 0.58, r? = 0.005). Die dargestellten Ergebnisse der G2-Generation
(vgl. Abb. 17) sind jedoch nur bedingt aussagekraftig, da der Studie eine familiare Struktur
zugrunde lag und es sich bei den Probanden der Kindergeneration somit teilweise um

Geschwister handelte.
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Abbildung 17: MLS G2-Generation: Prifung auf Assoziation Genotyp - Mittlerer Neurotizismuswert
(NEO-PI-R-Wert) bei 230 Individuen. 1. 5-HTTLPR-Genotyp — NEO-PI-R-Wert: Genotyp LL zeigte
niedrigsten mittleren Neurotizismuswert, SS den héchsten Wert, Assoziation ohne statistische Signifikanz (p
= 0.32, ¥ = 0.026) 2. 5-HTTLPR + rs25531 — NEO-PI-R-Wert: kein signifikanter Zusammenhang, 3.
.Kombinierter* Genotyp — NEO-PI-R-Wert: Genotyp “LL" zeigte niedrigsten mittleren Neurotizismuswert,
Assoziation ohne statistische Signifikanz (p = 0.58, r* = 0.005) Auf Grund der familidren Struktur
Einschrankung der Ergebnisse der G2-Generation. Eine MERLIN-Analyse zur Bericksichtigung der
Familienstruktur erfolgte (siehe Flief3text).

Eine Assoziations-Analyse, die die G1-und G2-Generation umfasste, wurde aus diesem
Grund mit dem Programm MERLIN durchgefuhrt, welches die Familienstruktur in der
Analyse berlcksichtigte. Insgesamt wurden nach Ausschluss der beiden Genotypen, die
ein Sg-Allel aufwiesen, 485 Proben in die Analyse integriert. Ein Assoziationstest ergab
hier einen signifikanten Zusammenhang zwischen 5-HTTLPR-Genotyp und NEO-PI-R-
Wert (p = 0.028). Dabei erklarte der 5-HTTLPR-Genotyp 4.2% der genetischen Varianz der
Neurotizismuswerte. Die Gruppierung des Lg-Allels zum S-Allel zum ,kombinierten®

Genotyp zeigte dagegen keine signifikante Assoziation (p = 0.1).

3.4.2 Tecumseh Studie

Analysiert wurden DNA-Proben von 315 Studienteilnehmern des Tecumseh Blutdruck
Programms. Die Genotypisierung wurde zweifach durchgefuhrt und auf Abweichungen der
Mendelschen Vererbungsregeln untersucht. Drei ,Mendelsche Fehler” blieben auch nach

erneuter Regenotypisierung bestehen.
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Gepruft wurde auf eine Assoziation zwischen dem 5-HTTLPR-Genotyp und den NEO-PI-
Werten als Neurotizismusparameter der Studienteilnehmer (vgl. Abb. 18). Bei den
untersuchten Studienteilnehmern fand sich ein Mittelwert von 86.09 mit einer

Standardabweichung von 20.11 fur beide Geschlechter.
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Abbildung 18: Tecumseh Studie: Prifung auf Assoziation Genotyp — Mittlerer Neurotizismuswert
bei 316 Individuen. 1. 5-HTTLPR-Genotyp — NEO-PI-Wert: Anders als im Grol¥teil der publizierten
Ergebnisse zeigte der Genotyp LS den niedrigsten mittleren Neurotizismuswert, SS aber den hdchsten
Wert, Assoziation mit statistischer Signifikanz (p = 0.02, r* = 0.03) 2. 5-HTTLPR + rs25531 — NEO-PI-
Wert: Vergleichbar hohe Neurotizismuswerte von LgSa- und SaSa-Genotyp, kein signifikanter
Zusammenhang, 3. ,Kombinierter* Genotyp — NEO-PI-Wert: Genotyp “LS* zeigte wiederum den
niedrigsten und ,SS* den hochsten mittleren Neurotizismuswert, Assoziation mit statistischer Signifikanz (p
=0.002, r* = 0.04) Auf Grund der familiaren Struktur Einschrankung der Ergebnisse der G2-Generation.
Eine MERLIN-Analyse zur Berlcksichtigung der Familienstruktur erfolgte (siehe FlieRtext).

Eine ANOVA-Analyse ergab eine signifikante Assoziation (p = 0.02, r* = 0.03) zwischen 5-
HTTLPR-Genotyp und NEO-PI-Wert. Probanden mit SS-Genotyp wiesen einen Mittelwert
von 92.53 + 2.90 auf, Probanden mit LL-Genotyp einen mittlerem NEO-PI-R-Wert von
90.42 + 6.19 und LS-Trager zeigten einen mittleren Wert von 84.97 + 6.79. Die
Neurotizismuswerte der Individuen mit LL-Gentoyp zeigten sich somit anders als in den
meisten publizierten Studien hoher als die Werte fur Studienteilnehmer mit heterozygotem
Genotyp. Die Einbeziehung des SNPs rs25331 in die Analyse zeigte, dass Individuen mit
LeSa—Genotyp vergleichbar hohe Neurotizismuswerte (92.27 + 20.33) aufwiesen wie

Studienteilnehmer mit SaSa-Genotyp (92.53 + 18.98), wahrend die Werte von LaLg-Tragern
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(83.48 £ 19.59) und LaSa-Tagern (82.91 £ 19.73) in einem quantitativ ahnlichen Bereich
lagen. Die Gruppierung des Lg-Allels zusammen mit dem S-Allel zeigte in einer ANOVA-
Analyse eine signifikantere Assoziation (p = 0.002, r* = 0.04) im Vergleich zur alleinigen
Analyse von 5-HTTLPR und somit einen vermeintlichen Effekt des G-Alles des SNPs
rs25531.

Da es sich bei der Tecumseh Studie um eine

Familienstudie handelte, wurden die gleichen
Assoziations-Analysen auch mit dem Programm

MERLIN vorgenommen, welches die familiare
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0.58) und auch nicht nach der Gruppierung des

nicht nur durch die Berucksichtigung der

Familienahnlichkeit, sondern auch durch die
Abbildung 19: Gruppierter Genotyp -

automatische Durchfihrung einer linearen Neurotizismus: In MERLIN-Analyse erfolgte
) eine Allelkategorisierung “LL" + “LS" versus
Regression zustande kam. “SS“ gemal der Hohe erreichten Neurotizis-

. _ muswerte (vgl. Abb. 18). Im direkten Vergleich
Um dennoch auf einen Effekt des G-Allels zu ergab sich in der Assoziationsanalyse des

priifen, erfolgte wegen des in dieser Analyse als  -kombinierten” Genotyps mit mittlerem NEO-
PI-Wert eine Signifikanzsteigerung (p = 0.01)

dominant erscheinenden 5-HTTLPR- L-Allels zur Analyse des 5-HTTLPR-Genotyps (p =
0.04).

eine Zusammenfassung von LL- und LS-

Genotyps. Dies fluhrte zu einer nominal signifikanten Assoziation (p = 0.04) zwischen
Genotyp und NEO-PI-Werten. Die Analyse des ,kombinierten” Genotyps zeigte eine
deutliche Signifikanzsteigerung (p = 0.01) (vgl. Abb. 19).

3.4.3 Gemeinsame Analyse von Michigan Longitudinal Studie und Tecumseh Studie

Neurotizismuswerte lagen flr Probanden der MLS und der Tecumseh Studie vor. Eine
gemeinsame MERLIN-Analyse von 788 Proben beider Studien ergab einen Trend (p =
0.07) bezuglich einer Assoziation zwischen 5-HTTLPR-Genotyp und Neurotizismus. Die

Trendrichtung entsprach zuvor publizierten Ergebnissen, weshalb statt eines zweiseitigen
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ein einseitiger T-Test durchgefuhrt wurde. Ein p-Wert von 0.03 zeigte eine statistisch
signifikante Assoziation an. Die Analyse des ,kombinierten” Genotyps, in welcher das Lg-
Allel zusammen mit dem Sa-Allel als “S*-Allel gerechnet wurde, fuhrte weder in einem
zweiseitigen (p = 0.28) noch in einem einseitigen T-Test (p = 0.14) zu einem statistisch

signifikanten Ergebnis.
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Abbildung 20: MLS und Tecumseh Studie: Prifung auf Assoziation Genotyp - Mittlerer
Neurotizismuswert bei 788 Individuen. In der gemeinsamen MERLIN Analyse der beiden Studien ergab
sich eine statistisch signifikante Assoziation zwischen 5-HTTLPR-Genotyp und mittlerem Neurotizismuswert
(p = 0.03). Die Analyse des ,kombinierten® Genotyps ergab denselben Trend der hdchsten
Neurotizismuswerte bei Vorliegen des Genotyps “SS*, aber keine Assoziation von statistischer Signifikanz (p
=0.14).

3.4.4 Alkoholismus Studie

In der experimentellen Untersuchung dieser Arbeit wurden auch DANN-Proben von 152
Individuen der Alkoholismus Studie genotypisiert, denen die ICD-10-Diagnose F10
(Alkoholabhangigkeit) gemeinsam war. Bei 146 der Proben konnte nicht nur der 5-
HTTLPR-Genotyp, sondern zusatzlich auch der SNP rs25531-Genotyp identifiziert werden
(vgl. Tab. 2). Die Genotypisierungsergebnisse wurden auf das Hardy-Weinberg-Equilibrium
(iberpriift und dieses durch einen Chi?-Test bestatigt (Chi? = 0.15, p = 0.69). Firr das L-Allel
von 5-HTTLPR fand sich eine Frequenz von 0.64 und fur das S-Allel lag eine Frequenz von
0.36 vor. Im Rahmen der Alkoholismus Studie ist der NEO-FFI-Personlichkeitstest bei 136

Probanden durchgefuhrt worden. In einer ANOVA-Analyse war keinerlei Assoziation der
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vorliegenden Neurotizismuswerte mit dem 5-HTTLPR-Genotyp auffindbar. (p = 0.94, r* =
0.0001). Auch eine Analyse unter der Verwendung des ,kombinierten Genotyps erbrachte
keine relevante Signifikanzsteigerung (p = 0.85, r* = 0.0003), weshalb auf eine graphische
Darstellung verzichtet wurde.

In der Auswertung dieser Studie fand sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen der
Domane der Offenheit des NEO-FFI und dem 5-HTTLPR-Genotyp. Die 140 vorliegenden
NEO-FFI-Werte zeigten sich normalverteilt. Es lag ein Mittelwert von 27.01 + -6.74 vor.
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Abbildung 21: Alkoholismusstudie: Prifung auf Assoziation Genotyp — Mittlerer Offenheitswert bei 140
Individuen. 1. 5-HTTLPR-Genotyp — NEO-FFI-Wert: Der Genotyp LL zeigte signifikant héhere mittlere
Offenheitswerte als SS (p = 0.03, = 0.03) 2. 5-HTTLPR-Genotyp + rs25531 — NEO-FFI-Wert: Signifikante
Assoziation (p = 0.01, ¥ = 0.05) 3. ,Kombinierter Genotyp* — NEO-FFI-Wert: Der Genotyp “LL“ zeigte
signifikant hdhere mittlere Offenheitswerte als “SS* (p = 0.03, = 0.04)

Der hochste mittlere NEO-FFI-Wert fur Offenheit fand sich beim LL-Genotyp mit 28.17 £

0.89. Der LS-Genotyp wies einen mittleren Wert von 26.07 £ 0.87 und der SS-Genotyp
einen Mittelwert von 24.85 + 1.5. Wurde der SNP rs25531 in die Analyse einbezogen, so
zeigte der LaLa-Genotyp mit 28.78 + 1.17 einen minimal hoheren Wert als der Lalg-
Genotyp mit 28.32 £ 1.33. Einen mittleren Wert von 26.32 + 0.89 stellte der LaSa-Genotyp.
Der LgSa-Genotyp zeigte den niedrigsten Mittelwert von 22.67 + 3.8. Dem SaSa-Genotyp
kam der Wert von 24.85 zu, jedoch mit einer geringeren Standardabweichung von + 1.48.
Insgesamt ergab sich fur den 5-HTTLPR-Genotyp nach der Durchfihrung einer linearen

Regression eine signifikante Assoziation zur Domane der Offenheit des NEO-FFI (p =
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0.03, r? = 0.03) Die quatroallele Analyse von 5-HTTLPR und rs25531 zeigte sich héher
signifikant (p = 0.01, r?> = 0.05). Die Analyse des ,kombinierten“ Genotyps ergab keinen
statistisch detektierbaren Unterschied der Signifikanz zu den Ergebnissen der alleinigen
Betrachtung des 5-HTTLPR-Genotyps und der berechnete Korrelationseffizient lag mit

einem r? von 0.04 nur minimal hoher.

3.5 Analyse der Genotypenfrequenz bei psychiatrischen Erkrankungen
3.5.1 Bipolar Studie

Von den Proben der Bipolar Studie wurde von 228 Individuen der 5-HTTLPR-Genotyp
bestimmt, von 225 Individuen auch der rs25531-Genotyp (vgl. Tab. 2 / Tab. 4a/b). Die
Auftretensfrequenzen des  bi- und quatroallelen  5-HTTLPR-Genotyps  der
Studienteilnehmer mit Bipolarer Erkrankung und der gesunden Kontrollprobanden wurden
berechnet. Die Durchfilhrung eines Chi%-Test ergab keinen signifikanten Unterschied (p =
0.49) in der Auftretensfrequenz der verschiedenen 5-HTTLPR-Genotypen zwischen
gesunden Studienteilnehmern und Patienten, diagnostiziert mit Bipolarer Erkrankung. Die
Durchfihrung einer logistischen Regression zeigte mit fast identischen p-Werten ein
vergleichbares Resultat. Auch die Verteilungsfrequenzen in der Analyse des ,kombinierten®
Genotyps erwiesen sich weder im Chi>-Test noch bei Durchfilhrung einer logistischen

Regression als statistisch signifikant (p = 0.71).

Tabelle 4a: Diagnose * 5-HTTLPR-Genotyp Kreuztabelle (p =0.493)

5-HTTLPR-Genotyp Gesamt
LL LS SS
Diagnose  Kontrolle 55 63 26 144
BP 26 43 15 84
Gesamt 81 106 41 228
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Tabelle 4b: Diagnose * ,Kombinierter* Genotyp Kreuztabelle (p = 0.96)

,Kombinierter* Genotyp Gesamt
"LL" "LS" "SS"
Diagnose Kontrolle 36 67 39 142
BP 17 42 24 83
Gesamt 53 109 63 225

3.5.2 Pritzker Projekt

157 Proben der Probanden des Pritzker Projektes wurden genotypisiert und analysiert (vgl.
Tab. 2). Das L-Allel von 5-HTTLPR fand sich mit einer Haufigkeit von 0.58 und das S-Allel
zeigte eine Frequenz von 0.42. Ein Chi*-Test zeigte ein Hardy-Weinberg-Equilibrium an
(Chi? = 0.7, p = 0.68). Kreuztabellen wurden angefertigt, um zu Uberpriifen, ob sich die
Genotypfrequenzen bei Individuen, diagnostiziet mit Major Depression, Bipolarer
Erkrankung und Schizophrenie, sowie Kontrollen statistisch signifikant voneinander
unterschieden (vgl. Tab. 5a/b). Weder die Betrachtung des 5-HTTLPR-Genotyps allein (p =
0.1), noch die Einbeziehung von rs25531 (p = 0.2) und auch nicht die Gruppierung von Lg-
Allel zum S-Allel (p = 0.15) zeigten einen statistisch relevanten Zusammenhang zwischen
Genotyp und Erkrankungsstatus. Auch eine Analyse, in der nur zwei Gruppen — Kontrollen
und Erkrankte — differenziert wurden, zeigte keine statistisch signifikante Assoziation zum
5-HTTLPR-Genotyp (p = 0.2) und dem ,kombinierten® Genotyp (p = 0.11). Wurden nicht
die Genotypen sondern die Frequenz des L-Allels gegenliber der des S-Allels bei
psychiatrisch Erkrankten gegenuber den Kontrollen betrachtet, ergaben sich ebenfalls
keine statistisch signifikanten Unterschiede, aber deutliche Trends wurden sichtbar (p =
0.11). Eine logistische Regression ergab einen Trend mit einem p-Wert von 0.08. Wurde
das Lg-Allel als S-Allel gerechnet und die Analyse durchgefuhrt, so zeigte sich der Trend
des haufiger auftretenden S-Allels leicht verstarkt. (p = 0.1). Eine logistische Regression

ergab hier einen p-Wert von 0.07.
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Tabelle 5a: Diagnose * 5-HTTLPR-Genotyp Kreuztabelle (p = 0.102)

5-HTTLPR-Genotyp Gesamt
LL LS SS
Diagnose MDD 11 20 9 40
BP 6 13 4 23
Schiz 7 7 5 19
Kontrolle 30 34 11 75
Gesamt 54 74 29 157

Tabelle 5b: Diagnose * ,Kombinierter”.Genotyp Kreuztabelle (p = 0.147)

.Kombinierter” Genotyp Gesamt
liLLll "LS" "SS"
Diagnose MDD 9 16 12 37
BP 3 11 8 22
Schiz 4 10 5 19
Kontrolle 20 39 15 74
Gesamt 36 76 40 152

3.5.3 Studie zu Heroinabusus

Erfolgreich genotypisiert werden konnten 150 DNA-Proben von Studienteilnehmern dieser
Drogenabusus Studie. Fur 93 der Probanden, 69 mannlichen und 24 weiblichen
Geschlechts, lagen Informationen zur DSM-IV Diagnose MDD vor. Es erfolgte eine
Kategorisierung der Probanden in zwei Gruppen: eine Gruppe ohne Depressionsdiagnose
und eine Gruppe mit aktueller Diagnose einer MDD bzw. einer Depressionsdiagnose in der
Vergangenheit. 16 der Probanden zeigten neben einer manifesten Opioidabhangigkeit eine
akute oder subakute psychiatrische Diagnose einer Major Depression auf. Mittels einer
logistischen Regression wurde kein statistisch signifikanter Unterschied der
Genotypenfrequenzen bzw. Allelfrequenzen bei Probanden mit MDD gegenlber
Probanden ohne derartige psychiatrische Diagnose gefunden (p = 0.26) (vgl. Tab. 6a).
Auch in der Analyse des triallelen ,kombinierten“ Genotyps, in welchem das Lg-Allel als S-
Allel gewertet wurde, fand sich kein statistisch signifikanter Unterschied (p = 0.33) in der
Frequenz der Genotypen bei Probanden mit und ohne psychiatrische Diagnose einer MDD
(vgl. Tab. 6b).
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Tabelle 6a: Diagnose * 5-HTTLPR-Genotyp Kreuztabelle (p = 0.259 log. Regression)

5-HTTLPR-Genotyp Gesamt
LL LS SS
Diagnose = MDD 8 6 2 16
Keine MDD 32 38 7 77
Gesamt 40 44 9 93
Tabelle 6b: Diagnose * ,Kombinierter® Genotyp Kreuztabelle (p = 0.327 log. Regression)
,Kombinierter” Genotyp Gesamt
“LL" "LS” "Ss"
Diagnose = MDD 6 7 2 15
Keine MDD 17 39 20 76
Gesamt 23 46 22 91

3.6 Moderation des Einflusses stressvoller Lebensereignisse auf die Vulnerabilitat
far Depression durch 5-HTTLPR

223 Probanden der G1-Generation der Michigan Longitudinal Studie wurden mit der

Fragestellung analysiert,

ob der

Einfluss stressvoller

Lebensereignisse auf das

Erkrankungsrisiko fur Major Depression durch den 5-HTTLPR-Genotyp modifiziert wird. Als

Parameter zur Einschatzung der Depression wurde die Hamilton Skala flr Depression

verwendet. Da sich die Werte der Studienteilnehmer Gber die acht Erhebungsphasen nicht

normal verteilt zeigten, wurde die Quadratwurzel berechnet und in den folgenden Analysen

verwendet.
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Abbildung 22: MLS-G1: Verlauf der mittleren Hamilton-Depressionswerte von 223 Probanden uber
die Erhebungsphasen 1-6 der Studie. Es erfolgte eine farbliche Differenzierung der 1. 5-HTTLPR-
Genotypen bzw. 2. der ,kombinierten* Genotypen

Die Betrachtung der Hamilton-Mittelwerte Uber sechs Phasen (t1-t6) von G1-Probanden
der Michigan Longitudinal Studie zeigte im Studienverlauf eine zunehmende Tendenz. Die
konstant hochsten Werte fanden sich bei Vorliegen des SS-Genotyps von 5-HTTLPR vor
LS- und SS-Genotyp. Ein vergleichbares Verteilungsmuster ergab sich nach der

Gruppierung des Lg-Allels zusammen mit dem S-Allel.

Zur Einschatzung des Auspragungsgrades stressvoller Lebensereignisse wurde zum
Zeitpunkt t5 ein familiarer Stressindex fur die vergangenen drei Jahre erstellt. Als
Beurteilungskriterien wurden stressvolle Ereignisse aus der familidaren Lebenssituation,
Arbeitswelt und Sozialleben zwischen 0 und 15 gezahlt. Auf Grund der geringen
Probandenzahl, die mehr als vier Lebensereignisse aufwies, erfolgte eine Kategorisierung
in funf Gruppen. Ein familidrer Stressindex von 0 zeigte keine stressvollen
Lebensereignisse an, wahrend ein Index von 4 eine hohe familiare Stressbelastung

wahrend der vergangenen drei Jahre angab.
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Bei den 223 analysierten Probanden der
G1-Generation handelte es sich um 124

Frauen und 99 Manner. Der LL-Genotyp

fand sich in 69 Fallen. Bei 113 407 i
—LS
—8S

Probanden lag der LS-Genotyp und bei £ 35
41 der SS-Genotyp von 5-HTTLPR vor. Egs.o—
Es zeigte sich, dass Probanden aller §§

drei Genotypen mit einem familidren g?yz.s—
Stressindex von 0 und 1 Hamilton- £ 20

Depressionswerte zwischen 1.75 154

(Genotyp LL, Stressindex 0) und 2.68 0 1 2 3 4

Familiarer Stressindex

(Genotyp LL, Stressindex 1) zeigten, die

Stressindex - 5-HTTLPR: Eine Untersuchung der
unterschien. Bei einem familidren Moderation des Einflusses familidren Stresses auf den
mittleren Hamilton-Depressionswert durch 5-HTTLPR-
Stressindex von 4 wiesen die  Genotyp ergab keine statistisch signifikante Assoziation (p

Probanden mit SS-Genotyp mit 3.75 = 0:31) bei 223 Probanden.
einen deutlich hdheren Hamilton-Mittelwert auf als Probanden mit LS- (3.23) und LL-
Genotyp (2.82). Eine ANOVA-Analyse ergab bei der Betrachtung des 5-HTTLPR-Genotyps

keinen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen 5-HTTLPR-Genotyp und

Hamilton-Depressionswert (p = 0.54). Die Interaktion von Genotyp und familidrem
Stressindex zeigte zwar einen starkeren Zusammenhang, war aber ebenfalls nicht
statistisch signifikant (p = 0.31). Beobachtet wurde ein Einfluss des Geschlechts auf den
Auspragungsgrad einer Depression, gemessen nach Hamilton (p = 0.06). Bei den
weiblichen Probandinnen fanden sich hoéhere Hamilton-Werte. Eine besondere
Pradisposition eines Geschlechtes fur die Hohe des familiaren Stressindex wurde

hingegen nicht gefunden (p = 0.34) (vgl. Tab. 7a).
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Tabelle 7a: 5-HTTLPR: ANOVA-Analyse; abhangige Variable: Mittlerer Hamiltonwert (Quadratwurzel)

Quelle F )
Korrigiertes Modell 1.658 0.040
Abschnitt 287.057 0.000
5-HTTLPR 0.619 0.539
Geschlecht 3.689 0.056
Familidrer Stressindex 1.427 0.226
5-HTTLPR * Geschlecht 0.331 0.719
5-HTTLPR * Familiarer Stressindex 1.184 0.310
Geschlecht * Familidrer Stressindex 1.143 0.337
In der Analyse des ,kombinierten®
Genotyps lag der “LL“-Genotyp in 56 Fallen
vor, “LS* fand sich in 107 und “SS* in 60 Kombinierter
. . . 457 Genot
Fallen. Eine ANOVA-Analyse, in welcher i
o 407 —"Ls"
auf eine Assoziation des ,kombinierten® | s _ sy
, , N £'¢ 357
Genotyps mit dem Hamilton-Wert fur | £5
£3
. . . c = 3.0
Depression gepruft wurde, ergab wie auch g%’
bei der alleinigen Betrachtung von 5- | £5%%
HTTLPR kein statistisch signifikantes = 209
Ergebnis (p = 0.3). Hier zeigte sich jedoch 1.6 . . . . .
beziiglich des Effekts von ,kombiniertem* D aessindex
Genotyp und familiarem Stressindex auf

den Hamilton-Wert ein deutlicher Trend (p
= 0.06),
Suszeptibilitat fur Depression nach der

welcher  eine  hdhere
Erfahrung stressvoller Lebensereignisse

im familiaren Umfeld wahrend der
vergangenen drei Jahre bei Individuen mit

S- bzw. Lg-Allel anzeigte. Deutlicher als

Abbildung 23b: MLS-G1: Hamiltonwert - familiarer
Stressindex ,Kombinierter® Genotyp: Eine
Untersuchung der Moderation des Einflusses familidren
Stresses auf den mittleren Hamilton-Depressionswert
durch den ,kombinierten® Genotyp ergab einen
Assoziationstrend (p = 0.06) bei 223 Probanden. Es
ergaben sich somit Hinweise auf eine Gen x Umwelt-
Interaktion im Sinne einer erhéhten Vulnerabilitat fiir
Depression, messbar durch Hamiltonwerte bei
Individuen mit “SS*“-Genotyp, die einen hohen
familidren Stressindex aufwiesen

bei der Analyse des 5-HTTLPR-Genotyps ohne Berlcksichtigung des SNPs rs25531 ergab

sich auch der Einfluss des Geschlechts auf die erreichten Hamilton-Werte (p = 0.009) Die

weiblichen Studienteilnenmer wiesen mit einem mittleren Hamilton-Wert von 2.80 + 0.16

eine deutlich héhere Depressionsneigung auf als die mannlichen Probanden, die einen
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Hamilton-Wert von 2.13 * 0.2 zeigten. Eine Interaktion zwischen Geschlecht und Genotyp
(p = 0.97), sowie Geschlecht und familiarem Stressindex in Bezug auf den Hamilton-Wert

wurde wiederum nicht beobachtet (p = 0.17) (vgl. Tab. 7b).

Tabelle 7b: ,Kombinierter* Genotyp: ANOVA-Analyse; abhangige Variable: Mittlerer Hamiltonwert t5
(Quadratwurzel)

Quelle F p
Korrigiertes Modell 1.923 0.011
Abschnitt 364.059 0.000
~,Kombinierter” Genotyp 1.211 0.300
Geschlecht 7.005 0.009
Familiarer Stressindex 2.152 0.076
~-Kombinierter* Genotyp * Geschlecht 0.036 0.965
~,Kombinierter* Genotyp * Familidrer Stressindex 1.885 0.064
Geschlecht * Familiarer Stressindex 1.633 0.167

Es ergaben sich somit Hinweise auf einen moderierenden Einfluss des 5-HTTLPR-
Genotyps auf den Auspragungsgrad einer Major Depression bei Erleben von familiarem
Stress. Wie auch in der Publikation Caspis et al. beschrieben, erfolgte kein direkter
Ruckschluss auf eine Gen x Umwelt-Interaktion aufgrund der Moglichkeit, dass die
Ergebnisse auch auf einer Gen x Gen-Interaktion zwischen 5-HTTLPR, bzw. dem
~kombinierten® Genotyp und anderen Genen beruhen konnte, die hier nicht untersucht
wurden.** In diesem Fall hatte sich zu jeder Zeit eine Interaktion mit dem Genotyp finden
lassen. Folglich wurde untersucht, ob der hier erstellte familidare Stressindex tatsachlich
einen Umwelteinfluss reprasentierte und somit der Auftrittszeitpunkt von Stress und
Depression im Sinne einer Ursache-Wirkungs-Relation relevant war. Zur Prifung der
Hypothese, dass der Schweregrad der Depression der Studienteilinehmer am
Erhebungspunkt t5 durch familiaren Stress wahrend der vergangenen drei Jahre
beeinflusst wurde, ist einer Analyse getestet worden, ob eine Assoziation zwischen dem
zum Zeitpunkt t5 erstellten Stressindex und den Hamilton-Depressionswerten des

Zeitpunktes t4 gefunden werden konnte.

211 Probanden der G1-Generation wurden zum Zeitpunkt t4 untersucht. In 66 Fallen
handelte es sich um Studienteilnehmer mit LL-Genotyp, 107 wiesen den LS- und 38 den

SS-Genotyp auf. 119 Probanden waren weiblichen, 92 mannlichen Geschlechts. Das Lg-
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Allel lag in 21 Fallen vor. Eine Gruppierung mit dem Sp-Allel fuhrte zu
Genotypenfrequenzen von “LL" = 50, “LS" = 102 und “SS* = 57. Zwei Proben, je eines
mannlichen und weiblichen Probanden, die das Sg-Allel enthielten, wurden aus der
Analyse ausgeschlossen. Im Vergleich mit dem Einfluss des familiaren Stressindex t5 auf
die Hamilton-Depressionswerte zu ebendiesem Zeitpunkt (p = 0.3) fand sich eine
schwachere Assoziation des familiaren Stresses t5 zu den Hamilton-Depressionswerten
des Zeitpunktes t4 bei den unterschiedlichen untersuchten Probanden (p = 0.59). Ebenfalls
eine Abschwachung des Signifikanzniveaus fand sich in der Untersuchung der Moderation
der Hohe der Hamilton-Depressionswerte t4 durch den 5-HTTLPR-Genotyp in der Analyse
mit dem familiaren Stressindex, erhoben zum Zeitpunkt t5 (p = 0.39 (t4) versus p = 0.31
(t5)). Die Analyseergebnisse der beiden Erhebungszeitpunkte konnen den Tabellen 7a und

8a enthommen werden.

Tabelle 8a: 5-HTTLPR: ANOVA-Analyse; abhangige Variable: Mittlerer Hamiltonwert t4
(Quadratwurzel)

Quelle F P

Korrigiertes Modell 1.457 0.097
Abschnitt 175.762 0.000
5-HTTLPR 0.858 0.426
Geschlecht 3.407 0.066
Familidrer Stressindex 0.705 0.590
5-HTTLPR * Geschlecht 0.182 0.833
5-HTTLPR * Familiarer Stressindex 1.064 0.390
Geschlecht * Familiarer Stressindex 1.616 0.172

Bei den Alleltragern des ,kombinierten“ Genotyps ergab sich in der Interaktionsanalyse mit
0.29) (vgl. Tab. 8b) im

Gegensatz zur Analyse mit den Hamilton-Depressionswerten des Zeitpunktes t5 (p = 0.06)

den Hamilton-Depressionswerten des Zeitpunktes t4 (p

(vgl. Tab. 7b) kein signifikanter Effekt bzw. Trend des familiarem Stressindex t5 auf den

Auspragungsgrad der Depression.
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Tabelle 8b: ,Kombinierter* Genotyp: ANOVA-Analyse; abhangige Variable: Mittlerer Hamiltonwert t4
(Quadratwurzel)

Quelle F P

Korrigiertes Modell 1.482 0.088
Abschnitt 252.042 0.000
~,Kombinierter Genotyp 0.678 0.509
Geschlecht 2.316 0.130
Familiarer Stressindex 1.374 0.245
~,Kombinierter* Genotyp * Geschlecht 0.120 0.887
~,Kombinierter Genotyp * Familidrer Stressindex 1.211 0.294
Geschlecht * Familirer Stressindex 1.445 0.221

Insgesamt bestatigte dies Ergebnis, dass der Genotyp von 5-HTTLPR und rs25531 allein
fur die Auspragung einer Major Depression, hier quantifiziert durch entsprechend hohe
Hamiltonwerte, nicht ausreicht. Stressvolle familidare Ereignisse im Zeitraum von drei
Jahren zwischen den Erhebungszeitpunkten t4 und t5 der Michigan Longitudinal Studie
zeigten insbesondere bei Individuen mit “SS*“-Genotyp eine Steigerung der Vulnerabilitat

fur Major Depression im Vergleich mit Tragern des “L*“-Allels.

3.7 Expressionsanalyse

3.7.1 5-HTT-Expression in Lymphoblastoidzelllinien

Ausgewertet wurden Microarray-Expressionsdaten, gewonnen von Lymphoblastoidzellen
der Bipolar Studie. Die Daten wurden normalisiert und logarithmiert dargestellt, was den
Vergleich der Expressionswerte untereinander erlaubte. Obwohl der LL-Genotyp mit einem
Mittelwert von 5.98 + 0.33 eine hohere Expression als der LS- mit 5.96 £ 0.36 und SS-
Genotyp mit 5.92 + 0.31 (vgl. Abb. 27) zeigte, waren diese Unterschiede weder nach einer

ANOVA- noch nach einer Regressionsanalyse signifikant.
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Abbildung 24: Bipolar Studie: Prifung auf Assoziation Genotyp - 5-HTT-Expression in
Lymphoblastoidzellen. 1. 5-HTTLPR-Genotyp — 5-HTT Expression: Genotyp LL zeigte die héchsten, SS
die geringsten Expressionsraten, keine statistisch signifikante Assoziation (p = 0.68, r = 0.004) 2. 5-
HTTLPR + rs25531 5-HTT Expression: keine statistische Assoziation 3. ,Kombinierter* Genotyp — 5-HTT
Expression: Im Vergleich zur Analyse des biallelen Genotyps weitere Abschwachung der statistischen
Assoziation (p = 0.71, r* = 0.004)

Ein r>-Wert von 0.004 wies zudem darauf hin, dass an dieser Stelle beinahe keine
Assoziation zwischen Genotyp und Expression nachweisbar war. Die Auswertung der
quatroallelen Genotypisierungsergebnisse unter Einbeziehung des SNPs rs25531 ergab
keinen Hinweis darauf, dass das Vorhandensein des G-Allels des SNPs das
Expressionsniveau des HTTLPR-L-Allels in Richtung des geringer exprimierenden S-Allels
beeinflusste. Jedoch war auch nach Durchfihrung einer linearen Regression keinerlei
signifikanter Unterschied (p = 0.84) in Bezug auf die Expressionsniveaus Uuberhaupt
erkennbar. Auch die in jungerer Literatur vorgeschlagene Gruppierung des Lg-Allels
zusammen mit dem S-Allel von 5-HTTLPR zum ,kombinierten® Genotyp zeigte folglich
keinen signifikanten Zusammenhang (p = 0.71 bzw. 0.93) zwischen Genotyp und
Expression.®

Als Kovariaten wurden sowohl die psychiatrische Diagnose als auch das Geschlecht in
eine univariate Analyse einbezogen. Auch hier lieBen sich keine statistisch signifikanten

Zusammenhange nachweisen. (vgl. Tab. 9)



3 Ergebnisse 62

Tabelle 9: Statistische Beziehung zwischen 5-HTT-Expression und Genotyp unter Einbeziehung der
Kovariaten Diagnose und Geschlecht

5-HTTLPR + rs25531 ~Kombinierter*
Kovariate 5-HTTLPR Genotyp Genotyp Genotyp
Diagnose p- ANOVA 0.098 0.119 0.117
r 0.018 0.024 0.016
Geschlecht p- ANOVA 0.403 0.316 0.303
r 0.007 0.016 0.009

Mit den in dieser Arbeit verwendeten Methoden war es folglich nicht moglich die
Ergebnisse von Hu et al., die eine vergleichbar niedrige Expression von S- und Lg-Allel in

Lymphoblastoidzelllinien postulierten, zu replizieren.

3.7.2 5-HTT-Expression in humanem post mortem Hirngewebe

Zusatzlich zu den 5-HTT-Expressionsniveaus in Lymphoblastoidzelllinien wurde die
Expression des Serotonintransporters in Hirnregionen von humanem post mortem
Hirngewebe mittels Microarrayanalyse untersucht. In erster Linie wurden Expressionsdaten
des im Mesencephalon lokalisierten Nucleus raphe dorsalis der Formatio reticularis als
zentralem Locus des Serotoninstoffwechsels analysiert. Es erfolgte die Analyse von 24
Proben des Pritzker Projektes. Eine Probe mit dem Genotyp LalLa wurde aus der Analyse
ausgeschlossen, weil sie in der Auswertung der Microarraydaten als ,absent call’ gefuhrt

wurde. Die Ubrigen 23 Proben zeigten ,present calls* und wurden weiter analysiert.
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Abbildung 25: Pritzker Projekt: Prufung auf Assoziation: Genotyp — 5-HTT-Expression im Nucleus
raphe dorsalis bei 23 Gewebeproben. Reihe 1: ANOVA Analyse, Reihe 2: Lineare Regression 1. 5-
HTTLPR-Genotyp — 5-HTT-Expression: Bei Vorliegen des LL-Genotyps (n = 8) fanden sich statistisch
signifikant hdhere Expressionsraten als bei LS- (n = 9) bzw. SS-Genotyp (n = 6) (p = 0.02 bzw. p = 0.005
nach linearer Regression) 2. 5-HTTLPR + rs25531 — 5-HTT-Expression: In der quatroallelen Aufschliisselung
fand sich nur ein Mal das G-Allel von rs25531 in Form von LgSa 3. ,Kombinierter Genotyp — 5-HTT-
Expression: Signifikante Assoziation (p = 0.4 bzw. p = 0.01 nach linearer Regression)

Die alleinige Analyse des 5-HTTLPR-Genotyps ergab mit einem p-Wert von 0.02 einen
signifikanten Effekt des am starksten exprimierenden LL-Genotyps (n = 8) mit einem
Mittelwert von 10.75 £ 0.12, gegenliber dem weniger exprimierenden LS-Genotyp (n = 9)
mit 10.46 £ 0.11 und dem SS-Genotyp (n = 6) mit 10.2 + 0.14. Die Einbeziehung des SNPs
in die Analyse zeigte, dass das 5-HTTLPR L-Allel mit dem G-Allel (n =1) des SNPs

rs25531 mit einem Wert von 10.68 + 0.35 einen leicht geringeren Expressionswert als der
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durchschnittliche Wert (10.76 + 0.13) fur die sieben Genotypen mit LaLa. Ein Mal fand sich
der LeSa-Genotyp und zeigte mit 10.53 + 0.35 einen hoheren Expressionswert an als die
durchschnittlichen Werte fur den LaSa-Genotyp mit 10.45 £ 0.13, der achtmal gefunden
wurde und als der Wert fur den SaSa-Genotyp mit 10.2 £ 0.14, der sechsmal vorkam. Die
Gruppierung des zwei Mal gefundenen Lg-Allels zum S-Allel als ,kombinierter Genotyp
wies im Vergleich zur alleinigen Betrachtung des 5-HTTLPR-Genotyps eine weniger
signifikante Assoziation (p = 0.04, r* = 0.28) zwischen Genotyp und Expressionswerten
auf. Die Durchfuhrung einer linearen Regression zeigte auch fur die Gruppierung der Allele
einen signifikanten Zusammenhang (p = 0.01, r? = 0.24), jedoch war die Assoziation
weniger signifikant als bei der alleinigen Betrachtung des 5-HTTLPR-Genotyps (p = 0.005,
= 0.32). Ein expressionsmindernder Einfluss des G-Allels von rs25531 war folglich nicht

nachweisbar.

Neben dem Nucleus raphe dorsalis wurde auch der Kernkomplex des Nucleus raphe
medianus analysiert, dem ebenfalls eine Rolle im Serotoninstoffwechsel zukommt, sich
aber in den Projektionsgebieten seiner serotonergen Neuronen vom Nucleus raphe
dorsalis unterscheidet. Microarray-Expressionsdaten lagen fur 24 Proben vor. Nach
Normalisierung der Daten fanden sich fur drei der Proben ,absent calls‘, weshalb die
entsprechenden Proben (zweimal LaLa, einmal LaLg) aus der Analyse ausgeschlossen

wurden.
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Abbildung 26: Pritzker Projekt: Prufung auf Assoziation: Genotyp — 5-HTT-Expression im Nucleus
raphe medianus bei 21 Gewebeproben. Reihe 1: ANOVA Analyse, Reihe 2: Lineare Regression 1. 1. 5-
HTTLPR-Genotyp — 5-HTT-Expression: Bei Vorliegen des LS-Genotyps (n =9) fand sich eine etwas héhere
mittlere 5-HTT-Expression als beim SS-Genotyp (n = 6) und beim LL-Genotyp (n = 6) ohne statistische
Signifikanz (p = 0.89 bzw. p = 0.88 nach linearer Regression) 2. 5-HTTLPR + rs25531 — 5-HTT-Expression:
In der quatroallelen Aufschlisselung fand sich nur ein Mal das G-Allel von rs25531 in Form von LgSa 3.
.Kombinierter* Genotyp — 5-HTT-Expression: Keine signifikante Assoziation (p = 0.75 bzw. p = 0.98 nach
linearer Regression)

In der Analyse der verbliebenen 21 Proben lag sechs Mal der LL-Genotyp vor, der mit 9.55
1 0.21 eine geringflgig niedrigere mittlere Expression zeigte als der neun Mal vorliegende
LS-Genotyp, der einen Expressionswert von 9.68 + 0.18 aufwies. Dem SS-Genotyp, der in
sechs Fallen vorlag, kam ein mittlerer Wert von 9.60 + 0.19 zu. Eine signifikante

Assoziation zwischen 5-HTTLPR-Genotyp und 5-HTT-Expression wurde in einer ANOVA-
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Analyse nicht gefunden (p = 0.9, r* = 0.1), auch nicht nach Durchfiihrung einer linearen
Regression (p = 0.88, r* = 0.001). Das G-Allel von rs25531 trat in dieser Untersuchung des
medianen Raphekernes nur ein einziges Mal in Form eines LgSa-Genotyps auf. Der hier
erfasste Expressionswert von 9.28 lag niedriger als die Mittelwerte der Ubrigen Genotypen,
am nachsten dem mittleren Expressionswert des SaxSa-Genotyps von 9.6 + 0.19. Eine
signifikante Assoziation wurde nicht gefunden. (p = 0.82, r> = 0.05 bzw. p = 0.99, r* = 0
nach linearer Regression). Eine Gruppierung der Allele ergab wiederum kein statistisch

signifikantes Resultat (p = 0.75, r* = 0.03 bzw. p = 0.98, r* = 0 nach linearer Regression).

Auf Grund der abweichenden Ergebnisse des Nucleus raphe dorsalis und des Nucleus
raphe medianus wurden die Microarray-Expressionsdaten der 21 Proben der beiden
seorotonergen Raphekomplexe auf eine Korrelation miteinander Gberpruft.

Ein Pearson-Korrelationseffizient von - 0.17 (p = 0.49) zeigte praktisch keine Korrelation
der Expressionswerte des Nucleus raphe dorsalis und des Nucleus raphe medianus an.
Auf Grund der geringen StichprobengroRe wurde bei beiden Raphekernen auf eine
Analyse, in welcher psychiatrische Diagnose und Geschlecht als Kovariaten gefuhrt

wurden, verzichtet.

Eine Microarrayanalyse wurde neben den Raphekernkomplexen noch in sechs weiteren,
mit der Atiopathogenese psychiatrischer Krankheiten in Verbindung gebrachten
Hirnregionen, durchgefihrt. Eine aktualisierte Datennormalisierung zeigte in diesen
Regionen der Amygdala, des Hippocampus, des Locus Coeruleus, des Anterioren
Cingulums, des Prafrontalen Dorsolateralen Cortex und des Cerebellums ,absent calls‘ und
somit keine Expression des Serotonintransporters in diesen Hirnregionen an. Dies
entsprach insofern der Erwartung, als nur in den beiden mesencephalen Raphekernen die

Somata der serotonergen Neurone lokalisiert sind und somit mRNA zu erwarten war.
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4 Diskussion

4.1 Evaluierung der Genotypisierung

Auch in dieser Arbeit bestatigte sich, dass es sich bei 5-HTTLPR um einen auf3erst
schwierig zu amplifizierenden Locus handelt. Der Versuch, die von Hu et al. beschriebene
Genotypisierungsmethode zur simultanen Genotypisierung des Insertions/Deletions- und
Einzelnukleotidpolymorphismus 5-HTTLPR und rs25531 zu replizieren, gelang nicht.*® Die
von ihnen verwendete automatisierte Tagman-Genotypisierungsmethode beruhte auf
allelspezifischem ,Annealing* von fluorogenen Sonden an komplementare DNA-Bereiche.
Hu und Kollegen berichteten Uber die Generierung einer Sonde, komplementar zur
Insertion des L-Allels zur Differenzierung von L- und S-Allel. Zu beachten ist, dass sie in
ihrer Arbeit von anderen Grenzen der In/Del-Region ausgingen. Unter Verwendung der
dargestellten Methodik, war es nicht mdglich, die Amplifikationsprodukte zu differenzieren
und somit einem Genotyp zuzuordnen. Aus diesem Grund wurde auf eine herkdmmliche
PCR-Methodik in Verbindung mit einer RFLP-Analyse zuriickgegriffen. Diese 5-HTTLPR-
Genotypisierungs-PCR zeigte sich besonders empfindlich gegenuber der MgCl,-
Konzentration des Mastermixes. Unter anderem Kramer und Coen wiesen bereits 2001 auf
die Bedeutung der MgCl,-Konzentration fiir die Qualitat von PCR-Ergebnissen hin®, was
die Arbeitsgruppe um Amanda L. Yonan in einer 2006 veroffentlichten Publikation fur die 5-
HTTLPR-PCR bestatigte.®®

Schwierigkeiten ergaben sich hier bei der Genotypisierung von ,whole genome’
amplifizierten DNA-Proben, was dazu fuhrte, dass letztlich tber 600 Proben von weiteren
Analysen ausgeschlossen werden mussten. Die verwendeten DNA-Proben sind zuvor
erfolgreich zur Genotypisierung verschiedenster SNPs eingesetzt worden. Grundsatzlich
kann somit davon ausgegangen werden, dass die Methodik der ,whole genome
Amplifizierung des Ausgangsmaterials funktional gewesen ist. Das uberproportional
haufige Auftreten unspezifischer Banden nach der 5-HTTLPR-PCR dieser DNA-Proben

kann als weiterer Hinweis darauf gedeutet werden, dass Langenpolymorphismen wie 5-
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HTTLPR Amplifikationsmethoden gegeniiber insgesamt sehr empfindlich sind. Im
vorliegenden Fall ist zu vermuten, dass die bei der ,whole genome' Amplifizierung
verwendeten randomisierten Primer nur zu einer unzureichenden Amplifikation der GC-
reichen 5-HTTLPR-Region gefuhrt haben. Folglich konnte auch die sich anschliel3ende 5-
HTTLPR-PCR keine validen Ergebnisse zeigen. Vielmehr kam es vermehrt zu
unspezifischen Amplifizierungen anderer Bereiche des Genoms. Dies weist darauf hin,
dass Genotypisierungsergebnisse von Langenpolymorphismen, die mit ,whole genome'
amplifizierten DNA-Proben durchgefihrt wurden, kritisch zu hinterfragen sind.

Ein weiteres Problem war, dass nach Schneiden mit dem Restriktionsenzym regelmafig
eine schwache zusatzliche Bande bei etwa 512 bp auftrat, die charakteristisch fur das L-
Allel von 5-HTTLPR bei Vorliegen des LsSa-Genotyps ist. Diese schwache Bande kann auf
die Bildung von Heteroduplexen zwischen Elementen von L- und S-Allel-DNA wéhrend der
PCR, die das Enzym naturlich nicht schneiden kann, zurickgefiihrt werden. Nagamine et
al. beschrieben 1990, dass es in jeder PCR Reaktion, bei der mehrere homologe Gene
oder Allele amplifiziert werden, zur Generierung von Heteroduplexen kommt.”* In diesem
Fall waren keine Extrabanden auf dem Elektrophoresegel nach der PCR erkennbar. Die
Tatsache, dass erst nach Schneiden mit dem Restriktionsenzym Hpall eine Bande
zuruckblieb, lasst sich vermutlich darauf zurtickfihren, dass sich die nicht enzymatisch
angreifbaren Heteroduplexe zwischen DNA von L- und S-Allel so aneinander legen, dass
deren Lange der des langeren L-Allels entspricht.

Alle untersuchten Studienpopulationen ohne verwandtschaftliche Beziehung befanden sich
bezlglich 5-HTTLPR und rs25531 im Hardy-Weinberg-Equilibrium. Zusammen mit der
Tatsache, dass sich in den Familienstudien insgesamt nur drei Abweichungen von der
Mendelschen Vererbung fanden, kann dies als guter Beleg fiir die Genotypisierungsqualitat
gewertet werden. Auch die Tatsache, dass sich 100%-ige Konkordanzraten zwischen
manueller Genotypisierung und maschineller DNA-Sequenzierung von Stichproben fanden,
diente der Qualitatsbestatigung. Schwerwiegende systematische Genotypisierungsfehler,
wie sie in der Vergangenheit fir 5-HTTLPR beschrieben sind und anhand von
Trendabweichungen im Hardy-Weinberg-Equilibrium erkennbar sind °, sind damit als
unwahrscheinlich anzusehen. Die Sequenzierung der 5-HTTLPR-Region verschiedener

Alleltrager erbrachte die Bestatigung der Annahme Wendlands, dass es sich bei dem von
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Hu et al. beschriebenen SNP wirklich um den ,upstream’ der In/Del-Region lokalisierten
SNP rs25531 handelt. Gleichzeitig wurde durch die in dieser Arbeit gewonnenen
Genotypisierungsergebnisse auch die Vermutung bestatigt, dass nicht nur ein Lg-, sondern
auch ein selten vorkommendendes Sc-Allel existiert. Dies kann als Nachweis dafur
gewertet werden, dass es sich bei der Kombination 5-HTTLPR und rs25531 nicht nur um
einen tri- sondern einen quatroallelen Locus handelt. Eine funktionale Charakterisierung
des Sg-Allels wie auch des XL-Allels war jedoch auf Grund des seltenen Auftretens im

Rahmen dieser Arbeit nicht mdglich.
4.1.1 Allelh&aufigkeiten in unterschiedlichen ethnischen Populationen

Die gefundenen Genotypfrequenzen von 5-HTTLPR lagen fiur das L-Allel zwischen 0.57
und 0.64 und fur das S-Allel zwischen 0.34 und 0.43. Sie glichen damit den bereits durch
Lesch fur Kaukasier ermittelten Allelfrequenzen von 0.57 fur das L-Allel und 0.43 fir das S-
Allel.?*® Auch die Frequenzen unter Einbeziehung des SNPs rs25531 ahnelten den
Literaturwerten. Hu und Mitarbeiter bestimmten die Frequenz fir das La-Allel von 0.51 in
einer finnischen Population und 0.49 bzw. 0.5 bei weien US-Amerikanern.*® Wendland et
al. fanden in einer US-amerikanischen Population eine Frequenz von 0.5.°° In der
vorliegenden Untersuchung ergab sich fir US-Amerikaner eine Frequenz von 0.49, fir
Polen fand sich eine Frequenz von 0.53. Damit zeigte sich, wie auch in den Ergebnissen
von Hu, eine leicht hohere Frequenz des La-Allels bei Europaern gegenuber US-
Amerikanern. Zu beachten ist jedoch, dass es sich bei allen in dieser Arbeit untersuchten
Européaern um eine Kohorte von Individuen mit Alkoholabusus handelte, was durchaus
auch Einfluss auf die Allelfrequenz gehabt haben kdnnte, da 5-HTTLPR wiederholt mit
Alkoholabusus in Verbindung gebracht worden ist.***’ Die Haufigkeit des Lg-Allels
bestimmten Hu et al. in der finnischen Population zu 0.09 und zu 0.14 bzw. 0.15 bei US-
Amerikanern.* Wendland ermittelte eine Frequenz von 0.065.%° In der vorliegenden Arbeit
fand sich eine Frequenz von 0.11 sowohl bei US-Amerikanern kaukasischer Abstammung
als auch bei den untersuchten Polen. Fur das Sa-Allel fanden Hu et al. eine Haufigkeit von
0.35 bzw. 0.37 bei US-Amerikanern und Wendland eine Frequenz von 0.43. Bei Finnen

wurde eine Haufigkeit von 0.4 ermittelt.***® Die in dieser Untersuchung gefundenen
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Ergebnisse von 0.36 fur Polen und 0.41 fur US-Amerikaner liegen in dieser
GroRenordnung. Wahrend Hu et al. das Vorkommen von Sc-Allelen negierten®®, wurde von
Wendland eine Frequenz von 0.0025 gefunden®, die dem hier ermittelten Wert von 0.002
bei US-Amerikanern kaukasischen Ursprungs gut entspricht. Gemeinhin wird bei
Afroamerikanern ein im Vergleich zu Kaukasiern erhdhtes Vorkommen des 5-HTTLPR L-
Allels beschrieben. Hu und Mitarbeiter geben in ihrer triallelen Untersuchung eine
Frequenz von 0.51 fiir das La-Allel, 0.24 fiir das Lg-Allel und 0.25 fiir das Sa-Allel an.*® Bei
den Afroamerikanern, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, fanden sich
vergleichbare Frequenzen. Insgesamt zeigte sich, dass nicht nur das L-Allel in dieser
Population haufiger zu finden war, sondern auch das G-Allel des SNPs rs25531.

Die hier vorgelegten Genotypisierungsergebnisse stimmten auch mit dem Resultat der LD-
Untersuchung von rs25531 und 5-HTTLPR Uberein. Danach spricht viel dafir, dass es
urspringlich auf dem L-Allel zu einer Punktmutation gekommen ist, bei der die Base A
durch G ersetzt wurde. Erst im Laufe der Zeit ist es vermutlich zu einem
Rekombinationsereignis mit einem S-Allel gekommen, wodurch sich erklaren lieRe, dass
sich das G-Allel des SNPs hier nur &uRRerst selten findet. Weiter kann gefolgert werden,
dass dieses Ereignis zuerst in einer afrikanischen Population stattfand, da die
Auftretensfrequenz hier deutlich hoher als bei Kaukasiern ist. Diese Annahme wird unter
anderem durch die Beobachtung von Hu Uber eine vergleichsweise niedrige Frequenz des
Ls-Allels bei Finnen, bei denen es sich um eine relativ isolierte Population handelt,
gestiitzt.*

Gelernter et al. beschrieben 1997 neben den bekannten 5-HTTLPR-Allelen mit 14 und 16
Wiederholungen das Auftreten von solchen mit 19 Wiederholungen (VL-Allel) in einer
japanischen Population und von 20 Wiederholungen (XL-Allel), gefunden bei Japanern und
Afroamerikanern.®* Nakamura und Mitarbeiter fanden 2000 in asiatischen Populationen bis
zu 10 Allelvarianten von 5-HTTLPR.* Alle Allelformen mit Wiederholungen von mehr als
16 wurden bisher nur bei Afroamerikanern und Asiaten beschrieben.***®’ |m Rahmen
dieser Untersuchung wurde ein XL-Allel mit 20 Wiederholungen bei zwei Afroamerikanern
gefunden. Daruber hinaus trat es aber auch bei einem US-Amerikaner kaukasischen
Ursprungs auf. Gerade bei US-amerikanischen Populationen handelt es sich keinesfalls

um eine einheitliche Population. In dem Fall dieses Individuums Ilasst sich ein
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afroamerikanischer Vorfahre vermuten, was sich in zukinftigen Untersuchungen mit vielen

SNPs nachweisen liel3e.

4.2 Genetische Assoziationsstudien

Zu den konsistenten Ergebnissen der psychologischen Forschung zahlt, dass etwa ein
Drittel bis die Halfte der Varianz bei Persénlichkeitsmerkmalen genetisch bedingt ist.”* Eine
derart starke genetische Komponente findet sich nicht nur bei ,normalen” psychologischen
Charaktereigenschaften, sondern auch bei psychiatrischen Erkrankungen wie Major
Depression.” Die Identifizierung relevanter Gene und Genregionen hat sich jedoch als
schwierig erwiesen und die Ergebnisse von Assoziations- und Kopplungsstudien konnten
in nachfolgenden Follow up Studien oftmals nicht repliziert werden. Die von Lesch
beschriebene Assoziation des S-Allels des Polymorphismus 5-HTTLPR mit erhdhten
Neurotizismuswerten wurde unter anderem durch Greenberg et al. bestatigt.>*® In einer
Vielzahl von Studien konnte diese Assoziation jedoch nicht repliziert werden.?””"*™"® Dije
oftmals mangelhafte Replizierbarkeit gefundener Assoziationen zwischen Polymorphismen
und komplexen Krankheiten ist ein gewichtiger Kritikpunkt von Assoziationsstudien im
Allgemeinen. Hischhorn et al. berichteten etwa, dass von 166 vermeintlichen
Assoziationen, die zumindest dreimal untersucht wurden, nur sechs konsistent repliziert
werden konnten.”” Der mangelnden Replizierbarkeit von Assoziationsstudien liegen
vermutlich unterschiedliche Ursachen zugrunde. Mdglich sind sowohl falsch negative als
auch falsch positive Assoziationen in einem Teil der Studien. Auch Unterschiede bei der
Durchfihrung konnen Einfluss haben. Ernst zu nehmen ist auch der Aspekt der
Populations-Stratifizierung,  welcher  dadurch  relevant werden kann, dass
Studienteilnehmer verschiedenen ethnischen Gruppen angehdren. Typischerweise sind die
Allelfrequenzen von Polymorphismen jedoch bei Angehdrigen verschiedener Ethnien
unterschiedlich. In Assoziationsstudien kénnen auf diese Art Effekte iiberdeckt werden.> ’’
Ein Ansatzpunkt dieser Problematik zu begegnen, ist die Durchfihrung eines
,Transmission Disequilibrium Tests* (TDT-Test), wenn es sich um Familienstudien
handelt.”® Diese Methode erfordert bei Nachkommen und Eltern die Uberpriifung des Allels

auf eine Assoziation mit der Erkrankung. Bestimmt wird die Frequenz, mit der heterozygote
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Elternteile das entsprechende Allel an ihre Nachkommen vererben. Die errechnete
Frequenz wird verglichen mit der nach Mendel erwarteten Ubertragungsrate von 50:50 der
Allele. TDT sowie auch andere familiar basierte Methoden, wie das hier verwendete
Programm MERLIN, erweisen sich gegenuber Ergebnisverfalschungen infolge
unterschiedlicher Ethnizitaten als immun. Eine andere Begrindung fur abweichende
Ergebnisse sind mdgliche Gen x Gen- bzw. Gen x Umwelt-Interaktionen, die zwischen
Populationen differieren. Ist ein derartiger Effekt auf Populationen mit einem bestimmten
genetischen oder umweltbedingten Hintergrund begrenzt, so findet sich auch die
Assoziation folglich nur in diesen Populationen. Eine weitere Ursache kann das Vorliegen
eines Kopplungsungleichgewichts sein. Es ist durchaus moglich, dass sich eine
Assoziation in einigen Populationen findet, weil hier ein Kopplungsungleichgewicht
zwischen untersuchtem Locus und dem tatsachlich kausalen Locus besteht. Besteht
dieses in einer anderen Population nicht, so ist hier auch keine Assoziation zum
untersuchten Merkmal zu finden. SchlieBlich kann eine Assoziation vorhanden, aber
dennoch schlecht reproduzierbar sein, wenn der zugrunde liegende genetische Effekt nur
schwach ist. Insbesondere Nachfolgestudien mit wenigen Probanden haben in diesem Fall
keine ausreichende Power, um schwache Effekte zu detektieren und scheitern daran,
statistische Signifikanz zu erreichen. Diese Schwierigkeit wird noch durch den
sogenannten ,Jackpot“-Effekt verstarkt, welcher postuliert, dass die erste Gruppe, die die
signifikante Assoziation eines schwachen Locus publiziert, eher geneigt ist den wahren
Effekt des Polymorphismus zu Uber- denn zu unterschatzen. Zu Replizierung derartiger
Ergebnisse eignen sich dann nur Studien mit groRer Probengrofl3e, sowie Metaanalysen

mehrerer Studien.”®

4.2.1 Assoziation zwischen 5-HTTLPR-Genotyp und Persdnlichkeitsmerkmalen

In der Analyse des NEO-Personlichkeitsmerkmals fiel zun&chst auf, dass sich bei den
Probanden der grof3ten der Studien, der Michigan Longitudinal Studie (MLS), signifikant
hohere Neurotizismuswerte fanden als in der von Costa und McCrae beschriebenen
Stichprobe. Dies erscheint insofern plausibel als die MLS-Studienprobanden einer

Population mit niedrigem soziodkonomischen Status entstammen, die vergleichsweise
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hohen Stressbelastungen ausgesetzt ist. Es ist bekannt, dass ein niedrigerer
soziobkonomischer  Status  oftmals mit einem  schlechteren  allgemeinen
Gesundheitszustand einhergeht. Auch eine Assoziation mit héheren Neurotizismuswerten
ist in der Literatur beschrieben.”

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine statistisch signifikante Assoziation (p = 0.028)
zwischen dem 5-HTTLPR-Genotyp und Neurotizismus der MLS-Probanden gefunden. In
der gemeinsamen Analyse von Eltern- und Kindergeneration wurden insgesamt 485
Individuen untersucht. Dieses Resultat ist vergleichbar mit den urspriinglichen Ergebnissen
von Lesch et al., die Uber einen signifikanten Zusammenhang (p = 0.028) zwischen 5-
HTTLPR-Genotyp und NEO-PI-Werten in einer die Familienstruktur einbeziehenden
Analyse von 468 Proben einer Familienstudie berichteten.?®

Dass die Einbeziehung der Familienstruktur bedeutsam ist, zeigte sich hier sehr deutlich,
da erst die gemeinsame Analyse von Eltern- und Kindergeneration mit dem Programm
MERLIN ein statistisch signifikantes Ergebnis zeigte. Die Assoziationsanalyse ergab aber
nie einen statistisch signifikanten Befund, wenn das Lg-Allel zusammen mit dem S-Allel als
.kombinierter* Genotyp analysiert wurde. Ein Einfluss des SNPs rs25531 auf
Neurotizismuswerte konnte in dieser Studie folglich nicht nachgewiesen werden. Eine
signifikante Assoziation zwischen 5-HTTLPR-Genotyp und Neurotizismus (p = 0.02) fand
sich in der Analyse der 316 Proben des Tecumseh Blutdruck-Programms. Auffallig war hier
jedoch, dass der LL-Genotyp deutlich hohere Neurotizismuswerte zeigte als der LS-
Genotyp. Dieses Ergebnis stand nicht im Einklang mit der Annahme, dass es sich bei dem
S-Allel um das dominante 5-HTTLPR-Allel handelt.?®”> An dieser Stelle erschien eher das
L-Allel dominant gegenliber dem S-Allel, wie es auch die Studien von Hanna und Melke
nahelegen.®# Eine Dominanz des L-Allels wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch nur in
dieser einen Studie gefunden. In den weiteren Studien erschienen L- und S-Allel eher
kodominant, was den Ergebnissen des Grol3teils der Verdffentlichungen entspricht. In der
Analyse der Tecumseh Studie wurde ein Effekt des Lg-Allels beobachtet. Die gemeinsame
Analyse zusammen mit dem S-Allel fihrte zu einer deutlichen Signifikanzsteigerung in der
Assoziationsanalyse. Lesch und Mitarbeiter berichten, dass der 5-HTTLPR-Genotyp fur 7-

iSt.25'26

9% der genetischen Varianz des Neurotizismus verantwortlich In dieser

Untersuchung wurde gefunden, dass der 5-HTTLPR-Genotyp etwa 4% der genetischen
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Varianz erklart, was den Ergebnissen von 4-5% von Sen et al. entspricht, die allerdings in
derselben Bevdlkerung mit einer zum Teil Uberlappenden Stichprobe gewonnen wurden
und daher nicht unabhéngig sind.®® Diese Resultate sind konsistent mit der Beobachtung,
dass in der Erstpublikation einer Assoziation die wahre Effektgro3e eher Uberschatzt
wird.?*

In der gemeinsamen Analyse beider vorliegender Studien konnte die von Lesch gefundene
statistisch signifikante Assoziation des S-Allels mit hohen Neurotizismuswerten bestatigt
werden. Die Auswertung des ,kombinierten* Genotyps dagegen fihrte in diesem Fall zu
einer deutlichen Abschwachung der statistischen Signifikanz, was sich auf die hoéhere
Probandenzahl der MLS im Vergleich zur Tecumseh Studie zurtckfihren lasst, in der auch
zuvor keine Assoziation zwischen ,S*-Allel und hohen Neurotizismuswerten gefunden
worden war.

Wahrend Sen et al. eine Assoziation des 5-HTTLPR L- Allels mit Alkoholabusus fanden,
zeigte die Auswertung der Alkoholismus Studie, bei der 152 Individuen untersucht wurden,
keinen signifikanten Zusammenhang zwischen 5-HTTLPR-Genotyp und
Neurotizismuswerten, erhoben mittels des NEO-FFI.** Dieses lasst sich als weiteren
Hinweis darauf werten, dass die StichprobengrofRe von wesentlicher Bedeutung fir
Assoziationsstudien ist. Flory et al. beschrieben 1999, dass eine Mindestanzahl von 350
Probanden notwendig ist, um 80% statistische Power auf dem 0.05 Signifikanzniveau zu
erreichen, wenn die EffekigréRe 0.33 ist.?® Diese StichprobengréRe wurde in dieser
Untersuchung nur bei der Michigan Longitudinal Studie erreicht, annéahernd aber auch bei
der Tecumseh Studie mit einer Probenzahl von 316. In der gemeinsamen Analyse dieser
beiden Studien wurden mit 788 Probanden etwa doppelt so viele Individuen untersucht wie
von Flory gefordert. Bekannterweise weist das weibliche Geschlecht hdhere
Neurotizismuswerte auf.?® Auch in den Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit fanden
sich bei Frauen stets signifikant hohere Werte als bei Médnnern. Eine Interaktion zwischen
Neurotizismus, Geschlecht und 5-HTTLPR-Genotyp wurde jedoch nicht beobachtet.
Zusatzlich fand sich in dieser Arbeit ein statistisch signifikanter Einfluss von chronischem
Alkoholabusus auf die Hohe der Neurotizismuswerte, jedoch ohne Zusammenhang mit
dem 5-HTTLPR-Genotyp. Auch Malouff et al. beschrieben in einer Metaanalyse hodhere

Neurotizismuswerte bei Individuen mit Alkoholabusus.?® Eine Assoziation zwischen
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Alkoholabusus und Vorliegen eines der 5-HTTLPR-Allele wurde in dieser Arbeit an keiner
Stelle gefunden. Wie auch in der Studie von Stoltenberg et al., die den Zusammenhang
zwischen 5-HTTLPR-Genotyp und NEO-FFI-Testergebnissen bei 86 Probanden der G1-
Generation der Michigan Longitudinal Studie untersuchte, fand sich hier in der
Alkoholismus Studie eine signifikante Assoziation zum Personlichkeitsmerkmal der
Offenheit. Stoltenberg beschrieb jedoch die héchsten Werte fur Offenheit bei Probanden
mit SS-Genotyp, vor LS- und LL-Genotyp.” Im Rahmen dieser Arbeit wurde in der Analyse
der Alkoholismus Studie ein entgegengesetztes Ergebnis gefunden: Der LL-Genotyp zeigte
hohere Werte fur das Personlichkeitsmerkmal der Offenheit als die LS- und SS-Genotypen.
Ein statistisch aufdeckbarer Unterschied in Analyse von 5-HTTLPR-Genotyp allein und
.kombiniertem* Genotyp unter Einbeziehung des SNPs rs25531 wurde an dieser Stelle
nicht gefunden. Greenberg und Mitarbeiter fanden keine Assoziation zwischen 5-HTTLPR-
Genotyp und Offenheit.® Das Personlichkeitsmerkmal der Offenheit gilt als assoziiert mit
intellektueller Neugier und Unkonventionalitat. Werden diese Neigungen als dem Angst-
assoziierten Personlichkeitsmerkmal Neurotizismus entgegengesetzt aufgefasst, so ist
eine Assoziation zwischen Offenheit und LL-Genotyp durchaus vorstellbar. Insgesamt ist
zu beachten, dass in der vorliegenden Studie bei allen Probanden eine Suchterkrankung
manifest war, die durchaus Einfluss auf die Auspragung von Personlichkeitsmerkmalen
gehabt haben kann. Da die ermittelte Signifikanz (p = 0.03) generell als grenzwertig zu
beurteilen ist und nach Korrektur des multiplen Testens eher als Trend zu bewerten ist,

kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Assoziation mit Offenheit zufallsbedingt ist.

4.2.2 Assoziation zwischen Genotyp und psychiatrischen Erkrankungen

Es besteht die Hypothese, dass der 5-HTTLPR-Polymorphismus eine kausale Verbindung
zu verschiedenen psychiatrischen Krankheiten aufweist. Hauser et al. beschrieben eine
signifikant hohere Auftretensrate des 5-HTTLPR S-Allels bei Patienten mit Major
Depression (p = 0.003), sowie bei Patienten mit Bipolarer Erkrankung (p = 0.011).%’ Lasky-
Su und Mitarbeiter berichteten in einer 2005 vorgenommenen Metaanalyse von 15 Studien
Uber eine Assoziation zwischen S-Allel und Bipolarer Erkrankung (OR = 1.3, p = 0.001). In

der Analyse von 14 weiteren Studien fanden sie jedoch keinen Zusammenhang zwischen
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dem kurzen Allel von 5-HTTLPR und Major Depression.?® Craddock et al. fanden 2001 in
einer Metaanalyse keine Assoziation zwischen dem S-Allel von 5-HTTLPR und Bipolarer
Erkrankung.?® In der vorliegenden Arbeit wurde durch Kreuztabellen mit Chi’*-Tests sowie
durch logistische Regression untersucht, ob sich eine statistisch signifikant differierende
Genotypenverteilung bei psychiatrisch Erkrankten und Kontrollen fand und ob diese
Assoziation durch zusatzliche Einbeziehung des SNPs rs25531 gestéarkt wurde. An keiner
Stelle wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen einem bestimmten Genotyp und
einem der untersuchten Krankheitsbilder festgestellt. Mit p-Werten um 0.1 war jedoch ein
Trend in der Analyse der Pritzker Studie erkennbar, der ein vermehrtes Vorkommen des S-
Allels bei psychiatrischen Erkrankten gegeniber Kontrollen anzeigte. Wurde der
.kombinierte* Genotyp analysiert und somit das Lg-Allel als S-Allel gerechnet, zeigte sich
der Trend etwas starker, erreichte aber ebenfalls kein statistisches Signifikanzniveau.
Vermutlich ist die StichprobengrofRe als limitierend einzuschatzen. Da derzeit fur diese
Studie noch weitere Probanden rekrutiert werden, sollte es mdglich sein, diese Analyse in

der Zukunft mit einer erweiterten Stichprobe zu wiederholen.

4.2.3 Moderation des Einflusses stressvoller Lebensereignisse auf die Vulnerabilitat
far Depression durch 5-HTTLPR

Der Insertions/Deletions-Polymorphismus 5-HTTLPR ist assoziiert worden mit Major
Depression, aber besonders ausgepragt im Kontext mit Stress im persénlichen Umfeld. Die
Interaktion des Polymorphismus mit stressvollen Lebensereignissen im Sinne einer
Steigerung der Anfalligkeit fur Major Depression und depressive Symptome wurde in

VielenSS. 90, 91, 92

, aber nicht allen®® ** Studien gefunden. Hier fand sich ein deutlicher Trend
fur einen Einfluss des “SS*-Genotyps des ,kombinierten” Genotyps auf die Anfalligkeit flr
Depression, wenn drei Jahre stressvolle familiare Verhaltnisse vorlagen. Caspi und
Mitarbeiter beschrieben diese Zusammenhange fiir den biallelen Locus 5-HTTLPR.* Im
Rahmen dieser Arbeit wurde eine starkere Assoziation bei der kombinierten Analyse von 5-
HTTLPR und rs25531 gefunden. Die Ergebnisse kdnnen als Bestatigung der durch Caspi
beschriebenen Gen x Umwelt-Interaktion in einer triallelen Analyse gewertet werden. Auch

Stein et al. bestatigten 2008 in einer Untersuchung uber Angsterkrankungen im
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Erwachsenenalter bei Individuen, die in der Kindheit misshandelt wurden, erneut diese
Gen x Umwelt-Interaktion. Auch sie fanden eine geringfligig stérkere statistische
Signifikanz in der Analyse des triallelen Locus.®

Gleichzeitig sind die Limitationen der Ergebnisse der hier untersuchten Michigan
Longitudinal Studie zu beachten. Zum einen war die Stichprobengrof3e mit Informationen
zu familifrem Stress mit 223 Probanden relativ klein. Darlber hinaus wurden die
Ergebnisse im Rahmen einer Familienstudie gewonnen, in deren Elterngeneration ein
hoher Prozentsatz von Alkoholabusus vorlag und deren Probanden ein eher niedriger
soziobkonomischer Status gemein war. Es ist davon auszugehen, dass eine
Suchterkrankung sich auf die familidren Lebensverhéltnisse auswirkt und sich die
gewonnen Ergebnisse nur schwerlich auf die Allgemeinbevdlkerung Ubertragen lassen.
Andererseits hat die Analyse in einer derartigen Bevolkerung, die einem hohen Level an
Stress ausgesetzt ist (7.8% der MLS-Probanden und 15% der von Caspi beschrieben
Probanden berichteten 4 oder mehr Stressereignisse in den vergangenen drei bzw. funf
Jahren) den Vorteil, dass die Power, eine Gen x Umweltinteraktion nachzuweisen, erhéht
ist. Insgesamt weisen die hier gewonnen Ergebnisse unter Einbeziehung der
vergleichbaren Befunde Caspis darauf hin, dass 5-HTTLPR eine substantielle Rolle in der
Modulation der Sensitivitat bzw. der Resistenz eines Individuums gegenuber stressvollen
Lebensereignissen spielt.** Der zugrunde liegende Mechanismus, mit dem Stress im
menschlichen Hirn funktional ,gepuffert* werden kann und der Zusammenhang mit 5-
HTTLPR ist bislang weitgehend unverstanden. Es durfte sich um sehr komplexe Vorgange
handeln, bei denen auch die Verflugbarkeit von Neurotransmittern, wie etwa Serotonin eine

Rolle spielt.

4.3 Expressionsanalyse

4.3.1 5-HTT-Expression in Lymphoblastoidzelllinien

Heils und Mitarbeiter beschrieben 1996 den Einfluss des 5-HTTLPR-Genotyps auf die

Expression des 5-HTT-Gens. In humanen JAR Chorionkarzinomzellen fanden sie héhere
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Serotonintransporter-mRNA-Raten bei Vorliegen des LL-Genotyps als bei Tragern des S-
Allels.?® Eine hohere mRNA Transkription in 53 bzw. 85 Lymphblastoidzelllinien,
homozygot fur LL, wurde im Jahr 2004 in einer Veroffentlichung von Hranilovic et al. sowie
2006 durch Bradley et al. bestétigt.”®®” In beiden Untersuchungen wurden die Ergebnisse
durch Real Time PCR gewonnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit einer Anzahl von 228 Zelllinien die bislang grof3te
Stichprobe analysiert. Hierbei wurde keine statistisch signifikant hdhere Expression von 5-
HTT bei Vorliegen des LL-Genotyps gegentiber dem LS- bzw. SS-Genotyp von 5-HTTLPR
gefunden. Die mittleren Expressionswerte der 5-HTTLPR-Genotypen unterschieden sich in
dieser Untersuchung nur minimal. Auch hier war jedoch ein Trend erkennbar der die
hdchste Expression beim LL-Genotyp und die niedrigste beim SS-Genotyp zeigte, wahrend
sich beim LS-Genotyp mittlere Expressionswerte fanden. Dieses stimmt insofern mit den
Ergebnissen von Hu uberein, da auch seine Befunde auf eine Kodominanz der beiden 5-
HTTLPR-Allele hindeuten*®, wahrend Lesch eher eine Dominanz des S-Allels beschrieb.?®
Anders als in den zitierten Studien, wurden die Ergebnisse dieser Arbeit durch Microarray-
Analyse gewonnen. Es ist durchaus méglich, dass die Chipanalyse unempfindlicher ist und
so geringe Expressionsunterschiede, wie sie fur die unterschiedlichen 5-HTTLPR-Allele

beschrieben sind, mittels einer sensitiven Real Time PCR besser nachweisbar sind.
4.3.2 5-HTT-Expression in humanem post mortem Hirngewebe

McLaughlin et al. untersuchten 1996 die Expression von Serotonintransporter mRNA im
Gebiet des dorsalen und medianen Raphekernes in humanem post mortem Gehirn durch
in situ Hybridisierung.®® Bei der Analyse der Ergebnisse von vier gesunden
Kontrollpersonen fanden sie die Expressionsraten in den beiden mesencephalen
Raphekernen unterschiedlich verteilt; im Nucleus raphe dorsalis wurde eine deutlich
hoheren Expressionsrate als im Nucleus raphe medianus detektiert. Auch die vorliegenden
Ergebnisse zeigten eine hohere Expression im Bereich des Nucleus raphe dorsalis im
Vergleich zum Nucleus raphe medianus. Mittels in situ Hybridisierung analysierten auch
Little und Kollegen 1998 im Rahmen einer Fall-Kontroll-Studie die 5-HTT mRNA

Expression in post mortem Gehirnen von 17 Individuen mit chronischem Kokainabusus
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und von 21 Kontrollprobanden. Sie Uberpriften die Expressionswerte auf eine Assoziation
zum 5-HTTLPR-Genotyp und fanden in Nucleus raphe dorsalis und Nucleus raphe
medianus signifikant hohere Expressionswerte beim LL-Genotyp als bei Vorliegen von LS-
bzw SS-Genotyp. Sie beschrieben somit eine Dominanz des S-Allels gegentber dem L-
Allel von 5-HTTLPR.? Die in dieser Arbeit gewonnenen Microarray Ergebnisse des
Nucleus raphe dorsalis bestatigten die signifikant héhere Expression von 5-HTT bei
Vorliegen des LL-Genotyps. Sie wiesen jedoch erneut eher auf eine Kodominanz der
beiden 5-HTTLPR-Allele hin. Diese Ergebnisse stellen nach bestem Wissen die erste
Bestatigung der Ergebnisse von Little et al. seit 1998 an humanem post mortem
Hirngewebe dar. Gleichzeitig sind sie als Hinweis dafiir zu sehen, dass sich die
genotypenabhangige Expression des Serotonintransporters 5-HTT nur in einem sehr
begrenzten, fur den Serotoninmetabolismus entscheidenden, Hirnareal findet. In der
Analyse der Microarray-Daten des Nucleus Raphe medianus wurden bei ~85% der Proben
Jpresent calls* und damit eine 5-HTT-Expression beobachtet. Es zeigte sich jedoch weder
eine Korrelation zu den Expressionswerten des Nucleus raphe dorsalis noch wurde ein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen 5-HTTLPR-Genotyp und der 5-HTT-
Expression gefunden. Es ist mdglich, dass sich dies durch den geringeren Anteil
serotonerger Neurone in diesem Kernkomplex oder eine spezifische Expressionsregulation
erklaren lasst. Die unterschiedlichen Ergebnisse der beiden Raphekerne weisen darauf
hin, dass ein Vergleich verschiedener Hirnregionen in der Analyse von Expressionsdaten
sinnvoll ist. Dass die 5-HTT-Expression spezifisch fir bestimmte Hirnregionen ist, wurde
sehr deutlich durch die Tatsache, dass von allen untersuchten Hirnregionen nur in diesen
beiden Raphekernen tberhaupt 5-HTT-mRNA aufzufinden war. Diese Ergebnisse sind
auch konkordant zu Bildgebungsstudien.*® Als limitierender Faktor dieser Untersuchung ist
eindeutig die relativ geringe Probenzahl anzusehen. Es ist in diesem Zusammenhang zu
beachten, dass bei der Analyse des Nucleus raphe medianus auf Grund von ,absent calls’
drei Proben von weiteren Analysen ausgenommen werden mussten und die ohnehin schon
sehr kleinen Stichprobe weiter einschrankte. Es ist zudem mdglich, dass es im Rahmen
der Microarray-Analyse zu Ungenauigkeiten in der Messung der mRNA-Level gekommen
ist. Derartige Fehler wirken sich insbesondere dann aus, wenn das Kollektiv klein ist und

die Expressionsunterschiede der verschiedenen Alleltrager zudem gering sind. Es ist
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folglich nicht auszuschlieR3en, dass sich die unterschiedlichen Analyseergebnisse aus dem
Gebiet des Nucleus raphe dosalis und medianus auf diesen Effekt zuriickfiihren lassen,
auch wenn eine hirnregionenspezifische Expression angenommen wird. Die Vermutung,
dass sich ein Zusammenhang zwischen 5-HTTLPR und 5-HTT-Expression nur in dem sehr
begrenzten Hirnareal des Nucleus raphe dorsalis findet, deckt sich auch mit den
Ergebnissen mehrerer Studien, die in weiteren Hirngebieten keinen Zusammenhang
zwischen 5-HTTLPR und 5-HTT fanden. So berichteten mehrere Gruppen durch in vivo
Bildgebungsstudien keine Assoziation zwischen 5-HTTLPR und 5-HTT-Verfugbarkeit im
Praftrontalen Cortex, im Thalamus und Hypothalamus detektiert zu haben. 99190101

Little et al. beschrieben in ihrer Analyse von Hirnproben einen Einfluss von
Suchterkrankungen auf die Verfugbarkeit von Serotonintransporterbindungsstellen, nicht
jedoch auf die Hohe der 5-HTT mRNA-Level, die sich allein abhangig vom 5-HTTLPR-
Genotyp zeigten.?® Dennoch ist auch in dieser Untersuchung die Heterogenitét innerhalb
der Stichprobe zu beachten und als weiterer limitierender Faktor zu bewerten. So wurden
mit den Hirnproben des Pritzker Kollektivs Proben von Menschen mit psychiatrischen
Erkrankungen des affektiven Formenkreises sowie von gesunden Kontrollprobanden
analysiert. Ein Einfluss der psychiatrischen Grunderkrankung und auch der jeweiligen
pharmakologischen Therapie auf die hier erhaltenen Ergebnisse ist nicht auszuschliel3en.
Das G-Allel von rs25531 fand sich in der Untersuchung der Pritzker Proben nur in zwei
(Nucleus raphe dorsalis) bzw. einer der analysierten Proben (Nucleus raphe medianus).
Diese geringe Anzahl erwies sich nicht als ausreichend fir eine Aussage uber einen
vermeintlich expressionsmindernden Effekt. Die Gruppierung des Lg-Allels zum S-Allel
fuhrte in der Untersuchung des Zusammenhangs zwischen 5-HTTLPR-Genotyp und 5-
HTT-Expression jedoch in beiden Raphekernen zu einer geringeren statistischen
Signifikanz im Vergleich zur alleinigen Analyse des 5-HTTLPR-Genotyps. Die hier
dargestellten Ergebnisse kdnnen als weiterer Hinweis daftir gewertet werden, dass sich in
dem spezifischen Kerngebiet des Nucleus raphe dorsalis eine Assoziation zwischen 5-
HTTLPR-Genotyp und 5-HTT-Expression findet. Zur weitern Charakterisierung der Starke

dieses Effektes ist die Untersuchung einer grof3eren Stichprobe vonnéten.
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4.4 Schlussfolgerungen

In den Assoziationsanalysen dieser Arbeit ist stets der biallele (L versus S) 5-HTTLPR-
Genotyp im direkten Vergleich mit dem triallelen (La versus Ls oder S) Locus unter
Bertcksichtigung von rs25531 analysiert worden. Nicht in allen Untersuchungen fuhrte die
zusatzliche Genotypisierung von rs25531 zu einer statistisch signifikanteren Assoziation
als die Analyse von 5-HTTLPR allein. Damit konnte die urspringliche Hypothese nicht
bewiesen werden. Es kann postuliert werden, dass der Effekt von rs25531 eventuell nicht
so grof3 ist wie zunachst anhand der ersten Arbeiten vermutet. Auch Stein et al.
beschrieben in einer aktuellen Publikation keinen wesentlichen Unterschied zwischen der
herkdbmmlichen biallelen und der triallelen Klassifikation von 5-HTTLPR gefunden zu
haben.® Es ist jedoch auch zu beachten, dass im Rahmen dieser Arbeit der Nachweis der
durch Caspi erstmals beschriebenen Gen x Umweltinteraktion nur durch die zusatzliche
Genotypisierung von rs25531 mit statistischer Signifikanz gelang.** Es ist als eher
unwahrscheinlich anzunehmen, dass die in der Vergangenheit in der Literatur fir 5-
HTTLPR gefundenen diskrepanten Ergebnisse allein auf der biallelen und nicht triallelen
Analyse beruhen. Dass dies in der Vergangenheit ein Element war, welches die
inkonsistente Replizierung von 5-HTTLPR in Assoziationsanalysen mitbestimmte, ist
jedoch weiterhin anzunehmen. Auf Grundlage der Ergebnisse dieser Arbeit lasst sich
folgern, dass die zusatzliche Genotypisierung des SNPs rs25531 auch in zukinftigen
Assoziationsanalysen des In/Del-Polymorphismus 5-HTTLPR mittels der hier etablierten
Genotypisierungsmethode zu empfehlen ist, insbesondere wenn es sich um
Bevolkerungsgruppen wie Afroamerikaner handelt, in denen das L- bzw. Lg-Allel haufiger
ist.

In dieser Arbeit fand sich im Rahmen der 5-HTT-Expressionsanalyse bei
Lymphoblastoidzellen kein statistisch signifikanter Unterschied der Expression bei Tragern
von 5-HTTLPR L- und S-Allel. Der durch Hu et al. beschriebene expressionsmindernde
Effekt des G-Allels des SNPs rs25531 konnte in dieser Arbeit in Lymphoblastoidzellen
folglich nicht bestatigt werden.*® Es wurde jedoch vermutet, dass die ohnehin als gering
beschriebenen Expressionsunterschiede mittels der Chipanalyse nicht erfasst wurden, da

sich durchaus ein Trend einer hoheren Expression des L-Alles gegeniber dem S-Allel
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erkennen lie3. Folgern lasst sich, dass die Verwendung der Microarray-Analyse im
Einzelfall zu prifen ist und fir einzelne, besonders genaue Expressionsanalysen den
anderen Methoden wie Real time PCR oder in situ Hybridisierung der Vorzug zu geben ist.
Bei der Untersuchung von post mortem Hirngewebe fand sich bei Tragern des L-Allels von
5-HTTLPR eine signifikant hohere 5-HTT-Expression im Kerngebiet des Nucleus raphe
dorsalis als bei denen des S-Allels. Dieses Ergebnis steht in Einklang mit
Bildgebungsstudien, wobei der direkte Nachweis in Hirngewebe bisher nur selten gelang.”®
%0 Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurden 5-HTT-Expressionsanalysen in post mortem
Hirngewebe der beiden Raphekerne mittels in situ Hybridisierung bei einer gréf3eren
Stichprobe initiiert.
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5 Zusammenfassung

Der serotonergen Neurotransmission kommt in der Atiopathogenese depressions-
relevanter Phanotypen eine SchlUsselrolle zu. So ist es nicht verwunderlich, dass die
psychiatrische Forschung einen Fokus auf das Gen legt, das den Serotonintransporter (5-
HTT, genetischer Locus SLC6A4, codiert. Der Insertions/Deletionspolymorphismus 5-
HTTLPR, lokalisiert in der Promoterregion, wurde herkdmmlich in zwei Allelformen
unterteilt: ein langes Allel (L), bestehend aus 16 Repeats und ein kurzes Allel (S) mit 14
Repeats.?® Untersuchungen zeigten eine Assoziation des S-Allels mit einer weniger
effizienten Transkription von 5-HTT.?® Weiter wurden bei Individuen mit S-Allel héhere
Werte des Angst-assoziierten Personlichkeitsmerkmals Neurotizismus im Vergleich zu
Individuen, homozygot fiir das L-Allel, gefunden.?® Eine konkordante Assoziation wurde
auch zwischen Vorliegen des S-Allels und einer erhdhten Vulnerabilitat fir Major
Depression, insbesondere im Kontext einer Gen x Umwelt-Interaktion nach Erfahrung
stressvoller Lebensereignisse, beschrieben.** Die Studienlage zeigte sich jedoch in den

vergangenen Jahren inkonsistent,3¢:3738:39.4041.42

Einige Autoren Dberichteten, die
gefundenen Assoziationen nicht replizieren zu kdnnen. Hu et al. beschrieben 2006 einen
zusatzlichen funktionalen A—G SNP rs25531, der eine Bindungsstelle des
Transkriptionsfaktors AP2 generiere, was in einer expressionsmindernden Wirkung von 5-
HTT resultiere.*® Folglich sei nicht eine biallele (L versus S), sondern eine triallele (La
versus Lg oder S) Klassifizierung des Locus 5-HTTLPR und somit eine Uberpriifung der
bisherigen Forschungsergebnisse erforderlich.

In dieser Arbeit erfolgte zunachst eine weitere Charakterisierung des SNPs rs25531.
Anders als in der Arbeit von Hu wurde der SNP nach den Ergebnissen einer DNA-
Sequenzierung nicht im In/Del Bereich von 5-HTTLPR, sondern in Ubereinstimmung mit
Kraft und Wendland et al. 18 bp ,upstream* lokalisiert.>>*" Folglich stellt sich der Locus 5-
HTTLPR sogar als quatroalleler Locus mit den Allelen La, Lg, Sa und S¢ dar. Die Frequenz
des Sg—Allels war mit 0.002 jedoch zu gering, um eine funktionelle Charakterisierung
vornehmen zu kénnen. Deshalb wurden Trager des Sg-Allels von weiteren Analysen

ausgeschlossen und der Locus als triallelisch behandelt. Die Genotypisierung von 5-
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HTTLPR und rs25531 erfolgte mittels einer PCR- und RFLP-Analyse, deren Validitat durch
DNA-Sequenzierung von Stichproben sowie Vorliegen des Hardy-Weinberg-Equilibriums
bestatigt wurde. Erfolgreich genotypisiert werden konnten 1796 Individuen, zugehdrig zu
sechs Studien, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden.

In den Assoziationsanalysen des Locus 5-HTTLPR mit Neurotizismus und der
Untersuchung auf eine Gen x Umwelt-Interaktion im Sinne einer Moderation des Einflusses
stressvoller Lebensereignisse auf die Vulnerabilitat fir Major Depression durch 5-HTTLPR,
wurde stets der biallele 5-HTTLPR-Genotyp im direkten Vergleich mit dem triallelen Locus
unter Berlcksichtigung von r25531 analysiert. Ein Einfluss der Genotypisierung von
rs25531 war allein in der Analyse der Gen x Umwelt-Interaktion gegeben, die sich in der
triallelen nicht jedoch der biallelen Analyse grenzwertig signifikant darstellte. In einer der
Assoziationsanalysen des 5-HTTLPR-Genotyps zur Hohe der Neurotizismuswerte stellte
sich das Verhaltnis genau umgekehrt dar. Schlussfolgern lie3 sich, dass die Diskrepanzen,
die sich in der Vergangenheit in Assoziationsanalysen des Locus 5-HTTLPR mit dem
Personlichkeitsmerkmal Neurotizismus fanden, nicht allein durch die zusatzliche
Genotypisierung des funktionalen SNPs rs25531 erklaren lassen. Insgesamt erklart der 5-
HTTLPR-Polymorphismus nur etwa 4-5% der genetischen Varianz im Spektrum des
Merkmals Neurotizismus, wodurch diese Untersuchungen artefaktanfallig sind.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit lag in einer Microarray-Expressionsanalyse des
Serotonintransporters 5-HTT. Nur wenige Studien beschaftigten sich in der Vergangenheit
mit den 5-HTT-Expressionsniveaus in humanem post mortem Hirngewebe.29 In dieser
Arbeit erfolgte eine Expressionsanalyse an Gewebeproben der mesencephal gelegenen
Kernkomplexe des Nucleus raphe dorsalis und Nucleus raphe medianus, die Somata
serotonerger Neuronen enthalten und von wo aus serotonerge Fasern in andere
Hirnregionen projizieren. Bei der Untersuchung des Nucleus raphe dorsalis zeigte sich bei
23 Individuen eine signifikant hohere 5-HTT-Expression bei Vorliegen des LL-Genotyps
gegenuber LS- und SS-Genotyp (p=0.02 bzw. 0.005 nach lin. Regression). Die Ergebnisse
bestarken die Annahme, dass nicht nur in Lymphoblastoidzellen, sondern auch in einer fur
den Serotoninmetabolismus entscheidenden Hirnregion eine 5-HTTLPR abhangige 5-HTT-
Expression existent ist. Dies kdnnte auch die hier gefundenen Zusammenhange des 5-

HTTLPR-Polymorphismus mit Neurotizismus und Major Depression verstandlich machen.
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Diagnostisches Instrument fir Genetische Studien
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ICD-10 Internationales Klassifikationssystem der Krankheiten in zehnter
Edition

In/Del Insertions/Deletions-Polymorphismus

kb Kilobase

lin. lineare

LD ,Linkage Disequilibrium‘ = Kopplungsungleichgewicht

MAO-A Monoaminoxidase Typ-A

MgCl; Magnesiumchlorid

MDD Major Depression Disorder

min Minute

mM Millimol

pl Mikroliter

MLS Michigan Longitudinal Studie

mmol Millimol

MRNA messenger RNA

n Anzahl

nmol Nanomol

NEO-FFI NEO-Funf-Faktoren-Inventar

NEO-PI NEO-Persdnlichkeits-Inventar

NEO-PI-R NEO-Personlichkeits-Inventar-Revidiert

ng Nanogramm

] Nanoliter

p p-Wert

PCR ,Polymerase Chain Reaction’ = Polymerase-Kettenreaktion

pM Picomol

r? BestimmtheitsmaR

RDC ,Research Diagnostic Criteria’

RefSeq Referenz Sequenz

RFLP Restriktions Fragment LaAngenpolymorphismus

RNA Ribonukleinséure
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Schiz
SD

sec
SLC6A4

SERT
SNP
SSRI

Tab.

TDT

™

U

val.

WHO

ZNS

5-HT
5-HTT
5-HTTLPR

Schizophrenie

Standardabweichung

Sekunde

solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, serotonin), member 4
= Serotonintransporter (alternative Bezeichnung SERT, 5-HTT)
Serotonintransporter (alternative Bezeichnung SLC6A4, 5-HTT)

,Single Nucleotide Polymorphism* = Einzelnukleotidpolymorphismus

,Selective Serotonin Reuptake Inhibitor’ = Serotonin-
Wiederaufnahmehemmer
Tabelle

, Transmission Disequilibrium Test’

Transmembransegment

,Unit(s)’ = Einheit(en)

vergleiche

,World Health Organization‘ = Weltgesundheitsorganisation
Zentrales Nervensystem

Serotonin

Serotonintransporter (alternative Bezeichnung SLC6A4, SERT)

,Serotonin Transporter Linked Polymorphic Region’
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