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1. Einleitung: Klinische Aspekte depressiver Erkrankungen

Gemiitserkrankungen bringen seit jeher gro3es Leid iiber die Betroffenen. Der Begriff der
Melancholie wurde bereits in der Antike gepréigt und erstmalig im Corpus Hippocraticum
aus dem 5. Jahrhundert vor Christus beschrieben. In der Psychiatrie etablierte sich im
Laufe des 20. Jahrhunderts schlieBlich die Bezeichnung Depression von lateinisch
,deprimere* als Oberbegriff fiir Gemiitserkrankungen, so genannten Affektpsychosen.
Depressive Storungen sind episodisch wiederkehrende oder chronische Erkrankungen. Das
Risiko fiir das Auftreten einer Krankheitsphase wird durch belastende Lebensereignisse
erhoht (Kessler 1997). Fast 2/3 der Patientinnen und Patienten mit depressiven
Erkrankungen haben mehrere Erkrankungsepisoden (Solomon et al. 2000). Nach der ersten
depressiven Episode betrigt das Risiko in den folgenden 5 Jahren eine erneute Depression
zu erleiden rund 50%, nach der zweiten Episode rund 70% und sogar 90% nach der Dritten
(Montgomery 1994).

Die Depression zihlt heute zu den hiufigsten psychiatrischen Erkrankungen. Zurzeit sind
nach Schitzungen des Bundesgesundheitsministeriums vier Millionen Menschen in
Deutschland betroffen. Héufig ist sie mit weiteren psychischen Erkrankungen, wie
Alkoholmissbrauch, vergesellschaftet. Dariiber hinaus besteht ein erhohtes Risiko

somatischer Erkrankungen, wie etwa Schlaganfall oder Herzinfarkt.

Im Rahmen des Bundes-Gesundheits-Surveys 1998 (Wittchen und Jacobi 2001) wurde fiir
Deutschland eine Lebenszeitprivalenz von 18% fiir alle depressiven Erkrankungen
angegeben. Die Hiufigkeit einer schweren behandlungsbediirftigen Depression wies eine
Punktprivalenz von ca. 6% der Bevolkerung bezogen auf die letzten 4 Wochen auf (Jacobi
et al. 2004). Nach Angaben des Statistischen Bundesamtes beliefen sich dabei die direkten
Kosten fiir die Depression in Deutschland im Jahre 2002 auf insgesamt 4 Milliarden Euro.
Die indirekten Kosten werden um ein Vielfaches hoher geschitzt. Die Bedeutung dieses
Krankheitsbildes wird auch dadurch sichtbar, dass in Deutschland die
Depressionsbehandlung kiirzlich als 6. nationales Gesundheitsziel festgelegt wurde
(www.gesundheitsziele.de).

Die systematische Erforschung dieser Erkrankung lédsst sich in Frankreich bis zu Beginn

des 19. Jahrhunderts zuriickverfolgen, wihrend in Deutschland erst Ende des 19.
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Jahrhunderts mit dem von Kraepelin in Abgrenzung zur ,,Dementia praecox®, geprigten
Begriff des ,,manisch-depressiven Irreseins die psychiatrische Forschung internationalen
Einfluss gewann. Die von Kraepelin postulierte Einheit der manisch-depressiven
Erkrankung, ohne Unterscheidung eigenstdndiger rein depressiven bzw. manisch-
depressiven Krankheitsentitdten, blieb bis in die Mitte des letzten Jahrhunderts in der
wissenschaftlichen Auseinandersetzung umstritten. Wihrend Karl Leonhard und seine
Mitarbeiterin Neele schon 1949 die klinische Abgrenzbarkeit einer mono- von einer
bipolaren Form nachweisen konnten, wurde eine Aufteilung im englischsprachigen Raum

erst durch die Studien von Angst und Perris 1966 sowie Winokur 1967 iiblich.

Die von der WHO herausgegebene 10. Auflage der ,Internationalen Klassifikation der
Erkrankungen (ICD10) unterscheidet bei den so genannten affektiven Stérungen unipolare
von bipolaren Verlaufsformen. Bei der unipolaren Depression finden sich nur eine
depressive, jedoch keine manische Symptomatik. Hauptsymptome  sind
Niedergeschlagenheit mit gedriickter Stimmung wund Interessensverlust, eine
Antriebsminderung und Freudlosigkeit, aber auch Griibelzwang und Schuldideen sowie
Konzentrationsstorungen. Fiir die Diagnose sollten die Beschwerden lidnger als zwei
Wochen bestehen. In schweren Fillen konnen zusidtzlich stimmungskongruente
Wahnvorstellungen das klinische Bild komplizieren. Eine besondere Erscheinungsform
stellt das so genannte ,somatische Syndrom* dar, mit weiteren Beschwerden wie
Anhedonie, Appetit- und Libidoverlust, Gewichtsabnahme, Fritherwachen und
psychomotorischen Auffilligkeiten. Das Syndrom &hnelt dem frither u.a. von Kurt
Schneider verfolgten Konzept einer vitalen, endogenen Depression, die von einer

exogenen, d.h. durch dullere Einfliisse hervorgerufenen Form, unterschieden wurde.

Im Unterschied zur unipolaren Depression ist die bipolare affektive Storung durch
depressive und manische Phasen gekennzeichnet. Bis zur Entwicklung einer manischen
oder hypomanen Phase wird jeder depressive Patient zunéchst als unipolar angesehen. Dies
kann im Lingsschnittverlauf zu einem Wechsel der Diagnose von unipolarer zu bipolarer
Storung, einem so genannten ,,Switch®, in 10-25% der Fille fiihren, was hinsichtlich einer
spezifischen Therapie oder der Zuordnung zu einem homogenen Kollektiv fiir die

genetische Forschung Probleme aufwirft (Akiskal et al. 1995, Schwartz et al. 2000).
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In der Manie kommt es charakteristischerweise zu einer inaddquaten Hochstimmung,
Selbstiiberschitzung, mangelnder Kritikfdhigkeit und reduziertem Schlafbediirfnis, bei
gesteigertem Antrieb und beschleunigtem, sprunghaften Gedankengang. Fiir die Diagnose
einer bipolaren affektiven Storung nach ICDI0 muss die Anamnese zumindest eine
maniforme, hypomane oder gemischte Krankheitsepisode enthalten. Einen Sonderfall stellt
das so genannte Rapid-Cycling mit mindestens vier unterschiedlichen Krankheitsepisoden
innerhalb eines Jahres dar. Zum erweiterten bipolaren Spektrum werden die Bipolare II
Storung, bei der nur hypomane, aber keine maniformen Krankheitsepisoden vorliegen,
sowie die Zyklothymie und die schizoaffektive Psychose gezihlt. Einen Uberblick iiber die

affektiven Psychosen und ihre Verlaufsformen gibt die Tabelle 1.

Im Gegensatz zur ICD10 versucht die differenzierte Psychopathologie nach Karl Leonhard
durch die Abgrenzung stabiler klinischer Syndrome eine weitere Unterteilung in
nosologische Entititen, die eine diagnostischer Stabilitit und Reliabilitit im
Lingsschnittverlauf besitzen. Anhand spezifischer Kriterien ist eine diagnostische
Einordnung sowohl fiir die monopolare- als auch die bipolare Form schon ab der ersten
Krankheitsphase moglich.

Bei der monopolaren Depression werden fiinf Formen mit spezifischen Symptomen
unterschieden, die Gehetzte, Hypochondrische, Selbstquilerische, Argwohnische und
Teilnahmsarme Depression. Allen diesen Erkrankungen ist ein monopolarer, in der
Symptomatik stets gleichformiger Verlauf zu Eigen, der gegeniiber der manisch-
depressiven Erkrankung klar abgrenzt wird. Zu den rein depressiven Formen wird auch die
Melancholie gerechnet, bei der neben der stabil gedriickten Stimmungslage als weitere
Kardinalsymptome eine begleitende Hemmung des Antriebs, der Psychomotorik und des
Gedankenganges auftritt. Einen monopolaren Verlauf zeigen auch die relativ seltenen
reinen Manien und Euphorien mit ihren Unterformen, die mit einer gehobenen

Grundstimmung einhergehen.



Tabelle 1: Ubersicht iiber die affektiven Psychosen nach ICD10 bzw. Leonhard mit klinischem Verlauf

Die affektiven Psychosen:

internationales Klassifikationssystem (ICD10)

differenzierte Diagnostik nach Leonhard

manische Episode

unipolarer Verlauf

rezidivierende depressive Storung

unipolarer Verlauf
"Switch" - Umschlagen
in bipolaren Verlauf in 10-25%

rein phasische Psychosen: streng monopolarer Verlauf
reine Manie, Melancholie

reine Depression, Euphorie

Bipolares Spektrum:
Bipolare Stoérung 1 und 2,
Zyklothymia,
Schizoaffektive Psychose

bipolarer Verlauf

Mischzustiande

manisch-depressive Erkrankung bipolarer Verlauf

unipolarer Verlauf

Zykloide Psychosen: Mischzusténde
Angst-Gliicks-Psychose

Verwirrtheitspsychose

Motilitdtspsychose




Karl Leonhard beschreibt als typisches Zeichen der manisch-depressiven Erkrankung
(MDE) ein vielgestaltiges Bild mit einem depressiven oder maniformen Grundsyndrom,
Teilsyndromen der monopolaren Erkrankungen sowie manisch-depressiven Mischbildern

mit einer vielgestaltigen Ausprigung und einem Bipolarem Verlauf.

Einen phasischen Verlauf mit bipolarem Charakter weisen nach Leonhard auch die so
genannten zykloiden Psychosen auf. Die Erkrankungsbilder gehen jedoch iiber die rein
affektive Symptomatik hinaus, bis hin zu charakteristischen Stérungen des Gedankengangs,
der Psychomotorik oder des Affekts. Dabei unterscheidet Leonhard drei Formen mit
jeweils spezifischer Symptomatik: Die Verwirrtheitspsychose, die Motilitdtspsychose und
die Angst-Gliicks-Psychose. In einer Familienstudie wies die manisch-depressive
Erkrankung im Gegensatz zu den zykloiden Psychosen eine stirkere familidre Belastung
auf, mit einem Erkrankungsrisiko von bis zu 35% bei Familienangehorigen. Im Gegensatz
dazu spielen hereditire Einfliisse in der Atiologie von zykloiden Psychosen eine
untergeordnete Rolle, was auch anhand von Zwillingsstudien gezeigt werden konnte
(Franzek, Beckmann 1996). Die unterschiedliche Hereditdt im Vergleich zur manisch-
depressiven Erkrankung stiitzt die Auffassung, dass  zykloiden Psychosen eine

eigenstiandige Krankheitsentitét darstellen (Pfuhlmann 2006).

Der Gruppe der zykloiden Psychosen entspricht in der ICD10 keine separate diagnostische
Zuordnung. Je nach Verlauf und Symptomatik kann diese unterschiedlichen Diagnosen
zugeordnet werden, wie der bipolar-affektiven Storung mit oder ohne psychotische
Symptome, dem akut polymorphen Psychosyndrom, der schizo-affektiven Psychose oder

der Gruppe der Schizophrenien.

Bei der Erforschung der Krankheitsursachen lassen sich historisch zwei Konzepte, namlich
organisch-biologische und psychogene Erklirungsmodelle unterscheiden. Diese frither
tibliche Aufteilung wurde in der Gegenwart zugunsten eines multifaktoriellen Ansatzes
verlassen. Demnach fiihrt das Zusammenspiel verschiedener biologischer, genetischer und
psycho-sozialer =~ Faktoren in  individuell unterschiedlicher = Ausprigung zur
Krankheitsmanifestation, wobei zunichst auf die genetischen Befunde nédher eingegangen

werden soll.



1.2 Epidemiologische Befunde phasischer Psychosen

In zahlreichen Familien- und Zwillingsstudien (Weissman et al. 1986, Mc Guffin et al.
1991, Franzek und Beckmann 1996) wurde ein erhohtes Risiko fiir Familienmitglieder uni-
und bipolar depressiver Patienten zu erkranken nachgewiesen. Dies spricht fiir eine
Beteiligung genetischer Faktoren an der Krankheitsentstehung. Nach einer Ubersichtsarbeit
von Shih et al. 2004 reichen bei einer angenommenen Privalenz von 1% fiir die unipolare
Verlaufsform die Risikoangaben zu erkranken fiir Verwandte 1. Grades von 15%-25%. Bei
einer Untergruppe mit frithem Krankheitsbeginn und zahlreichen Krankheitsphasen wurde
sogar ein Risiko von 37,8% beschrieben (Bland et al. 1986). Fiir die bipolare Form wurde
ein gemitteltes Krankheitsrisiko von 7% angegeben. Fiir beide Formen konnten,
unabhiingig von duBleren Einflussfaktoren, Zwillings- und Adaptionsstudien eine genetische
Belastung bestitigen. Diese gehen von einer Erblichkeit bei der unipolaren Depression
zwischen 34% und 54% (Kendler et al. 1999, Torgersen 1986) und fiir die bipolare Stérung
zwischen 33% und 84% aus (Allen et al. 1974, Cardno et al. 1999). In den Zwillingstudien
wiesen Homozygote im Vergleich zu Dizygoten Parchen eine hohere Konkordanz auf, was
auf eine genetische Ursache affektiver Psychosen hindeutet. Ebenso konnte in den
Adaptionsstudien ein hoheres Erkrankungsrisiko nur fiir biologisch Verwandte, nicht
jedoch fiir angenommene Angehorige Erkrankter nachgewiesen werden, was ebenfalls auf
eine genetische Komponente hindeutet (Wender et al. 1986).

Karl Leonhard fand eine doppelt so hohe Belastung fiir die manisch-depressive Erkrankung
im Vergleich zu der monopolaren Depression (5% zu 10%) und den zykloiden Psychosen.
Nach einer Familienstudie von Pfuhlmann et al. 2004 liegt das Erkrankungsrisiko bei
Familien-angehorigen manisch-depressiv-Erkrankter sogar bei 35%. Somit zeigt sich
insbesondere fiir die manisch-depressive Erkrankung eine relativ hohe Hereabilitit, die auf

ein zugrunde liegendes krankheitsverursachendes Gen hindeuten konnte.



1.3 Molekulargenetische Befunde bei affektiven Psychosen:

Obwohl die Existenz genetischer Risikofaktoren durch die familiire H&aufung belegt
scheint, konnten in den bisher durchgefiihrten Studien nur wenige krankheitsassoziierte
Gene identifiziert und vorbeschriebene Befunde hdufig nicht reproduziert werden. Der
Beitrag eines Gens zum Erkrankungsrisiko wird mit der so genannten Odds Ratio, d. h.
dem Vielfachen der normalen Chance zu erkranken ausgedriickt und entspricht in etwa dem
relativen Erkrankungsrisiko. Die trotz vieler genomweiter Studien fehlende Identifikation
eines zuvor postulierten krankheitsverursachenden Hauptgens, brachte die Hypothese einer
oligo- bzw. polygenen Vererbung, die nicht den klassischen Mendelschen Gesetzen folgt
(Gershon 2000). Neuere mathematische Modelle gehen von einer polygenen Vererbung mit
nur geringen Effektstirken < 2 fiir einzelne Gene bei der Depression aus (Craddock 1995).
Das bedeutet, dass durch die jeweiligen genetischen Varianten nur ein geringer Teil des
gesamten Erkrankungsrisikos erklidrt werden kann und erst die Kombination mit anderen
genetischen oder umweltbedingten Risikofaktoren zur Krankheitsmanifestation fiihrt.
Daher riickte die in den 80er Jahren aufgekommene Segregationsanalyse wieder vermehrt
in den Fokus wissenschaftlicher Untersuchungen, um mogliche Einflussgrolen zu
identifizieren. Ziel der Segregationsanalyse ist es, aufgrund vorliegender Phénotypen einer
Krankheit innerhalb einer Familie den Vererbungsgang zu bestimmen Die Theorie eines
polygenen Erbganges steht jedoch in Widerspruch zu den in Familienstudien identifizierten
Multiplex-Familien, die eine erhebliche Haufung Erkrankter aufweisen (Pfuhlmann et al.
2004), was eher auf einzelne genetische Faktoren mit formalgenetisch dominanten oder

rezessiven Modus hindeutet.

Zur Identifizierung solcher genetischer Risikofaktoren, eines so genannten Kandidatengens,
haben sich zwei Vorgehensweisen bewdhrt. Zum einen hypothesengeleitet durch
pathophysiologische Modelle der Erkrankung, z. B. Einfliisse auf die Neurotransmission,
um so genannte funktionelle Kandidaten zu definieren. Zum anderen hypothesenfrei durch
genomweite Kopplungsanalysen, um Kandidatenregionen zu erhalten und mogliche
Kandidatengene darin einzugrenzen. Die in Kopplungsanalysen gefundenen Gene konnen

in erweiterten Kollektiven auf Assoziation mit einer Erkrankung untersucht werden.



1.3.1 Kopplungsstudien bei affektiven Psychosen:

Ein Vorteil von Kopplungsstudien besteht darin, dass sie relativ  gut
krankheitsverursachende Gene mit einem hohen relativen Risiko nachweisen, bzw. in
genomweiten  Untersuchungen  Kandidatenregionen  abgrenzen  konnen.  Bei
Kopplungsstudien in Kandidatengenregionen werden gezielt chromosomale Regionen
untersucht, in denen Gene lokalisiert sind, welche aufgrund ihrer biologischen Funktion zur
Krankheitsentstehung beitragen konnten. Dadurch dass Familien untersucht werden, besteht
im Gegensatz zu Fall-Kontroll-Studien keine Gefahr, die Studie durch eine zu grofle
genetische Heterogenitit der Fall- oder Kontrollgruppe zu verfélschen. Als MaB fiir die
gemeinsame Vererbung von genetischen Markern und der Erkrankung in Familien dient der
, Transmissions Disdquilibrium Test* (TDT) fiir das Kopplungsungleichgewicht. Vererben
heterozygote Eltern einen bestimmten Marker signifikant hdufiger als 50% auf kranke
Kinder, so weist dies auf eine Assoziation des vermehrt transmittierten Allels mit dem
Krankheitsgen bzw. der Erkrankung hin. Das AusmaBl der Kopplung wird durch den
Abstand von Basenpaaren zwischen Marker und Gen bestimmt, da bei zunehmender
Entfernung die Wahrscheinlichkeit fiir eine Trennung durch ,,crossing-over* in der Meiose
zunimmt. Betrdigt der Abstand mehr als ein ,centiMorgan“ (cM), was etwa 10°
Basenpaaren entspricht, kann eine Kopplung durch den TDT kaum noch nachgewiesen
werden.

Andererseits besitzen Kopplungsstudien aber auch eine Reihe von spezifischen Nachteilen.
So weisen sie eine geringere Power, d.h. Aussagekraft fiir den Nachweis von Genen mit
einem relativ kleinen Risiko auf, der TDT nutzt nur Heterozygote Merkmalstriger fiir die
Berechnung (Hattori 2005). Es besteht weiterhin die Gefahr falscher oder fehlender
Befunde durch die Beschriankung auf bestimmte Familien mit jeweils spezifischen Genen.
AuBerdem konnen Schwierigkeiten bei der Rekrutierung insbesondere bei ,Late onset*

Erkrankungen entstehen (Schulze et al. 2001).

Kopplungsbefunde:
Untersuchungen wurden zumeist fiir die bipolare Storung durchgefiihrt, mittlerweile liegen
jedoch auch einige Studien fiir die unipolare Depression vor (Camp et al. 2005, McCuffin

et al. 2005). Fiir beide Erkrankungen gibt es eine Vielzahl positiver Kopplungsbefunde, die
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jedoch nicht alle repliziert werden konnten. So wurden mittlerweile Kopplungen auf fast
jedem Chromosom beschrieben. Durch Meta-Analysen wurde versucht, die Aussagekraft
der verschiedenen Studien zu erhohen. In einer Auswertung von 11 Studien mit Bipolaren
Patienten wurden positive Kopplungsbefunde fiir die chromosomale Region 13q und 22q
erhoben (Badner, Gershon 2002). Eine zweite Meta-Analyse von Segurado et al. 2003 mit
18 untersuchten Studien konnte die Befunde fiir 13q und 22q jedoch nicht bestitigen, keine
Region erreichte genomweite Signifikanz. Allerdings wurden Hinweise fiir Kopplungen auf
Chromosom 9p22, 10q11 und 1424 beschrieben. Beide Meta-Analysen unterscheiden sich
sowohl in der Methodik als auch den zugrunde liegenden Daten durch unterschiedliche
Einschlusskriterien. So wurden in der zweiten Meta-Studie nur Untersuchungen mit
mindestens 20 Erkrankten eingeschlossen und die Diagnosekriterien enger gefasst. Eine
weitere Meta-Analyse von McQueen et al. 2005 aus 11 Studiendaten ergaben positive
Hinweise fiir die Loci 6q und 8q. Zusammenfassend finden sich die stirksten Hinweise auf
Kopplung derzeit fiir die Regionen 6q, 8qp, 13q und 22q, die jeweils genomweite
Signifikanz erreichen (vgl. Tabelle 2). Interessanterweise sind fiir Schizophrenie ebenfalls
Befunde fiir 6q, 13q und 22q beschrieben worden, so dass es hier zu einer Uberschneidung

moglicher Kandidatenregionen kommit.

Tabelle 2: Ubersicht fiir positive chromosomale Befunde genomweiter Kopplungsstudien
fiir die bipolare Stérung.

Badner, Gershon 2002 | Segurado et al. 2003 | McQueen et al. 2005
13g* 8q 6q*
22q* 9p-q 8q*
10g 9p
14q 20p
18p-q

* genomweite Signifikanz



1.3.2 Assoziationsstudien:

Assoziationsuntersuchungen vergleichen die Hiufigkeit bestimmter Marker bei erkrankten
Probanden mit einer Kontrollstichprobe. Es liegt eine Assoziation vor, wenn ein
spezifisches Allel in der Population hiufiger bei Erkrankten als bei gesunden Personen
vorkommt. Als Marker werden heutzutage zumeist Single Nukleotid Polymorphismen
(SNPs) verwendet, die sich in nur einer Base unterscheiden. Im Falle einer Assoziation
bestehen zwei Moglichkeiten: Der SNP besitzt eine funktionelle Auswirkung auf das Gen
oder er befindet sich mit dem eigentlich die Erkrankung verursachenden Polymorphismus
im so genannten Kopplungsungleichgewicht ,,Linkage Disequilibrium®, d.h. der Marker ist
mit dem eigentlichen krankheitsassoziierten Abschnitt gekoppelt und beide werden
tiberzufillig hidufig gemeinsam vererbt, sie kosegregieren. Im Vergleich zu
Kopplungsstudien weisen Assoziationsuntersuchungen eine gute Nachweiskraft auch fiir
Gene mit einem kleinen krankheitsspezifischen Risiko auf. Andererseits diirfen die
untersuchten Populationen genetisch nicht zu heterogen sein, da es sonst aufgrund der
Unterschiede zu falsch positiven Befunden durch ,Stratifikation kommen kann. Nach
einer Studie von Freedman et al. 2004 ist eine moderate Stratifikation auch bei Einsatz von
Kotrollmarkern nicht sicher auszuschlieBen. In der letzten Zeit sind eine Reihe von neuen
Berechnungsmethoden aufgekommen, um die jeweiligen spezifischen Nachteile von
Assoziations- und Kopplungsstudien auszugleichen oder die Aussagekraft zu erweitern, wie
etwa die Berechnung ganzer Haplotypenblocks, ohne dabei eine absolute Sicherheit bieten

zu konnen (Schulze 2001).
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1.4 Neurochemische Aspekte der Atiopathogenese von Affektpsychosen

1.4.1 Neurotransmitterhypothesen

Die etablierteste Theorie zur Atiopathogenese von Affektpsychosen geht von einer Storung
der Neurotransmission aus. Das menschliche Gehirn besteht schitzungsweise aus iiber 100
Milliarden Neuronen und Gliazellen, die ein Netzwerk zur Erfassung, Verarbeitung und
Speicherung von Informationen bilden. Die interneurale Kommunikation erfolgt an den
Synapsen der Nervenzellen mittels bestimmter Botenstoffe, so genannter Neurotransmitter
(J. Thome, P. Riederer 2002).

Nach der Monoaminhypothese ist eine Verarmung der Neurotransmitter Noradrenalin und
Serotin, so genannter Monoamine, auf synaptischer Ebene verantwortlich fiir die
Depression (Coppen 1967, Schildkraut 1965). Hierzu passend wurden im Liquor von
Patienten verminderte Serotonin- (5-HIES: 5-Hydroxy-Indolessigsdure) und Noradrenalin-
abbauprodukte, (MHPG: Methoxyhydroxyphenylglykol) gefunden. Unterstiitzt wurde dies
durch die Beobachtung, dass Reserpin als depressionsauslosendes Agens Amine im
synaptischen Vesikel entleert wihrend trizyklische Antidepressiva und Monoaminoxidase-
Hemmer (MAO) die Konzentration der Monoamine im synaptischen Spalt erhohen.

Die lange Wirklatenz der Antidepressiva jedoch, die bis ca. zwei bis drei Wochen nach der
Monoamin-Transmittererhohung andauert, stellt die Erhohung als das eigentliche
Wirkprinzip in Frage. Dies fiihrte zur Formulierung der Rezeptorhypothese, die eine
Modulation von Empfindlichkeit- und Dichte der postsynaptischen Rezeptoren als
Wirkprinzip der Antidepressiva ansieht. In den letzten Jahren folgte eine Fiille von weiteren
Erkenntnissen iiber Storungen der neuronalen Signaliibertragung, die auch intrazellulire
Prozesse mit einschlieBen. So wurden Verdnderungen unter anderem an den so genannten
»decond Messenger cAMP, G-Protein, Phosphatidylinosytol, Proteinkinase C sowie Ca+

beschrieben, die die Signaltransduktion beeinflussen (Baumann 2003).

Neben einer Storung der Signaltransduktion etablierten sich eine Reihe von weiteren
Theorien zur Atiopathogenese von Affektpsychosen. Da jedoch hier nicht auf alle Ansitze
eingegangen werden kann, soll in der Folge die Kortisol- und die Glutamathypothese néher

erldutert werden.
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1.4.2 Kortisolhypothese:

Bereits seit dem 19. Jahrhundert ist bekannt, dass endokrinologische Krankheiten mit
psychotischen Symptomen, insbesondere mit Storungen des Affekts und des Antriebs
einhergehen konnen. Bleuler prigte hierfiir den Begriff des ,,endokrinen Psychosyndroms®.
Insbesondere fiir die Kortikosteroide konnte ein Einfluss auf psychische Symptome gezeigt
werden.

Das Hypothalamisch-Hypophysiar-Adrenale (HPA)-System stellt den wichtigsten
Regelkreislauf fiir die Stressreaktion dar und umfasst den Hypothalamus als Bildungsort
des Kortikotropin-Releasinghormons (CRH) sowie Argenin-Vsasopressins (AVP). CRH
wiederum regt in der Hypophyse die Bildung von Adrenokortikotropin (ACTH) an,
wodurch in der  Nebenniere die Freisetzung von Kortison, dem eigentlichen
Effektorhormon der Stressreaktion, bewirkt wird (Rupprecht, Miiller 2002). Verdnderungen
der HPA-Achse wurden insbesondere bei affektiven Erkrankungen, jedoch auch fiir eine
Reihe weiterer Erkrankungen beschrieben, wie den schizophrenen Psychosen (Philips et al.
2006), oder der der Posttraumatischen Belastungsstorung. Nach der Kortisolhypothese
stellen Veridnderungen im Stresssystem die eigentliche Ursache von Depressionen dar, so
dass der Wirkmechanismus von Antidepressiva auf einer Normalisierung der HPA-
Funktion beruht (Holsboer 1996, 2000).

Bei depressiven Patienten wurden wiederholt Veridnderungen des HPA-Systems
beschrieben, wie eine Erhohung  der Vasopressin (VP) und CRH-Spiegel im
Hypothalamus. Als Folge der gesteigerten CRH-Spiegel erscheint die Kortisol- und
ACTH-Sekretion erhoht und die Nebennierenrinde als Ort der Kortisolsynthese vergrofert.
Nach Gabe von CRH und Dexamethason, dem so genannten Dex/CRH-Test findet sich
bei depressiven Patienten, im Gegensatz zu Gesunden, zumeist eine Erhohung von ACTH
und Kortisol (Holsboer et al. 2000). Als Ursache wird ein iiberschieBender
Kompensationsmechanismus angenommen, im Sinne eines iiberreaktiven HPA-Systems.
Die Auffilligkeiten im Dex/CRH-Test wurden in verschiedenen Studien mit der
depressiven Symptomatik verkniipft (Holsboer et al. 1996, 2000). Unter Therapie mit
Antidepressiva und Elektrokonvulsionstherapie (EKT) zeigte sich eine Normalisierung der
ACTH-Ausschiittung. Ein Ausbleiben wurde als negativer Pridiktor mit einem geringerem

Ansprechen und einem erhohtem Riickfallrisiko assoziiert (Zobel et al. 2001). Nicht alle
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depressiven Patienten weisen jedoch Auffilligkeiten des HPA-Systems auf. Der Anteil liegt
bei 50%-80% (Holsboer 2000), so dass sich die Frage stellt, inwieweit die Befunde
tatsdchlich ursichlich fiir die depressive Erkrankungen sind oder ob es sich vielmehr um

unspezifische Epiphdnomene handelt
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1.4.3 Glutamathypothese:

Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter und kommt in ca. 60% der
Neurone vor. Der Glutamatstoffwechsel macht ca. zwei Drittel des Energiebedarfs des
Gehirns aus (Javitt et al. 2004). Die Glutamatrezeptoren lassen sich in zwei Gruppen,
ionotrope und metabotrope Rezeptoren einordnen. Je nach ihren spezifischen Agonisten,
werden die ionotropen Rezeptoren weiter in den Ca*-Kanal gekoppelten NMDA- (N-
Methyl-D-Aspertat) Typ, den AMPA- (a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-
Propionsdure) und den Kainat-Typ eingeteilt.  Eine wichtige Rolle spielen die
glutamatergen NMDA-Rezeptoren durch die Long-Term-Potentiation (LTP) fiir die
Gedachtnisfunktion, Neuroplastizitdt und Hirnentwicklung. Eine Storung der LTP wurde
als Ursache kognitiver Defizite bei depressiven und schizophrenen Erkrankungen postuliert
(Javitt 2004). Aufbauend auf der Beobachtung, dass Glutamatrezeptor (NMDA) -
Antagonisten wie Phencylidin (PCP), Ketamin, MK 801, paranoid-halluzinatorische
Symptome hervorrufen konnen, wurde eine Unterfunktion der glutamatergen
Signaltransduktion als Ursache schizophrener Erkrankungen angenommen. Sowohl bei
schizophrenen, als auch bei depressiven Patienten wurde eine Abnahme der Expression der
NMDARI1-Untereinheit des Glutamtrezeptors im Hippocampus gefunden, was eine
Beteiligung des NMDA-Rezeptors an der Pathogenese unterschiedlicher Erkrankungen
vermuten lasst (Law, Deakin 2001).

Bei den affektiven Psychosen wurde fiir Glutamatrezeptor (NMDA)-Antagonisten wie
Ketamin eine antidepressive Wirkung beschrieben und im Tiermodell repliziert (Belsham
2001), was auf eine Uberfunktion des glutamatergen Systems bei depressiven
Erkrankungen hinweist. Dariiber hinaus vermindern phasenprophylaktisch wirksame
Medikamente wie Lamotrigin die Glutamatfreisetzung, ein Wirkmechanismus der auch fiir
trizyklische Antidepressiva vorgeschlagen wurde (Belsham 2001). In weiteren Studien an
depressiven Probanden wurden im cerebralen Kortex erhohte Glutamatkonzentration
beschrieben (Choudary et al. 2005). Allerdings konnte es sich hierbei um ein Epiphdnomen
handeln, da ein Anstieg der prifrontalen Glutamatkonzentration auch als Folge von
chronischem Stress beobachtet wurde (Javitt et al. 2004).

Andererseits zeigten sich bei Depressiven erniedrigte Spiegel im anterioren Cingulum,

wihrend erhohte Glutamtkonzentrationen im prifrontalen Kortex manischer Patienten
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gefunden wurde (Michael et al. 2003). Weitere Hinweise auf eine Verminderung der
glutamatergen Transmission beschrieben Choudary et al. 2005 mit einer Abnahme der
Expression von Glutamattransportern, Glutaminsynthetase und einer gegenldufigen
Hochregulation von Glutamatrezeptoren (AMPA) bei uni- und bipolar Depressiven.
Wihrend es also vielféltige Hinweise auf eine Storung des glutamatergen Systems bei
affektiven und schizophrenen Psychosen gibt, bleiben die Befunde in der Zusammenschau

noch widerspriichlich und der eigentliche Pathomechanismus ungeklirt.
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1.5 Kandidatengene

1.5.1 FKBP5

Von der Kortisolhypothese ausgehend, fithrten Binder und Kollegen aus der Arbeitsgruppe
um Holsboer systematisch Assoziationsanalysen bei 294 depressiven Patienten und 339
Kontrollen in Regulatorgenen der HPA-Achse durch, um eine Assoziation mit depressiven
Erkrankungen zu tiberpriifen. Dabei konnten die Autoren bei den zunéchst untersuchten 57
SNPs keinen direkten Zusammenhang mit der Erkrankung feststellen, jedoch ergab sich
eine Assoziation dreier SNPs in dem Gen FKBP5 mit verschiedenen klinischen Parametern
wie dem Ansprechen auf Antidepressiva. In einer darauthin durchgefiihrten 2. Studie mit
demselben Kollektiv wurden 27 zusitzliche SNPs in FKBP5 und benachbarten Genen auf
eine Assoziation mit dem Ansprechen auf Antidepressiva nach 2 und 5 Wochen
Behandlungsdauer korreliert. Als Mal3 fiir das Ansprechen diente die Besserung der Werte
in der Hamilton Depressions- Skala (Hamilton Rating Scale for Depression, HAMD). In
der Auswertung zeigten sich drei SNPs innerhalb von FKBP5 mit einem schnelleren
Ansprechen auf Antidepressiva assoziiert: rs4713916 in der vermuteten Promoterregion,
rs1360780 im 2. Intron und rs3800373 im nicht translatiertem 3°Ende (Abbildung 1). In
einer weiteren Untersuchung zur Replikation an einem unabhingigen Kollektiv mit 85
depressiven Patienten konnte erneut eine Assoziation von rs1360780 mit einer Besserung
im HAMD unter Therapie gezeigt werden, rs3800373 wies einen statistischen Trend auf
(Binder et al. 2004). Da der SNP rs1360780 die hochste Signifikanz zeigte, wurden hierfiir
weitere Untersuchungen durchgefiihrt. So fand sich eine Uberreprisentation des TT
Genotyps von rs1360780 unter den Respondern. Fiir TT homozygote Patienten beschrieben
die Autoren eine deutlich schnellere und weitergehende Besserung im HAMD iiber 5
Wochen. Andererseits war dieser Genotyp auch mit mehr als doppelt so hdufigen
Krankheitsphasen verbunden. In Zellkulturuntersuchungen mit Lymphozyten wiesen TT-
Homozygote doppelt so hohe FKBP5 Konzentrationen auf, unterschieden sich jedoch nicht
im Kortisolspiegel von Gesunden. Die erhohten FKBPS5 Spiegel waren jedoch nicht mit
einer analogen mRNA Erhohung verbunden, so dass wahrscheinlich bei TT-Homozygoten
keine gesteigerte Transkription vorliegt, sondern andere Mechanismen, wie etwa eine

gesteigerte Translation, den Effekt bewirken. Weiter konnte eine enge Verkniipfung
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zwischen Kortisolspiegel und FKBPS5 fiir den TT-Typ gezeigt werden, nicht jedoch fiir die
anderen Genotypen CC oder TC. Im Dex/CRH Test wurde fiir TT-Homozygote eine
niedrigere ACTH-Antwort im Vergleich zu den anderen Genotypen beschrieben und eine

teilweise Kompensation der HPA-Uberaktivitit durch FKBP5 postuliert.

In einer unabhédngigen Studie wurde eine Assoziation mit Dissoziationsphdnomen bei
traumatisierten Kindern fiir die SNPs rs3800373 mit Risikotyp C und SNP rs1360780 mit
Risikotyp C beschrieben. Dissoziation wurde dabei als moglicher Priadiktor fiir ein
posttraumatisches Stresssyndrom angesehen, fiir das - wie bei der Depression - eine HPA-

Fehlregulation als Ursache diskutiert wird (Koenen et al. 2005).

Das Gen FKBPS5 liegt auf dem Chromosom 6 p21. Diese Region zeigte in den bisherigen
Meta-Analysen keinen positiven Kopplungsbefund mit depressiven Psychosen, jedoch
wurde dieser chromosomale Abschnitt mit dem Phénotyp einer wahnhaften Depression
assoziiert (Chen et al. 2006). FKBP5 umfasst 154,992 Basenpaare (35,649,346 bp -
35,804,338 bp) auf dem Minusstrang und enthilt 10 Exone. Einen Uberblick iiber die
chromosomale Lage und den Aufbau von FKBP5 mit den untersuchten SNPs gibt
Abbildung 1.

Abbildung 1: Chromosomale Position und Aufbau von FKBP5 mit SNPs

e o213 (I L [ < o R - I W W

35650000 35700000 35750000 3500000

rs3800373 s 1360780 4713916

Quelle: UCSC Genom Browser May 2004

Die chromosomale Region ist in der oberen Ubersichtskizze rot markiert und in der unteren

Zeichnung schwarz dargestellt. Die Exone und vermuteten Regulationsabschnitte sind gelb
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hervorgehoben, die Pfeile 1 markieren die Position der untersuchten SNPs die mit einem
schnelleren Ansprechen auf Antidepressiva assoziiert wurden.

In FKBP5 wurden verschiedene Polymorphismen beschrieben, allerdings konnten bisher
noch keine haplotypspezifischen (haplotype tagged) SNPs identifiziert werden
(International HapMap Project: www.hapmap.org). FKBP51 wird vergleichsweise stark
exprimiert, besonders im Thymus aber auch im Muskel, der Leber und im Gehirn
(http://www.ncbi.nih.gov/IEB/Research/Acembly/av.cgi? db=human&I=FKBP5).

Durch alternatives Splicing sind bisher 5 unterschiedliche Isoformen bekannt, wobei die
Spezifitit der unterschiedlichen Formen noch kaum erforscht ist. Zur Variabilitédt tragen
neben zwei alternativen Promotoren und Exonen auch eine post-translationale Modifikation
am 3"und 5° Ende bei. Das Genprodukt aus 457 Aminosduren mit 51,212 Kilodalton (Da)
kommt in der Zelle cytoplasmatisch aber auch im Nukleus vor. FKBPS besitzt drei
funktionelle Bereiche (Abbildung 2). Die beiden Dominen FKBP1 und FKBP2 (FK506
Binding Protein) weisen Bindungsstellen fiir Immunsuppressiva wie Cyclosporin und
FK506 auf, weshalb FKBPS zur Gruppe der Immunfillamine gerechnet wird (Sinars et al.
2002). Dariiber hinaus besitzt FKBP1 Peptidyl-Prolyl Cis-Trans Isomerase Aktivitéit (PPI)
und kann iiber die Anordnung von Peptid-Prolyl-Bindungen die Faltung von Proteinen zur
funktionellen dreidimensionalen Konfiguration beeinflussen. Diese Eigenschaft weist die
zweite Immunfilaminbindungstelle nicht auf, allerdings beinhaltet sie eine Bindungsstelle
fiir den Glukokortikoid-Rezeptor (GR). Als dritten funktionellen Bereich besitzt FKBPS
eine ,tetratrico peptide repeat“ (TPR) Domine mit einer Vielzahl von moglichen

Proteininteraktionen, wie die Bindung von ,,Heat Shock Protein 90 (HSP90).

Abbildung 2: Rdumliche Struktur und Funktionelle Bereiche von FKBP5 nach Sinars et al.
2002

Das 3-D Modell zeigt die drei funktionellen Bereiche fiir FKBPS mit zwei Immunfilamin-
bindenden Dominen (FK506 Binding Protein), FKBP1 (hellgriin) mit PPlase (Peptidyl-
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Prolyl Cis-Trans Isomerase) Aktivitit und FKBP2 (dunkelgriin) ohne PPlase Aktivitit,
sowie eine TPR (tetratrico peptide repeat) Doméne (rot).

Funktionelle Bedeutung gewinnt FKBPS als Hilfsprotein (Cochaperone) fiir HSP90 (Heat
Shock Protein 90) und dem Glukokortikoid-Rezeptor (GR), indem es die
Glukokortikoidbindung an den intrazytoplasmatischen Rezeptor reguliert und die
dreidimensionale Struktur von HSP90 und GR beeinflusst. In Zellkulturexperimenten fiihrt
FKBPS5 zu einer Senkung der Rezeptorempfindlichkeit fiir Kortisol und zu einer Reduktion
der maximalen Aktivierungsaktivitit. Daneben verzogert es iiber eine Blockierung der
Dyneinbindung auch den Transport des Kortisol-Rezeptorkomplexes in den Nukleus und
schwicht so die Kortisolwirkung ab (Davis et al. 2001, Wochnik et al. 2005).
Glukokortikoide wiederum induzieren die FKPBS Expression {iiber ein postuliertes
Glukokortikoid Response Element (GRE) zwischen dem 4. und 5. Exon oder im
Promotorbereich (Vermeer et al. 2002). Im Mausmodell konnte bereits eine Regulation der
FKBP51 Expression durch den GR (Glucocorticoid Receptor) gezeigt werden (Magee et
al. 2000). Bei Totenkopfaffen sind erhohte Kortisolwerte bekannt, ohne dass sich jedoch
eine Cushing-Symptomatik entwickeln wiirde. Als Grund hierfiir wurde eine partielle
Steroidresistenz durch FKBPS postuliert (Scammel et al. 2001). Eine abgeschwichte
negative Riickkoppelung zwischen Kortisol und CRH im Sinne einer partiellen Resistenz
gilt als mogliche Ursache der Veridnderungen des HPA-Systems bei depressiven Patienten
(Modell et al. 1997), was auf eine Beteiligung von FKBP5 in der Atiopathogenese
depressiver Erkrankungen hindeuten konnte. Neben dem FEinfluss auf die HPA-Achse
besitzt FKBPS auch fiir weitere Stoffwechselvorginge wie etwa der Apoptose Bedeutung.
Nach einer Untersuchung von Giraudier et al. (2000) spielt dieser Mechanismus bei der
Osteomyelofibrose eine wichtige Rolle, da durch FKBP5 iiber eine Hemmung von
Calcineurin eine Inhibition der Apoptose verursacht wird, was schlieBlich zu
Megakaryozytenwachstum und zunehmender Fibrorisierung des Knochenmarks fiihrt.
Dariiber hinaus finden sich auch Hinweise auf einen Zusammenhang mit dem so
genanntem Rett-Syndrom, einer Erkrankung die mit schwerer geistiger Behinderung und
gestorter Hirnentwicklung einhergeht (Nuber et al. 2005). Der eigentliche
krankheitsverursachende Gendefekt betrifft daber das Gen MECP2, wobei drei
Bindungsstellen fiir das Genprodukt von MECP2 in der genomischen Region von FKBPS5

beschrieben wurden. Da an eine dieser Stellen auch der Glukokortikoid-Rezeptor binden
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kann, wurde von den Autoren die Hypothese formuliert, das MECP2 und GR um die
Bindung im FKBP5 Gen konkurrieren und die Expression von FKBPS5 regulieren (Nuber et
al. 2005).
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1.5.2 G72 DAOA / G30

Der Genlocus G72 DAOA / G30 wurde aufgrund positiver Kopplungsbefunde
chromosomaler Marker durch positionelle Klonierung als Kandidatengen vorgeschlagen.
G72/G30 liegt auf dem langen Arm des Chromosoms 13. Der chromosomale Locus 13q32-
33 mit den chromosomalen Markern D13S1271-D13S779 (Detera-Waldleigh et al. 1999)
und D13S1271, DI13S779-D13S225 (Liu et al. 2001), konnte in mehreren
Kopplungsuntersuchungen mit bipolarer Storung assoziiert und der Befund in einer Meta-
Analyse von Badner und Gershon 2002 bestitigt werden. Daher gehort der Genort zu den
vielversprechensten Kandidatenregionen fiir diese Erkrankung. Neuere Meta-Analysen
weisen diese Region allerdings nicht als Kandidatenregion aus (McQueen et al. 2005,
Segurado et al. 2003), moglicherweise mitbedingt durch unterschiedliche
Untersuchungsmethoden und Einschlusskriterien der Meta-Analysen.  Neben den
Hinweisen fiir eine Assoziation mit der bipolaren Stérung gibt es auch eine Reihe von
Studien, die auf einen Zusammenhang mit schizophrenen Psychosen (Badner und Gershon
2002) sowie eine Reihe weiterer Erkrankungen wie Autismus, Panikstdrung oder
Annorexia nervosa hindeuten (Detera-Waldleigh et al. 2006). Somit stellt 13q32-33 einen

Kandidatenlocus fiir unterschiedliche Krankheitsentititen dar.

Chumakov et al. (2002) identifizierten fiir den Genlocus erstmalig zwei mogliche Gene,
G30und G72, die sich in der Translationsrichtung unterscheiden. Da G30 auf dem Minus-
Strang, G72 dagegen auf dem Plusstrang liegt, kann eine gegenseitige Beeinflussung bei
der Translation nicht ausgeschlossen werden. Im Gegensatz zu G72 konnte fiir G30, einem
postulierten Gen von ca. 47kb mit 7 Exonen, bisher noch kein Translationsprodukt
beschrieben werden. Moglicherweise iibt G30 eine Regulatorfunktion bei G72 aus und
wird nicht transkribiert.

G72 umfasst einen Sequenzbereich von 25 kb und besteht aus 5 Exonen, wobei eine Reihe
von Splicing-Bindungsstellen eine Vielzahl unterschiedlicher Transskripte vermuten lassen.
G72 wird in der Amygdala und dem Nucleus Caudatus exprimiert (Chumakov et al. 2002).
In einer postmortem Studie mit 40 an einer schizophrenen Psychose erkrankten Patienten
konnte dariiber hinaus eine vermehrte Transskription im dorsolateralen prifrontalen Kortex

im Vergleich zu den Kontrollen gezeigt werden (Korostishevsky et. al. 2004).
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Wiihrend die ca. 742 bp umfassende mRNA von G72 bereits nachgewiesen werden konnte,
steht ein direkter Nachweis des Proteinprodukts aus 153 Aminosduren mit 18108 Da noch
aus. Jedoch konnte eine Interaktion mit dem Protein D-Amino-Oxidase (DAQO) mittels
Hybridisierung gezeigt werden (Chumakov et al. 2002). G72 fordert die Oxidation von D-
Serine durch DAO (D-Amino-Oxidase) was zum Beinamen D-Amino-Oxidase-Aktivator
(DAOA) fiihrte. Da D-Serin ein wichtiger Aktivator des NMDA Glutamatrezeptors ist,
konnte die glutamatergen Signaltransduktion durch G72/DAOA beeinflusst werden. Das
Gen des Flavoenzyms DAO liegt auf Chromosom 12q24, eine Region, die ebenfalls
positive Kopplungsbefunde fiir die bipolare Storung aufweist, was eine mogliche
Beteiligung der Reaktionskette DAOA— DAO — Serin— Glutamtrezeptor bei der
Pathogenese unterstreicht. In ersten Therapiestudien mit D-Serin, Glycine und D-
Cycloserine als Co-Aktivatoren des Glutamatrezeptors bei schizophrenen Probanden zeigte
sich insbesondere D-Serin gegen die Positiv- und Negativsymptomatik wirksam (Javitt
2004). Beginnend mit der Arbeitsgruppe um Chumakov et al. (2002), die als erste eine
SNPs basierte Assoziationsstudie fiir G72/G30 mit schizophrenen Psychosen durchfiihrte,
folgten eine Reihe weiterer Studien, die die positiven Befunde fiir den Genlocus bei
schizophrenen Probanden zumeist replizieren konnten und somit die Kopplungsbefunde
bestitigten. Fiir die bipolare Storung konnte ebenfalls in verschiedenen Untersuchungen
positive  Assoziationsbefunde erhoben werden, so dass G72/G30 fir Dbeide
Erkrankungsgruppen ein Kandidatengen darstellt. Diese Uberschneidung zwischen
bipolarer Stérung und schizophrenen Psychosen wird auch in der Studie von Schulze et al.
(2005) deutlich, die einen Zusammenhang mit wahnhafter Symptomatik bei depressiven
Patienten beschreibt, wéhrend fiir depressive Patienten ohne Wahnsymptomatik keine
Assoziation mit SNPs in G72/G30 gefunden werden konnte.

Die untersuchten SNPs, die zumeist aus der urspriinglichen Studie von Chumakov et al.
(2002) iibernommen wurden, sind - bis auf rs2391191 im 4. Exon - intronisch gelegen und
lassen sich zwei vermuteten LD Blocken zwischen rs3916965 und rs778294 sowie
zwischen 778293 und rs1421292 zuordnen. Einen Uberblick iiber die chromosomale Lage
und den Aufbau von G72 mit den untersuchten SNPs gibt die Abbildung 3.
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Abbildung 3: : Chromosomale Position und Aufbau von G72 / G30 mit den untersuchten SNPs
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|
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LD-Blockl1 LD-Block 2

Quelle: UCSC GenomBrowser May 2004

Die chromosomale Position (Basen 1049100000-1049833750) ist in 5 kB-Abstinden markiert und der Locus schwarz
dargestellt. Die Exone und vermutete Regulationsabschnitte sind fiir G30 gelb, fiir G72 blau hervorgehoben, die Pfeile
markieren die untersuchten SNPs mit ID (rs)-Nummern. Die vermuteten LD-Blocke 1 und 2 fiir die SNPs sind orange

dargestellt.
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Der 2. Block, fiir den ebenfalls positive Befunde beschrieben wurden, liegt distal von
G72/G30 in einer Region ohne bekannte oder postulierte Gene (www.ensembl.org). Die
genaue Ausdehnung der beiden postulierten LD-Blocke ist im 5 -Bereich von G72/G30
teilweise noch nicht gekliart. Keiner der bisher untersuchten SNPs besitzt
haplotypspezifische Eigenschaften und kann alleine als Marker fiir einen Haplotypen
dienen (International HapMap Project: www.hapmap.org).

Von den zwolf Studien, die SNPs in G72/30 untersuchten, befassten sich fiinf mit der
bipolaren Stérung, eine Ubersicht hierzu gibt die Tabelle 3. Auffallend ist die Heterogenitiit
der Befunde, obwohl sich die Kollektive mit zumeist Europdischen Ursprung nur wenig
voneinander unterscheiden. rs2391191 wurde als einziger SNP in allen bisherigen Studien
untersucht, ohne jedoch einen positiven Assoziationsbefund zu erzielen. Bis auf
rs3918342, der in allen drei Studien mit der bipolar affektiven Storung assoziiert werden
konnte (Hattori et al. 2003, Schuhmacher et al. 2004, Schulze et al. 2005), und somit den
besten Marker darzustellen scheint, konnten alle anderen Befunde in zumindest einer
weiteren Studie nicht repliziert werden. So wurde eine zunichst gefundene Assoziation von
rs1935062 mit der Erkrankung (Hattori et al. 2003, Chen et al. 2004) in der Folge nicht
bestitigt (Schuhmacher et al. 2004). Ebenso die Befunde von Hattori et al. (2003) und
Williams et al. (2006) fiir rs1341402, die im Gegensatz zu den Ergebnissen von
Schuhmacher et al. (2004) stehen. Fiir eine Reihe weiterer SNPs in G72/30, rs3916965,
rs1935058, rs947267 und rs778294 konnte in einer Studie ein positiver Befund erhoben
werden. Da jedoch auch ein oder sogar mehrere negative Ergebnisse veroffentlicht wurden,

bleibt fiir diese Marker eine Bestitigung der Assoziation noch abzuwarten.
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Tabelle 3: Vorbefunde fiir G72/G30 SNPs auf Chromosom 13q33.2: Assoziation mit der bipolar affektiven Erkrankung

SNPs Chr. Position | Hattori et al. Chen et al. Schumacher et al. | Schulze et al. Williams et al. | Eigene Studie
rs1998654 | 104826843 | nicht sig. - - - - -
rs2181953 | 104854659 | nicht sig. - - - - -
rs978714 104865174 | nicht sig. - - - - -
rs1359387 | 104870136 | nicht sig. - - - - -
rs3916965 | 104901361 - - nicht sig. nicht sig. sig. assoziiert | -
rs1815686 | 104907485 | nicht sig. - - - - -
1s2027446 | 104907792 | - - - - - -
rs3916966 | 104908896 | nicht sig. - - - - untersucht
rs1935058* | 104909351 sig. assoziiert nicht sig. - - nicht sig. untersucht
rs1341402 | 104913510 | sig. assoziiert - nicht sig. - sig. assoziiert | -
rs2391191 | 104917447 | nicht sig. nicht sig. nicht sig. nicht sig. nicht sig. untersucht
rs1935062* | 104926137 | sig. assoziiert sig. assoziiert | nicht sig. - - untersucht
1s947267 104937663 | nicht sig. sig. assoziiert | - - - untersucht
15778294 104940236 | sig. assoziiert - nicht sig. - nicht sig. -
rs9558575 | 104944661 | - - - - - untersucht
1s954581 104950267 | nicht sig. nicht sig. - - nicht sig. -
15778334 104957669 | nicht sig. - - - - -
1rs778293 104967200 | - - - - nicht sig. -
rs2012887 | 104967606 | nicht sig. - - - - -
rs3918342* | 104983750 | sig. assoziiert - sig. assoziiert sig. assoziiert - untersucht
rs1421292 | 104996236 | - - - - nicht sig. -
Kollektiv US-Amerikanisch | Deutsch Deutsch Deutsch/Polnisch | Englisch Deutsch

sig. = signifikant, — nicht untersucht
* SNPs signifikant in der Meta Analyse von Detera—Wadleigh et al. 2006
SNPs im postulierten LD Block 1, SNPs im postulierten LD Block 2




Detera—Wadleigh et al. (2006) konnten in einer Meta-Analyse von SNPs in G72/G30 fiir
die bipolar affektive und die schizophrenen Psychosen fiir drei SNPs, rs1935058,
rs1935062, rs3918342 eine signifikante Assoziation mit der bipolaren Stérung finden, mit
der hochsten Signifikanz fiir rs1935062. Nur 1s3918342 erreichte fiir beide
Erkrankungsgruppen eine statistische Signifikanz. Dagegen konnte rs2391191, der in der
Meta-Analyse die hochste Signifikanz fiir eine Assoziation mit schizophrenen Psychosen
erreichte, nicht mit der bipolaren Storung verkniipft werden. Somit stellt sich die Frage, ob
in G72/G30 verschiedene SNPs mit der bipolar affektiven und den schizophrenen

Psychosen assoziiert sind, oder ob sich gemeinsame Marker identifizieren lassen.
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2. Fragestellung

Im Rahmen dieser Dissertation sollte die Frage beantwortet werden, ob sich einzelne SNPs
oder Haplotypen als biologische Marker affektiver Psychosen identifizieren lassen. Hierfiir
sollten Assoziations- und Haplotypuntersuchung an zwei Kandidatengenen, FKBPS5 und
G72 DAOA/G30, mit unterschiedlichen pathophysiologischen Theorien, durchgefiihrt
werden. Des Weiteren sollte untersucht werden, ob eine Differenzierung des Kollektivs
nach Karl Leonhard weitere Befunde beziiglich einer Assoziation mit der Erkrankung oder
Auswirkungen auf klinische Variable des Krankheitsverlaufs erbringt.

Fir FKBP5, einem auf der Kortisolhypothese basierenden Kandidatengen, wurde bereits
eine Assoziation von SNPs in FKBP5 mit dem Ansprechen auf Antidepressiva, aber nicht
mit der Erkrankung selbst beschrieben (Binder et al. 2004). Die vorbeschriebenen
Polymorphismen sollten in einem unabhéngigen Kollektiv auf Assoziation mit affektiven
Psychosen untersucht werden, um eine Rolle von FKBP5 bei der Atiopathogenese
affektiver Psychosen zu iiberpriifen oder einen Einfluss auf verschiedene Variable des
Krankheitsverlaufs zu bestétigen.

Das zweite Kandidatengen G72 DAOA /G30 wurde zunéchst hypothesenfrei durch positive
Kopplungsbefunde des chromosomalen Locus fiir die bipolare Stérung und schizophrenen
Psychosen identifiziert. Neuere Befunde lassen einen Einfluss auf das glutamaterge
Transmittersystem vermuten (Chumakov et al. 2002), was nach der Glutamathypothese
eine wichtige Rolle in der Atiopathogenese affektiver Psychosen spielt. In verschiedenen
Studien konnten SNPs in G72 DAOA /G30 mit der bipolaren Stérung und schizophrenen
Psychosen assoziiert werden, wobei die Ergebnisse fiir die einzelnen SNPs teilweise noch
widerspriichlich sind und die genaue Ausdehnung der beiden postulierten LD-Blocke im
5°-Bereich von G72/G30 teilweise noch nicht geklidrt werden konnte.

In der Studie sollte eine mogliche Assoziation von SNPs in G72/G30 mit Affektpsychosen
tiberpriift und eine Replikation der unterschiedlichen Vorbefunde versucht werden. Dariiber
hinaus sollten die vorbeschriebenen LD-Blocke am 5" Ende von G72 nédher untersucht und
die Blockstruktur genauer definiert werden. Aufgrund der vorbeschriebenen Assoziation
mit schizophrenen Psychosen bzw. dem Phénotyp einer wahnhaften Depression (Schulze et
al. 2005) sollte eine Assoziation von SNPs in G72/G30 mit der Gruppe der zykloiden

Psychosen untersucht werden.
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3. Material und Methoden:

Patientenkollektiv:

Die Probanden wurden aus Patienten der Klinik fiir Psychiatrie und Psychotherapie
rekrutiert. Die diagnostische Einordnung wurde durch Prof. G. Stober und PD Dr.
Pfuhlmann vorgenommen. Fiir krankheitsspezifische Variablen  (Krankheitsbeginn,
Ersthospitalisierung, Anzahl der stationdren Aufenthalte, stationire
Gesamtbehandlungsdauer, Anzahl der Suizidversuche) wurden Daten aus der
medizinischen Dissertation von M. Jovrenovski verwendet und fiir das erweiterte Kollektiv
ergdnzt. Alle Probanden wurden entsprechend den Vorgaben der Ethikkommission der

Universitidt Wiirzburg aufgeklirt und gaben ihr schriftliches Einversténdnis.

Fiir die Untersuchung des Kandidatengens FKBPS5 wurde eine Fall-Kontroll Studie mit 248
Probanden mit unipolar und bipolar affektiver Stérung und 188 Kontrollen durchgefiihrt.
Alle Probanden wiesen nach der ICD10 mindestens eine schwere depressive Episode mit
somatischem Syndrom auf, was der fritheren Sichtweise einer endogenen Depression
entspricht. Nach der differenzierten Psychopathologie von Karl Leonhard wurde das
Kollektiv weiter in Monopolar-Depressive (n=57) und Manisch-Depressive (n= 191)
unterteilt. Verschiedene Parameter des Krankheitsverlaufs konnten fiir eine
durchschnittliche Krankheitsdauer von ca. 14 Jahren ausgewertet werden (Tabelle 4). Das
Alter bei Krankheitsbeginn lag bei der monopolaren Depression mit einem Mittelwert von
41,6 Jahren bei Frauen und 42,1 Jahren bei Mannern deutlich iiber den bei der manisch
depressiven Erkrankung mit einem Mittelwert von jeweils 32,3 Jahren fiir Minner und
Frauen. Ebenso differierte das Alter bei Ersthospitalisierung mit 45,1 Jahren bei Frauen und
47,9 Jahren bei Minnern mit einer monopolaren Depression im Vergleich zu 38,8 Jahren
bei Frauen und 36,2 Jahren bei Minnern mit manisch-depressiver Erkrankung. Bei der
Gesamtdauer der stationdren Aufenthalte zeigten sich dagegen eher geschlechtsspezifische
Unterschiede mit einem lidngeren Aufenthalt der Frauen - 47,8 Wochen bei der
monopolaren Depression und 46,9 Wochen bei der manisch-depressiven Erkrankung —
withrend Minner mit einer monopolaren Depression durchschnittlich 33,2 Wochen und mit
einer manisch-depressiven Erkrankung 38,5 Wochen stationdr behandelt wurden. Die

Anzahl der Suizidversuche war bei der Gruppe der manisch-depressiven Erkrankung mit
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0,8 bei Minnern und Frauen fast doppelt so hoch wie bei der monopolaren Depression mit

durchschnittlich 0,48 Suizidversuchen bei Frauen und 0,4 bei Mannern.
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Tabelle 4: Uberblick iiber das Kollektiv und die untersuchten klinischen Variablen.

Monopolare Depression Manisch-depressive Erkrankung Gesamtkollektiv
(n=57) (n=191) (n=248)
Miénner Frauen Minner Frauen Minner Frauen Gesamt
(n=32) (n=25) (n=122) (n=69) (n=154) (n=94) (n=248)
MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD

Alter bei Krankheitsbeginn 42,1 16,5 41,6 159 323 12,1 323 12,9 343 14,3 35,1 15,1 34,6 14,5
(Jahre)
Alter bei Ersthospitali- 479 17,9 45,1 133 36,2 13,6 38,8 14,7 38,6 15,3 40,5 14,5 393 15,0
sierung (Jahre)
Alter bei Studieneinschluss 53,8 16,8 559 11,8 44,6 154 48,7 15,1 46,6 16,1 50,7 14,6 48,1 15,6
(Jahre)
Gesamtdauer der stationédren 332 24,8 478 532 38,5 56,6 46,9 58,9 37.4 51,6 47,1 572 41,1 539
Aufenthalte (Wochen)
Krankheitsdauer 12,3 14,2 14,6 8,4 12,9 11,2 16,5 13,4 12,8 11,9 15,0 13,0 14,0 12,4
(Jahre)
Anzahl der Suizidversuche 0.4 0,6 0,48 1,0 0,8 1,7 0,8 1.6 0,7 L5 0,7 L5 0,7 L5
Anzahl der stationidren 34 2.8 5.8 49 4.8 6.9 5,1 4.8 4.5 6.3 53 4.8 4.8 5.8
Behandlungen

MW: Mittelwert

SD: Standardabweichung
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Untersuchte Marker in FKBP5:
Um eine Replikation der Befunde von Binder et al. (2004) zu ermdéglichen, wurden fiir die

Studie die SNPs rs4713916, rs1360780 und rs3800373 in FKBPS5 ausgewdihlt.

Zur Priifung einer Assoziation des Kandidatengens G72/G30 sowohl mit wahnhaften, als
auch affektiven Storungen (Detera—Wadleigh et al. 2006), wurde fiir eine weitere Fall-
Kontroll-Studie das fiir FKBP5 verwendete Kollektiv um Erkrankte mit zykloiden
Psychosen erweitert, da diese neben einem bipolaren Verlauf auch wahnhafte Symptome
aufweisen. Das untersuchte Kollektiv umfasste somit 248 Probanden mit affektiven
Psychosen, 181 Probanden mit zykloiden Psychosen und 188 Kontrollen. Zur besseren
Analyse der LD-Blocke wurde neben den SNPs rs3916966, rs1935058, rs2391191,
rs1935062, rs947267, rs3918342, auch der bisher noch nicht untersuchte SNP rs9558575

am 5 -Ende vom G72 in die Studie eingeschlossen.

Allel- und Genotypisierung:

Fiir die Genotypisierung wurden TaqMan®- Assays von Applied Biosystems benutzt. Bei
dieser Methode werden mithilfe fluoreszensmarkierter DNA-Sonden wihrend einer
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) allelspezifisch Fluoreszensfarbstoffe freigesetzt, die
anschliefend gemessen und ausgewertet werden konnen. Fiir das Allel 1 wurde der
Fluoreszensfarbstoff ,,VIC* und fiir das Allel 2 der Fluoreszensfarbstoff , FAM verwendet
(Abbildung 4). Der Farbstoff kann nur im Falle einer allelspezifischen Kopplung der
fluoreszensmarkierten DNA-Sonde durch das Enzym Polymerase (orange) wihrend der
PCR-Reaktion freigesetzt werden, wobei anschlieBend durch den Quencher (rot), nur der
freigesetzte Farbstoff detektiert wird. Je nach gemessener Fluoreszenz ist so eine

allelspezifische Zuordnung der DNA-Probe méglich.
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Abbildung 4: Tagman Assay zur Genotypisierung
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Nach Livak et al. 1995

Die mit V (VIC) griin und F (FAM) blau markierten Sonden koppeln spezifisch an Allel 1
oder Allel 2 an den DNA-Strang. Der Farbstoff wird durch das Enzym Polymerase (orange)
withrend der PCR-Reaktion freigesetzt.

Die PCR wurde jeweils in einer 96 Well-Platte ABgeneThermo-Fast® 96 PCR Detection
Plate mit einem Reaktionsvolumen von 25ul durchgefiihrt. Darin waren 10 pl 2x
TaqMan®Universal PCR Master Mix NoAmpErase® UNG (Applied Biosystems) sowie
jeweils fiir jedes Allel 1 ul TagMan™ SNP Genotyping Assay mit den Primern und den
allelspezifischen Fluoreszensmarkern enthalten. Ferner wurden 5 ul DNA - Losung mit 20
ng DNA und 8 pl H20 zugegeben. Um Verdunstungsverluste wihrend der PCR zu
vermeiden, wurden zur Abdeckung ,optical adhesive covers® von Applied Biosystems
verwendet. Fiir die PCR wurde die Maschine Zykler Gradient von Biometra benutzt mit
zunéchst 10 min bei 95° C zur Polymeraseaktivierung (AmpliTaq Gold) und anschlieBend
40 Zyklen von jeweils 15 Sekunden bei 92° C zur Denaturierung gefolgt von 1 Minute bei
60° C fiir die Polymerasereaktion. Die allelspezifische Fluoreszenz wurde anschlieend
mithilfe eines ,,ABI PRISM® 7000 sequence detection system‘ (Applied Biosystems)
gemessen und ausgewertet. Die Ergebnisse wurden von zwei Mitarbeitern unabhiingig

voneinander liberpriift.

Fir die SNPs rs947267, rs 3800373, rs1360780, rs2391191, rs4713916, rs3918342
konnten TagMan™ Validated SNP Genotyping Assays verwendet werden, die dabei
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verwendeten Primer werden von der Firma leider nicht mitgeteilt. Die iibrigen Assays fiir
die SNPs rs1935058, rs1935062, rs9558575 und rs3916966 wurden mithilfe der Software
,.File Builder* designed und von Applied Biosystems hergestellt.

TaqMan Assays:

TagMan™ Validated SNP Genotyping Assays:

1s947267: Assay ID: C___9238413_10, Context Sequence:
GCTTTTGCTGTTGTTCTGTACTAAG|[G/T]CCATGTTCTTTTTTAAAAAAGTGAT

rs 3800373: Assay ID: C__27489960_10, Context Sequence:
GAAGAGCAACTATTTATTTGTCAAC[A/CICTACAGATTTTGTTTTTAAAAATTA
rs1360780: Assay ID: C___8852038_10, Context Sequence:
GAAGGCTTTCACATAAGCAAAGTTA[C/TIACAAAACAAAAATTCTTACTTGCTA
rs2391191: Assay ID: C__16000591_10, Context Sequence:
AAAATCTACTTCATAGGTTTTCAAA[A/G]GAGCATTCTTCTGAGCAAATCTGAA
rs4713916: Assay ID: C___1979246_10, Context Sequence:
TCTCTGGACTCCTACATTTTCCTCT[A/G]TCTTGGTCCAATAACTCCTCACTAT
rs3918342: Assay ID: C__27497534_10, Context Sequence:
GAAAAATTTGAGCATCAGCACCTTA[C/T]IGTGTCATGCTAAGATAGTGAATGAG

Custom Tagman(R) SNP Genotyping Assay:

rs1935058:  Reporterl1(VIC): AAGAGGTTACAAAACTT
Reporter2(FAM): ATTAAGAGATTACAAAACTT
Forward Primer: CAAATGTTTGCCCTTCTGTAAGCA
Reverse Primer: TGTGTTTGTAACAAGAGTCAGCACT

rs1935062:  Reporter1(VIC): AGTATTTCCATATTAAACTTTTTAA
Reporter2(FAM): ATTTCCATATTAAACGTTTTAA
Forward Primer: TGAATCTTTAAGGCAATTTGAAATCCAATCATT
Reverse Primer: CAATAAAGACACTACCAACATCTTACTTTGTC

rs9558575:  Reporter1 (VIC): TTAACTCATTTACTGCTTCATG
Reporter2(FAM): CTCATTTACTGATTCATG
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Forward Primer: GTGTAACTACTAAACTCTTCTAAACAAAACTTTACTTA
Reverse Primer: TGACTAGGCTGCGCCAAAATAT

1s3916966:  Reporter1(VIC): CCTGCCTTCTACTCACT
Reporter2(FAM): CTGCCTTCTCCTCACT
Forward Primer: GGCTTCTATAGCATCACTTCACACT
Reverse Primer: GTGGGAAAGCCCTGGAGATG

Statistik:

Der Test auf Hardy-Weinberg Gleichverteilung wurde mit dem exakten Test nach Weir
durchgefiihrt. Zur Auswertung der Allel- und Genotypverteilung wurden der exakte Test
nach Fisher und der Cochran-Armitage-Test benutzt, um die Verteilung zwischen
Erkrankten und Kontrollen zu vergleichen. Der Test auf Assoziation und die Berechnung
der Haplotypen erfolgte mit dem Programm FAMHAP (Zaykin et al. 2002).
Methodenbedingt kann hier kein Koinfidenzintervall angegeben werden. Der P-Wert der
Statistik wurde durch permutationsbasierte Verfahren mit dem Programm HTR ermittelt
(Becker et al. 2005). Fiir die klinischen Daten erfolgte die Auswertung mithilfe vom
Varianzanalysen (ANOVA) sowie als verteilungsunabhiingiges Verfahren mit dem
Kruskal-Wallis-Test als alternatives nichtparametrisches Verfahren. = Mithilfe von
permutationsbasierten Tests wie FAMHAP und HAPCC (Becker et al. 2005) wurde eine
Assoziation von Haplotypen mit dem Gesamtkollektiv, aber auch spezifisch fiir die Gruppe
der monopolaren, manisch-depressiven und zykloiden Psychosen untersucht. Es wurden
dabei alle 127 moglichen Markerkombinationen iiberpriift, die angegebenen p-Werte
wurden jeweils mittels 100000 Replikationen bestimmt. Um eine Ergebnisverfidlschung

durch multiples Testen zu verhindern, wurden die globalen p-Werte korrigiert.

Zur graphischen Darstellung der Linkage Disequilibrium (LD) Werte wurde die Software
,QGraphical Overview of Linkage Disequilibrium* (Gold) verwendet, die einem bestimmten
LD-Wert zwischen zwei Markern jeweils eine farbkodierte Fldache zuordnet

(http://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/GOLDY/).
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DNA-Extraktion aus EDTA-Blut:

Zur DNA-Extraktion wurde die modifizierte Aussalzmethode nach Miller (1988)
verwendet. Das EDTA-Blut wurde aus S-Monovetten® in 50 ml Polypropylen (PP)-
Rohrchen umgefiillt. Die S-Monovetten wurden mit Lysispuffer gespiilt und in 50 mL PP-
Rohrchen entleert. Die PP-Rohrchen wurden auf 40 mL mit Lysispuffer aufgefiillt und fiir
15 Minuten bei -4° C gekiihlt. Dann wurden die Blutrohrchen 15 Minuten bei 4° C und
1500 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das
Zellpelett wurde je Rohrchen in 10 mL Kernlysispuffer, 600 pL. 10% SDS und 500 pL
Pronase E mit der Pasteurpipette gelost und fiir 12 Stunden ins Wasserbad bei 37° C
gestellt. AnschlieBend wurden die Rohrchen mit je 3,5 mL 6M NaCl aufgefiillt und 15
Sekunden geschiittelt. Danach wurden sie 20 Minuten bei 24° C und 4000 Umdrehungen
pro Minute zentrifugiert. Der Uberstand wurde in neue 50 mL PP-Rohrchen dekantiert. Die
PP-Rohrchen wurden auf 25 mL mit Isopropanol aufgefiillt gemischt. Die DNA wurde mit
der Glaspipette ohne Isopropylalkohol in ein Nunc Cryp Tube umgefiillt und in 500uL TE-
Puffer gelost. Nach ca. 72 Stunden DNA-Homogenisierung wurde die Konzentration mit

dem Biophotometer gemessen.
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4. Ergebnisse

4.1 FKBP5

4.1.1 Power-Analyse und Linkage Disequilibrium

Basierend auf der Kortisolhypothese affektiver Psychosen wurden fiir das Kandidatengen
FKBPS5 auf dem Chromosom 6 p21 die SNPs rs4713916, rs1360780 und rs3800373 in
einer Fall-Kontroll-Studie untersucht. Es wurden fiir jeden Probanden alle SNPs bestimmt.
Um die Aussagekraft der Studie zu bestimmen, wurde ferner eine Power-Analyse
durchgefiihrt. Hierbei erreichte die Studie mit 248 Fillen und 188 Kontrollen eine Power
von 80% (bei a = 0.05) um ein Suszeptibilititsgen mit einer angenommenen
Populationsfrequenz  von 0.3 zu entdecken wunter der Annahme, dass das

krankheitsverursachende Allel rezessiv vererbt wird mit einem relativen Risiko von 2,8.

Die SNPs befinden sich zueinander im Verteilungsungleichgewicht. Die LD (standardized
linkage disequilibrium) gibt an, inwieweit die Marker zusammen transmittiert werden. Bei
den Kontrollen fand sich eine LD von D' = 0.751 zwischen rs4713916 und rs1360780,
zwischen rs4713916 und rs3800373 von D' = 0.750, und D' = 0.971 zwischen rs1360780
und rs3800373. Wihrend die Marker rs1360780 and rs3800373 fast immer zusammen
transmittiert werden, trifft dies fiir die {ibrigen Markerkombinationen in ca. 25% der Fille
nicht zu. Abbildung 5 gibt einen graphischen Uberblick der LD fiir die untersuchten SNPs,
einen bestimmten LD-Wert zwischen zwei Markern ist jeweils eine farbkodierte Flidche

zugeordnet.
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Abbildung 5: Graphische Darstellung des Verteilungsungleichgewichts fiir die
untersuchten SNPs, rot zeigt eine hohe (D" = 0,97), blau eine niedrige (D"= 0,75) LD an.
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4.12 Allel- und Genotypisierung

Da die diagnostische Einteilung nach der ICD10 im Léngsschnittverlauf einen unklaren
Anteil an Diagnosewechseln von unipolarer hin zu der bipolaren affektiven Stérung
aufweist (Schwartz at al. 2000), wurden fiir die Auswertung beide Krankheitsentitéiten als
affektive Psychosen zusammengefasst. Zur weiteren Differenzierung erfolgte eine
Aufteilung des Kollektivs in die manisch depressive Erkrankung (MDE) und die
monopolare Depression nach Leonhard. Der Marker rs4713916, wich vom HWE (Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht) durch eine signifikante Hiufung des heterozygoten Genotyps ab
(P=0.048: manisch-depressive Erkrankung: beobachtet 96, erwartet 84, manisch-depressive
Erkrankung und Monopolare: beobachtet 122, erwartet 108). Die Verletzung des Hardy-
Weinberg-Gleichgewichts konnte ein Indiz fiir eine Assoziation sein, dies wurde aber durch
die restlichen Versuchsergebnisse nicht gestiitzt wird. Vielmehr ist hier, nach Ausschluss

eines Typisierungsfehlers, ein Zufallsbefund wahrscheinlich. Die Allel- und
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Genotypverteilung zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen Fillen und Kontrollen
bei den untersuchten SNPs (Tabelle 5). Weder fiir die Gruppe der Affektpsychosen nach
ICD 10, noch fiir die Untergruppen manisch-depressive Erkrankung und monopolare
Depression nach Leonhard, wurde im Test auf Assoziation mit der Erkrankung das
Signifikanzniveau erreicht. Den stidrksten Anhalt fiir eine Assoziation ergab sich fiir den
SNP rs4713916 fiir das Gesamtkollektiv (p = 0,12) und die manisch-depressive
Erkrankung (p = 0,11), nicht jedoch fiir die monopolare Depression (p = 0,49; Tabelle 5).
Bei den iibrigen Markern rs1360780 und rs3800373 ergab sich bei p-Werten zwischen 0,48
und 0,93 kein Hinweis fiir einen Trend (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Allele und Genotypverteilung der untersuchten SNPs in FKBPS, nach Diagnosen geordnet:

Kontrollen (n=188) Affektpsychosen nach ICD 10 (n=248)
SNP Allel Genotyp Allel Genotyp
1 (%) 2 (%) 11 {12 | 22 | HWE 1 (%) 2 (%) P-+ | 11 12 | 22 | HWE | P-*
rs4713916 A/G 110 (29,3) | 266 (70,7) 18 {74 196 | 0,50 160 (32,3) | 336(67,7) | 0,38 | 19 | 122 | 107 | 0,048 | 0,12
rs1360780 C/T 262 (69,7) 114 (30,3) | 94 | 74 | 20| 0,35 338(68,2) | 158 (31,8) | 0,66 | 114 | 110 | 24 0,73 | 0,86
rs3800373 T/G 275 (73,1) 101 (26,9) | 102 | 71 | 15 | 0,60 344 (69,4) | 152(30,6) | 0,23 | 115 | 114 | 19 0,20 | 0,87
Kontrollen (n=188) Manisch-depressive Erkrankung nach Leonhard (n=191)
SNP Allel Genotyp Allel Genotyp
1 (%) 2 (%) 11 {12 | 22 | HWE 1 (%) 2 (%) P-+ | 11 12 | 22 | HWE | P-*
rs4713916 A/G 110 (29,3) | 266 (70,7) 18 | 74 1 96 | 0,50 124 (32,4) | 258(67,5) | 035 | 14 | 96 81 0,04 | 0,11
rs1360780 C/T 262 (69,7) 114 (30,3) | 94 | 74 | 20| 0,35 258 (67,5) | 124(32,4) | 0,53 | 87 84 | 20 0,97 | 0,93
rs3800373 T/G 275 (73,1) 101 (26,9) | 102 | 71 | 15 | 0,60 263 (68,8) | 119(31,2) | 0,20 | 87 89 15 0,23 | 0,80
Kontrollen (n=188) Monopolare Depression nach Leonhard (n=57)
SNP Allel Genotyp Allel Genotyp
1 (%) 2 (%) 11 {12 | 22 | HWE 1 (%) 2 (%) P-+ | 11 12 | 22 | HWE | P-*
rs4713916 A/G 110 (29,3) | 266 (70,7) 18 {74 196 | 0,50 36 (31,6) 78 (68,4) | 064 | 5 26 | 26 0,68 | 0,49
rs1360780 C/T 262 (69,7) 114 (30,3) | 94 | 74 | 20 | 0,35 80 (70,2) 34 (29,8) 1,0 | 27 | 26 4 0,50 | 0,48
rs3800373 T/G 275 (73,1) 101 (26,9) | 102 | 71 | 15 | 0,60 81 (71,1) 33(28,9) | 0,72 | 28 | 25 0,62 | 0,92

HWE: P-Wert nach Weir’s test fiir Hardy-Weinberg Equilibrium + : P-Wert nach Fisher’s exact test * : P-Wert nach Armitage's trend test
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4.1.3 Haplotypenanalyse

In der Haplotypenanalyse vereinigten die Haplotypen G-C-T und A-T-G, 86.2% der
Studienpopulation auf sich, ohne jedoch eine Assoziation mit der Erkrankung zu zeigen.
Fiir die Affektpsychosen zeigte sich kein Unterschied zwischen Erkrankten und Kontrollen,
mit Ausnahme des seltenen Haplotypen G-C-G (Odds ratio (OR) 6,81), der jedoch
rechnerisch in nur 2,1% der Fille und 0,3% der Kontrollen vorkommt (Tabelle 6). In der
Gruppe der manisch-depressiv Erkrankten erreichte der Haplotyp G-C-G (OR 64)
ebenfalls als einziger statistische Signifikanz, bei jedoch @hnlich geringer Frequenz von
1,9% der Félle. Auch im monopolaren Sample zeigt dieser Haplotyp als einziger eine
signifikante Assoziation mit der Erkrankung (OR 9,03), bei einer vergleichbaren Frequenz

von 2,7% bei den Erkrankten (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Haplotypenverteilung in FKBP5 nach Diagnosen:

Affektpsychosen
154713916 | rs1360780 | rs3800373 | Kontrollen (%) | Affektpsychosen (%) | Odds ratio*
G C T 64,3 60,7 0,86
A T G 21,9 24,8 1,18
A C T 4,8 5,2 1,1
G T G 4.4 3,6 0,8
A T T 2,4 2,1 0,88
G T T 1,7 1,4 0,82
G C G 0,3 2,1 6,81
A C G 0,3 0,1 0,51
Manisch-depressive Erkrankung (MDE)
rs4713916 | rs1360780 | rs3800373 | Kontrollen (%) MDE (%) Odds ratio*
G C T 64,3 60 0,83
A T G 21,8 25 1,19
A C T 4,8 5,4 1,12
G T G 4.4 4,1 0,91
A T T 2,3 1,9 0,83
G T T 1,7 1,5 0,89
G C G 0,3 1,9 6,4
A C G 0,3 0,2 0,72
Monopolare Depression
rs4713916 | rs1360780 | rs3800373 | Kontrollen (%) Monopolar (%) Odds ratio*
G C T 64,3 62,8 0,94
A T G 21,9 24,3 1,15
A C T 4.8 4,7 0,99
G T G 4.4 2 0,43
A T T 2,4 2,5 1,08
G T T 1,7 1 0,59
G C G 0,3 2,7 9,03
A C T 0,03 0 0,06

* berechnet mit FAMHAP
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4.14 Klinische Variablen

Eine Auswertung der zuvor erhobenen klinischen Variablen (Alter bei Krankheitsbeginn,
Alter bei Ersthospitalisierung, Alter bei Studieneinschluss, Gesamtdauer der stationiren
Aufenthalte,  Krankheitsdauer, Anzahl der Suizidversuche, Anzahl der stationédren
Behandlungen), lieB keinen Einfluss der Genotypen auf den Krankheitsverlauf wie Anzahl
und Dauer der stationdren Aufenthalte erkennen. Bei den Affektpsychosen erreichte kein
Genotyp fiir die untersuchten Variablen in der Varianzanalyse und im Test nach Kruskal-
Wallis statistische Signifikanz (Tabelle 7). Dabei reichten die p-Werte von 0,21
(Erkrankungsdauer in Jahren fiir rs1360780) bis 0,96 (Krankheitsbeginn in Jahren fiir
1s4713916). Einen graphischen Uberblick iiber die klinischen Variablen fiir die einzelnen
Genotypen gibt Abbildung 6.

Auch bei dem Sample mit manisch-depressiver Erkrankung erreichte kein Marker
statistische Signifikanz. Ahnlich wie bei den Affektpsychosen zeigte sich ein Trend fiir die
Marker rs1360780 (Erkrankungsdauer in Jahren mit p = 0,13 Varianzanalyse und p = 0,15
Kruskal-Wallis), weitere Hinweise fiir eine Assoziation ergaben sich jedoch nicht (Tabelle
8).

Im Gegensatz hierzu zeigte sich bei den monopolar Depressiven eine Assoziation fiir
rs4713916 Genotyp AA mit einer kiirzeren Gesamterkrankungsdauer von 0,8 Jahren im
Vergleich zu durchschnittlich 14 Jahren (p = 0,01 Kruskal-Wallis und p = 0,08
Varianzanalyse). Aufgrund der geringen Fallzahl (n = 5) ldsst sich jedoch ein Zufallsbefund
nicht ausschlief3en (Tabelle 9).

Eine zusitzlich durchgefiihrte Analyse der 3-Locus Haplotypen ergab keine Assoziation
mit klinischen Variabeln, weder im Gesamtkollektiv noch in einer nach Diagnose
getrennten Auswertung. Bei den 2-Locus Haplotypen ergab sich fiir rs1360780T -

rs3800373G ein Zusammenhang mit einer ldngeren Gesamterkrankungsdauer (p = 0,045).
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Tabelle 7: Klinische Variable fiir die Affektpsychosen nach ICD10 in Abhéngigkeit vom Genotyp:

Affektpsychosen
SNP rs4713916 rs1360780 rs3800373
Genotyp 11 12 22 P+ | P* 11 12 22 P+ | P* 11 12 22 P+ | P*
19 122 | 107 114 | 110 24 115 | 114 19
Krankheitsbeginn 3542 | 34,4 | 34,67 | 0,96 | 0,81 | 34,27 | 34,97 | 34,42 |1 0,94 | 0,9 | 34,56 | 34,46 | 35,68 | 0,94 | 0,89
(in Jahren)
Dauer der Erkrankung | 11,74 | 14,66 | 13,68 | 0,59 | 0,42 | 13,31 | 15,39 | 11,04 | 0,21 | 0,35 | 14,65 | 14,14 | 9,37 | 0,22 | 0,28
(in Jahren)
Ersthospitalisierung 41,32 | 38,47 | 39,96 | 0,63 | 0,52 | 39,21 | 39,55 | 38,92 | 0,98 | 0,94 | 40,05 | 38,51 | 39,89 | 0,73 | 0,86
(in Jahren)
Stationédre Aufenthalte 3,74 | 525 | 4,51 (0,44 1086 | 4,5 | 5,13 | 488 [ 0,72 0,53 | 4,71 | 5,18 | 3,21 [ 0,37 | 0,45
(Anzahl)
Stationdre Aufenthalte | 31,71 | 41,55 | 42,23 | 0,73 | 0,82 | 40,28 | 43,69 | 33,02 | 0,67 | 0,49 | 42,4 | 42,71 | 23,39 | 0,33 | 0,32
(Gesamtdauer in Wochen)
Suizidversuche 047 | 0,84 | 0,63 {044 10,79| 0,74 | 0,77 | 0,38 | 0,5 | 0,52 0,72 | 0,79 | 0,26 | 0,37 | 0,24
(Anzahl)

P+ :Varianzanalyse P*:Kruskal-Wallis
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Abbildung 6: Graphische Ubersicht fiir die Affektpsychosen: Klinische Variable mit Genotypen und Angabe des Fehlers vom Mittelwert
(I). Kein Parameter erreichte statistische Signifikanz.
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Tabelle 8: Klinische Variable fiir die manisch-depressive Erkrankung nach Leonhard in Abhéngigkeit vom Genotyp:

Manisch-depressive Erkrankung

SNP rs4713916 rs1360780 rs3800373
Genotyp 11 12 22 P+ | P* 11 12 22 P+ | P* 11 12 22 P+ | P*
14 96 81 87 84 20 87 89 15

Krankheitsbeginn 30,29 | 32,54 | 32,67 | 0,82 | 0,96 | 32,26 | 32,38 | 33,35 [ 0,95 0,88 | 32,54 | 31,96 | 34,6 | 0,77 | 0,8

(in Jahren)

Dauer der Erkrankung 15,64 | 14,83 | 13,23 10,62 | 0,45 | 13,09 | 16,12 | 11,1 [ 0,13 | 0,15 | 14,4 | 14,91 9 0,22 10,29

(in Jahren)

Ersthospitalisierung 38,29 | 36,64 | 37,54 | 0,87 | 0,83 | 37,05 | 36,86 | 38,75 | 0,86 | 0,84 | 38,06 | 35,78 | 39,93 | 0,41 | 0,63

(in Jahren)

Stationédre Aufenthalte 357 | 5,6 | 435 (0,280,871 4,37 | 543 | 52 ]0,52]|034| 4,64 | 548 | 3,2 [0,36]0,55
(Anzahl)

Stationdre Aufenthalte | 30,46 | 42,47 | 42,33 | 0,76 | 0,99 | 39,93 | 44,76 | 34,93 | 0,74 | 0,57 | 42,8 | 43,35 | 23,37 | 0,44 | 0,62

(Gesamtdauer in Wochen)

Suizidversuche 0,57 | 095 | 0,67 |0,46(0,83| 0,82 | 0,88 | 04 | 0,5 |0,57( 0,79 | 0,9 | 0,27 | 0,39 0,22
(Anzahl)

P+: Varianzanalyse P*: Kruskal-Wallis
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Tabelle 9: Klinische Variable fiir die Monopolare Depression nach Leonhard in Abhingigkeit vom Genotyp:

Monopolare Depression

SNP 154713916 rs1360780 rs3800373
Genotyp 11 12 22 P+ | P* 11 12 22 P+ | P* 11 12 22 P+ | P*
5 26 26 27 26 4 28 25 4
Krankheitsbeginn 49,8 | 41,27 | 40,92 | 0,52 | 0,44 | 40,74 | 43,35 | 39,75 0,82 | 0,82 | 40,82 | 43,36 | 39,75 [ 0,82 | 0,8
(in Jahren)
Dauer der Erkrankung 0,8 14 115,08 0,08 (0,01 14 |[13,04]|10,75|0,89]0,64 1543 | 11,4 | 10,75 0,51 | 0,33
(in Jahren)
Ersthospitalisierung 49,8 145,23 | 47,5 | 0,8 | 0,8 | 46,19 | 48,23 | 39,75 | 0,61 | 0,6 | 46,25 | 48,24 | 39,75 | 0,61 | 0,58
(in Jahren)
Stationédre Aufenthalte 42 1392|504 |06 [041| 493 | 415 | 3,25 |0,65|0,52| 492 | 4,12 | 3,25 | 0,63 | 0,39
(Anzahl)
Stationédre Aufenthalte 35,2 (38,15 | 41,9 [0,92]0,53|41,39 40,23 | 23,5 | 0,71 | 0,51 | 41,16 | 40,44 | 23,5 [ 0,71 | 0,48
(Gesamtdauer in Wochen)
Suizidversuche 02042 1] 05 |0,75]0,67| 0,48 | 0,42 | 0,25 0,86 0,81 | 0,5 04 | 0,25 0,81 0,62
(Anzahl)

P+: Varianzanalyse P*: Kruskal-Wallis
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4.2. Ergebnisse G72 / G30

4.2.1 Power-Analyse und LD

Zur Priifung einer Assoziation des Kandidatengens G72/G30 auf Chromosom 13q33 mit
affektiven und zykloiden Psychosen wurden in einer Fall-Kontroll-Studie die SNPs
rs3916966, rs1935058, rs2391191, rs1935062, rs947267, rs3918342 und rs9558575
untersucht. Es wurden fiir jeden Probanden alle SNPs bestimmt. Um die Aussagekraft der
Studie zu bestimmen, wurde ferner eine Power-Analyse durchgefiihrt. Hierbei erreichte die
Studie mit 429 Fillen und 188 Kontrollen eine Power von 80% (bei o = 0.05) um ein
Suszeptibilitdtsgen mit einer angenommenen Populationsfrequenz von 0,3 zu entdecken
unter der Annahme, dass das krankheitsverursachende Allel rezessiv vererbt wird mit
einem relativen Risiko von 2,6.

Alle untersuchten Marker befinden sich im HWE (Hardy-Weinberg-Gleichgewicht). Bei
der Analyse des Verteilungsungleichgewichts zeigte sich ein LD-Block fiir die zentral in
G72/G30 gelegenen SNPs (Abbildung 8), der die Marker rs3916966 bis rs9558575 (LD
von 0,64) umfasst, die SNPs werden zumeist zusammen transmittiert (Tabelle 10). Der
weiter distal gelegene SNP rs3918342 wird dagegen hédufiger getrennt von den iibrigen
SNPs transmittiert (LD zwischen 0,18 und 0,33), und ist nur gering mit den iibrigen SNPs
gekoppelt. In der Tabelle 10 sind die errechneten LD-Werte dargestellt.

Tabelle 10: Verteilungsungleichgewicht (LD) fiir die untersuchten Marker in G72/G30, die
gekoppelten SNPs sind grau unterlegt.

LD zwischen SNPs bei Kontrollen: obere Hélfte D° untere P

rs1935058 | rs947267 | rs1935062 | rs2391191 | rs3916966 | 1s9558575 | rs3918342

rs1935058 — 0,48 0,34 0,50 0,51 0,27 0,19
1s947267 0,30 — 0,83 0,92 0,75 1,00 0,28
151935062 0,33 0,53 — 0,74 0,70 0,76 0,33
rs2391191 0,43 0,49 0,61 — 0,96 0,62 0,18
153916966 0,45 0,53 0,65 0,73 — 0,64 0,18
1s9558575 0,26 0,62 0,73 0,53 0,57 — 0,33
rs3918342 0,15 0,23 0,26 0,12 0,15 0,25 —
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Abbildung 7 gibt einen graphischen Uberblick der LD fiir die untersuchten SNPs, einen
bestimmten LD-Wert zwischen zwei Markern ist jeweils eine farbkodierte Flidche

zugeordnet.

Abbildung 7: Graphische Darstellung des Verteilungsungleichgewichts fiir die untersuchten
SNPs in G72/G30: rot zeigt eine hohe (D= 1), blau eine niedrige (D"= 0,18) LD an.
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Die in fritheren Studien angenommenen LD-Blocke in G72/G30 (Detera—Wadleigh et al.
2006) konnen mithilfe der Untersuchungsergebnisse genauer eingegrenzt werden. Der
erste LD-Block schliet den neu untersuchten SNP rs9558575 am 5 Ende von G72 mit ein,
reicht jedoch nicht bis zum distal gelegenen Marker rs3918342, der einem zweiten LD-
Block zuzurechnen ist. Die Abbildung 8 gibt einen Uberblick iiber die Lage der SNPs in
G72/G30 und die Ausdehnung der LD-Blocke.
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Abbildung 8: Chromosomale Position und Aufbau von G72 / G30 mit SNPs mit neu

bestimmten LD-Blocken:

LD-Block 1 einschlieBlich rs9558575 LD-Block 2
I | I |
G = = G721 DADA
]
radlIEa6s el 935058 230110] rs 1935062 reddT26T 9558575 ra391 8342

Die chromosomale Region ist schwarz dargestellt. Die Exone und vermutete
Regulationsabschnitte sind fiir G30 gelb, fiir G72 blau hervorgehoben, die Pfeile 1
markieren die untersuchten SNPs. Die LD-Blocke sind orange dargestellt. Der 1. LD-Block
schlie3t den neu untersuchten SNP rs9558575 mit ein.

4.2.2 Allel- und Genotypisierung

Fiir die untersuchten Marker zeigte sich eine relativ hohe Heterozygotenrate zwischen 40%
und 50%, die die Aussagekraft der verwendeten SNPs stiitzt (Tabelle 11). Die Allel- und
Genotypverteilung zeigte bei den affektiven Psychosen fiir die Gruppe der manisch-
depressiven Erkrankung keinen signifikanten Unterschied zwischen Fillen und Kontrollen,
somit ergab sich kein sicherer Anhalt fiir eine Assoziation mit der Erkrankung (Tabelle 11).
Auch der in drei fritheren Studien beschriebene rs3918342 erreichte keine statistische
Signifikanz (p = 0,3 Fishers Exact Test und p = 0,19 Armitage’s Trend Test) ebenso der
erstmalig untersuchte rs9558575 (p = 0,2 Fishers Exact Test und p = 0,2 Armitage’s Trend
Test), wenngleich beide Marker fiir diese Gruppe die nominell kleinsten p = Werte

erzielten.

Bei der monopolaren Depression ergab sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied

zwischen Fillen und Kontrollen (Tabelle 12). Allerdings zeigten die Marker rs1935062
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(p = 0,17 Fishers Exact Test und p = 0,08 Armitage’s Trend Test) und rs2391191 (p =
0,26 Fishers Exact Test und p = 0,15 Armitage’s Trend Test) im Vergleich zu den iibrigen

SNPs einen leichten Trend zur Assoziation.

Fiir die Untergruppe der zykloiden Psychosen erreichte rs2391191 (p = 0,045 beim Fishers
Exact Test und p = 0,167 beim Armitage’s Trend Test) zwar nicht ganz Signifikanzniveau,
allerdings zeigte sich im Vergleich zu den iibrigen Markern wiederum ein Trend fiir eine
Assoziation (Tabelle 13).

Zusammenfassend ergab sich fiir keinen der untersuchten Marker eine signifikante
Assoziation mit psychotischen Erkrankungen, deutliche Hinweise zeigten sich jedoch fiir
den SNP rs2391191.

Eine Untersuchung fiir weitere Variablen wie Geschlecht, Familienanamnese oder Alter bei
Ersthospitalisierung ergab ebenfalls keinen signifikanten Zusammenhang mit den

untersuchten SNPs.
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Tabelle 11: Allel- und Genotypverteilung der SNPs in G72/30 fiir die manisch-depressive Erkrankung:

Kontrollen (n=188) Manisch-depressive Erkrankung (n=191)
Allel Genotyp Allel Genotyp

SNP 1 2 11 12 22 | HWE 1 2 P-Fi| 11 12 22 | P-Fi | P-Ar

rs1935058 | 141 235 32 77 79 0,09 | 158 224 | 0,3 36 86 69 10,511 0,24
(CIT) (38%) | (63%) | (17%) | (41%) | (42%) (41%) | (59%) (19%) | (45%) | (36%)

rs947267 | 146 230 26 94 68 0,54 | 139 243 | 0,5 25 89 77 10,71 | 0,41
(C/A) (39%) | (61%) | (14%) | (50%) | (36%) (36%) | (64%) (13%) | (47%) | (40%)

rs1935062 | 228 148 67 94 27 0,65 | 233 149 1094 | 70 93 28 10,97 | 0,96
(A/C) (61%) | (39%) | (36%) | (50%) | (14%) (61%) | (39%) (37%) | (49%) | (17%)

rs2391191 | 115 261 16 83 89 0,73 126 256 (048 | 24 78 89 10,431 0,83
(A/G) (B1%) | (69%) | (9) | (44%) | (47%) (33%) | (67%) (16%) | (41%) | (47%)

rs3916966 | 212 164 62 88 38 0,55 | 235 147 10,16 | 75 85 31 10,38 0,27
(A/C) (56%) | (44%) | (33%) | (47%) | (20%) (62%) | (38%) (39%) | (45%) | (16%)

rs9558575 | 142 234 22 98 68 0,16 | 136 246 |0,55| 27 82 82 0,2 | 0,2
(G/T) (38%) | (62%) | (12%) | (52%) | (36%) (36%) | (64%) (14%) | (43%) | (43%)

rs3918342 | 182 194 37 108 43 0,06 | 205 177 10,17 | 48 109 34 0,3 | 0,19
(T/C) (48%) | (52%) | (20%) | (57%) | (23%) (54%) | (46%) (25%) | (57%) | (18%)

P-Fi: P-Wert nach Fishers Exact Test
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Tabelle 12: Allel- und Genotypverteilung der SNPs in G72/30 fiir die Monopolare Depression:

Kontrollen (n=188)

Monopolare Depression (n=57)

Allel Genotyp Allel Genotyp

SNP 1 2 11 12 22 | HWE 1 2 P-Fi| 11 12 22 | P-Fi | P-Ar

rs1935058 | 141 235 32 77 79 0,09 50 64 |1023| 13 24 20 0,5110,33
(C/T) (38%) | (63%) | (17%) | (41%) | (42%) (44%) | (56%) (23%) | (42%) | (35%)

1s947267 | 146 230 26 94 68 0,54 49 65 [045] 11 27 19 (0,62 0,65
(C/A) (39%) | (61%) | (14%) | (50%) | (36%) (43% | (57%) (19%) | (47%) | (33%)

rs1935062 | 228 148 67 94 27 0,65 63 51 |033]| 20 23 14 10,17 | 0,08
(A/C) (61%) | (39%) | (36%) | (50%) | (14%) (55%) | (45%) (35%) | (40%) | (25%)

rs2391191 | 115 261 16 83 89 0,73 44 70 | 0,11 8 28 21 0,26 | 0,15
(A/G) | (B1%) | (69%) | (9) | (44%) | (47%) B9% | (61%) (14%) | (49%) | (37%)

1s3916966 | 212 164 62 88 38 0,55 64 50 1 19 26 12 1098 09
(A/C) (56%) | (44%) | (33%) | (47%) | (20%) (56%) | (44%) (33%) | (46%) | (21%)

rs9558575 | 142 234 22 98 68 0,16 47 67 |0,51 8 31 18 10,75] 0,51
(G/T) (38%) | (62%) | (12%) | (52%) | (36%) (41%) | (59%) (14%) | (54%) | (32%)

rs3918342 | 182 194 37 108 43 0,06 57 57 (083] 13 31 13 10,88 0,95
(T/C) (48%) | (52%) | (20%) | (57%) | (23%) (50%) | (50%) (23%) | (54%) | (23%)

P-Fi: P-Wert nach Fishers Exact Test

P-Ar: P-Wert nach Armitage’s Trend Test
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Tabelle 13: Allel- und Genotypverteilung der SNPs in G72/30 fiir die zykloiden Psychosen:

Kontrollen (n=188)

Zykloide Psychosen (n=181)

Allel Genotyp Allel Genotyp

SNP 1 2 11 12 22 | HWE 1 2 P-Fi| 11 12 22 | P-Fi | P-Ar
rs1935058 | 141 235 32 77 79 0,09 | 139 223 10,82 | 27 85 69 0,5 | 0,48
(C/T) (38%) | (63%) | (17%) | (41%) | (42%) (38%) | (62%) (15%) | (47%) | (38%)

1s947267 | 146 230 26 94 68 0,54 | 128 234 1036 | 22 84 75 06 [ 03
(C/A) (39%) | (61%) | (14%) | (50%) | (36%) (35%) | (65%) (12%) | (46%) | (41%)
rs1935062 | 228 148 67 94 27 0,65 | 229 133 | 0,5 69 91 21 0,7 | 0,41
(A/C) (61%) | (39%) | (36%) | (50%) | (14%) (63%) | (37%) (38%) | (50%) | (12%)
rs2391191 | 115 261 16 83 89 0,73 | 138 224 10,04 | 31 76 74 10,05 0,17
(A/G) | (B1%) | (69%) | (9) | (44%) | (47%) (38%) | (62%) (17%) | (42%) | (41%)
rs3916966 | 212 164 62 88 38 0,55 | 208 154 1082 | 65 78 38 10,76 | 0,91
(A/C) (56%) | (44%) | (33%) | (47%) | (20%) (57%) | (43%) (36%) | (43%) | (21%)
rs9558575 | 142 234 22 98 68 0,16 | 148 214 1041 | 26 96 59 [0,65] 045
(G/T) (38%) | (62%) | (12%) | (52%) | (36%) (41%) | (59%) (14%) | (53%) | (33%)
rs3918342 | 182 194 37 108 43 0,06 | 189 173 | 0,3 46 97 38 10431 0,58
(T/C) (48%) | (52%) | (20%) | (57%) | (23%) (52%) | (48%) (24%) | (54%) | (21%)

P-Fi: P-Wert nach Fishers Exact Test

P-Ar: P-Wert nach Armitage’s Trend Test
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4.2.3 Haplotypanalyse

Fiir die untersuchten SNPs konnte kein haplotypspezifischer SNP identifiziert werden
(www.hapmap.org). Diese heterogene Struktur zeigt sich auch darin, dass auf keinen der 7
SNPs verzichtet werden kann um die Haplotypen eindeutig zu identifizieren. Alle 127
rechnerisch moglichen 7-Locus Haplotypen wurden in der Studie untersucht. In der
Haplotypenanalyse weisen bei den Kontrollen die 2 hiaufigsten Haplotypen eine Frequenz
von zusammen 27% bzw. 29% auf, die iibrigen kommen relativ selten mit einer Frequenz <
1% vor (Tabelle 14). Zur besseren Ubersichtlichkeit wurde daher auf eine Darstellung der
Haplotypen mit einem rechnerisch geringeren Anteil als 0,01% des Kollektivs verzichtet.

Einen Uberblick gibt die Tabelle 14.

Fiir das Gesamtkollektiv und fiir die Untergruppen wurden geschlechtsspezifisch sowohl
der beste Einzelmarker, als auch die beste Markerkombination ermittelt (Tabelle 15). Fiir
das Gesamtkollektiv weist die Markerkombination rs2391191 und rs3916966 die hochste
Assoziation mit der Erkrankung auf mit einem korrigierten p-Wert von p = 0,00012. Fiir
die zykloiden Psychosen erreicht diese Kombination ebenfalls Signifikanz p = 0,002,
ebenso fiir die Gesamtgruppe der Affektpsychosen p = 0,017. Dariiber hinaus zeigt fiir die
zykloiden Psychosen der SNP rs2391191 als einziger Einzelmarker mit p = 0,04 einen
Trend zur Assoziation. Fiir die Untergruppen mit manisch-depressiver Erkrankung und
monopolarer Depression erscheint die Assoziation mit rs2391191 und rs3916966 weniger
ausgepridgt, es kommen weitere Marker, s9558575 und rs3918342,hinzu, ohne jedoch
dieselbe statistische Signifikanz zu erreichen. Der Marker rs1935058 zeigt
interessanterweise vornehmlich bei Minnern, insbesondere bei Monopolar-Depressiven
eine Assoziation, wihrend der Marker rs1935062 hauptsichlich bei Frauen eine
Assoziation mit der Erkrankung zeigt. Die einzelnen Ergebnisse fiir die jeweils besten

Einzelmarker und Markerkombinationen sind in der Tabelle 15 aufgefiihrt.
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Tabelle 14: 7-Locus Haplotypen fiir SNPs in G72 nach Haufigkeit geordnet

7-Locus-Haplotypfrequenzen bei Fillen und Kontrollen

rs1935058 | s947267 | rs1935062 | rs2391191 | rs3916966 | rs9558575 | rs3918342 Hiufigkeit
Allel Kontrollen (%) | Fille (%)

T C A G A T T 19,01 16,14
C A C A C G C 8,82 13,17
T C A G A T C 0,076 0,096
C A C A C G T 0,064 0,069
T A A G A T T 0,056 0,079
T A C A C G C 0,053 0,021
T A A G A T C 0,041 0,037
C C A G A T C 0,04 0,028
C A C G C G C 0,038 0,015
T A A G A G C 0,034 0,014
T C A G C T T 0,021 0,004
T A C G A G C 0,02 0,02

C A A G A T T 0,02 0,011
C A A A C T C 0,019 0,010
C C A G A T T 0,018 0,04

T A C A C G T 0,016 0,042
T A A G C T T 0,015 0,005
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Tabelle 15: Haplotypenanalyse der Marker in G72/G30 auf Assoziation mit der Erkrankung.

Haplotypanalysen fiir SNPs in G72 / G30

Gruppe global P beste Kombination bester Marker | unadj, P
Manisch-depressive Erkrankung | 0,022 rs1935062, rs2391191, rs3916966 rs3916966 0,17
M 0,30 1s947267, 1s2391191, 1rs9558575, 1s3918342 1s9558575 0,13
F 0,15 1rs1935062, rs2391191, rs3916966, rs9558575 1s3916966 0,08
Monopolare Depression 0,036 | rs1935058, rs947267, rs2391191, rs3916966, rs9558575 rs2391191 0,11
M 0,061 rs1935058, rs947267 , rs1935062, rs3916966 1s2391191 0,21
F 0,29 1rs2391191, rs9558575 rs1935058 0,11
Zykloide Psychosen 0,002 rs2391191, rs3916966 rs2391191 0,04
M 0,11 1s2391191, rs3916966 1s2391191 0,08
F 0,11 1s2391191, rs3916966 rs1935062 0,17
MDE + Mono 0,017 1s2391191, rs3916966 1s3918342 0,18
M 0,32 rs1935058, rs2391191, rs3916966, rs9558575 1s9558575 0,15
F 0,023 rs1935062, rs2391191, rs3916966, rs9558575 1s3916966 0,13

unadj. P : P-Wert ohne Korrektur; global P: P-Wert mit Korrektur auf multiples Testen.

M: Minner, F: Frauen; Mono: Monopolare Depression, MDE: Manisch-depressive Erkrankung
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Fir die in der Haplotypenanalyse rechnerisch beste = Markerkombination
1s2391191/rs391696 wurde mit dem Programm FAMHAP eine Bestimmung der Odds
Ratio fiir die Untergruppen des Kollektivs durchgefiihrt und die rechnerische Verteilung
der Markerkombination analysiert. Fiir den Haplotypen rs2391191 A / rs391696 C zeigte
sich bei den zykloiden Psychosen mit einer Odds Ratio von 1,43 und der monopolaren
Depression mit einer Odds Ratio 1,41 ein etwas erhohtes Erkrankungsrisiko als bei der
Gruppe der manisch-depressiven Erkrankung mit einer Odds Ratio von 1,15  (Tabelle
16). Aufgrund des seltenen Vorkommens kann fiir den Haplotypen rs2391191 A / rs391696
A mit einer Odds Ratio von 1,54 monopolaren Depression ein Zufallsbefund nicht

ausgeschlossen werden.

Tabelle 16: Odds Ratio in Abhéngigkeit der Marker rs2391191 und rs391696 (FAMHAP-

Analyse)
rs2391191 | r s3916966 | Kontrollen | Zykloide P. | OR MDE OR Mono OR
(errechnet) | (errechnet) (errechnet) (errechnet)
G A 209,9 208 1,07 235 1,26 62,9 0,98
G C 51,1 16 0,29 21 0,37 7,1 0,42
A C 112,9 138 1,43 126 1,15 42,9 1,41
A A 2,1 0 0,02 0 0,02 1,1 1,54

OR: Odd’s Ratio; Zykloide P.: Zykloide Psychosen = Mono: Monopolare Depression
MDE: Manisch Depressive Erkrankung
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5. Diskussion

5.1 Untersuchungen zum Genlocus FKBP5

Mit der vorliegenden Studie sollten Polymorphismen oder Haplotypen auf ihre Validitét als
biologische Marker affektiver Psychosen iiberpriift werden. Nach der Kortisolhypothese
sind Verdnderungen im Stresssystem, wie der HPA-Achse, die Ursache depressiver
Erkrankungen. Dabei stellt das auf dem Chromosom 6 p2l1 lokalisierte FKBP5 als
Hilfsprotein und Regulator des Kortisolrezeptors ein wichtiges Kandidatengen affektiver
Psychosen dar. In einer Fall-Kontroll-Studie wurden daher die SNPs rs4713916, rs1360780
und rs3800373 in FKBP5 niher untersucht. Hierbei erreichte die Studie mit 248 Fillen und
188 Kontrollen eine Power von 80% (bei o = 0,05). Die untersuchten Marker
unterschieden sich in ihrer Verteilung nicht bei Erkrankten und Gesunden. Den einzigen
signifikanten Hinweis fiir eine Assoziation von FKBPS mit affektiven Erkrankungen bot
der mit einem erhohten Erkrankungsrisiko assoziierte Haplotyp G-C-G, Odds Ratio 6,4, der
jedoch nur bei 2,1% der Fille vorkam. Weitere Auffélligkeiten waren eine Abweichung
des SNP rs4713916 vom HWE (Hardy-Weinberg-Gleichgewicht) durch eine signifikante
Héaufung des heterozygoten Genotyps sowie eine Assoziation dieses Markers mit einer
langeren Erkrankungsdauer bei der monopolaren Depressionen. Ferner war der 2-Locus
Haplotyp rs1360780T - rs3800373G ebenfalls mit einer ldngeren Erkrankungsdauer
assoziiert und es konnte ein Risikohaplotyp rs4713916G - rs1360780C - rs3800373G
identifiziert werden (Gawlik et al. 2006).

Mit den Vorbefunden von Binder und Kollegen (2004) stimmen die Ergebnisse insoweit
tiberein, dass keiner der drei untersuchten Marker allein einen signifikanten Effekt auf das
Erkrankungsrisiko, weder bei der monopolaren Depression noch der manisch depressiven
Erkrankung, ausiibt. Unsere Befunde lassen jedoch auch keinen klaren Einfluss auf den
Krankheitsverlauf und verschiedene klinische Parameter wie Krankheitsbeginn, Anzahl der
stationdren Aufenthalte und stationdre Gesamtbehandlungsdauer oder die Anzahl der

Suizidversuche erkennen.

Der Hauptbefund der Arbeitsgruppe von Prof. Holsboer bezog sich auf den Genotypen
rs1360780TT, der mit 9,7% in unserem Kollektiv in einer dhnlich niedrigen Frequenz wie

in der Miinchner Studie von Binder und Kollegen (2004) mit ca. 9,1% vorkam. Beide
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Kollektive scheinen also auf einen dhnlichen populationsgenetischen Hintergrund beruhen,
was die Vergleichbarkeit der Ergebnisse erhohen wiirde. Trotz dieser Ubereinstimmung
fand sich bei den untersuchten klinischen Variablen, wie etwa Krankheitsphasen in der
Vorgeschichte oder die stationdre Behandlungsdauer, kein Anhalt fiir eine Assoziation.
Leider ergab sich weder fiir den Marker rs1360780 (ANOVA p = 0,67; Kruskal-Wallis p =
0,49) noch fiir rs4713916 (ANOVA p = 0,73; Kruskal-Wallis p = 0,82) oder rs3800373
(ANOVA p = 0,33; Kruskal-Wallis p = 0,32) eine Signifikanz. Ein schnelleres Ansprechen
auf Antidepressiva zu einem bestimmten Zeitpunkt fiir Patienten mit einem bestimmten
Haplotypen konnte in der vorliegenden Studie nicht untersucht werden. In unserer Studie
wurde das Hauptaugenmerk mehr auf die gesamte Erkrankungsdauer im
Lingsschnittverlauf gelegt, wihrend sich die Miinchner Studie auf das akute Ansprechen
wihrend einer einzelnen Episode konzentrierte. Im Gegensatz zu der Studie von Binder et
al. (2004), in der die klinischen Daten wihrend einer einzigen Krankheitsphase iiber einen
Zeitraum von ca. 5 Wochen erhoben wurden,  konnten Angaben iiber einen
durchschnittlichen Krankheitsverlauf von ca. 14 Jahren und im Mittel 5 stationédren
Therapien verwendet werden. Die diagnostische Einschitzung fiir die Miinchner Studie
erfolgte nach den Diagnostic and Stastical Manual of Mental Disorders- (DSM 1V)
Kriterien, mit einem Anteil unipolar Depressiven von 87% des Kollektivs. Durch vielfiltige
Verlaufsuntersuchungen ist aber bekannt, dass sich im Krankheitsverlauf bei ca. 25% der
Patienten die unipolare Depression als manisch-depressive Erkrankung entpuppt. Bei dem
hohen Anteil unipolar Depressiver stellt sich somit das Problem einer genauen
diagnostischen Zuordnung, wodurch ein Einfluss auf die Ergebnisse nicht ausgeschlossen
werden kann (Akiskal et al. 1995, Schwartz et al. 2000). Um dieses Problem zu umgehen,
wurden in unserer Untersuchung die uni- und bipolare Depression nach ICD 10 zur Gruppe
der Affektpsychosen zusammengefasst und eine Aufteilung nach Leonhard in manisch
depressive Erkrankung und monopolare Depression vorgenommen.

Wihrend die Hauptbefunde bei Binder und Kollegen fiir den im 2. Intron gelegenen SNP
rs1360780 beschrieben wurden, fanden sich in unserer Studie die meisten Hinweise fiir den
im Promoterbereich gelegen Marker rs4713916. So zeigten sich ein Abweichen vom HWE
und eine Assoziation mit einer lingeren Erkrankungsdauer bei monopolarer Depression.
Mogliche Pathomechanismen wéren, neben Auswirkungen auf den Promoter und die

Transkription, die Regulation eines in der Nédhe vermuteten Glucocorticoid Response
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Element (GRE). Bedenkt man das Kopplungsungleichgewicht zwischen den untersuchten
SNPs im Promoter Bereich und im distalen Genlocus, konnten jedoch auch verschiedene
Varianten unterschiedliche Auswirkungen haben und sich unabhéngig voneinander auf das
Krankheitsrisiko und Verlauf auswirken. Angesichts der Vielgestaltigkeit und Komplexitit
depressiver Krankheitsbilder erscheint auch ein Zusammenspiel von FKBPS5 mit anderen
Genen, die ebenfalls Auswirkungen auf das HPA-System haben, vorstellbar. So
publizierten Rossum et al. (2006) eine Assoziation von Polymorphismen im
Glukokortikoidrezeptor (GR) mit depressiven Krankheitsepisoden. Insofern wéren zur
weiteren Untersuchung zusitzliche pathophysiologisch orientierte Studien mit mehreren
Kandidatengenen wiinschenswert. Dies gilt nicht nur fiir die Gruppe der affektiven
Psychosen. Verdnderung des Stress-Systems wurden fiir eine Reihe weiterer Erkrankungen,
wie den schizophrenen Psychosen (Philips et al. 2006), oder der der posttraumatischen
Belastungsstorung beschrieben. Somit scheint es nachvollziehbar, dass FKBP5 als
wichtiger Regulator des HPA-Systems auch mit anderen Erkrankungen, wie etwa der
posttraumatischen Dissoziation bei Kindern assoziiert wurde (Koenen et al. 2005).
Wihrend der Beitrag von FKBP5 zur Atiopathologie affektiver Psychosen aufgrund der
Untersuchungsergebnisse eher zu hinterfragen ist, konnte FKBPS auf die Modifikation
basaler vegetativer Symptome, wie sie bei affektiven Psychosen hédufig beobachtbar sind,
wie Stress, Anspannung oder innerer Unruhe, Einfluss haben. Im Vergleich mit anderen
pathophysiologischen Theorien, wie etwa der Monoaminhypothese, konnen die aktuellen
Ergebnisse zu FKBP5 die Vielzahl von Befunden, die eine Stdrung im serotonergen oder
noradrenergen System untermauern (Hattori et al. 2005) nicht entkriften, so dass die
Evidenz weiter auf einer Storung der Neurotransmission als Ursache affektiver Psychosen
liegt. Andere, dieser Theorie folgende Kandidatengene, wie etwa 5-HTT
(Serotonintransporter) auf dem Locus 17qll (Cho et al.2005), oder MAOA
(Monoaminoxidase) auf dem Chromosom Xpll (Preisig et al. 2000) erscheinen im
Vergleich zu FKBP5 daher plausibler. In unserer Studie konnen Zufallsbefunde bei den
risikoassoziierten Haplotypen in FKBPS5 - auch aufgrund der trotz einer untersuchten
Gesamtpopulation von 436 Personen zum Teil geringen Fallzahlen - nicht ausgeschlossen
werden. Zusammenfassend vermogen die Untersuchungsergebnisse einen wesentlichen

Beitrag von FKBP5 fiir die depressive Erkrankung nicht zu belegen und die Befunde fiir
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eine Assoziation genetischer Varianten hinsichtlich des Erkrankungsrisikos und des

Krankheitsverlaufs erscheinen inkonsistent.
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5.2 Untersuchungen zum Genlocus G72 / G30

Der chromosomale Locus 13q33 gilt nach einer Vielzahl positiver Kopplungsbefunde als
aussichtsreiche Kandidatenregion sowohl fiir schizophrene Psychosen als auch depressive
Erkrankungen (Badner und Gershon 2002). Nach der erstmaligen Beschreibung zweier
Gene, G72 und G30, in dieser Region durch Chumakov et al. (2002), wurden wiederholt
positive Assoziationsbefunde mit genetischen Markern beschrieben. G72 ist auf
Chromosom 13q33 lokalisiert und umfasst einen Bereich von 25 kB mit 5 Exonen. Im
Gegensatz zu G72 konnte fiir G30, einem postulierten Gen von ca. 47kb mit 7 Exonen,
bisher noch kein Translationsprodukt beschrieben werden. Méglicherweise iibt G30 eine
Regulatorfunktion bei G72 aus. Wihrend die ca. 742 bp umfassende mRNA von G72
bereits nachgewiesen werden konnte, steht ein direkter Nachweis des Proteinprodukts aus
153 Aminosduren mit 18108 Da noch aus. Jedoch konnte eine Interaktion mit dem Protein
D-Amino-Oxidase (DAO) mittels Hybridisierung gezeigt werden (Chumakov et al. 2002).
G72 fordert die Oxidation von D-Serine durch DAO (D-Amino-Oxidase) was zum
Beinamen D-Amino-Oxidase-Aktivator (DAOA) fiihrte. Da D-Serin ein wichtiger
Aktivator des NMDA Glutamatrezeptors ist, konnte die glutamatergen Signaltransduktion
durch G72/DAOA beeinflusst werden. Zur Priifung einer Assoziation des Kandidatengens
mit affektiven und zykloiden Psychosen wurden sieben SNPs, die sich iiber den
chromosomalen Locus von G72/G30 verteilen, untersucht. Unsere Studie mit 429 Fillen
und 188 Kontrollen erreichte eine Power von 80% (bei o = 0,05), um ein
Suszeptibilititsgen mit einer angenommenen Populationsfrequenz von 0,3 zu entdecken
unter der Annahme, dass das krankheits-verursachende Allel rezessiv vererbt wird mit
einem relativen Risiko von 2,6.

Die bisherigen Studienergebnisse zu G72/G30 sind insbesondere bei den affektiven
Storungen heterogen. So stehen den positiven Assoziationsbefunden (Tabelle 17) von
Einzelmarkern, wie rs1935062 und rs1935058, negative Befunde in anderen Studien
gegeniiber (Hattori et al. 2003, Chen et al. 2004, Schuhmacher et al. 2004). In unserer
Studie fand sich bei sieben iiber den Genlocus verteilten Markern kein Unterschied
zwischen Fillen und Kontrollen bei der Allel- und Genotypverteilung, so dass eine
Assoziation mit der manisch-depressiven Erkrankung, der monopolaren Depression oder
den zykloiden Psychosen nicht nachgewiesen werden konnte. Im Gegensatz zu den

vorbeschriebenen positiven Befunden, insbesondere fiir rs1935058, rs1935062 und
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rs3918342 (Detera-Wadleigh et al. 2006), erreichte kein Einzelmarker oder Genotyp
Signifikanzniveau (Tabelle 17). Mogliche Griinde wéren neben einer limitierten
Aussagekraft durch die Samplegroe, Unterschiede in den untersuchten Kollektiven oder
der diagnostischen Einschétzung.

Allerdings zeigte sich fiir den Marker rs2391191 bei der Untergruppe der zykloiden
Psychosen testabhidngig ein Trend fiir eine Assoziation mit einem bei den Erkrankten fast
doppelt so hohem Vorkommen des AA Genotyps (17,1% zu 8,5%) im Vergleich zu den
Kontrollen (p = 0,045 beim Fishers Exact Test und p = 0,167 beim Armitage’s Trend
Test). Das Risikoallel A wurde in Studien von Schuhmacher et al. (2004) mit
schizophrenen Psychosen assoziiert, wihrend im Gegensatz hierzu Chumakov et al. (2002)
das Allel G als bei Erkrankten vermehrt beschrieben, so dass die bisherigen Befunde
beziiglich des Risikoallels noch widerspriichlich sind. Der SNP rs2391191 ist im 4. Exon
gelegen und fiihrt als einziger der bisher untersuchten Polymorphismen in G72/30 zu einer
Anderung der Aminosiurenfrequenz (Lysin / Argenin an Position 30). Daher erscheint ein
Einfluss auf das glutamaterge System iiber die Achse DAOA-DAO-Serin-NMDA fiir
diesen Marker am wahrscheinlichsten. In der permutationsbasierten Analyse erreichte
rs2391191 als einziger SNP mit p = 0,04 fiir die Gruppe der zykloiden Psychosen einen
nominell signifikanten Wert, der jedoch nicht fiir multiples Testen korrigiert ist.

In der Meta-Analyse von Detera-Wadleigh et al. (2006) zeigte der Marker die stirkste
Assoziation aller bisher untersuchten SNPs mit schizophrenen Psychosen, nicht jedoch mit
der bipolaren Storung. Der in unserer Studie beobachtete Trend einer Assoziation mit
zykloiden Psychosen ldsst sich mit diesen Vorbefunden gut vereinbaren, da diese
Erkrankungsgruppe nach ICD10/DSM IV nur unzureichend definiert wird und im
Ubergangsbereich der bipolaren Storung mit wahnhaften Symptomen, der schizoaffektiven
Psychose und den schizophrenen Psychosen anzusiedeln ist. Hierzu passend beschrieben
Schulze et al. (2005) eine Assoziation von SNPs in G72 fiir die Subgruppe bipolarer
Patienten mit Verfolgungswahn, was als psychotische Symptomatik ebenfalls auf zykloide

Psychosen im schizophrenen Spektrum hindeuten konnte.

Bei den Markerkombinationen erreichte der Haplotyp aus rs2391191A und rs3916966C fiir
das Gesamtkollektiv die stdrkste Assoziation mit p = 0,00012. Fiir die Gruppe der

zykloiden Psychosen zeigte diese Kombination ebenfalls eine deutliche Signifikanz p =
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0,002, ebenso fiir die Affektpsychosen p = 0,017. Die Odds Ratio fiir diesen Haplotypen
betrug 1,3 fiir das Gesamtkollektiv und 1,43 bei zykloiden Psychosen und entsprach damit
den Vorbefunden fiir das Kandidatengen (Schulze et al. 2005, Chumakov et al. 2002).
Somit scheint unter der Annahme eines polygenen Modells G72/G30 nur einen Teil des
Erkrankungsrisikos ~ auszumachen, = was  der  derzeitigen  Lehrmeinung  zur
Krankheitsentstehung entspricht.

Fiir die Untergruppen der Affektpsychosen mit manisch-depressiver Erkrankung und
monopolarer Depression erscheint die alleinige Assoziation mit den Markern rs2391191
und rs3916966 weniger ausgeprigt. Fiir die beste errechnete Markerkombination werden
weitere SNPs wie etwa rs1935062 fiir das Sample mit manisch-depressiver Erkrankung
benotigt, der auch in der Meta-Analyse von Detera-Wadleigh et al. (2006) fiir die bipolare
Storung die hochste Signifikanz erreichte. Somit zeigt sich eine Reihe von Markern in G72
mit den affektiven Psychosen assoziiert (Tabelle 15). Der SNP rs3918342 wurde bereits mit
wahnhafter Symptomatik bei bipolar affektiver Storung assoziiert (Schulze et al. 2005),
ebenso wurde eine Assoziation mit der Panikstorung beschrieben (Schumacher et al. 2005).
Nach unseren Befunden stellt er den besten Einzelmarker fiir das kombinierte affektive
Kollektiv (manisch-depressive Erkrankung und monopolare Depression) dar, wenngleich
keine statistische Signifikanz erreicht wurde (p = 0,18). Auch die Vorbefunde weisen auf
eine wichtige Rolle fiir rs3918342 bei affektiven Psychosen hin, da fiir diesen als bisher
einzigen Marker in G72/30 eine vorbeschriebene Assoziation mit der bipolaren Depression
ohne negative Befunde repliziert werden konnte (Hattori et al 2003, Schumacher et al.

2004, Schulze et al. 2005) (Tabelle 17).

Der SNP rs9558575 am 5°-Ende vom G72 wurde erstmalig in einer Assoziationsstudie
eingeschlossen. Durch die LD-Analyse der untersuchten SNPs konnte die Ausdehnung der
vorbeschriebenen LD-Blocke 1 und 2 (Detera-Wadleigh et al. 2006) in G72 genauer
definiert werden (Abbildung 8). Dabei fanden sich die 7 kb entfernten SNPs rs9558575 und
1s947267 gekoppelt (D™ =1), die damit dem 1. Block bis zum 5°-Ende vom G72 zugeordnet
werden konnen, wihrend rs9558575 keine Kopplung mit dem ca. 39 kb entfernten
rs3918342 (D"=0.33) im distal gelegenen Block zeigt.

Ein Vergleich der Allel und Genotypen ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen

Fillen und Kontrollen, in den permutationsbasierten Tests zeigten sich jedoch Hinweise fiir
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eine Assoziation fiir die Gruppe der manisch-depressiven Erkrankung und monopolaren
Depression. So stellte rs9558575 sowohl fiir die Gruppe der Ménner im Kollektiv mit
manisch-depressiver Erkrankung, als auch fiir die Médnner im kombinierten Kollektiv mit
manisch-depressiver Erkrankung und monopolarer Depression den besten Einzelmarker da,
ohne jedoch ein statistisches Signifikanzniveau zu erreichen. Fiir die Gruppe der zykloiden
Psychosen fanden sich keine Auffilligkeiten, so dass rs9558575, dhnlich wie der distal von
G72 lokalisierte rs3918342, hauptsichlich eine Verbindung zu den affektiven Storungen
vermuten lasst.

Die Frage nach einem zugrunde liegenden pathophysiologischen Mechanismus von
G72/G30 erscheint aktuell noch ungeklért. Zwar bestehen Hinweise fiir eine Beeinflussung
des Glutamatsystems durch G72-DAOA iiber die Achse DAOA-DAO-Serin-NMDA
(Chumakov et al. 2002), die Bedeutung des Glutamats fiir die Atiopathogenese affektiver
Psychosen ist aber noch nicht endgiiltig erforscht. Ferner kann die Moglichkeit einer
gegenseitigen Beeinflussung und Regulierung von G72 und G30 nicht ausgeschlossen
werden. FEin Genprodukt fiir G30 konnte noch nicht identifiziert werden, moglicherweise
ibt G30 eine Regulatorfunktion bei G72 aus und wird nicht transkribiert.

Dariiber hinaus liegen einige assoziierte SNPs wie rs3918342 in chromosomalen Bereichen
ohne bisher identifizierte Gene, was die derzeit viel diskutierte Frage nach vermuteten
regulatorischen Bereichen in nicht kodierenden, aber konservierten, DNA-Abschnitten

aufwirft.

Da Linkage- und Assoziationsstudien zum Genort 13q von G72/G30 positive Befunde zu
einer Reihe von Erkrankungen, wie Autismus, Tourette-Syndrom, Anorexie aber auch
Panikstorung, affektive Storungen und schizophrenen Psychosen (Schuhmacher et al. 2005,
Detera-Waldleigh et al. 2006) ergaben, ist derzeit offen, ob G72/G30 eine
krankheitsspezifische Funktion hat, oder ob dieser Locus vielleicht einen unspezifischen
Faktor darstellt. Auf eine weniger spezifische Rolle weist die beschriebene Assoziation von
SNPs in G72 mit kognitiven Einbuflen bei schizophrenen Patienten, jedoch nicht mit der
Erkrankung selbst hin (Goldberg et al. 2006), die gut zu dem vermuteten Einfluss auf das
glutamaterge System und der Long Term Potentiation passen wiirde. Andererseits kann
auch nicht ganz ausgeschlossen werden, dass unterschiedliche Risikoallele und

Pathomechanismen fiir die verschiedenen Erkrankungen vorliegen. In der aktuellen
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Untersuchung war mit der Gruppe der zykloiden Psychosen insbesondere der Marker
1s2391191 verbunden, wihrend mit den affektiven Erkrankungen eher ein groerer Block
von SNPs mit den distal von G72 lokalisierten rs3918342 und rs9558575 assoziiert war.
Somit konnten auch krankheitsspezifische Risikoallele existieren, die erst in weiteren
Studien identifiziert werden miissten. Ob fiir die untersuchten Krankheitsbilder jeweils
unterschiedliche Polymorphismen das Erkrankungsrisiko beeinflussen, kann momentan
nicht abschlieBend geklért werden.

Die in der vorliegenden Studie gefundene Assoziation mit zykloiden Psychosen konnte
dabei helfen, die Vorbefunde fiir G72/G30 als Risikogen sowohl fiir die bipolare
Depression als auch schizophrenen Psychosen zu erklédren, da die zykloiden Psychosen
nach ICD10 beiden Krankheitsentititen zugerechnet werden konnen. Alternative
Erkldarungsmodelle, die heterogene Phinotypen einer Einheitspsychose vorschlagen und die
Kraepelinsche Dichotomie aufheben, wie etwa Maier et al. (2005), erscheinen auf den
Hintergrund der klinischen und prognostischen Heterogenitit dagegen zweifelhaft.

Die vorliegende Fall-Kontroll-Studie am Locus G72/G30 beschrinkte sich auf Patienten
mit affektiven und zykloiden Psychosen, ohne iiberdauernde kognitive Funktionseinbuf3en.
Um die Aussagekraft der noch vorldufigen Befunde zu erhérten, wird als néchster
Untersuchungsschritt ein erweitertes, familienbasiertes Kollektiv mit systematischen und
unsystematischen Schizophrenien untersucht werden, um die Frage nach unterschiedlichen

Risikoallelen zu kléren.
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Tabelle 17: Vorbefunde fiir G72/G30 SNPs auf Chromosom 13q33.2: Assoziation mit der bipolar affektiven Erkrankung und eigene

Ergebnisse.

SNPs Chr. Position | Hattori et al. | Chen et al. Schumacher et al. | Schulze et al. Williams et al. | Eigene Studie
rs1998654 | 104826843 | nicht sig. - - - - -
rs2181953 | 104854659 | nicht sig. - - - - -
rs978714 104865174 | nicht sig. - - - - -
rs1359387 | 104870136 | nicht sig. - - - - -
rs3916965 | 104901361 - - nicht sig. nicht sig. sig. assoziiert | -
rs1815686 | 104907485 | nicht sig. - - - - -
rs2027446 | 104907792 | - - - - - -
rs3916966 | 104908896 | nicht sig. - - - - nicht sig.
rs1935058* | 104909351 | sig. assoziiert | nicht sig. - - nicht sig. nicht sig.
rs1341402 | 104913510 | sig. assoziiert | - nicht sig. - sig. assoziiert | -
rs2391191 | 104917447 | nicht sig. nicht sig. nicht sig. nicht sig. nicht sig. nicht sig.
rs1935062* | 104926137 | sig. assoziiert | sig. assoziiert | nicht sig. - - nicht sig.
1s947267 104937663 | nicht sig. sig. assoziiert | - - - nicht sig.
rs778294 104940236 | sig. assoziiert | - nicht sig. - nicht sig. -
rs9558575 | 104944661 | - - - - - nicht sig.
rs954581 104950267 | nicht sig. nicht sig. - - nicht sig. -
rs778334 104957669 | nicht sig. - - - - -
1s778293 104967200 | - - - - nicht sig. -
rs2012887 | 104967606 | nicht sig. - - - - -
rs3918342* | 104983750 | sig. assoziiert | - sig. assoziiert sig. assoziiert - nicht sig.
rs1421292 | 104996236 | - - - - nicht sig. -
Kollektiv Amerikanisch | Deutsch Deutsch Deutsch/Polnisch | Englisch Deutsch

sig. = signifikant, — nicht untersucht

* SNPs signifikant in der Meta Analyse von Detera—Wadleigh et al. 2006
SNPs im LD Block 1, SNPs im LD Block 2
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6. Zusammenfassung:

Im Rahmen dieser Studie sollte die Frage beantwortet werden, ob sich einzelne SNPs oder
Haplotypen als biologische Marker affektiver Psychosen identifizieren lassen. Hierfiir
sollten Assoziations- und Haplotypuntersuchung an zwei Kandidatengenen, FKBP5 und
G72 DAOA/G30, mit unterschiedlichen pathophysiologischen Theorien, durchgefiihrt
werden. Das auf der Kortisolhypothese basierende Kandidatengen FKBPS liegt auf dem
Chromosom 6 p21 und stellt ein wichtiges Regulatorprotein fiir den Glukokortikoid-
Rezeptor (GR) dar. In FKBPS wurden drei SNPs mit einem schnelleren Ansprechen auf
Antidepressiva assoziiert gefunden: rs4713916 in der vermuteten Promoterregion,
rs1360780 im 2. Intron und rs3800373 im nicht translatiertem 3 Ende (Binder et al. 2004).

Die vorbeschriebenen Polymorphismen sollten in einem unabhingigen Kollektiv auf
Assoziation mit affektiven Psychosen untersucht werden, um eine Rolle von FKBPS5 bei der
Atiopathogenese affektiver Psychosen zu iiberpriifen oder einen Einfluss auf verschiedene
Variable des Krankheitsverlaufs zu bestétigen. In unserer Studie mit 248 Fillen und 188
Kontrollen unterschieden sich die untersuchten SNPs in FKBPS, rs4713916, rs1360780 und
rs3800373 in ihrer Verteilung nicht bei Erkrankten und Gesunden. Den einzigen
signifikanten Hinweis fiir eine Assoziation mit affektiven Erkrankungen bot der
Risikophaplotyp G-C-G mit einer Odds Ratio von 6,4, der jedoch nur bei 2,1% der Fille
vorkam. Auch zeigte sich kein Zusammenhang mit den untersuchten klinischen
Parametern. Die Untersuchungsergebnisse konnen somit einen wesentlichen Beitrag von
FKBPS5 fiir die depressive Erkrankung nicht belegen. Es erscheint daher fraglich, ob

Polymorphismen in FKBP5 als biologische Marker affektiver Psychosen dienen konnen.

Das zweite Kandidatengen G72 DAOA /G30 war durch positive Kopplungsbefunde des
chromosomalen Locus fiir die bipolare Storung und schizophrenen Psychosen identifiziert
worden. Neuere Befunde lassen einen Einfluss auf das glutamaterge Transmittersystem
vermuten (Chumakov et al. 2002). Das Genprodukt von G72, D-Amino-Oxidase (DAOA)
fordert die Oxidation von D-Serine durch D-Amino-Oxidase (DAQO), was zum Beinamen
D-Amino-Oxidase-Aktivator (DAOA) fiihrte. Da D-Serin ein wichtiger Aktivator des
NMDA Glutamatrezeptors ist, konnte G72/DAOA einen wichtigen Faktor fiir die

glutamatergen Signaltransduktion darstellen. Mehrfach wurde eine Assoziation von
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Markern im Locus G72/G30 mit der bipolaren Depression aber auch schizophrenen
Psychosen beschrieben (Detera-Wadleigh et al. 2006).

In der Studie sollte eine mogliche Assoziation von SNPs in G72/G30 mit der Erkrankung
tiberpriift und die vorbeschriebenen LD-Blocke am 5 Ende von G72 niher untersucht
werden. Dafiir wurden sieben SNPs, die sich iiber den chromosomalen Locus von G72/G30
verteilen, bei 429 Fillen mit affektiven und zykloiden Psychosen und 188 Kontrollen,
untersucht. Durch die LD-Analyse der untersuchten SNPs konnte die Ausdehnung der
vorbeschriebenen LD-Blocke in G72 genauer definiert und rs9558575 dem 1. Block
zugeordnet werden, der somit bis zum 5 -Ende vom G72 reicht. Der SNP rs9558575 am 5°-
Ende vom G72 wurde erstmalig in dieser Studie untersucht. Trotz adiquater Power (80%
bei a = 0,05) erreichte kein Einzelmarker Signifikanzniveau (Tabelle 17). Dennoch zeigten
sich Hinweise fiir eine Beteiligung von G72/G30 am Erkrankungsrisiko, insbesondere fiir
den SNP rs2391191 bei den zykloiden Psychosen. Dariiber hinaus scheint der
Risikohaplotyp rs2391191A / rs3916966C sowohl fiir die zykloiden Psychosen (p = 0,002),
als auch fiir die Gesamtgruppe der Affektpsychosen (p = 0,017) ein geeigneter
biologischer Marker zu sein. Die in der vorliegenden Studie gefundene Assoziation mit
zykloiden Psychosen konnte dabei helfen, die Vorbefunde fiir G72/G30 als Risikogen
sowohl fiir die bipolare Depression als auch schizophrenen Psychosen zu erklédren, da die

zykloiden Psychosen nach IDC10 beiden Krankheitsentititen zugerechnet werden kdnnen.

Unsere Studie zeigt die Moglichkeiten von SNP basierten Fall-Kontroll-Studien, weist
jedoch auch auf deren Grenzen hin. So zeigt die Vielzahl unterschiedlicher Vorbefunde wie
schwierig Studien mit unterschiedlichen Kollektiven und eventuell divergierender
Allelverteilung untereinander verglichen werden konnen. Auch die Meta-Analyse
verschiedener Studien erscheint aufgrund der Heterogenitit der Kollektive fehleranfillig,
weshalb verschiedene Losungsansitze, wie etwa die Untersuchung von , Affected-Sib-
Pairs* (Freimer et al. 2004), diskutiert werden. Dariiber hinaus sind die zu erwartenden
erkrankungsspezifischen Effekte im Sinne eines polyitiologischen Modells eher gering,
was die Rekrutierung grofler, homogener Kollektive erforderlich macht, um eine statistisch
signifikante Aussage treffen zu konnen. Erschwerend kommt hinzu, dass die
pathophysiologischen Mechanismen groftenteils noch ungeklért sind. Jedoch bieten neue

physiologische Erkenntnisse, wie etwa die Kkiirzlich berichteten intronischen
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Regulationsfaktoren (Mayer et al. 2006), weitere Moglichkeiten fiir die Erforschung
psychiatrischer Erkrankungen.

Eine Ursache der aktuell sehr widerspriichlichen Befundlage liegt in der Vieldeutigkeit der
aktuellen Diagnosesysteme ICD 10 und DSM IV begriindet, was zur Suche nach
spezifischeren Phinotypen fiihrt (Antonijevic 2005), um die Heterogenitit der Ergebnisse
zu reduzieren. Eine Losungsmoglichkeit fiir diese Problematik bietet die differenzierte

Psychopathologie nach Karl Leonhard.
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Anhang:

Geriite:

Automatische Eismaschine Scotsman
Biophotometer Eppendorf

Magnetriihrgerit mit Heizplatte M32 GLW
Tutthauer 3850 ELV Autoklav Systec

Waage SAS 62 Scal

Wasserbad GFL

Zentrifuge 3430 laboratory centrifuges Sigma
Elektronische Mehrkanalpipette, PreCision® Biozym
PCR Maschine, Biometra Gradient Thermal Cycler
ABI PRISM® 7000

Material:

10, 200, 1000 uL Pipettenspitzen Greiner

10, 50, 100, 250, 1000, 2000 mL Messzylinder Superior
3 mL Pasteurpipetten Hartenstein

5, 10, 25 mL Serological Pipetten Sarstedt

50 mL 114x28 PP Rohren Sarstedt

96-Multiplate™, PCR-Platten

ABgeneThermo-Fast® 96 PCR Detection Plate

Latex Handschuhe, safe skin satin plus Kimberly-Clark
Magnetriihrer Hartenstein

Messbecher Ilabor TH

Messzylinder Brand

Pasteurpipetten aus Glas ca. 150 mm Brand

S-Manovetten ® La/A/L’ 9mL KE, 1,6mg EDTA/mL Blut Sarstedt
Klebefilme Biozym
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Chemikalien

Kernlysispuffer

10mM TrisHCI pH 8,0, 400mM NaCl, 2mM Na2EDTA Merck, Sigma ad. 1000 mL
destilliertes Wasser

Lysispuffer

155mM NH4Cl, 10mM KHCO3, 0,imM EDTA Merck, Applichem ad. 1000 mL
destilliertes Wasser

TE Puffer

10mM TrisHCI pH 8,0, 0,imM EDTA Applichem, Merck ad. 200 mL destilliertes
Wasser

Isopropylalkohol 2Propanol CH3CH(OH)CH3 Merck

HPLC-Wasser, H20 Merck

Isopropylalkohol 2Propanol CH3CH(OH)CH3 Merck

Kaliumchlorid KCI Merck

Kaliumhydrogencarbonat KHCO3 Merck

TagMan®Universal PCR Master NoAmpErase® UNG

Software:

Assays by Design:File Builder

ABI prism 7000 Software

Graphical Overview of Linkage Disequilibrium (Gold)
(http://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/GOLD)
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