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1. Einleitung

,Personlichkeit und Personlichkeitseigenschaften eines Menschen sind
Ausdruck der fur ihn  charakteristischen  Verhaltensweisen  und
Interaktionsmuster, mit denen er gesellschaftlich-kulturellen Anforderungen und
Erwartungen zu entsprechen und seine zwischenmenschlichen Beziehungen
auf der Suche nach einer personlichen Identitat mit Sinn zu fullen sucht”
(Fiedler, 2001). Gemal dem Triadischen System der psychiatrischen Nosologie
werden Personlichkeitsstérungen neben neurotischen  Stérungen und
psychogenen Reaktionen als abnorme Variationen seelischen Wesens
klassifiziert (Ebert, 2001).

Die Definition der Persodnlichkeitsstorungen nach dem diagnostischen und
statistischen Manual, Textrevision der 4. Auflage (DSM-IV-TR) geht von
uberdauernden abweichenden Erlebens- und Verhaltensmuster in mindestens
zwei der folgenden Bereiche aus: Kognition, Affektivitat, Impulskontrolle und
Gestaltung zwischenmenschlicher Beziehungen (Kriterium A). Die Abweichung
ist unflexibel und tiefgreifend in einem weiten Bereich persdnlicher und sozialer
Situationen (Kriterium B). Das Uberdauernde stabile Muster fuhrt in klinisch
bedeutsamer Weise zu Leiden oder Beeintrachtigungen in sozialen, beruflichen
oder anderen wichtigen Funktionsbereichen (Kriterium C). Der Beginn lasst sich
bis in die Adoleszenz oder ins frihe Erwachsenenalter zurlickverfolgen
(Kriterium D). Andere psychische Storungen (Kriterium E), direkte korperliche
Wirkungen einer Substanz (z.B. Droge, Medikament) oder eines medizinischen
Krankheitsfaktors (z.B. einer Hirnverletzung) (Kriterium F) sind als magliche

Ursache ausgeschlossen.

Nach DSM-IV-TR werden Personlichkeitsstorungen in drei Cluster eingeteilt:
Cluster A (,sonderbar-exzentrisch®), Cluster B (,dramatisch-emotional®) und

Cluster C (,angstlich-vermeidend®) Personlichkeitsstérungen.



Die Haufigkeit von Personlichkeitsstérungen in der Gesamtbevoélkerung belauft
sich auf etwa 11% (Maier et al., 1992), wahrend der Wert bei klinischen
Gruppen (behandelte Pravalenz) mit bis zu 50% erwartungsgemaf hoher liegt
(Casey, 1989).

Familien-, Zwillings- und Adoptivstudien weisen eine hohe Heriditat von
Personlichkeitsmerkmalen und Personlichkeitsstorungen nach.
Personlichkeitsmerkmale und Personlichkeitsstorungen sind quantitative oder
komplexe Phanotypen. Komplexe Interaktionen zwischen genetischen Faktoren

und Umwelteinflissen liegen vor.

Serotonin (5-Hydroxytryptophan, 5-HT) kommt in der Regulation von Stimmung,
Angst, Aggression, Impulsivitat, Wahrnehmung, Denken, Antrieb, Lernen und
zirkadianer Rhythmen groRe Bedeutung (Lesch et al., 1996) zu. Uber die
Modulation anderer Transmittersysteme verbindet und integriert 5-HT diese
teilweise voneinander getrennten Systeme und besitzt somit koordinierenden
und balancierenden Charakter (Reif und Lesch, 2003). Dartber hinaus spielt es
fur die Entwicklung des Gehirns und die synaptische Plastizitat im
Erwachsenenalter, fur komplexe Charaktereigenschaften und Verhaltensweisen
sowie fur Angst- und Zwangsphanomene (Lesch et al., 1996) eine grol3e Rolle.
Dabei wirkt 5-HT Uber eine Regulierung der Zellproliferation, Migration und
Differenzierung sowie durch Beeinflussung der Synaptogenese (Di Pino et al.,
2004). Dysfunktionen im serotonergen System werden mit einer Vielzahl
psychiatrischer Krankheiten wie Depression, bipolare Erkrankung, Panik- und
generalisierte Angststdérung, saisonal-affektive Stérung, Zwangsstérung,
Essstorungen sowie auch schizophrenischen und neurodegenerativen

Erkrankungen in Verbindung gebracht (Lucki, 1998).

5-HT wird aus der essentiellen Aminosaure Tryptophan in den Raphekernen
des Hirnstamms synthetisiert. Der erste und gleichzeitig
geschwindigkeitsbestimmende Schritt, die Hydroxylierung an der 5’-Position,

wird durch das Enzym Tryptophanhydroxylase (TPH) katalysiert. Des Weiteren



kommen den jeweiligen Genen  fir  Speicherung  (Vesikularer
Monoamintransporter 2 (VMATZ2)), Wiederaufnahme (Serotonintransporter
(HTT)) und Abbau (Monoaminoxidase A (MAO-A)) von Serotonin sowie den
entsprechenden Genen flir die mindestens 15 bisher bekannten

Serotoninrezeptoren entscheidende Bedeutung zu.

Eine fur das Gehirn spezifische TPH-Isoform (TPH2) wird erstmals von Walther
und Bader beschrieben (Walther und Bader, 2003). Die allelischen Variationen
im TPH2 Gen scheinen mit einem Spektrum von Erkrankungen, die durch
emotionale Dysregulation charakterisiert sind, in Verbindung zu stehen. Zill und
Mitarbeiter finden in Single Nucleotide Polymorphism (SNP)- und Haplotyp-
Analysen erste Hinweise auf eine signifikante Assoziation zwischen Depression
und einem TPH2 Locus, der ca. 28 Kilobasenpaare (kb) zwischen den Exons 5
und 7 umfasst (Zill et al., 2004). Eine Untersuchung von SNPs, die auf eine 24
kb umspannende Region zwischen den Exons 7 und 9 verteilt sind, identifizierte
einen mit affektiver Stérung assoziierten TPH2 Haplotypen, wobei Patienten mit
bipolarer | und Il Stérung als Sample dienten (Harvey et al., 2004). Wahrend
Zhou und Mitarbeiter (2005) eine auf Haplotypen basierende Assoziation
zwischen Major Depression (nach DSM-IV-TR) und Angststérungen in einer
weillen US-amerikanischen Population fanden, bestand diese flr eine
afroamerikanische Kohorte nur mit Major Depression (nach DSM-IV-TR).
Daneben war hierbei die Haufigkeit des Haplotyps, der fur niedrige 5-
Hydroxyindolessigsaure (5-HIAA) Spiegel im Liquor pradiktiv war, fur

Suizidenten einer afroamerikanischen und finnischen Population erhoht.

De Luca und Mitarbeiter untersuchen die TPH2 Messenger Ribonukleinsaure
(mMRNA) Konzentrationen im dorsolateralen prafrontalen Kortex (Brodmann
Areal 46) (De Luca et al., 2006). Dabei zeigte sich bei 23 Selbstmdrdern ein
hdoherer TPH2 mRNA Spiegel im postmortalen Gehirn im Vergleich zu
gesunden Probanden, der allerdings nicht signifikant war. In einem von
derselben Gruppe 2005 analysierten Sample aus bipolaren und schizophrenen

Patienten stellten sich in der bipolaren Gruppe signifikant hohere TPH2 mRNA



Konzentrationen als in der Kontrollgruppe dar (De Luca et al., 2005). Patienten,
die im Rahmen ihrer Depression Selbstmord begingen, besallen im Vergleich
zu gesunden Probanden eine groflere Expression von TPH2 mRNA in den
dorsalen und medianen Raphekernen (Bach-Mizrachi et al., 2006). Diese
Ergebnisse mussen auf der Basis interpretiert werden, dass TPH2 in den
somatodendritischen Segmenten der 5-HT Neuronen transkribiert wird, und ein
wahrscheinlich variabler Bruchteil der TPH2 mRNA in terminale Gebiete
transportiert wird (Gutknecht et al., 2007).

Wallitza und Mitarbeiter (2005) fanden ein Transmissions-Disequilibrium bei
Varianten der Transkriptionskontrollregion (rs4570625; rs11178997) von TPH2
in Kindern und Adoleszenten mit Aufmerksamkeitsdefizit-
/Hyperaktivitatsstorung (ADHS). Darlber hinaus zeigten Mossner und
Mitarbeiter (2006) bei Patienten mit friher Manifestation von Zwangsstérungen
eine praferentielle Transmission eines Haplotypen auf, der an die
Transkriptionsregion von TPH2 gekoppelt ist. Diese Ergebnisse legten eine
mdgliche biologische Verbindung dieser beiden Erkrankungen nahe, wobei
emotionale Instabilitdt als gemeinsame Grundlage angesehen wurde. Durch
funktionelle Magnetresonanztomographie (fMRT) konnte der Nachweis erbracht
werden, dass sowohl akute Tryptophan Depletion, die 2zu einer
vorubergehenden Reduktion von zentralem 5-HT flhrte, als auch eine der
mutmalilich funktionellen Varianten der Kontrollregion (rs4570625) die
Empfindlichkeit der Amygdala, der bei der Modulation emotionaler
Verhaltensweisen entscheidende Bedeutung zukommt, beeinflussen (Brown et
al., 2005; Canli et al., 2005a).

Auf der Grundlage dieser Veroffentlichungen beschaftigt sich diese Dissertation
im Folgenden mit der Rolle von TPH2 Varianten und Haplotypen bei
Personlichkeitsstorungen der Cluster B und C durch den Vergleich von
Patienten mit Personlichkeitsstorungen und gesunden Probanden. Dabei
basierte die Ausgangshypothese auf der Annahme, dass die allelischen

Variationen von TPH2 mit dramatisch-emotionalen Cluster B und angstlich-



vermeidenden  Cluster C  Persoénlichkeitsstorungen  assoziiert  sind.



2. Theoretische Grundlagen

21 Das serotonerge System

2.1.1 Vorkommen

Uber 90 % des Gesamt-Serotonins befinden sich in enterochromaffinen Zellen
des Gastrointestinaltraktes. Im Blut wird Serotonin nach aktivem Transport in
Thrombozyten gespeichert. Nur 1 % entfallt auf das Gehirn, wobei 0,1% in der
Epiphyse und somit nur 0,9 % des Gesamt-Serotonins tatsachlich im zentralen
serotonergen System zu finden sind. Geringe Serotoninmengen sind aul3erdem
in peripheren Nervenendigungen, in sympathischen Ganglien und im
Nebennierenmark lokalisiert (Huther und Ruather, 2000). Drei Zelltypen kdnnen
Serotonin selbstandig produzieren: enterochromaffine Zellen, Pinealozyten und

serotonerge Neurone.

Das serotonerge System ist eines der komplexesten und umfangreichsten
Nervensysteme des Zentralnervensystems (ZNS). Der Hauptanteil der
serotonergen Neuronen ist in den Raphekernen des Hirnstamms lokalisiert.
Zellkorper finden sich aber auch in der medianen und paramedianen Formatio
reticularis des Mesencephalons, in dem Tegmentum mesencephali, in der Pons

cerebri sowie in der Medulla oblongata (Azmitia, 1987).

Im Hirnstamm unterscheidet man eine rostrale und eine kaudale 5-HT

Kerngruppe. Dahlstrom und Fuxe (1964) entdeckten neun Serotonin

enthaltende Kerngruppen im Hirnstamm, die sie mit B1-9 bezeichneten:

B1:  Nucleus raphe pallidus, kaudale ventrolaterale Medulla

B2: Nucleus raphe obscurus

B3:  Nucleus raphe magnus, rostrale ventrolaterale Medulla, lateraler Nucleus
reticularis paragigantocellularis

B4: zentrales Grau der Medulla oblongata

B5: Nucleus raphe medianus der Pons

B6: Nucleus raphe dorsalis der Pons



B7: Nucleus raphe dorsalis des Mittelhirns
B8: Nucleus raphe medianus des Mittelhirns, Nucleus linearis caudalis

B9: Medialer Lemniscus

Die rostralen Neuronengruppen (B5-9) projizieren aufsteigend in das Kleinhirn
und das gesamte Vorderhirn, wie z.B. zu Hypothalamus, Thalamus, Kortex,
Striatum,  Hippocampus, @ Amygdala, Substantia Nigra und dem
suprachiasmatischen Nucleus. Es wird deutlich, dass v.a. zum Limbischen
System und zu sensorischen Arealen Projektionen existieren. Der Amygdala als
Zentrum fir die Verarbeitung von Emotion, Kognition und Lernen kommt hierbei
entscheidende Bedeutung zu. Als wichtigste Kerne der rostralen Gruppe
werden die Nuclei raphe dorsales (B6/7) und medianus (B5) angesehen
(Goridis und Rohrer, 2002; Jacobs und Azmitia, 1992; Rubenstein, 1998).

Die kaudalen Gruppen (B1-4) projizieren in den Hirnstamm, in die Medulla
oblongata und v.a. ins Vorderhorn des Ruckenmarks, wo sie Synapsen mit den
Motoneuronen bilden, sowie in den Nucleus intermediolateralis und in das
Hinterhorn (Knobelman et al., 2001; Roberts et al., 2001). Uber serotonerge
Projektionen in der Substantia gelatinosa kann eine Beeinflussung der

Schmerzafferenzen Uber Interneurone stattfinden.

2.1.2 Biochemie

Serotonin gehort ebenso wie y-Aminobuttersaure (GABA), Dopamin (DA) und
Histamin zur Gruppe der biogenen Amine. Die essentielle Aminosaure
Tryptophan bildet den Ausgangsstoff der Serotoninsynthese. In die Zelle
aufgenommen, wird Tryptophan durch die Tryptophanhydroxylase zu 5'-
Hydroxytryptophan umgewandelt, wobei Eisen >*_lonen (Fe2+) als Kofaktor,
Sauerstoff (O;) und Tetrahydrobiopterin (BH4) als Kosubstrate dienen. Dabei
handelt es sich um den geschwindigkeitsbegrenzenden Schritt. Das hierbei
entstehende Dihydrobiopterin wird unter Nikotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid
(NADH) bzw. Nikotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH)-

Verbrauch enzymatisch regeneriert und zu Tetrahydrobiopterin oxidiert. Durch



die aromatische L-Aminosaure Decarboxylase, die auch L-3,4-
Dihydroxyphenylalanin (DOPA), L-Tyrosin, L-Tryptophan und L-Phenylalanin zu
den entsprechenden Aminen dekarboxyliert, wird der zweite Schritt der
Serotoninsynthese katalysiert, bei dem aus 5-Hydroxytryptophan 5'-
Hydroxytryptamin (5-HT, Serotonin) entsteht (Abb. 1).

Das  Schrittmacherenzym  Tryptophanhydroxylase (TPH) ist unter
physiologischen Bedingungen nicht vollstandig mit Tryptophan gesattigt, so
dass die Syntheserate von der Tryptophan- und 5-
Hydroxytryptaminkonzentration abhangt (Fernstrom, 1983). AuRerdem wird sie
vom Verhaltnis zwischen freiem, nicht albumingebundenem zu totalem
Tryptophan und dem Verhaltnis von Tryptophan zu groRen neutralen
Aminosauren beeinflusst, da diese mit Tryptophan um den Transport durch die

Blut-Hirn-Schranke konkurrieren (Young, 1986).



Abb. 1 : Uberblick iiber di e entscheidenden Schritte der Ser otonin
Synthese bzw. des Abbaus

I
QW OH  L-Tryptophan
HN NH,

Q;, Tetrahydro-
biopterin
L-Tryptophan-5-Monooxygenase bzw.
Tryptophan-Hydroxylase (TPH)
Hydroxytetra-
hydrobiopterin

HO
e}
I[ OH  5-Hydroxy-L-Tryptophan (5-HTP)
HN— NH,

Pyridoxal- | 5-Hydroxy-Tryptophan-Decarboxylase bzw.
phosphat | Aromatische-L-Aminosaure-Decarboxylase

HO
% Serotonin (5-HT)
HN NH;

0, HO

Monoamin-Oxidase (MAQ),
Aldehyd-Dehydrogenase

NH; H:0

HO
OH
|[ 5-Hydroxyindolessigséure (5-HIAA)
HN o

Abgebaut wird 5-HT durch das Enzym Monoaminoxidase (MAO), das in zwei
Isoformen, MAO-A und MAO-B, existiert. MAO-A besitzt eine hohere Affinitat zu
Serotonin, wobei MAO-B in serotonergen Neuronen und Thrombozyten
vorwiegt (Huther und Ruther, 2000). An der aufReren Mitochondrienmembran
lokalisiert, katalysiert MAO die intrazellulare oxidative Desaminierung von 5-HT
zu 5-Hydroxyindolacetaldehyd. In einem zweiten Schritt wird dieses Aldehyd
entweder durch die Aldehyddehydrogenase Nikotinsdureamid-Adenin-
Dinukleotid (NAD")-abhangig erneut oxidiert oder durch die Aldehydreductase
NADH-abhangig reduziert, wobei 5-Hydroxyindolessigsaure (5-HIAA) bzw. 5-
Hydroxytryptophol entsteht. 5-HIAA stellt das Hauptabbauprodukt dar und ist
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sowohl im Liquor als auch im Urin nachweisbar (Siegel et al., 1994). Eine
weitere Maoglichkeit im Serotoninabbau stellt die N-Acetylierung durch die
Serotonin-N-Acetyltransferase und nachfolgende O-Methylierung von 5-HT zu
Melatonin durch die Hydroxyindol-O-Methyltransferase dar. Die Aktivitat der
Serotonin-N-Acetyltransferase und die intrazellulare 5-HT-Verfligbarkeit sind
hierbei die geschwindigkeitsbestimmenden Faktoren. AufRerdem werden
geringe  Serotoninmengen nach  Sulfatierung oder  Glukuronierung

ausgeschieden.

2.1.3 Tr yptophanhydroxylase

Die Tryptophanhydroxylase (TPH) ist das geschwindigkeitsbestimmende
Enzym der Serotoninsynthese. Seit mehr als 30 Jahren wird die Existenz von
TPH-Isoformen schon diskutiert (Cash, 1998; Mockus und Vrana, 1998).
Walther und Bader entdecken 2003 eine fur das Gehirn spezifische TPH-
Isoform (TPHZ2). Dabei fanden sie bei Tryptophanhydroxylase 1 (TPH1)-
defizienten Mausen zwar niedrige 5-HT-Spiegel im Darm, Blut und in der
Epiphyse, in serotonergen Regionen des Gehirns hingegen war der 5-HT-
Gehalt annahernd normal. Als Erklarung hierfir wurde die Existenz eines
zweiten TPH Gens (TPHZ2) herangezogen. TPH2 ist vornehmlich im Hirnstamm
nachweisbar, wahrend das klassische TPH Gen (TPH1) im Intestinaltrakt, in
Milz, Thymus und in der Epiphyse, die als peripheres Gewebe angesehen wird,
zu finden ist. Im Hirnstamm ist TPH2 im Vergleich zu TPH1 mehr als 100fach
starker exprimiert (Walther et al. 2003).

Das menschliche TPH2 Gen umfasst ungefahr 100kb, besteht aus 11 Exons
und befindet sich auf Chromosom 12g21.1. TPH2 besitzt wie TPH1 drei
Domaénen: die regulatorische, die katalytische und die C-terminale
Tetramerisationsdomane (D’Sa et al., 1996; Daubner et al., 1993, 1997; Lohse
und Fitzpatrick, 1993; Dickson et al., 1994). Darlber hinaus findet sich bei
TPH2 noch eine vierte Domane ungeklarter Funktion, die von 44 N-terminalen
Aminosauren gebildet wird (Abb. 2 und 3).
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Abb. 2: Humane TPH1 und TPH2 Domanen (nach Carkaci-Salli et al., 2006)
N-Terminus

1 44 146 469
hTPH2 N - E—- - C
45 145 470 490
regulatorische Domiine katalytische Doméne C-Terminus
110 323
hTPH1 N - — Hm— C
1 109 324 444

Abb. 3: Humane TPH2 Struktur (aus Carkaci-Salli et al., 2006)

Regulatory Domain —»

<— Tetramerization Domain

hTPH2 Structure

Aufgrund der Tatsache, dass TPH1 und TPH2 hochgradig homologe Enzyme
mit einer 70%igen Aminosauresequenzubereinstimmung im Menschen sind und
alle Aminosauren, die bei der TPH1 nachweislich strukturelle und funktionelle
Bedeutung haben, in der TPH2 konserviert sind (Abb. 4), sollten die meisten
Eigenschaften der TPH1 auch bei der TPH2 zu finden sein.
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Abb. 4: Vergleich der Aminosaurese quenzen von hTPH1 und hTPH2 (nach
Walther und Bader, 2003)

hTPH1: 1 Mo m s e e e s r et e IE--=-crmmmme e oo 3
s a0 e o R [
hTPH2: 1 MQPAMMMFSSKYWARRGFSLDSAVPEEHQLLGSSTLNKPNSGKN 44
14-3-
BH4 hydrophobic interaction CamKII/PKA
hTPH1: 4 DNKENKDHS----- LERGRASLIFSLKNEVGGLIKALKIFQEKHVNLLHIESRKSKRRNS 58
D+K NK S E G+ +++FSLKNEVGGL+KAL++FQEK VN++HIESRKS+RR+S

hTPH2: 45 DDKGNKGSSKREARATESGKTAVVFSLKNEVGGLVKALRLFQEKRVNMVHIESRKSRRRSS 104

3 border
hTPH1: 59 EFEIFVDCDINREQLNDIFHLLKSHTNVLSVNLPDNFTLKEDGMETVPWFPKKISDLDHC 118
E EIFVDC+ + + N++ LLK T ++++N P+N +E+ +E VPWFP+KIS+LD C
hTPH2: 105 EVEIFVDCECGKTEFNELIQLLKFQTTIVTLNFPPENIWTEEEELEDVPWFPRKISELDKC 164

BH4 :
hTPH1: 119 ANRVLMYGSELDADHPGFKDNVYRKRREYFADLAMNYKHGDPIPKVEFTEEEIKTWGTVF 178
++RVLMYGSELDADHPGFKDNVYR+RRKYF D+AM YK+G PIP+VE+TEEE KTWG VF
hTPH2: 165 SHRVLMYGSELDADHPGFKDNVYRQURRKYFVDVAMGYKYGQPIPRVEYTEEETKTWGVVF 224

BH4
Trp
hTPH1: 179 QELNKLYPTHACREYLKNLPLLSKYCGYREDNIPQLEDVSNFLKERTGFSIRPVAGYLSP 238
+EL+KLYPTHACREYLKN PLL+KYCGYREDN+PQLEDVS FLKER+GF++RPVAGYLSP
hTPH2: 225 RELSKLYPTHACREYLKNFPLLTKYCGYREDNVPQLEDVSMFLKERSGFTVRPVAGYLSP 284

BH4
TP Tzp
BH4 Fe CamKII Fe Fe

hTPH1: 239 RDFLSGLAFRVFECTQYVRHSSDPFYTPE?DTCEBLLGHVPLLREPSFAQFSQEIGLASL 298
RDFL+GLA+RVFHCTQY+RH SDP YTPEPDTCHELLGEVFLLA+P FAQFSQEIGLASL
hTPH2: 285 RDFLAGLAYRVFHCTQYIRHGSDPLYTPEPDTCHELLGHVPLLADPKFAQFSQEIGLASL 344

BH4 Fe
BH4 Trp Trp Trp
hTPH1: 295 GASEEAVQKLATCYFFTVEFGLCKQDGQLRVFGAGLLSESISELKHALSGHAKVKPFDFKI 358
GAS+E VOKLATCYFFT+EFGLCEQ+GQLR +GAGLLSSI ELKHALS A VK FDPK
hTPHZ2: 345 GASDEDVQKLATCYFFTIEFGLCKQEGQLRAYGAGLLSSIGELKHALSDKACVKAFDPKT 4904

hTPH1: 359 TCKQECLITTFQDVYFVSESFEDAKEKMREFTKTIKRPFGVKYNPYTRSIQILKDTKSIT 418
TC QECLITTFQ+ YFVSESFE+AKEKMR+F K+I RPF V +NPYT+SI+ILKDT+SI
hTPH2: 405 TCLQECLITTFQEAYFVSESPEEAKEKMRDFAKSITRPFSVYFNPYTQSIEILKDTRSIE 464

Leucine zipper
hTPH1: 419 SAMNELQHDLDVVSDALAKVSRKPSI 444
+ + +L+ DL+ V DAL K+++ I
hTPH2: 465 NVVQDLRSDLNTVCDALNKMNQYLGI 490

Trp, BH4, Fe: Bindungsstellen fiir das Substrat Tryptophan (Trp), den naturlichen Cofaktor
Tetrahydrobiopterin (BH4) und Fe®* bei der TPH1; Leucine Zipper:
tetramerisierungsvermittelnde, hydrophobe Aminosduren der TPH1,; Ca”*/Calmodulin
dependent Protein Kinase Il (CaMKIl), Proteinkinase A (PKA): Phosphorylierungsstellen fir
PKA und CaMKIl bei der TPH1; 14-3-3: 14-3-3 Bindungsstelle bei der TPH1; orangefarbene
Punkte: mogliche Phosphorylierungsstellen auf dem TPH2-N-Terminus
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Mit der Entdeckung von TPH2 ist ein weiterer Bestandteil des serotonergen
Systems aufgedeckt worden und ins Interesse der Wissenschaft gertckt.
Zahlreiche Studien haben sich mit der Rolle von Variationen im TPH2 Gen bei
psychiatrischen  Erkrankungen, die durch emotionale Dysregulation

gekennzeichnet sind, auseinandergesetzt.

Zill und Mitarbeiter (2004) fuhrten innerhalb des TPH2 Gens SNP-, Haplotyp-
und Linkage Disequilibrium-Studien an 300 depressiven Patienten (186
weiblich, Durchschnittsalter 49,09 + 13,90 Jahre) und 265 gesunden Kontrollen
(127 weiblich, Durchschnittsalter 43,62 + 13,21 Jahre) durch. Hierbei wurden 10
SNPs innerhalb eines ca. 28 kb fassenden Genlocus zwischen Exon 5 und 7
untersucht. Sowohl fur rs1386494 (p=0,0012) als auch rs1843809 (p=0,0496)
ergab sich eine signifikante Assoziation (globales p=0,0051) mit Major
Depression. Allerdings blieb nach Bonferroni Korrektur nur die Assoziation mit
rs1386494 (p=0,012) signifikant. Auch fur die Haplotypen Untersuchung ergab
sich ein statisch signifikantes globales p von 0,0001. Diese Studie konnte
erstmals eine positive Assoziation von bestimmten TPH2 Genvarianten und
Major Depression nachweisen. Gleichzeitig legte sie die Vermutung nahe, dass
bestimmte Polymorphismen innerhalb des TPH2 Gens Risikofaktoren fur die

Entwicklung einer Depression darstellen.

In einer ca. 24 kb umspannenden TPH2-Genregion zwischen Exon 7 und 9
wurden 5 SNPs von Harvey und Mitarbeitern (2004) auf eine Assoziation mit
bipolarer | (n=182) und Il Stérung (n=31) hin untersucht (Kontrollgruppe n=214).
Dabei konnte - in Einklang mit den o0.g. Ergebnissen von Zill und Mitarbeitern
(2004) - ein mit affektiver Stérung assoziierter TPH2-Haplotyp identifiziert

werden.

Zhou und Mitarbeiter (2005) untersuchten die Assoziation zwischen TPH2 und
Depression, Suizidalitat sowie dem 5-HIAA Spiegel im Liquor, der das
Hauptabbauprodukt von Serotonin darstellt. Dabei verwendeten sie fur die
Haplotypen-Analyse 15 SNP-Marker, die insgesamt ca. 106 kb umfassten. Als
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Sample dienten 657 Afroamerikaner (davon 104 Suizidanten und 135 Patienten
mit Depression), 513 Finnen (davon 150 Suizidanten), 146 weille US-
Amerikaner (davon 81 Patienten mit Depression und/oder Angststorung) und
482 US-amerikanische Indianer (davon 123 Suizidanten und 191 Patienten mit
Depression und/oder Angststdrung) sowie insgesamt 638 gesunde Probanden
aus allen 4 ethnischen Gruppen als Kontrolle. Die Bestimmung der 5-HIAA

Spiegel erfolgte im Liquor einer finnischen Population (n=94).

Dabei entdeckten Zhou und Mitarbeiter (Zhou et al., 2005) einen Haplotypen,
der bei Suizidanten sowohl in der finnischen als auch in der afroamerikanischen
Population signifikant haufiger vorkam. Derselbe Haplotyp war innerhalb der
Gruppe der weillen US-Amerikaner mit Depression und Angststdrungen
assoziiert, wahrend diese Assoziation innerhalb der Afroamerikaner nur mit
Depression bestand. AuRerdem stellte sich dieser Haplotyp als pradiktiv fur

niedrige 5-HIAA Liquorspiegel innerhalb der Kontrollgruppe heraus.

Im Jahr 2005 gelang Zhang und Mitarbeitern der Nachweis einer seltenen
Arginin441Histidin (Arg441His) Substitution im TPH2 Gen, die in vitro mit einem
ca. 80%igen Funktionsverlust in der Serotoninsynthese einhergeht. SNP-
Analysen in einem Patientensample (n=87) mit unipolarer Depression konnten
neun Patienten mit dieser Mutation detektieren. Diese Resultate legten den
Verdacht nahe, dass ein Mangel an zentralem Serotonin einen wichtigen

Risikofaktor fur unipolare Depression darstellt.

De Luca und Mitarbeiter (2006) verglichen die postmortalen TPH2 mRNA
Konzentrationen im dorsolateralen prafrontalen Kortex (Brodmann Areal 46)
von 23 Selbstmordern mit 23 Kontrollen. Obwohl héhere TPH2 mRNA Spiegel
in der Gruppe der Selbstmoérder gefunden wurden, war dieser Unterschied nicht
signifikant (p=0,69). Im Gegensatz dazu fand dieselbe Gruppe (De Luca et al.,
2005) bei der Untersuchung postmortaler TPH2 mRNA Spiegel der gleichen
Hirnregion bei Patienten mit bipolarer Erkrankung (n=35) und Schizophrenie

(n=35) im Vergleich zur Kontrollgruppe (n=35) signifikant unterschiedliche
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Konzentrationen (p=0,031). Signifikant hdhere TPH2 mRNA Spiegel fanden

sich hierbei bei Patienten mit bipolarer Depression (p=0,024).

In einer weiteren Studie, die sich mit der Messung von zentraler TPH2 mRNA
beschaftigte, konnten Bach-Mizrachi und Mitarbeiter (2006) zeigen, dass bei
depressiven Selbstmdrdern im Bereich des Nucleus raphe dorsalis und
medianus eine hohere TPH2 mRNA Expression als bei der gematchten
Kontrollgruppe (n=11 Paare) vorherrschte. Diese Ergebnisse miussen auf der
Basis interpretiert werden, dass TPH2 in den somatodendritischen Segmenten
der 5-HT Neuronen transkribiert wird, und ein wahrscheinlich variabler Bruchteil
der TPH2 mRNA in terminale Gebiete transportiert wird (Gutknecht et al.,
2007).

Dartber hinaus konnte auch eine TPH2 Assoziation mit ADHS nachgewiesen
werden. Hierbei analysierten Walitza und Mitarbeiter (2005) in 103 Familien mit
insgesamt 225 an ADHS erkrankten Kindern drei SNPs, die in bzw. in der Nahe
der Transkriptionskontrollregion von TPH2 gelegen waren. Mit Hilfe eines
Pedigree-Disequilibrium-Tests konnte eine bevorzugte Transmission zweier
SNPs der Kontrollregion von TPH2 (rs4570625, p=0,049; rs11178997, p=0,034)
detektiert werden. Auch bei der Haplotypen-Analyse ergaben sich Hinweise auf
eine Assoziation dieser SNPs mit ADHS (p=0,064).

Mossner und Mitarbeiter (2006) pruften den Effekt von polymorphen TPH2
Varianten an Patienten mit Zwangsstérungen, die sich schon im Kindesalter
und in der Adoleszenz manifestierten. Dabei untersuchten sie zwei SNPs in der
Kontrollregion (rs4570625) und im Intron 2 (rs4565946) des TPH2 Gens in
einem familienbasierenden Patientensample (n=71 unabhangige Trios).
Anhand des Transmission-Disequilibrium-Tests konnte eine signifikante
praferentielle Ubertragung des Guanin-Cytosin (G-C) Haplotyps auf Kinder und
junge Erwachsene mit Zwangsstérungen gezeigt werden. Somit spielen TPH2
Varianten nicht nur in der Pathogenese von ADHS, sondern auch bei

Zwangserkrankungen eine potentiell wichtige Rolle.
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Die Ergebnisse der beiden zuletzt beschriebenen Studien legten eine mogliche
biologische Verbindung dieser beiden Erkrankungen nahe, wobei emotionale

Instabilitat als gemeinsame Grundlage angesehen wurde.

Durch funktionelle Magnetresonanztomographie (fMRT) konnte von Brown und
Mitarbeitern (2005) in vivo der Nachweis erbracht werden, dass rs4570625 die
Reaktivitat der Amygdala - einer Struktur, der bei der Generierung und
Modulation emotionaler Verhaltensweisen entscheidende Bedeutung zukommt -
auf aggressive und angstbesetzte Stimuli hin beeinflusst. Dabei zeigte sich bei
Tragern des Thymin (T)-Allels (n=11) eine signifikant héhere Amygdala-
Reaktivitat im Vergleich zu Probanden, die bezuglich G/G homozygot (n=20)

waren.

Cools und Mitarbeiter (2005) untersuchten die Effekte einer akuten Tryptophan
Verarmung auf die Gehirnaktivierung nach Stimulierung durch angstbesetzte
Reize. In einer doppel-blinden, placebo-kontrollierten Cross-over Studie wurden
den Probanden (n=12) nach akuter Tryptophan Depletion, die zu einer
vorubergehenden Abnahme von zentralem Serotonin flhrt, angstbesetzte,
neutrale und gluckbesetzte Stimuli dargeboten. Gleichzeitig wurde die
Empfindlichkeit der Amygdala mittels fMRT gemessen. Hierbei induzierten die

angstbesetzten Reize eine signifikante Erhdhung der Amygdala-Aktivitat.

Auf der Grundlage der Ergebnisse von Brown und Mitarbeitern (2005)
beschaftigten sich Canli und Mitarbeiter (2005a) erneut mit der Rolle von
rs4570625 bei der Modulation der Amygdala-Aktivitat. Dabei zeigte sich bei
Tragern des T-Allels (n=16) im Vergleich zu bezlglich G/G homozygoten
Probanden (n=13) nicht nur eine erhohte Amygdala-Aktivierung nach
Darbietung negativer, sondern auch positivbesetzter Stimuli. Insofern konnten
die Ergebnisse von Brown und Mitarbeitern (2005) nicht nur bestatigt, sondern
noch zusatzlich erganzt werden, was die zentrale Rolle von TPH2 Varianten bei
Erkrankungen, die durch emotionale Dysregulation gekennzeichnet sind,

unterstreicht.
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2.2 Personlichkeitsstorungen

2.2.1 Definition
Schneider beschreibt abnorme Persodnlichkeiten als ,Abweichungen von der

Durchschnittsbreite“, unter denen der Betroffene selbst oder seine Umgebung
leiden (Schneider, 1923).

Die Definition der Personlichkeitsstorungen nach dem diagnostischen und
statistischen Manual, Textrevision der 4. Auflage (DSM-IV-TR) weicht nur
unwesentlich ab. Personlichkeitsstorungen werden als ein Uberdauerndes,
stabiles und von der Norm abweichendes Erlebens- und Verhaltensmuster des
Betroffenen in mindestens zwei der folgenden Bereiche (Kognition, Affektivitat,
Impulskontrolle und Gestaltung zwischenmenschlicher Beziehungen) definiert.
Diese Verhaltensmuster sind hierbei unflexibel und greifen tief und umfassend
in personliche und soziale Situationen ein. Die betroffenen Personen sind
dadurch teils einem besonderen Leidensdruck und Beeintrachtigungen in
sozialen, beruflichen oder anderen wichtigen Funktionsbereichen unterworfen,
teils wirken sie fir die Umwelt stérend. Der Erkrankungsbeginn kann meist bis
in die Adoleszenz oder ins frihe Erwachsenenalter zurlckverfolgt werden,
wobei letztlich eine andere psychische Stérung sowie die direkte korperliche
Wirkung einer Substanz (z.B. Droge, Medikament) oder eine organische
Pathologie (z.B. Hirntumor) als potentielle Ursachen der Symptomatik

ausgeschlossen werden mussen.
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2.2.2 Epidemiologie
Personlichkeitsstérungen sind auch in der Allgemeinbevdlkerung haufig
(Tabelle 1).

Tabelle 1: Pravalenz von Perso nlichkeitsstorungen im Vergleich zwischen
zehn Studien (Torgersen et al., 2001)

Table 1. The Prevalence (Percentage) of Personality Disorders in 10 Community Studies*

Study, ¥

I 1 Totals
Drake Zimmerman Reichel Blacket Maieret Bodiund et Samuels et Moldin et Kiein et Lenzenweger

— 1
etal,”1998 etal,'” 1989 al,’’ 1989 al,'*1992 al,’” 1992 al,'* 1993 al,'* 1994 al."" 1994 al,'" 1995 etal,"*1997 Median Pooled

No. of participants 369 799 235 247 452 133 762 303 258 229 3786 3786
Location Boston, lowa lawa lowa Mainz, Umea, Baltimare, Mew York, New York  New York

Mass Germany  Sweden Md NY
Instrument Glin Int SIDP FDQ SIPD SCID-Il SCID-screen  Clin Int FDE PDE PDE

DSM-1i osM-iit OSM-it OSM-tf - DSM-i-R DSM-i-7 - DSM-il DSM-IT-R DSM-I-7- DSM-il-R7
Persanality disorder

Paranoid 11 0.9 0.9 1.6 18 4.5 0.0 0.0 1.7 0.4 0.90 0.95
(0.0-4.5)

Schizoid 4.1 0.9 09 0.0 0.4 0.8 0.0 0.0 09 0.4 0.60 0.79
(0.0-4.1)

Schizotypal 24 29 51 3.2 o7 0.0 01 o7 0.0 0.0 0.70 1.53
(0.0-5.6)

Antisocial 0.8 3.3 0.4 0.8 02 0.8 1.5 26 2.2 0.8 0.80 1.61
{0.2-3.3)

Borderine 05 1.6 0.4 3.2 11 3.8 0.4 20 1.7 0.0 1.35 1.24
{0.0-4.8)

Histrionic 3B 3.0 21 32 13 45 21 0.3 17 19 210 272
{0.3-4.5)

Narcissistic 35 0.0 0.4 0.0 0.0 5.3 0.0 0.0 39 1.2 0.20 0.87
(0.0-5.3)

Avoidant 1.6 1.3 0.0 2.0 1.1 38 0.0 07 52 0.4 1.20 1.22
(0.0-5.2)

Dependent 103 18 51 1.6 1.5 0.8 01 1.0 0.4 04 1.25 222
(0.4-10.3)

Obsessive- 0.5 2.0 B4 9.3 2.2 4.5 17 o7 2.6 0.0 2.10 232
compulsive (0.0-9.3)

Passive- I 33 0.0 10.5 1.8 0.0 01 1.7 17 0.0 1.70 2,59
aggrassive (0.0-10.5)

Self-defeating . 08 . 0.0 0.4 0.26
ooo (0.0-0.8)

Sadistic . . . . . . 0.0 0.0 0.0

Any PD 225 17.2 111 22.5 100 18.8 59 73 148 6.7 1450 1350

(5.9-22.5)

*Chin Int indicates the ciimical inferview for D3M-111, SIDP, Siructured fnfervievs for DSM-11| Personality Disorder (PDY, PDQ, Personality Diagnostic Quesfionnaire;
SCID-1I, Structured Clinical Intarvisw for DSM-1I1 Axis Il Personality Disorders; PDE, Personalify Disorder Examination for DSM-111-R; elfipsas, mot applicabls.

In diesen zehn ausgewahlten Studien (n=133 bis 799) fand sich eine Pravalenz
der Personlichkeitsstérungen in der Allgemeinbevolkerung in Hohe von 5,9%
bis 22,5%, wobei der Median 11,1% betrug. Diese breite Streuung zeigte sich

auch bei spezifischen Personlichkeitsstorungen.

Ausgehend von diesen Daten, die aufgrund geringer Fallzahlen und nicht
standardmalig verwendeter strukturierter klinischer Interviews nur limitierte
Aussagekraft besalen, bestimmten Torgersen und Mitarbeiter (Torgersen et al.,
2001) die Pravalenz von Personlichkeitsstérungen in der Allgemeinbevdlkerung

Oslos (n=2053, Alter: 18 bis 65 Jahre). Hierbei fanden sie eine allgemeine
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Pravalenz von 13,4%. Fir spezifische Persodnlichkeitsstérungen zeigten sich
folgende Ergebnisse:

Paranoide (2,4%), schizoide (1,7%), schizotypische (0,6%), histrionische
(2,0%), narzisstische (0,8%), antisoziale (0,7%), Borderline (0,7%),
selbstunsichere (5,0%), abhangige (1,5%), zwanghafte (2,0%) sowie passiv-

aggressive (1,7%) Personlichkeitsstorung.

Insgesamt sind beide Geschlechter weitestgehend gleichhaufig betroffen, wobei
jedoch erhebliche Unterschiede bei spezifischen Stérungen bestehen: Wahrend
die dissoziale Personlichkeitsstorung vermehrt bei Mannern diagnostiziert wird,
uberwiegen bei der histrionischen und Borderline-Personlichkeitsstorung die
Frauen (Fiedler, 2001).

2.2.3 Diagnostik

Kategoriale und dimensionale Modelle psychischer Stérungen werden
unterschieden (Berger, 2000; Mdller et al., 2000). Das kategoriale Modell geht
von klar unterscheidbaren Krankheitskategorien mit jeweils einheitlicher
klinischer Symptomatik, Verlauf und Prognose aus. Sollte der Patient eine
gewisse Anzahl von Merkmalen einer Personlichkeitsstorung erfullen, erhalt er

die entsprechende spezifische Diagnose.

Die Diagnose der einzelnen spezifischen Personlichkeitsstérungen basiert bei
DSM-IV-TR auf einem kategorialen Modell von Personlichkeitsstorungen. Die
Einteilungen nach Clustern von Personlichkeitsstorungen entspricht eher einem

dimensionalen Modell.

Clustereinteilung

Nach DSM-IV-TR werden Personlichkeitsstorungen nach dem im Vordergrund
stehenden klinischen Erscheinungsbild in drei Hauptgruppen, sog. Cluster,
eingeteilt: Cluster A (,sonderbar-exzentrisch“), Cluster B (,dramatisch-

emotional®) und Cluster C (,angstlich-vermeidend®) Personlichkeitsstorungen.
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Tabelle 2: Einteilung der Personlichkeitsstorungen nach der

Internationalen Klassifikation der Kran kheiten, 10. Revision (ICD-10) und

DSM-IV

ICD-10 DSM-IV
Cluster A: sonderbar, | paranoide paranoide
exzentrisch schizoide schizoide

schizotypische

Cluster B: dramatisch,

emotional instabile

histrionische

emotional - Borderline-Typ narzisstische
- impulsiver Typ antisoziale
histrionische Borderline
dissoziale

Cluster C: angstlich, | angstliche selbstunsichere

vermeidend abhangige abhangige
anankastische zwanghafte

andere spezifische

passiv-aggressive

passiv-aggressive

depressive

Cluster A

Cluster A (sonderbar, exzentrisch) beinhaltet die paranoide, schizoide und

schizotypische Personlichkeitsstorung. Diese wird nach

Schizophrenien und wahnhaften Stérungen gezahit.

ICD-10 zu den

Die paranoide Personlichkeitsstorung ist durch die Uberdauernde, grundlose

Erwartungshaltung, von anderen ausgenutzt, benachteiligt oder getauscht zu

werden, charakterisiert. Die Betroffenen sind misstrauisch, streitstichtig, leicht

krankbar, Uberempfindlich gegeniber Kritik und Rickschlagen und messen

harmlosen Bemerkungen oder Vorkommnissen haufig eine fur sie abwertende

oder bedrohliche Bedeutung bei.
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Die schizoide Persoénlichkeitsstorung ist durch UbermaRige Gleichgultigkeit
gegenuber sozialen Beziehungen und Normen sowie durch eine
eingeschrankte emotionale Ausdrucksfahigkeit im zwischenmenschlichen
Kontext gekennzeichnet. Die Patienten zeigen sich meist gegeniber Lob und
Kritik anderer gleichgulltig und machen einen insgesamt kuhlen, freudlosen,

distanzierten, introvertierten und unnahbaren Eindruck.

Kennzeichen der schizotypischen Personlichkeitsstorung sind ein tief
greifendes Verhaltensdefizit im zwischenmenschlichen bzw. psychosozialen
Bereich, das jeweils von einem akut erlebten Unbehagen begleitet wird, sowie
kognitive Storungen und ein Ubermalig exzentrisches Verhalten. Zu den
typischen Kriterien zahlen dabei: Beziehungsideen, seltsame Glaubensinhalte
oder magisches Denken (z.B. Aberglaube), eigenartiges Denken und Sprechen,
paranoide Vorstellungen, inadaquater Affekt, fehlende enge Freunde sowie

extreme soziale Angstlichkeit.

Cluster B
Cluster B (dramatisch, emotional-launisch) umfasst die histrionische,
antisoziale, Borderline- und narzisstische (in ICD-10 nicht klassifiziert)

Personlichkeitsstorung.

Zu den Charakteristika der histrionischen Personlichkeitsstérung zahlen ein
ubertriebener Ausdruck von teilweise stark sprunghaften Emotionen sowie ein
ausgepragtes  Verlangen nach dramatischer Selbstdarstellung und
Aufmerksamkeit. Das Verhalten der Betroffenen erscheint oft theatralisch,
provokant und Ubertrieben sexuell-verfihrerisch. Die standige Beschaftigung
damit, aulerlich attraktiv zu sein, und ein oberflachlicher, labiler Affekt sind

weitere Besonderheiten.

Kennzeichen der narzisstischen Personlichkeitsstorung sind Ubertriebene

Selbstwertgeflihle sowie das standige Bedurfnis nach Bewunderung. Die
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Patienten zeigen daruber hinaus einen Mangel an Empathie und ein

arrogantes, Uberhebliches Verhalten, das von Neid auf andere gepragt ist.

Die antisoziale Personlichkeitsstorung ist durch eine andauernde, rucksichts-
und verantwortungslose Haltung sowie durch Missachtung sozialer Normen,
Regeln und Verpflichtungen charakterisiert. Neben dem Geflhl, etwas
Besonderes zu sein, besitzen die Betroffenen eine geringe Frustrationstoleranz,
fehlendes Schuldbewusstsein und eine verminderte Fahigkeit aus Erfahrungen
zu lernen. AulRerdem pflegen sie keine dauerhaften Sozialkontakte und zeigen

haufig ein stark impulsives und aggressives Verhalten.

Die Borderline-Personlichkeitsstorung ist durch ein Muster von Instabilitaten in
zwischenmenschlichen Beziehungen, im Bereich des Selbstbildes sowie im
Affekt gekennzeichnet. Es besteht dabei die Neigung, sich auf intensive, aber
instabile Beziehungen einzulassen. Die Patienten zeigen eine deutliche
Tendenz zu Stimmungsschwankungen, Wutausbrichen sowie manipulativen
und impulsiven Verhaltensweisen in potentiell auch selbstschadigenden
Aktivitaten. Getragen von einem Gefuhl der inneren Leere und chronischer
Angste neigen die Betroffenen haufig zu Substanzmissbrauch, Promiskuitat,
Selbstverstummelungs- und Suizidhandlungen oder zu wiederholten

Androhungen dieser.

Cluster C
Im Cluster C (angstlich, vermeidend) finden sich Personlichkeitsstorungen, die
Merkmale von Angsterkrankungen aufweisen: die selbstunsichere, abhangige

(dependente) und zwanghafte Personlichkeitsstérung.

Die selbstunsichere Personlichkeitsstorung ist von Gefuhlen der Anspannung
und Besorgtheit, Unsicherheit und Minderwertigkeit gepragt. Es besteht eine
andauernde Sehnsucht nach Zuneigung und Akzeptiertwerden sowie eine
Uberempfindlichkeit gegentiber Zuriickweisung und Kritik. Neben umfassenden

sozialen Angsten, die bis hin zur Vermeidung beruflicher und sozialer
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Aktivitaten  fuhren konnen, ist eine  ZurlUckhaltung  gegenuber

zwischenmenschlich engen und intimen Beziehungen typisch.

Ausgehend von der Grundannahme, den Anforderungen des taglichen Lebens
ohne Unterstlitzung anderer nicht gewachsen zu sein, haben Patienten mit
dependenter Personlichkeitsstorung Angst allein zu sein bzw. verlassen zu
werden und zeigen neben fehlendem Selbstvertrauen und
Entscheidungsschwache eine hohe Bereitschaft zur Unterordnung eigener

Bedirfnisse.

Gefluhle von Zweifel und Vorsicht, die standige Beschaftigung mit
Ordentlichkeit, Perfektionismus, Gewissenhaftigkeit sowie geistiger und
interpersoneller Kontrolle - auf Kosten personlicher  Flexibilitat,
Aufgeschlossenheit und Effizienz - charakterisieren die zwanghafte (oder
anankastische) Personlichkeitsstorung. Die Betroffenen gelten als streng, stark
leistungsbezogen, unnachgiebig, ordnungsliebend, eigensinnig und geizig.
Typisch ist die UbermalRige Beschaftigung mit Details, Regeln, Konventionen,

Ordnungen und Planen.

Andere spezifische Personlichkeitsstorungen
Aulerhalb dieser Clustereinteilung werden nach DSM-IV-TR die passiv-
aggressive und depressive Personlichkeitsstérung als ,andere spezifische

Personlichkeitsstorungen® subsumiert (Saf3 et al., 1996).

Die passiv-aggressive (negativistische) Personlichkeitsstérung ist durch ein tief
greifendes Muster negativistischer Einstellungen und passiven Widerstandes
gegenuber Anregungen und Leistungsanforderungen im sozialen und
beruflichen Bereich gekennzeichnet. Auffallig ist die haufig ungerechtfertigte
Annahme, missverstanden, ungerecht behandelt oder Ubermalig in die Pflicht

genommen zu werden.



-4 -

Depressive Personlichkeitsstorungen lassen sich durch eine uberwiegend
niedergeschlagene, freudlose Stimmungslage, geringen Selbstwert und Gefuhle
der eigenen Unzulanglichkeit beschreiben. Die Betroffenen tendieren zu
Schamgefuhlen und verhalten sich anderen gegenuber haufig kritisch und
abwertend. Dabei treten diese Merkmale nicht ausschlieBlich wahrend

Episoden einer Major Depression oder einer Dysthymie auf.

Spektrumhypothese der Personlichkeitsstorungen

Nach der Spektrumhypothese (Siever und Davis, 1991) ist ein Kontinuum
zwischen Cluster A Personlichkeitsstérungen, kognitiver Desorganisation und
schizophrenen Storungen anzunehmen. Cluster B Personlichkeitsstorungen
konnen hinsichtlich der Kernmerkmale Impulsivitat und affektive Instabilitat
sowohl auf einem Kontinuum mit Impulskontrollstorungen als auch mit
affektiven Erkrankungen stehen. Cluster C Personlichkeitsstérungen zeigen

Ubergange zu den Angststérungen.

Strukturiertes Klinisches Interview fir DSM-IV-TR, Achse Il

Das ,Strukturierte Klinische Interview fur DSM-IV-TR, Achse I (SKID-II)
(Wittchen et al., 1997) beruht auf den Kriterien der Personlichkeitsstorungen
nach DSM-IV-TR und wurde angewandt, um das gesamte Spektrum der
Personlichkeitsstérungen gemals DSM-IV-TR differentialdiagnostisch  zu
erfassen. Es beinhaltet 117 Fragen zu Empfindungen, Einstellungen und
Verhaltensweisen, wobei dem Untersucher zusatzlich Freiraum fur selbst
formulierte Fragen bleibt. Das SKID-Il Interviewverfahren beruht auf der
Cluster-Einteilung und den Kriterien der Personlichkeitsstorung gemalk DSM-IV-
TR und ist als sehr sensitives Testverfahren fir Persdnlichkeits- und

Verhaltensveranderungen etabliert.

2.2.4 Neurobiologie
Die Heriditat von Personlichkeitsstorungen wird mit 0.60, fir eigentimlich-
exzentrische Cluster A - mit 0.37, fur emotional-launische Cluster B - mit 0.60

und fur angstlich-furchtsame Cluster C Personlichkeitsstorungen mit 0.62



_25.-

angegeben (Torgersen et al.,, 2000). Die Heriditat flr narzisstische
Personlichkeitsstérungen betragt 0.79, flir zwanghafte 0.78, fir Borderline 0.69,
fur histrionische 0.67, fur schizotype 0.61, fur dependente 0.57, fur schizoide

0.29, fur paranoide 0.28 und fur angstlich-vermeidende 0.28.

Personlichkeitsmerkmale und Personlichkeitsstorungen sind quantitative oder
komplexe Phanotypen. Komplexe Interaktionen zwischen genetischen Faktoren
und Umwelteinflissen liegen vor. Wahrend einfach mendelnde Erbkrankheiten
durch einen Defekt in einem spezifischen Gen verursacht werden, haben
wenige (oligogene) oder mehrere (polygene) Genvarianten unterschiedliche
Einflusse auf den Phanotyp. Ein Zusammenspiel vieler Genvarianten mit jeweils
sehr kleinem Effekt (minor gene effect) oder weniger Varianten mit starkem
Einfluss auf die Merkmalsauspragung (major gene effect) sind moglich. Der
,common gene, common variant® -Hypothese zufolge liegt die genetische
Grundlage weit verbreiteter komplexer Erkrankungen in weit verbreiteten Allelen
begrindet (Lander, 1996). Epigenetische Programmierung durch frihe
stressreiche Lebensereignisse verandern den Phanotyp, ohne Modifikation der
Nukleotidsequenz (Carola et al., 2007). Unglnstige psychosoziale Bedingungen
stellen pradisponierende Faktoren dar (Biederman and Faraone, 2005; Stevens
et al., 2008).

2.3 Personlichkeitsmerkmale

2.3.1 Definition

Personlichkeit und Personlichkeitseigenschaften eines Menschen sind
Ausdruck der fir ihn  charakteristischen  Verhaltensweisen und
Interaktionsmuster, mit denen er gesellschaftlich-kulturellen Anforderungen und
Erwartungen zu entsprechen und seine zwischenmenschlichen Beziehungen
auf der Suche nach einer personlichen Identitat mit Sinn zu fullen sucht
(Fiedler, 2001).

Um die quantitative Auspragung von Personlichkeitsmerkmalen zu erfassen,
finden die Testverfahren ,Revised NEO Personality Inventory“ (NEO-PI-R) und
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, 1 ridimensional Personality Questionnaire* (TPQ), die auf einem dimensionalen
Personlichkeitsmodell basieren, Anwendung. Dieses Konzept ist mit dem
Quantitative Trait Loci (QTL) Ansatz vereinbar, der von dem Einfluss multipler
Gene mit quantitativ unterschiedlich ausgepragten Effekten auf dimensional

angelegte Personlichkeitsmerkmale ausgeht (Eley und Plomin, 1997).

2.3.2 Revised NEO Personality Inventory

Revised NEO Personality Inventory (NEO-PI-R) basiert auf der
Sedimentationshypothese und dem psycholexikalischen Ansatz. Die
Sedimentationshypothese nach Klages besagt, dass sich diejenigen
individuellen Unterschiede menschlicher Personlichkeitsmerkmale in Sprache
niederschlagen, welche sich im Laufe der Entwicklung als relevant erwiesen
haben. Die Funf-Faktoren-Struktur resultiert aus einer  Auswahl
personlichkeitsbeschreibender Begriffe in Lexika, die unter anderem durch

Faktorenanalyse reduziert und Clustern zugeordnet werden.

Der aus 240 Items bestehende Selbstrating-Fragebogen ,Revised NEO
Personality Inventory“ (NEO-PI-R) beruht auf dem Flnf-Faktoren-Modell der
Personlichkeit (Costa und McCrae, 1992). Dabei handelt es sich bei den auch
als ,Big Five" bezeichneten Personlichkeitsfaktoren um Extraversion,
Vertraglichkeit (Agreeableness), Gewissenhaftigkeit (Conscientiousness),
Neurotizismus und Offenheit fir Erfahrung. Die Bezeichnung ,NEO“ geht auf
frihere Versionen zuruck, in denen sich zunachst nur drei Faktoren

(Neuroticism, Extraversion und Openness to experience) wieder fanden.

In NEO-PI-R sind funf Hauptbereiche durch jeweils sechs spezifische
Eigenschaften (Facetten) definiert, die aus den gewohnheitsmafligen Erlebens-
und Verhaltensweisen einer Person resultieren.

Neurotizismus ist durch Entriistung, Angstlichkeit, Traurigkeit, Verlegenheit,
launenhaftes Verhalten sowie unrealistische Ideen und eine geringe

Bedurfniskontrolle charakterisiert.
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Personen mit hohen Werten flir Extraversion sind aktiv, energisch, gesellig,

herzlich, optimistisch und heiter.

Probanden mit hohen Werten in Bezug auf Offenheit fir Erfahrung zeichnen
sich durch eine hohe Wertschatzung fur neue Erfahrungen und Abwechslung
aus und sind intellektuell neugierig, einfallsreich, kreativ, phantasievoll und

unabhangig in ihrem Urteil.

Vertraglichkeit kennzeichnet eine altruistische, hilfsbereite, mitfihlende,
verstandnisvolle und wohlwollende Haltung mit zwischenmenschlichem

Vertrauen und einem starken Harmoniebedurfnis.

Hingegen zeichnen sich gewissenhafte Personen durch ein hohes Mal} an
Ordentlichkeit, = Genauigkeit, = Zuverlassigkeit, = Sorgfaltigkeit, Disziplin,
Panktlichkeit und Ehrgeiz aus.
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Tabelle 3: Revised NEO Personalit y Inventory (NEO-PI-R) (Costa und
McCrae, 1998)

Hauptskalen Facettenskalen
Neurotizismus (N) N1: Angstlichkeit
Neuroticism N2: Reizbarkeit

N3: Depression

N4: soziale Befangenheit
N5: Impulsivitat

N6: Verletzlichkeit

Extraversion (E) E1: Herzlichkeit
Extraversion E2: Geselligkeit
E3: Durchsetzungsfahigkeit
E4: Aktivitat

ES5: Erlebnissuche
E6: positive Emotionen

Offenheit fiir Erfahrungen (O) O1: Offenheit fiir Phantasie

Openness to experience 02: Offenheit fiir Asthetik

03: Offenheit fur Geflhle

0O4: Offenheit fur Handlungen

05: Offenheit fur Ideen

06: Offenheit fir Werte- und Normensysteme

Vertraglichkeit (A) A1: Vertrauen
Agreeableness A2: Freimutigkeit

A3: Altruismus

A4: Entgegenkommen
A5: Bescheidenheit
A6: Gutherzigkeit

Gewissenhaftigkeit (C) C1: Kompetenz
Conscientiousness C2: Ordnungsliebe
C3: Pflichtbewusstsein
C4: Leistungsstreben
C5: Selbstdisziplin

C6: Besonnenheit

Ostendorf und Angleitner (2003) konnten zeigen, dass NEO-PI-R akzeptable
psychometrische Eigenschaften und eine ausreichende Reliabilitat und Validitat

besitzt.

Neurobiologie
Fur die Haupt- und Subskalen von NEO-PI-R wurden insbesondere durch
Zwillingsstudien hohe Erblichkeitswerte nachgewiesen (Loehlin, 1992;

Bouchard und Propping, 1993). 41-61% der beobachtbaren Varianz der funf
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Personlichkeitsmerkmale des NEO-PI-R kann nach einer Zwillingsstudie auf

genetische Einflisse zurtickgefuihrt werden (Jang et al. 1996).

2.3.3 Tridimensional Personality Questionnaire

Das psychobiologische Modell der Persdnlichkeit von Cloninger unterscheidet
drei Personlichkeitsdimensionen, die er mit jeweils verschiedenen
Transmittersystemen in Zusammenhang bringt (Cloninger, 1987). Demnach
steht der dopaminerge Transmitter mit einem System der Verhaltensaktivierung
in Verbindung, das er eng an die Personlichkeitsdimension ,Offenheit flr bzw.
Suche nach neue(n) Erfahrungen® (Novelty Seeking) knlpfte. Dabei wird unter
Novelty Seeking die angeborene Tendenz verstanden, ein hohes Mal} an

Anregung und Lust bei der Darbietung unbekannter Reize zu verspuren.

Die zweite Verhaltensdimension ,Verletzungsvermeidung“ (Harm Avoidance),
d.h. die Fahigkeit rasch auf aversive Reize zu reagieren, um Strafen zu
vermeiden, steht in enger Verbindung 2zu einem System der
Verhaltenshemmung, das nach Cloningers Theorie wesentlich durch den

Neurotransmitter Serotonin gesteuert ist.

Ferner ist das noradrenerge Transmittersystem mit der
Personlichkeitseigenschaft ,Belohnungsabhangigkeit* (Reward Dependence)
und einem System der Verhaltensbeibehaltung verknuUpft.
Belohnungsabhangigkeit beschreibt die angeborene Tendenz, auf positive
Verstarker im Sinne sozialer Akzeptanz zu reagieren und das eigene Verhalten

danach auszurichten.

Das ,Tridimensional Personality Questionnaire® (TPQ) besteht aus 100 zu
bewertenden Items zur Beschreibung von Einstellungen, Interessen und
personlichen Geflhlen. Die interne Konsistenz und die dreidimensionale

Struktur konnte faktorenanalytisch bestatigt werden (Cloninger et al., 1991).
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Tabelle 4: Tridimensional Per sonality Questionnaire (TPQ) (Cloninger et

al., 1991)

Temperament | Hirnfunktions- Monoamin Stimuli Verhaltens-

system antwort
Novelty Verhaltens- Dopamin Potentielle Exploration,
Seeking aktivierung Belohnung, Annaherung,
Suche nach potentielle aktive Vermeidung,
neuen Beendigung von Flucht
Erfahrungen Bestrafung,

Monotonie
Harm Verhaltens- Serotonin Konditionierte Passive
Avoidance hemmung Stimuli far Vermeidung,
Verletzungs- Bestrafung, Verhaltensléschung
vermeidung Neuheit,
frustrierende
Nichtbelohnung,

Reward Verhaltens- Noradrenalin Konditionierte Aufrechterhaltung
Dependence beibehaltung Stimuli far des Verhaltens,
Belohnungs- Belohnung oder | Widerstand gegen
abhangigkeit Beendigung von Léschung

Bestrafung_;

Neurobiologie

Die Heriditat der drei Personlichkeitsmerkmale des Tridimensional Personality

Questionaire (TPQ) wird in einer Zwillingsstudie von Heiman und Mitarbeitern

zwischen 0.30 und 0.62 angegeben (Heiman et al., 2003).
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3. Fragestellung und Hypothesen der Arbeit

Diese Dissertation beschaftigte sich mit der Rolle von TPH2 Varianten und
Haplotypen bei Personlichkeitsstorungen der Cluster B und C. Dazu wurden
420 Patienten mit Cluster B oder Cluster C Personlichkeitsstérung (nach DSM-
IV-TR) sowie 336 gesunde Probanden als Kontrollgruppe bezlglich TPH2
SNPs (rs4570625, rs11178997, rs4341581, rs4565946) genotypisiert.

3.1  Assoziation der Tr yptophanhydroxylase 2 Varianten mit Cluster B

Personlichkeitsstorungen

Neurochemische Studien konnten zeigen, dass v.a. das serotonerge System an
der Regulation von Impulsivitat, dem Kernsymptom von Cluster B
Personlichkeitsstérungen, beteiligt ist (Higley et al., 1997; Westergaard et al.,
1999; Lidberg et al., 2000).

In mehreren Studien wurden TPH2 Varianten mit Erkrankungen, die durch
emotionale Dysregulation und affektive Instabilitat gekennzeichnet sind, in
Verbindung gebracht: Hierbei fanden Zill und Mitarbeiter (2004) eine
Assoziation mit Depression, Zhou und Mitarbeiter (2005) mit Major Depression
und Angststérungen sowie Harvey und Mitarbeiter (2004) mit affektiven
Stérungen. De Luca und Mitarbeitern (2005) gelang der Nachweis, dass
Patienten mit bipolarer Depression signifikant hohere TPH2 mRNA Spiegel
aufweisen. Auch bei depressiven Selbstmordern fand sich eine hohere TPH2

MRNA Expression als bei der Kontrollgruppe (Bach-Mizrachi, 2006).

Auch mit ADHS (Walitza et al., 2005) waren TPH2 Varianten (rs4570625 und
rs11178997) assoziiert.

Basierend auf der Spektrumhypothese (Siever und Davis, 1991) und diesen

Veroffentlichungen, lasst sich folgende Hypothese formulieren:
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- TPH2 Varianten sind mit Cluster B Personlichkeitsstérungen (nach DSM-
IV-TR) assoziiert.

3.2 Assoziation der Tr yptophanhydroxylase 2 Varianten mit Cluster C

Personlichkeitsstorungen

Nach der Spektrumhypothese (Siever und Davis, 1991) zeigen Cluster C
Persoénlichkeitsstérungen  Ubergange zu den Angststérungen. Durch
funktionelle Magnetresonanztomographie (fMRT) konnte demonstriert werden,
dass sowohl eine akute Tryptophan Depletion, die zu einer vorubergehenden
Reduzierung von zentralem 5-HT fuhrt, als auch potentiell funktionelle TPH2
Varianten (rs4570625) die Empfindlichkeit der Amygdala - einer Struktur, der
bei der Modulierung emotionaler Verhaltensweisen entscheidende Bedeutung
zukommt — auf aggressive, angstbesetzte und positive Stimuli hin beeinflussen
(Cools et al., 2005; Brown et al., 2005; Canli et al., 2005a). Des Weiteren
fanden Zhou und Mitarbeiter (2005) eine Assoziation von TPH2 Varianten mit

Major Depression und Angststdérungen.

Mossner und Mitarbeiter (2006) untersuchten die Rolle der TPH2 SNPs
rs4570625 und rs4565946 bei Zwangsstorungen und stellten eine bevorzugte

Transmission des G-C Haplotypen fest.

Selektive Serotonin-Wiederaufnahmehemmer (SSRI) haben sich in der
pharmakologischen Therapie von Depression, Angst- und Zwangsstorung
bewahrt, was die zentrale Rolle des serotonergen Systems in der

Atiopathogenese dieser Erkrankungen unterstreicht.

Auf der Grundlage dieser Veroffentlichungen lasst sich folgende Hypothese

formulieren:

e TPH2 Varianten sind mit Cluster C Personlichkeitsstérungen (nach DSM-
IV-TR) assoziiert.
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4. Material und Methoden

4.1 Probanden und Patienten

336 gesunde Probanden (247 weiblich, Durchschnittsalter +
Standardabweichung = 22,4+5,3 Jahre) wurden an der Technischen Universitat

Dresden (Strobel et al., 2004) als Kontrollgruppe rekrutiert.

420 Patienten mit Persodnlichkeitsstorungen wurden in die Studie
eingeschlossen, die eindeutig Cluster B (n=316; 183 weiblich,
Durchschnittsalter £+ Standardabweichung = 35,3+13,0 Jahre) oder Cluster C
Personlichkeitsstorung (n=104; 65 weiblich, Durchschnittsaltert
Standardabweichung = 38,5%£12,7 Jahre) zuzuordnen waren. Patienten mit der
ausschlieRBlichen Cluster A Diagnose wurden nicht bertcksichtigt.
Einschlusskriterien waren Personlichkeitsstorungen gemaly DSM-IV-TR und
Patienten im Alter von 18 bis 60 Jahren. Ausschlusskriterien waren

Schizophrenie oder andere psychotische Erkrankungen.

73 Prozent der Kohorte von Patienten mit Personlichkeitsstorungen (n=307)
wurden mit einer Achse | Storung gemafl DSM-IV-TR (Strukturiertes Klinisches
Interview fur DSM-IV-TR, Achse | (SKID-I)) und ICD-10 Kriterien diagnostiziert.
Bei 80 Patienten lag eine affektive Stérung der Achse | vor. Depressive Episode
(F32, n=30), rezidivierende depressive Storung (F33, n=28) und bipolare
affektive Storung (F31, n=18) lauteten die vorherrschenden Diagnosen. Eine
neurotische, Belastungs- oder somatoforme Stérung wurde in 166 Patienten
diagnostiziert. Unter den haufigsten diagnostischen Untergruppen befanden
sich Anpassungsstorungen (F43.2, n=99) und andere Angststorungen (F41,
n=18).

Psychometrische Inventare
Die Stichprobe mit Personlichkeitsstorungen wurde mit dem strukturierten
klinischen Interview fur DSM-IV-TR (SKID-II) untersucht.
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Die Personlichkeitsmerkmale aller Probanden wurden mit NEO-PI-R und TPQ

untersucht, die auf unterschiedlichen Grundannahmen basieren.

Die komplette psychometrische Testung und Diagnostik wurde von einem
erfahrenen Psychiater, Herrn Dr. med. Christian Jacob, Klinik und Poliklinik fr

Psychiatrie und Psychotherapie, Universitat Wurzburg, durchgefuhrt.

Die Studie wurde in Ubereinstimmung mit der Erklarung von Helsinki
durchgefuhrt und von der Ethikkommission der Universitat Wurzburg
genehmigt. Alle Studienteilnehmer wurden vollstandig uber Ablauf und Ziele
der Studie aufgeklart. Danach unterzeichnete jeder eine schriftliche
Einverstandniserklarung. Ausnahmslos waren die Teilnehmer von ihrer

ethnischen Herkunft her Deutsche.

4.2 Genotypisierungen

4.2.1 Pol ymerase-Kettenreaktion

Mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Vosberg, 1989), fur deren

Erfindung der Amerikaner Kary Banks Mullis 1984 den Nobelpreis fur Chemie

erhielt, ist eine gezielte Amplifizierung eines bestimmten

Desoxyribonukleinsdure (DNA)-Abschnitts moglich.

Folgende Komponenten sind fur die Durchfuhrung der PCR notig:

- DNA, die den zu vervielfaltigenden Abschnitt enthalt

- zwei Primer, die Anfang und Ende des zu amplifizierenden Abschnitts
festlegen

- eine hitzestabile Tag-DNA-Polymerase (gewonnen aus dem Bakterium
Thermus aquaticus)

- Nukleotide

- Pufferldsungen, die fir ein geeignetes chemisches Milieu sorgen
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Primer sind Oligonukleotide, die der Sequenz an den 5’-Enden der beiden DNA-
Einzelstrangen komplementar sind. Durch sie kann Anfang und Ende des
gewunschten DNA- Abschnitts gewahlt werden.

Die PCR findet in einem sog. ,Thermocycler” statt, der die in ihm befindlichen
ReaktionsgefalRe exakt auf die fir die einzelnen Schritte bendtigte Temperatur
einstellt und die einzelnen Zyklen beliebig haufig wiederholen kann. Um
Verdunstung zu vermeiden, wird ein beheizbarer Deckel verwendet.

Der Reaktionszyklus der PCR lasst sich in drei Schritte unterteilen:

1. Das Reaktionsgemisch wird auf 95°C erhitzt, wodurch die DNA in zwei
Einzelstrange aufgespalten wird (,Melting®).

2. Nach Abkuhlung auf die sog. ,Annealing“-Temperatur (ca. 50°C), die fur
jede PCR spezifisch gewahlt werden muss, lagern sich die Primer den
Einzelstrangen an.

3. Bei ca. 72°C wird die Tag-Polymerase aktiv und bildet entlang des DNA-
Strangs neue Doppelstrange (,Elongation®), wobei Start- und Endpunkt

durch die entsprechenden Primer festgelegt werden.

DNA wurde entweder mittels QIAamp Blood Kit® (Quiagen, Hilden,
Deutschland) aus Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Blut extrahiert oder durch
Wangenabstriche mittels BuccalAmp System® (Epicentre Technologies,
Madison, WI, USA) gewonnen. Vier SNPs wurden fur die Assoziationsanalysen
ausgewahlt, die verbreitete allelische Varianten der TPHZ2 in der
Allgemeinbevolkerung darstellen. Alle SNPs waren in der SNP database
(dbSNP) des National Center of Biotechnology Information (NCBI) aufgelistet,
wurden aber bisher noch nicht auf allelische Haufigkeiten hin untersucht. Auf
Genotypen-basierende Allelhaufigkeiten wurden auf 116 Chromosomen eines
Samples aus nicht verwandten Subjekten mit folgendem Ergebnis untersucht:
22,4% fur das T-Allel von rs4570625, 5% fur das Adenin (A)-Allel von
rs11178997, 4% fur das G-Allel von rs4341581 und 31% fur das T-Allel von
rs4565946.
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Tabelle 5 gibt eine Ubersicht iber die entsprechenden Referenznummern in
dbSNP, ihre Positionen im Gen - bezogen auf den Anfangsort der Transkription

- und die verwendeten Primer und Restriktionsenzyme.

Tabelle 5: Lokalisation der TPH2 SNPs und Genotypisierungsverfahren

dbSNP | Position Allele | Primer RE
rs4570625 | -703, GIT F: TTTTATGAAAGCCATTACACAT Psil
Transkriptions- R: TTCCACTCTTCCAGTTATTTTA
kontrollregion
F: TTTTATGAAAGCCATTACACAT Apol
R: AAGCTTTTTCTGACTTGACAAAT *
rs11178997 | -473, T/IA F°: TCTTGATTACCTTATTTGATCATTACACCT
Transkriptions- R: GAACCCTGGTGCTGAAGAGCAAT
kontrollregion F: CACATTTGCATGCACAAAATTAGAATATGT
R®:
CACATGTGATATTTTGACACAAGCGTACCT
rs4341581 +2533, Intron 1 | T/G F: AGGATTCAACGAGGCTAAGAG HpyCH4V
R: GTGAAGTTGCCGTGTCACTC
rs4565946 | +4144, Intron2 | C/T F: CATCCAAGGCTGTGTCCATA Bpu10l
R: TGTGTCACGTTGGGCTTTTA

* . Allel-spezifischer Primer, RE= Restriktionsenzyme, *modifizierender Primer (A/T)

rs4570625 (G/T)

FUr die erste Halfte der Proben (P001-406; interne Nummerierung) wurden
folgende Einzelkomponenten verwendet:

Als Forward-Primer diente ,5 TTTTATGAAAGCCATTACACAT 3% als
Reverse-Primer ,5° TTCCACTCTTCCAGTTATTTTA 3 10x 10 milimolares
Magnesiumchlorid (10x10mM MgCl,) fungierte als PCR-Puffer.

Zu Beginn jeder PCR wurde ein Master-Mix hergestellt, der aus einem
Vielfachen aller nétigen Einzelkomponenten bestand. Dabei wurden 2,5 ul
10x10mM MgCl,, 1 pl Nukleotide (2,5 mM Desoxyribonukleosidtriphosphat
(dNTP)), 1 ul Forward-Primer, 1 yl Reverse-Primer, 1 pl Tag-Polymerase und
17 pl destilliertes Wasser (dH,0) als Einzelkomponenten benutzt. Fur den
Master-Mix (50x) ergaben sich somit: 125 pl 10x10mM MgCl,, 50 pl Nukleotide,
50 pl Forward-Primer, 50 ul Reverse-Primer, 50 pl Tag-Polymerase und 850 pl
dH,0O. Anschliel3end erfolgte Mischung und Zentrifugation des Inhalts. Bei den
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jeweiligen  Pipettierungen wurde auf einen sauberen Arbeitsplatz,
ausreichendes Durchmischen und Zentrifugierung sowie auf eine adaquate
Kdhlung der Komponenten mittels Kuhlakku geachtet. Durch Verwendung von
Positiv- und Negativkontrollen Uberprufte man sauberes Arbeiten.

In die entsprechenden Tubes wurde je 1,5 pl der zu vervielfaltigenden DNA und
je 23,5 yl Master-Mix Inhalt pipettiert, so dass sich die Tube-Gesamtmenge auf
25 pl bemald.

Als Annealing-Temperatur diente 51,9°C, als Elongations-Temperatur 72°C. Die
Thermocyclerbedingungen waren: 95°C fur 5 Minuten, 95°C fiir 45 Sekunden,

51,9°C fiir 45 Sekunden, 72°C fiir 45 Sek unden, 72°C fur 3 Minuten und bei
10°C Pause, wobei die kursiv gedruckten Abschnitte 40-mal wiederholt wurden.
Die GroRe des PCR-Produkts betrug 204 Basenpaare (bp).

Fir die zweite Halfte der Proben (P407-672) wurden folgende
Einzelkomponenten ausgewahlt:

Als Forward-Primer fungierte ,5° TTTCCATGATTTCCAGTAGAGAG 3 als
Reverse-Primer ,,5° AAGCTTTTTCTGACTTGACAAAT 3.

Auch hier wurde ein Master-Mix angefertigt. Dabei wurden 2,5 pyl 10x15mM
MgClz, 1 pl Nukleotide (2,5 mM dNTP), 1 pl Forward-Primer, 1 pyl Reverse-
Primer, 1 ul Tag-Polymerase und 17,5 ul dH20 als Einzelkomponenten benutzt.
Im Master-Mix (50x) befanden sich somit: 125 pl 10x15mM MgCl,, 50 ul
Nukleotide, 50 pl Forward-Primer, 50 uyl Reverse-Primer, 50 pl Tag-Polymerase
und 875 ul dH,0.

In die Tubes wurde je 1 pl der zu vervielfaltigenden DNA und je 24 ul Master-
Mix Inhalt pipettiert, so dass die Gesamtmenge pro Tube ein Volumen von 25 pl
ergab.

Mit Ausnahme der Annealing-Temperatur, die bei 55°C lag, entsprachen die
Thermocyclerbedingungen den Vorgaben der ersten Halfte der Proben. Die
Grolde des PCR-Produkts betrug diesmal 309 bp.
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rs4565946 (C/T)

Als Forward-Primer wurde ,5° CATCCAAGGCTGTGTCCATA 3”7 benutzt, als
Reverse-Primer ,5° TGTGTCACGTTGGGCTTTTA 3.

Far den Master-Mix wurden 2,5 pl 10x15mM MgCl;, 1 pl Nukleotide (2,5 mM
dNTP), 0,6 pl Forward-Primer, 0,6 ul Reverse-Primer, 1 yl Tag-Polymerase und
18,3 pl dH,0 als Einzelkomponenten verwendet, so dass sich fir den Master-
Mix (50x) ergaben: 125 pl 10x15mM MgCl,, 50 pl Nukleotide, 30 upl Forward-
Primer, 30 ul Reverse-Primer, 50 ul Tag-Polymerase und 915 pl dH20.

Die Tube-Gesamtmenge betrug 25 ul, wobei je 1 yl aus der entsprechenden
DNA und der Rest aus Master-Mix bestanden.

Als Annealing-Temperatur wurde 56,3°C gewahlt, als Elongations-Temperatur
72°C. Die Thermocyclerbedingungen waren: 95°C fur 5 Minuten, 95°C fiir 45
Sekunden, 56,3°C fiir 45 Sekunden, 72°C fiir 45 Sekunden , 72°C fur 3 Minuten
und bei 10°C Pause, wobei die kursiv gedruckten Abschnitte 36-mal wiederholt
wurden. Die Gro3e des PCR-Produkts lag bei 225 bp.

rs4341581 (T/G)

Als Forward-Primer diente ,5° AGGATTCAACGAGGCTAAGAG 3¢ als
Reverse-Primer ,5° GTGAAGTTGCCGTGTCACTC 3.

Far den Master-Mix wurden 2,5 pl 10x10mM MgCl;, 1 pl Nukleotide (2,5 mM
dNTP), 0,6 pl Forward-Primer, 0,6 ul Reverse-Primer, 1 yl Tag-Polymerase und
18,3 pl dH,0 als Einzelkomponenten verwendet. Somit bestand der Master-Mix
(50x) aus: 125 pl 10x15mM MgCly,, 50 ul Nukleotide, 30 uyl Forward-Primer, 30
Ml Reverse-Primer, 50 ul Tag-Polymerase und 915 ul dH,0.

Je 2 ul der entsprechenden DNA und 23 pl aus dem Master-Mix wurden in die
einzelnen Tubes pipettiert.

Im Unterschied zum PCR-Protokoll von rs4565946 wurde hier 58,7°C als
Annealing-Temperatur festgesetzt. Die GrolRe des PCR-Produkts betrug 247
bp.
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rs11178997 (T/A)

Die Amplification Refractory Mutation System (ARMS)-PCR dient der Detektion
polymorpher Bereiche innerhalb einer DNA-Sequenz (Newton et al. 1989) und
beruht auf einer beabsichtigten Paarung bzw. Fehlpaarung des letzten
Nukleotides des 3’-Endes eines PCR-Primers. Dabei werden zwei PCR-Primer
verwendet, die im letzten 3’-Nukleotid allelspezifisch sind. Somit erlaubt das
PCR-Produkt eine Aussage daruber, welches der beiden Allele vorliegt. Die
Synthese eines allelspezifischen PCR-Produkts durch die DNA-Polymerase
kann nur dann erfolgen, wenn das letzte Nukleotid am 3’-Ende des
entsprechenden Primers zu der zu vervielfaltigenden DNA komplementar ist.
Die Forward-Primer ,5° CACATTTGCATGCACAAAATTAGAATATGT 3™ und
0 GAACCCTGGTGCTGAAGAGCAAT 3'“ als Reverse-Primer wurden in allen
PCR-Produkten gefunden und dienten als Positivkontrolle. Als allelspezifische
Forward- bzw. Reverse-Primer wurden
D TCTTGATTACCTTATTTGATCATTACACCT 3 bzw.
.0 CACATGTGATATTTTGACACAAGCGTACCT 3" eingesetzt, wobei diese
.penultimate mismatches” enthielten, um die Allelspezifitdt der Primer zu

erhohen.

Far den Master-Mix wurden 2,5 pl 10x10mM MgCl,, 1 pl Nukleotide (2,5 mM
dNTP), je 1 pl der 4 Primer, 1 pl Tag-Polymerase und 15,5 pyl dH,O als
Einzelkomponenten benutzt. Im Master-Mix (50x) waren 125 pl 10x15mM
MgCl,, 50 pl Nukleotide, je 50 ul Primer, 50 pyl Tag-Polymerase und 775 pl
dH,O vorhanden.

In die einzelnen Tubes wurden je 1 ul der entsprechenden DNA und 24 pl aus
dem Master-Mix pipettiert.

Als Annealing-Temperatur wurde 60°C gewahlt, als Elongations-Temperatur
68°C.
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Thermocyclerbedingungen waren: 95°C flr 3 Minuten, 94°C fiir 30 Sekunden,
60°C fiir 30 Sekunden, 68°C fiir 40 Sekunden, 68°C fur 3 Minuten und bei 10°C

Pause, wobei die kursiv gedruckten Abschnitte 35-mal wiederholt wurden.

4.2.2 Digest

Nach Vervielfaltigung des entsprechenden DNA-Abschnitts wurde durch
Restriktionsendonukleasen die DNA in spezifische Fragmente zerlegt.
Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, die eine spezifische DNA-
Sequenz erkennen und die doppelstrangige DNA hier schneiden.

Fir den Digest (Enzymverdau) wurden neben dem entsprechenden PCR-
Produkt dH,O, Puffer und das jeweilige Restriktionsenzym bendtigt.
Reaktionsbedingungen und Menge der einzelnen Komponenten waren vom
Enzym abhangig und variierten somit. Die Inkubation dauerte bei allen

durchgefuhrten Digests 16 Stunden.

rs4570625

Fir die Proben P001-406 galten folgende Bedingungen:

Es wurden je 10 yl PCR-Produkt mit 0,6 pl Psi I, 2 ul Puffer B und 7,4 ul dH,O
versetzt, so dass das Tube-Gesamtvolumen — wie bei allen durchgefuhrten
Digests - je 20 yl enthielt. Die Inkubationstemperatur wurde mit 37°C gewahlt.
Das verwendete Enzym Psi | (New England Biolabs) schnitt DNA bei
5..TTAVTAA...3'und 3'...AATAATT...5.

Der Digest der Proben P407-672 erfolgte mit einem anderen Enzym und Puffer:
Zu je 10 yl PCR-Produkt wurden 0,8 ul Apo |, 2 ul Puffer 3 und 7,2 ul dH,0
hinzugegeben. Die Inkubationstemperatur wurde auf 50°C festgesetzt. Apo |
(New England Biolabs) spaltete DNA bei 5...PuVYAATTPy...3' und
3'...PyTTAAAPU...5.

rs4565946
Es wurden je 11 pl PCR-Produkt mit 1 yl Bpu 10 1, 2 pl Puffer K und 6 pl dH,0
versetzt. Die Inkubationstemperatur betrug 37°C. Durch Bpu10 | (New England
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Biolabs) erfolgte die DNA Spaltung bei 5...CCVYTNAGC...3 und
3'...GGANTACG...5.

rs4341581

Zu je 8 pl PCR-Produkt wurden 1 pl HpyCH4V, 2 pl Puffer 4 und 9 ul dH,0
hinzupipettiert. Die Inkubationstemperatur wurde mit 37°C gewahlt. HpyCH4V
(New England Biolabs) schnitt DNA bei 5'... TGV CA...3' und 3’...ACAGT...5.

4.2.3 Gelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung des Digest-Produkts bei 110 Volt wurde je
nach erwarteter Fragmentgrofe 3% - bzw. 4%iges Agarosegel verwendet.

Fir die Herstellung der Gele mussten hierzu 100ml Tris-Acetat-
Ethylendiamintetraacetat (TAE)-Puffer mit 3 bzw. 4 g Agarose aufgekocht
werden. Nach Abkuhlung auf 50°C fligte man 3 ul Ethidiumbromid hinzu. Die
Agaroselosung wurde in eine Gelkammer gegossen, und ein Kamm zur
Herstellung der Taschen eingesetzt. Nachdem das Gel erstarrte und der Kamm
entfernt war, konnte es in eine mit TAE-Puffer geflilite Elektrophoresekammer
gegeben werden. Dabei sollte der Pegel des TAE-Puffers knapp oberhalb der
Geloberflache stehen. Dem jeweiligen Digest-Produkt, das sich in den Tubes
befand, wurde je 5ul Blaupuffer hinzugegeben. Nach Mischung und
Zentrifugation erfolgte eine Pipettierung von je 20ul Tubeinhalt pro Tasche. Als
Vergleichsgroflenstandard diente die 100bp DNA-Leiter Plus.

Die DNA wurde bei 110 Volt elektrophoretisch aufgetrennt und wanderte vom
Minus- zum Pluspol. Nach ca. 60 Minuten wurde unter UV-Licht das Ergebnis -
die im Gel sichtbaren unterschiedlichen Banden - photographisch festgehalten.
Nicht nur zur Auswertung des Digests, sondern auch zur Kontrolle der PCR
konnte die Gelelektrophorese eingesetzt werden. Hierbei genugte das 3%ige

Gel. Gleichfalls war eine kurzere Elektrophoresedauer ausreichend.

4.2.4 Ausw ertung
Abgesehen von der Gelelektrophorese der Proben P407-672 fur rs4570625, bei

der 4%ige Gele verwendet wurden, waren ansonsten 3%ige ausreichend.
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rs4570625

Fur die Proben P001-406 galt:

In dem Fall, dass das PCR-Produkt nach dem Digest ungeschnitten war, also
die entsprechende Bande bei 204 bp sichtbar war, handelte es sich um die
Allelauspragung G/G. T/T hingegen lag vor, wenn zwei Banden (bei 149 bp und
55 bp) zu finden waren. Das Vorhandensein aller drei Banden (204 bp, 149 bp,
55 bp) fuhrte zum Ergebnis G/T.

Die zweite Halfte der Proben wurde folgendermalien ausgewertet:

War nur eine Bande bei 309 bp zu sehen, resultierte daraus in der Auswertung
T/T. Banden bei 285 bp und 24 bp stellten den Genotyp G/G dar. Die
heterozygote Allelauspragung G/T wurde durch alle drei Banden (bei 309 bp,
285 bp, 24 bp) definiert.

Abb. 5: Gelelektrophorese rs4570625
P 478 479 480 481 483 484 487 488 489 490 492 493 494 495 497

P479 als Beispiel fur G/G, P480 fur G/T und P492 fur T/T.
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rs4565946

T/T aulerte sich in nur einer Bande bei 225 bp, C/C hingegen durch die
Banden bei 132 bp und 93 bp. Der heterozygote Genotyp T/C verfugte Uber
Banden bei 225 bp, 132 bp und 93 bp.

Abb. 6: Gelelektrophorese rs4565946
P 550 551 552 553 554 555 556 557 558 559 560 561 562 563 564

Fur P550 ergab sich C/C, fur P551 T/C und far P553 T/T.

rs4341581

Der Genotyp T/T war durch nur eine Bande bei 247 bp gekennzeichnet. Fanden
sich Banden bei 166 bp und 81 bp, so handelte es sich um G/G. T/G hingegen
lag vor, wenn sich alle drei Banden (bei 247 bp, 166 bp und 81 bp) darstellten.

Abb. 7: Gelelektrophorese rs4341581

P. 215 216 21.7 218 219 220 221 222 223

Wahrend z.B. P215 als T/T und P218 als T/G ausgewertet wurden, zeigte sich
in der gesamten Stichprobe kein G/G.
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rs11178997

Im Unterschied zu den anderen o.g. Polymerase-Kettenreaktionen erlaubt die
ARMS-PCR  eine  Ergebnisauswertung ohne  Durchfuhrung eines
anschlie3enden Digests.

Wie schon unter 4.2.1 erwahnt, wurde eine Positivkontrolle verwendet, die sich
bei allen PCR-Produkten in der Gelelektrophorese durch eine Bande bei 749 bp
zeigte. Das Vorliegen einer Bande bei 526 bp beschrieb die homozygote
Variante T/T, eine Bande bei 282 bp hingegen A/A. Waren diese beiden

Banden vorhanden, handelte es sich um die heterozygote Variante A/T.

Abb. 8: Gelelektrophorese rs11178997

P 144 146 147 150 151 152 153 157

Als Beispiel dienten hier P144 als A/T und P146 als T/T.

4.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. rer. nat.
Dipl. Psych. Alexander Strobel und Herrn Dipl. Psych. Johannes Miller aus der
Abteilung ,Differentielle und Personlichkeitspsychologie® der Technischen

Universitat Dresden durchgefuhrt.

Das Kopplungsungleichgewicht (LD) wurde paarweise zwischen den vier SNPs
mit 2LD (Zhao, 2004) bestimmt. Die Assoziationsanalysen wurden mit dem
WHAP Programm von S.Purcell und P.Sham (Institute of Psychiatry, London,
UK) durchgefluhrt (http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/whap/). Basierend auf

der Regression berechnet WHAP Wahrscheinlichkeitsverhaltnisse, um

Einzelmarker- und Haplotypassoziationstests fur dichotome und quantitative


http://pngu.mgh.harvard.edu/%7Epurcell/whap/
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Eigenschaften durchzufliihren. Indem die Eigenschaftswerte zufallig neu
zugewiesen werden (10000 in dieser Studie), liefert WHAP auf Permutation
basierende p-Werte. Diese spiegeln den Anteil der Wiederholungen wider, die
Werte der Wahrscheinlichkeitsverhaltnisstatistiken produzieren, die mindestens
so grold sind wie die in den tatsachlichen Daten beobachteten Werte. Fur
Einzelmarker-Analysen fihrt WHAP sowohl lokale (d.h. marker-spezifische)
Tests fur die allelische Assoziation als auch globale Merkmalstests durch. Der
globale p-Wert spiegelt das GrolRenverhaltnis eines Mehrfachen der Summe
der Wahrscheinlichkeitsverhaltnisse wider, denn die
Einzelmarkerassoziationen im permutierten Datensatz sind mindestens
genauso grof3 wie die Summe der Statistiken der
Wabhrscheinlichkeitsverhaltnisse der vorliegenden Daten. WHAP implementiert
einen Erwartungswertmaximierungsalgorithmus zur Haplotyp-Analyse und
testet die globale Assoziation zwischen Haplotypen und Merkmalen. Au3erdem
wird jeder einzelne Haplotyp mit allen anderen verglichen, um
haplotypspezifische Zusammenhange zu erkennen. Haplotypen mit einer
geschatzten Frequenz <1% fanden keine Berucksichtigung in der Auswertung.
Um mdgliche Einflisse der demographischen Variablen nachzuweisen,
basierten die Assoziationstests zwischen TPH2 und den
Personlichkeitseigenschaften der Kontrollgruppe auf  alter- und
geschlechtresidualisierten und z-standardisierten Personlichkeits-Scores. Die
Residualisierung erfolgte durch multiple Regression. Bonferroni Korrekturen des
globalen p-Wertes wurden angewandt, wenn Hypothesen mit mehr als einem
Test Uberpruft wurden (z.B. zwei einzelne Tests fur Cluster B und C bei der
Uberprifung des hypothetischen Zusammenhangs zwischen TPH2 Markern

und Personlichkeitsstérungen).
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5. Ergebnisse

5.1 Linkage disequilibrium (LD) und Hardy-Weinberg-Equilibrium (HWE)

Paarweise stellt Tabelle 6 das Kopplungsungleichgewicht (LD) zwischen allen
vier SNPs (physische Reihenfolge der Marker: rs4570625 - 0,23kb -
rs11178997 — 3,0kb — rs4341581 — 1,6kb — rs4565946) dar, wobei nur solche
Studienteilnehmer berlcksichtigt wurden, von denen genotypische Information
uber alle vier SNPs vorlag (n=756). Allein fur das LD zwischen rs11178997 und
rs4565946 (D"=0,93) konnte keine Signifikanz nachgewiesen werden (p=0,11).

Tabelle 6: Kopplungsungleichge wicht (LD) zw ischen den untersuchten
SNPs

SNP 1 SNP 2 D’ P

rs4570625 rs11178997 1,00 < 0,01
rs4570625 rs4341581 0,81 < 0,01
rs4570625 rs4565946 0,83 < 0,01
rs11178997 rs4341581 0,93 0,11
rs11178997 rs4565946 0,72 < 0,01
rs4341581 rs4565946 0,89 < 0,01

Das Hardy-Weinberg-Equilibrium (HWE) wurde getrennt fur die Kontrollgruppe,
Cluster B und C Patienten bestimmt. Nur fir den rs11178997 Genotyp in
Cluster B Patienten (x*>=1,89; p=0,169) und fur den rs4565946 Genotyp in
Cluster C Patienten (x*=2,71; p=0,100) wurden Abweichungen vom HWE
gefunden. Bei allen ubrigen Genotypen war p=0,364.
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5.2 Analyse der Assozi ation der einzelnen SNPs mit
Personlichkeitsstorungen

Tabelle 7: Assoziation der einz elnen SNPs mit Cluster B und C
Personlichkeitsstorungen

Cluster B Cluster C
TPH2 SNP | Allel % b p? b p?
rs4570625 | G 0,81 0,00 0,00
T 0,19 0,41 0,005 0,67 0,001
rs11178997 | T 0,95 0,00 0,00
A 0,05 0,43 0,070 1,00 0,002
rs4341581 | T 0,97 0,00 0,00
G 0,03 -0,20 0,611 -0,61 0,265
rs4565946 | C 0,52 0,00 0,00
T 0,48 -0,12 0,292 0,22 0,177
globales p° 0,038 0,001

%=Frequenzen der TPH2-Allele; b= logistischer Regressionskoeffizient (abhangig von der
Gleichheit der Allelfrequenz) ; fettgedruckte Werte p <0,05; ® = nicht korrigierte Signifikanz der
lokalen Permutationstests; ° = Bonferroni-korrigierte Signifikanz der globalen Permutationstests,
angepasst an die Zahl der untersuchten Cluster (korrigiertes p= empirisches p x 2)

In Tabelle 7 sind die Allelfrequenzen der einzelnen SNPs, ihr prozentualer
Anteil an der Gesamtprobe sowie die Ergebnisse der Permutation Tests fur die
globale und lokale (d.h. marker-spezifische) Assoziation der TPH2 Varianten
mit Cluster B und Cluster C Patienten dargestellt. Fur beide untersuchten
Cluster wurde eine Bonferroni-korrigierte globale Signifikanz nachgewiesen
(Cluster B: p® = 0,038 und Cluster C: p° = 0,001).

Zwischen dem rs4570625 T-Allel und Cluster B Personlichkeitsstorungen
bestand eine positive Assoziation (b=0,41; p=0,005), was auf eine hohere
Frequenz des T-Allels bei Cluster B Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe
hindeutet. Der signifikant positive Regressionskoeffizient des rs4570625 T-
Allels bildete somit den Hauptanteil an der globalen Assoziation (p°=0,038) mit

Cluster B Personlichkeitsstorungen.
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Auch mit dem Cluster C war das rs4570625 T-Allel positiv assoziiert (b=0,67;
p=0,001). Eine weitere positive Assoziation mit diesem Cluster wurde flir das
rs11178997 A-Allel (b=1,00; p=0,002) gefunden, was - ahnlich dem oberen Fall-

auf eine hohere Frequenz des A-Allels hinweist.

Selbst als nur Patienten ohne Achse | Diagnose berlcksichtigt wurden, um
Komorbiditat mit anderen psychiatrischen Erkrankungen als Storgrofe
auszuschliel3en, blieben die marker-spezifischen Effekte signifikant (alle p<
0,05).

AnschlieBend wurde untersucht, ob die Assoziationen von rs4570625 und
rs11178997, die mit den Clustern B und C beobachtet wurden, Folge einer
Assoziation mit spezifischen Personlichkeitsstorungen war. Da die meisten
Patienten mit mehreren Subtypen innerhalb eines Clusters diagnostiziert
wurden, fand die Gruppeneinteilung gemal} ihrer Hauptdiagnose im SKID-II
statt. Dies fuhrte zu nicht Uberlappenden Gruppen. Da nur solche Gruppen, die
aus mindestens 30 Patienten bestanden, untersucht wurden, waren Tests auf
die histrionische und narzisstische (Cluster B) sowie auf selbstunsichere und

zwanghafte Personlichkeitsstorung (Cluster C) beschrankt.
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Tabelle 8: Einzelmarker Assoziat ion zwischen rs4570625 und rs11178997
und histrionischen, narzisstischen (C luster B) und selbstunsicheren,
zwanghaften (Cluster C) Personlichkeitsstorungen

histrionisch | narzisstisch | selbst- zwanghaft
unsicher
TPH2 SNP | Allel | % b p? b p? b p° b p?
rs4570625 | G 0,82 | 0,00 0,00 0,00 0,00
T 0,18 0,41 | 0,008 | 0,27 | 0,309 | 0,32 | 0,370 | 0,75 | 0,008
rs11178997 | T 0,95 | 0,00 0,00 0,00 0,00
A 0,05|0,29 | 0,293 | 0,77 | 0,075 | 0,38 | 0,418 | 1,07 | 0,018
globales p® 0,054 0,216 1,000 0,010

%=Frequenzen der TPH2-Allele; b= logistischer Regressionskoeffizient (abhangig von der
Gleichheit der Allelfrequenz) ; fettgedruckte Werte p <0,05; ® = nicht korrigierte Signifikanz der
lokalen Permutationstests; ° = Bonferroni-korrigierte Signifikanz der globalen Permutationstests,
angepasst an die Zahl der untersuchten Untergruppen pro Cluster (korrigiertes p= empirisches
pXx2)

Innerhalb des Clusters B bestand weder fur die globale Assoziation von
rs4570625 und rs11178997 mit

Personlichkeitsstorung ein signifikanter Zusammenhang, wobei die globale

histrionischer noch mit narzisstischer
Assoziation mit histrionischer Personlichkeitsstorung das Signifikanzniveau nur
knapp (p°=0,054) verfehlte. Das rs4570625 T-Allel hingegen war hoch
(b=0,41; p=0,008) mit histrionischer

signifikant Personlichkeitsstorung

assoziiert.

Wahrend innerhalb des Clusters C fur die globale Assoziation von rs4570625
und rs11178997 mit selbstunsicherer Personlichkeitsstorung keine Signifikanz
gefunden wurde (p°=1,000), wies jedoch die globale Assoziation mit der
zwanghaften Persdnlichkeitsstérung ein Signifikanzniveau von p°=0,010 auf.
Hierbei bei
Assoziationen mit der zwanghaften Personlichkeitsstorung sowohl fir das
rs4570625 T-Allel (b=0,75; p=0,008) als auch fur das rs11178997 A-Allel
(b=1,07; p=0,018) ein positiver, signifikanter Zusammenhang auf. Dies spiegelt
die hohere Frequenz des rs4570625 T-Allels und des rs11178997 A-Allels

innerhalb der Patientengruppe mit zwanghaften Personlichkeitsstérungen wider.

fiel der Untersuchung der lokalen, marker-spezifischen
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5.3 Analyse der Haplotypenassoziation mit Personlichkeitsstérungen

Tabelle 9 : Geschatzte TPH2 Haplot ypen Haufigkeiten und deren
Assoziation mit Cluster B und Cluster C Personlichkeitsstorungen

TPH2 Haplotypen Cluster B Cluster C
rs4570625 | rs11178997 | rs4341581 | rs4565946 | % b p? b p?

G T T T 0,46 | -0,05 | 0,684 |-0,19 | 0,255
G T T C 0,32 | -0,23 | 0,056 | -0,27 | 0,136
T T T C 0,12 | 0,48 | 0,004 | 0,47 | 0,042
T A T C 0,05 | 0,69 |0,012 | 1,31 | <0,001
G T G C 0,03 | -0,15 | 0,643 | -0,56 | 0,283
T T T T 0,01 | 1,7 0,030 | -0,63 | 0,468
T A T T 0,01 | -1,66 | 0,066 | -1,52 | 0,528
globales p° 0,001 <0,001

%=Frequenzen der geschatzten TPH2 Haplotypen (zur Vereinfachung fanden nur solche
Haplotypen mit einer Frequenz von mindestens 1% in einer der aufgefuhrten Gruppen
Berucksichtigung, d.h. >99% der entsprechenden Stichprobe); b= logistischer
Regressionskoeffizient der Haplotyp-spezifischen Tests ; fettgedruckte Werte p <0,05; = nicht
korrigierte Signifikanz der Haplotyp-spezifischen Permutationstests; b= Bonferroni-korrigierte
Signifikanz der globalen Permutationstests, angepasst an die Zahl der untersuchten Cluster
(korrigiertes p= empirisches p x 2)

Tabelle 9 gibt die Ergebnisse der Haplotyp-Analysen und deren Assoziation mit
den Clustern B und C wieder. In beiden Fallen zeigten die globalen
Permutationstests hoch signifikante Ergebnisse (Cluster B: p=0,0006; Cluster
C: p=0,0004). Jedoch verdeutlichte die Analyse der spezifischen Haplotypen,
dass diese Ergebnisse hauptsachlich die Resultate der Assoziation der
einzelnen SNPs widerspiegeln. Sowohl fir den T-T-T-C (rs4570625-
rs11178997-rs4341581-rs4565946) Haplotyp (Cluster B: b=0,48; p=0,004;
Cluster C: b=0,47; p=0,042) als auch fur T-A-T-C (Cluster B: b=0,69; p=0,012;
Cluster C: b=1,31; p=0,0002) bestanden signifikant  positive
Regressionskoeffizienten. Signifikant negative Regressionskoeffizienten zeigten
sich fur den seltenen T-T-T-T Haplotyp (Cluster B: b=-1,71; p=0,030).
Zusammengefasst ist die signifikante Assoziation der Haplotypen mit Cluster B
und C Personlichkeitsstorungen hauptsachlich ein Ergebnis der Prasenz des
rs4570625 T-Allels.
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5.4 Analyse der Assoz iationstests von Patienten mit
Personlichkeitsstorungen und komorbiden Achse | Storungen

Im Folgenden wurde untersucht, ob die Ergebnisse aus 5.2 fur rs4570625 und
rs11178997 durch Komorbiditat mit Achse | Stérungen beeinflusst wurden.
Innerhalb der Achse | Stérungen waren als haufigste Komorbiditaten mit Cluster
B und C die affektive Storung (F3x, n=80) und Angststorungen einschliellich
neurotischer, Belastungs- und somatoformer Storungen (F4x, n=166) zu

verzeichnen.

Tabelle 10: Assoziation zw ischen TPH2 rs4570625 und rs11178997 u nd
Achse | Diagnosen

F3x F4x keine Fx
TPH2 SNP | Allel | % B p? b p? b p?
rs4570625 |G 0,82 |0,00 0,00 0,00
T 0,18 [0,79 [<0,001|0,54 0,004 [0,45 0,007
rs11178997 | T 0,95 |0,00 0,00 0,00
A 0,05 |0,92 [0,008 [046 [0,151 [0,74 0,007
globales p° 0,002 0,009 0,036

%=Frequenzen der TPH2-Allele; b= logistischer Regressionskoeffizient (abhangig von der
Gleichheit der Allelfrequenz); fettgedruckte Werte p <0,05; ® = nicht korrigierte Signifikanz der
lokalen Permutationstests; ° = Bonferroni-korrigierte Signifikanz der globalen Permutationstests,
angepasst an die Zahl der untersuchten Gruppen (korrigiertes p= empirisches p x 3)

Hoch signifikante globale Assoziationen von rs4570625 und rs11178997
(Tabelle 10) wurden sowohl mit F3x (p°=0,002) als auch F4x Stdérungen
(p°=0,009) beobachtet. Marker-spezifische Analysen ergaben, dass das
rs4570625 T-Allel sowohl mit F3x (b=0,79; p<0,001) als auch mit F4x (b=0,54;
p=0,004) positiv signifikant assoziiert war. FlUr das rs11178997 A-Allel galt dies
nur fur F3x (b=0,92; p=0,008). Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass
das rs4570625 T-Allel und das rs11178997 A-Allel in den betreffenden

Patientengruppen haufiger vorhanden waren.
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Spezifische F3x- und F4x Untergruppen wurden nur fur Gruppen mit n=15
durchgefuhrt, d.h. nur bipolar affektive Stérung (F31, n=18), depressive Episode
(F32, n=30), rezidivierende depressive Storung (F33, n=28), andere
Angststorungen (F41, n=18; zwei Probanden mit einer anderen F41.x Diagnose
als F41.0 wurden ausgeschlossen) und Anpassungsstorung (F43.2, n=99; zwei
Probanden mit einer anderen F43.x Diagnose als F43.2 wurden
ausgeschlossen) fanden Berucksichtigung. Nur fur die F43.2 Subgruppe fanden
sich sowohl auf dem globalen (p°=0,002) als auch auf dem lokalen, marker-
spezifischen Niveau (rs4570625: b=0,63, p=0,002; rs11178997: b=1,06;
p<0,001) signifikante Assoziationen. In keiner anderen Untergruppe war die
globale Assoziation signifikant positiv (p°20,126), so dass marker-spezifische

Tests nicht durchgefuhrt wurden.

Auch wurden Patienten ohne Fx Diagnose untersucht und mit den Gruppen
F3x, F4x sowie der Kontroligruppe verglichen. Die Resultate fur rs4570625 und
rs11178997 beim Vergleich von Patienten ohne Fx Diagnose mit der
Kontrollgruppe zeigten sowohl global (p°=0,036) als auch lokal (rs4570625 T-
Allel: b=0,45; p=0,007; rs11178997 A-Allel: b=0,74; p=0,007) positiv signifikante
Ergebnisse. Hingegen bestanden keine signifikanten Zusammenhange

zwischen Patienten mit und ohne Achse | Komorbiditét (p°=0,804).

Aufgrund der relativ geringen Stichprobengréf3e und der damit einhergehenden
reduzierten Teststarke kann ein Effekt der Personlichkeitsstorungen auf eine

Achse | Storung nicht vollig ausgeschlossen werden.
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6. Diskussio n

6.1 Diskussion der Untersuchungsergebnisse

Das Hauptergebnis der vorliegenden Studie ist, dass der SNP rs4570625 mit
Cluster B- und Cluster C Personlichkeitsstérungen assoziiert ist. Differentielle
Effekte zeigen sich bei rs11178997 und rs4341581. Nach der vorliegenden
Untersuchung spielen die allelischen Varianten der TPH2 Funktion
wahrscheinlich eine wesentliche Rolle bei der Entwicklung und Modulation von
individuellen Unterschieden angst- und depressionsassozierter

Personlichkeitsstorungen (Gutknecht et al., 2007).

Dem serotonergen System kommt in der Modulation von Kognition und Affekt
entscheidende Bedeutung zu (Clarke et al., 2004; Murphy et al., 2002; Riedel et
al., 2002). Der 5-HT Transporter und 5-HTia Rezeptor sind mit
Personlichkeitsmerkmalen, die mit Angst und Depression einhergehen,
assoziiert (Lesch et al., 1996; Strobel et al., 2003) und beeinflussen die
Aktivierung bestimmter Gehirnregionen als Antwort auf emotionale Stimuli
(Canli et al., 2005a; Hariri et al., 2005; Heinz et al., 2005; Pezawas et al., 2005).
Obwonhl die Tryptophanhydroxylase (TPH) das geschwindigkeitsbestimmende
Enzym der Serotoninsynthese ist, liegen Uber den Einfluss der allelischen

varianten von TPH2 nur wenige Daten vor.

Das Cluster Modell von Personlichkeitsstorungen geht von Kontinuen zwischen
affektiven Stoérungen und dramatisch-emotionalen Cluster B
Personlichkeitsstorungen sowie Angststorungen und angstlich-vermeidenden
Cluster C Stérungen aus. Die allelischen Variationen von TPH2 und eine
veranderte TPH2 Expression im Gehirn sind mit ADHS, affektiven Stérungen,
Depressionen, bipolaren Stérungen, Selbstmord, Angst- und Zwangsstérungen
assoziiert (Walitza et al., 2005; Harvey et al., 2004; Zill et al., 2004; Bach-
Mizrachi et al., 2006; De Luca et al., 2005; Preisig et al., 2005; Zhou et al.,
2005; Mossner et al., 2006). Durch fMRT konnte die funktionelle Relevanz der
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TPH2 Varianten der Transkriptionskontrollregion — insbesondere des rs4570625
SNPs — nachgewiesen werden, indem die Ansprechbarkeit der Amygdala in
Abhangigkeit der TPH2-Allele gemessen wurde (Brown et al., 2005; Canli et al.,
2005a). Zudem zeigten Herrmann und Mitarbeiter (2007) durch Messen sog.
ERPs (event-related potentials), dass sich die Effekte von TPH2 rs4570625 und
der kurzen Variante des 5-HTT in der Fruhphase der visuellen Verarbeitung
affektiver Stimuli addieren. Die Tatsache, dass eine akute Tryptophan
Depletion, die mit einer voribergehenden Reduktion des zerebralen Serotonins
einhergeht, zu einer gesteigerten Antwort der Amygdala auf angstbesetzte
Stimuli fihrt, unterstreicht die potentiellen Auswirkungen einer TPH2 Variation
auf die Amygdala-Aktivierung und betont die Rolle der 5-HT Funktion fur die
Verarbeitung emotionaler Reize (Cools et al., 2005). Hierbei wird die erhdhte
Antwort der Amygdala wahrscheinlich durch eine kompensatorische Abnahme
der 5-HTT Funktion und damit letztlich einer Steigerung der synaptischen 5-HT
Verfugbarkeit hervorgerufen (Milak et al., 2005).

Scheuch und Mitarbeiter (2007) zeigten auf, dass der TPH2 Promoter
Polymorphismus rs11178997 die TPH2 Gentranskription signifikant vermindern
kann, wahrend fiir die G- und T-Allele von rs4570625 eine Anderung der
Promoteraktivitat nicht festgestellt werden konnte. Obwohl somit TPH2
Varianten die Amygdala-Antwort auf emotionale Stimuli modifizieren kdnnen,
wurden die Transkriptionsregion und die Regulierungsfaktoren der TPH2
Expression noch nicht in allen Einzelheiten untersucht und bedurfen weiterer

biochemischer und genetischer Studien.

Cluster B und C Persodnlichkeitsstérungen sind polygenisch und wahrscheinlich
wie andere Erkrankungen, die mit kognitiver und emotionaler Dysregulation
einhergehen, durch eine veranderte serotonerge Neurotransmission
gekennzeichnet. Diese Annahme basiert auf mehreren Hinweisen aus Studien.
Zum einen sind niedrige 5-HT Spiegel, die durch eine Tryptophan Depletion
hervorgerufen wurden, mit Beeintrachtigungen der Kognition assoziiert. Daruber

hinaus besitzt der prafrontale Kortex, dem eine zentrale Rolle fur das
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Kurzzeitgedachtnis, die Kognition sowie in der Kontrolle des Verhaltens
zukommt, eine hohe Dichte an inhibierenden 5-HT 14 und erregenden 5-HTa
Rezeptoren, die in einem unfassenden Netzwerk serotonerger Projektionen mit
den Raphekernen in Verbindung stehen (Martin-Ruiz et al., 2001; Puig et al.,
2003; 2005).

Interaktionen mit anderen Neurotransmittersystemen sind relevant. Daneben
spielen N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) Rezeptoren des prafrontalen Kortex und
deren Wechselwirkung mit dem serotonergen System in der Regulierung von
Kognition und Emotion eine Rolle. Yuen und Mitarbeiter (2005) wiesen eine
Hemmung des NMDA-Rezeptor vermittelten Stroms in pyramidalen Neuronen
dieser Region durch Aktivierung von 5-HT.a Rezeptoren nach. Auf3erdem
inhibiert Serotonin pyramidale Neurone indirekt durch Aktivierung von 5-HT2p
und 5-HT3 Rezeptoren, die sich auf GABAergen Interneuronen befinden.
Schliefldlich bestatigten klinische Beobachtungen verschiedener Defizite - wie
die Unfahigkeit, Emotionen zu regulieren, impulsive und aggressive
Handlungen zu unterdricken oder mit Stress umzugehen — eine Beteiligung
des dorsomedialen prafrontalen Kortex (Amat et al., 2005; Evers et al., 2005;
Heinzel et al., 2005).

6.2 Limitierungen der Untersuchungsergebnisse

Wie bereits erwahnt, fand sich eine signifikante Assoziation von rs4570625 und
Personlichkeitsstorungen. Auch nach Ausschluss der Achse | Stérungen blieb
diese Assoziation signifikant, wenngleich aufgrund des kleinen Samples ein
Effekt der Personlichkeitsstérungen auf Achse | Stérungen nicht
ausgeschlossen werden kann. Dieser Sachverhalt sollte durch weitere Studien

mit gréReren Fallzahlen erneut untersucht und evaluiert werden.

Daruber hinaus ist die genetische Komponente von Personlichkeitsstorungen
hoch komplex, polygenisch, epistatisch und vielfaltigen Gen-Gen- und Gen-

Umwelt-Interaktionen unterworfen, die in dieser Arbeit nicht untersucht wurden.
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Gen-Umwelt-Interaktionen

Fir die Auspragung und Ausbildung von Personlichkeitseigenschaften und
Personlichkeitsstorungen spielen auch Umwelteinflisse, insbesondere in Form
von Milieu, Familie, Erziehung und Bildung eine Rolle. Um Umwelteinflisse auf
Personlichkeitsmerkmale und  Verhaltensweisen sowie = Gen-Umwelt-
Interaktionen zu untersuchen, erweisen sich Rhesusaffen als ideale
Forschungsobjekte. Rhesusaffen besitzen ebenfalls kurze (s) und lange (I)
Varianten des 5-HTT Polymorphismus (rh5-HTTLPR). Lesch und Mitarbeiter
(1997) untersuchten die Zusammenhange zwischen dem rh5-HTTLPR
Genotyp, der Serotoninfunktion und Ereignissen, die mit seelischen
Belastungen und Stress fur die Jungtiere einhergingen. Die Rhesusaffen
wurden dabei entweder in jungen Jahren von ihrer Mutter getrennt und dann
innerhalb einer Gruppe groldigezogen oder von ihrer Mutter selbst. Da diese
Affenpopulation somit aus zwei Kohorten mit vollig unterschiedlichen
Aufzuchtserfahrungen bestand, konnten die Wechselwirkungen zwischen
Umwelteinflissen und rh5-HTT Polymorphismen in Bezug auf den 5-HIAA
Liquorspiegel und das Verhalten der Tiere beurteilt werden. Die zentralen 5-
HIAA Spiegel wurden fur die in Gruppen aufgezogenen Tiere signifikant vom 5-
HTTLPR Genotyp beeinflusst. Ein solcher Zusammenhang fand sich bei den
von ihren Muttern gro3gezogenen Primaten nicht (Bennett et al., 2002).
Rhesusaffen, die innerhalb einer Gruppe aus Gleichaltrigen gro® wurden und
gleichzeitig das mit niedriger 5-HTT Aktivitat einhergehende rh5-HTTLPR s-Allel
besallen, zeigten signifikant niedrigere zentrale 5-HIAA Spiegel als die
entsprechenden homozygoten Trager des I-Allels. Dieser Befund ist mit in vitro
Studien kongruent, die eine reduzierte Bindungs- und Transkriptionseffizienz
des 5-HTT Gens in Abhangigkeit des 5-HTTLPR s-Allels nachwiesen (Lesch et
al., 1996). Zusammengefasst stellte diese Assoziation zwischen dem rh5-
HTTLPR Genotyp und den Aufzuchtsbedingungen sowie negativen
Erfahrungen im frihen Lebensalter, gemessen an der zentralen 5-HIAA
Konzentration, einen ersten Beweis flr eine signifikante Gen-Umwelt-
Interaktion dar. Champoux und Mitarbeiter (2002) konnten diesen

Zusammenhang bestatigen.
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Gen-Gen-Interaktionen

Da offensichtlich eine Vielzahl von Genen an der phanotypischen Auspragung
von Personlichkeitsmerkmalen und Verhaltensweisen beteiligt ist, kommt der
Erforschung von Gen-Gen-Interaktionen, d.h. der Epistase, eine zunehmend
grollere Bedeutung zu. Als Beispiel sei hier auf die von Herrmann und
Mitarbeiter (2007) untersuchte Fragestellung, ob sich funktionelle Varianten des
Serotonintransporters und TPH2 Gens gegenseitig modulieren, hingewiesen.
Durch Messung sog. event-related potentials (ERPs), d.h. elektrophysiologisch
ableitbarer Antworten auf unterschiedliche emotionale Stimuli, die den
Probanden in Form von Bildern dargebracht wurden, zeigte sich sowohl bei
Tragern des 5-HTTLPR s-Allels als auch bei Individuen mit der T Variante des
rs4570625 TPH2 Polymorphismus eine erhdhte neuronale Aktivitat. An
Probanden, die sowohl das s-Allel als auch die T Variante besalien, wurden die
grolten ERPs abgeleitet. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass 5-HTT und
TPH2 Genotypen die sensorische Antwort auf affektive, visuelle Stimuli
modulieren und sich ihre Effekte in der serotonergen Kontrolle emotionaler

Regulation addieren.

Somit waren weitere Interaktionsstudien zwischen TPH2 Varianten,
Polymorphismen anderer Kandidatengene und Umwelteinflissen wunschens-

und erstrebenswert.
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7. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit evaluierte die Rolle von TPH2 Varianten und Haplotypen
bei Personlichkeitsstorungen der Cluster B und C. Dazu wurden 420 Patienten
mit Cluster B oder Cluster C Persdnlichkeitsstérung (nach DSM-IV-TR) sowie
336 gesunde Probanden als Kontrollgruppe beztiglich TPH2 SNPs (rs4570625,
rs11178997, rs4341581, rs4565946) genotypisiert.

Die vorliegenden Ergebnisse verknupfen potentiell funktionelle TPH2 Varianten
— insbesondere den rs4570625 SNP — mit Cluster B und Cluster C
Personlichkeitsstorungen. Fur beide Patientengruppen zeigte sich eine
signifikante globale Assoziation. Das T-Allel von rs4570625 war sowohl mit
Cluster B als auch Cluster C Personlichkeitsstérungen signifikant assoziiert.
Darlber hinaus bestanden fir das rs11178997 A-Allel signifikante Werte mit
Cluster C Personlichkeitsstorungen. Die Auswertung der tubrigen SNPs lieferte

keine signifikanten Ergebnisse.

Wahrend innerhalb des Clusters B die histrionische und narzisstische
Personlichkeitsstorung naher analysiert wurden, beschrankte man sich im
Cluster C auf die selbstunsichere und zwanghafte Personlichkeitsstorung. Mit
der histrionischen Personlichkeitsstérung fand sich nur flr das rs4570625 T-
Allel ein signifikanter Zusammenhang. Keine signifikanten Ergebnisse zeigten
sich fur die narzisstische und die selbstunsichere Personlichkeitsstorung. Mit
der zwanghaften Personlichkeitsstorung bestand eine signifikante globale
Assoziation, die sich in den Einzelmarker-Analysen sowohl fir rs4570625 als

auch rs11178997 widerspiegelte.

TPH2 st ein Suszeptibilitats- und/oder Modifier-Gen von affektiven
Spektrumsstérungen. Die Relevanz fir die Atiologie von adulten ADHS und
dramatisch-emotionalen Cluster B- beziehungsweise angstlich-furchtsamen
Cluster C Personlichkeitsstorungen muss durch weitere Studien untersucht

werden.
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