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1 Einleitung

1.1 Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse

1.1.1 Grundlagen

Lotress” ist vereinfacht gesagt im beruflichen wie privaten Kontext ein Begriff, der eine
besondere Belastung, namlich Uber das Alltagliche hinaus, zum Ausdruck bringt. Im
biologischen Kontext kann er im weitesten Sinne als die Konfrontation mit
herausfordernden Umweltfaktoren bezeichnet werden, die es erforderlich macht die
biochemischen Prozesse eines Organismus schnell auf diese einzustellen. Dem
Menschen stehen zu diesem Zweck im Wesentlichen zwei Wege zur Verfligung: Das
vegetative Nervensystem mit Sympathikus und Parasympathikus sowie die
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HPA-Achse ist dabei die
gangige Bezeichnung des englischen Fachbegriffs: Hypothalamic-Pituitary-Adrenal-
Axis). Ersteres beeinflusst Uber die Neurotransmitter Acetylcholin und Noradrenalin
sowie das Hormon Adrenalin unter anderem die Durchblutung, Atmung, Herztatigkeit
und den Kreislauf. Die HPA-Achse wiederum, deren Endprodukt Cortisol darstellt,
sichert durch Anpassung des Glucose- und

% Fettstoffwechsels die Bereitstellung von Energie

in der erwarteten Krisensituation. Auf3erdem

Hypothlalamus erfolgte eine Suppression des zelluldaren und

humoralen Immunsystems  sowie  eine

R
Verstarkung der Adrenalin- und Noradrenalin-

.

Wirkung. Darlber hinaus ermoglicht die

zirkadiane Hormonausschuttung im

Hypothalamus eine Anpassung der

! Stoffwechsellage an tageszeitliche
Nebennierenrinde Gegebenheiten. Um eine Regulation und

-— zeitnahe Beendigung der Stressreaktion zu
. . gewahrleisten, unterliegt auch die HPA-Achse
Abbildung 1: HPA-Achse. Erstellt mit
BioRender.com einem negativen Riickkopplungsmechanismus,
wie Abbildung 1 zeigt (Geckle et al.,, 2010;
Holsboer & Barden, 1996; Spencer & Deak, 2017). Ausgelost durch eine
Stressexposition wird im Nucleus paraventricularis des Hypothalamus die Ausschiittung
von Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH) gesteigert, das nach Weitertransport Gber

den Hypophysenstiel die Bildung von Adrenocorticotropin  (ACTH) in der



Adenohypophyse stimuliert. Dieses wiederum induziert nach Ausschittung ins Blut die
Bildung von Cortisol in der Zona fasciculata der Nebennierenrinde. Die anschlie3ende
negative Rickkopplung umfasst sowohl eine Hemmung der CRH-Expression als auch
eine Reduktion der ACTH-Sekretion (Geckle et al., 2010).

Das FK506-Binding-Protein-(FKBP)S nimmt innerhalb der HPA-Achse durch die
Beeinflussung der Sensitivitéat des Glukokortikoidrezeptors (GR) eine zentrale Rolle ein,
auf die spater ausfuhrlich eingegangen wird. Zusammenfassend bewirkt dessen
inhibitorischer Effekt am GR sowohl eine Verdnderung der Wirkung von Cortisol an
seinen Zielorganen als auch der negativen Ruckkopplung innerhalb der HPA-Achse
selbst. Dies bildet eine der Grundlagen fir die mit einer Dysregulation der HPA-Achse
assoziierten Erkrankungen, auf die im Weiteren eingegangen werden soll (Fries et al.,
2017).

1.1.2 Die Rolle der HPA-Achse in der Pathogenese der Depression

Klinische Symptomatik und Epidemiologie der Depression

Das depressive Syndrom ist charakterisiert durch ein Vorhandensein der
Hauptsymptome: Freud-/Interessenlosigkeit, gedriickte Stimmung und Antriebsdefizit.
Gleichzeitig existieren eine Reihe von Zusatzsymptomen auf kognitiver
(Konzentrationsstdrungen, Selbstzweifel und Schuldgefiihle), vegetativer
(Schlafstérungen, Appetitstérungen) und psychomotorischer Ebene (Agitation oder
Hemmung), deren Konstellation und Auspréagung sich zwischen den Betroffenen
teilweise erheblich unterscheidet. Depressive Erkrankungsbilder besitzen daher eine
Vielzahl mdglicher Erscheinungsformen (BfArM et al., 2022). Dabei stellt die Suizidalitat
das in der Kklinischen Praxis gefurchtetste Symptom dar. Das Statistische Bundesamt in
Deutschland verzeichnete 2021 9215 Tode durch Suizid, von denen je nach Quelle etwa
die Halfte auf Depressionen zurlckzufuhren sind (Holma et al., 2014; Lénngvist, 2000;
Statistisches Bundesamt, 2021; Wulsin et al., 1999).

Mittels des Klassifikationssystems der Internationalen statistischen Klassifikation der
Krankheiten (ICD) der WHO, deren 10. Revision zum Zeitpunkt der Datenerhebung
dieser Arbeit die in Deutschland gultige Version darstellte, erfolgt nach Erfiillung eines
Zeitkriteriums von zwei Wochen die Diagnose einer depressiven Episode. Auch eine
Schweregradeinteilung der Episoden in leicht, mittel und schwer, je nach Auspragung

der oben aufgeflihrten Symptome, ist anhand der ICD-10 méglich. Abschlie3end liefert



der Langsschnitt des Erkrankungsverlaufs Informationen zur Zuordnung und Kodierung
des exakten Erkrankungsbildes. So treten depressive Episoden im Rahmen unipolarer
Depressionen einzeln oder rezidivierend auf, sind aber auch Bestandteil der Bipolaren
Erkrankung (BfArM et al., 2022; Mdller et al., 2015).

Der Einfluss von Depressionen auf die Gesundheit der Bevolkerung spiegelt sich auch
im Global Burden of Disease Report von 2019 wider. Weltweit nehmen depressive
Erkrankungen den 13. Rang in der Verursachung von Disability-adjusted-Life-Years ein
(GBD 2019 Mental Disorders Collaborators, 2020). Sie liefern hier nicht nur den gréf3ten
Beitrag aller psychischen Erkrankungen, sondern gewannen im Vergleich zu Rang 19
im Jahr 1990 weiter weltweit an Relevanz. In den Industrienationen, in denen
Infektionskrankheiten eine eher untergeordnete Rolle spielen, ist ihr Anteil an der
Krankheitslast der Bevdlkerung ungleich hoéher (GBD 2019 Mental Disorders
Collaborators, 2022). Die Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland erfasste
in den Jahren 2008-2011 eine 12-Monatspravalenz fir das Vorliegen einer
diagnostizierten Depression von 6% entsprechend knapp 5 Millionen Erkrankten jahrlich
sowie eine Lebenszeitpravalenz von 11,6% im Alter zwischen 18 bis 79 Jahren (Busch
et al.,, 2013). Obwohl die Autoren in dieser Studie im Vergleich zur vorherigen
Untersuchung im Rahmen des Bundesgesundheitssurvey 1998 gleichbleibende
Pravalenzen beobachteten, weisen neuere Daten aus der vertragsarztlichen
Abrechnung auf eine Zunahme der Diagnosepréavalenz um Uber 20% zwischen 2009

und 2017 hin, wobei hier alle Altersgruppen berlicksichtigt wurden (Steffen et al., 2019).

GR-Resistenz Theorie der Depression und Dexamethasontest

Psychosoziale Untersuchungen in den 1970 Jahren lieferten erste Hinweise flr den
Einfluss von Stress auf die Entstehung von Depressionen (Brown & Harris, 1978;
Palazidou, 2012). Zeitgleich konnten Veradnderungen der HPA-Achse auf
unterschiedlichen Eben beobachtet werden, die eine neurobiologische Grundlage fur
diese Verknipfung zur Verfligung stellen. Neben einem erhdhten Cortisolspiegel im Urin
sowie Liquor depressiv Erkrankter zeigte sich auch eine verminderte Suppression der
ACTH- und Cortisol-Ausschittung nach Gabe von Dexamethason als Hinweis auf eine
Dysregulation des negativen Feedbackmachanismuses der HPA-Achse (Carroll, 1980;
Carroll & Curtis, 1976; Carroll, Curtis, Davies, et al., 1976; Carroll, Curtis, & Mendels,
1976; Carroll et al., 1968). Bei normwertiger Funktion dieser bedingt die Einnahme des

hochaffinen GR-Liganden Dexamethason eine Reduktion der CRH-Expression sowie



ACTH-Sekretion. Die Anwendung eines Suppressionstest erlaubt hierbei eine bessere
Beurteilbarkeit der Regulation und negativen Rickkopplung innerhalb der HPA-Achse,
da durch die pulsatile Abgabe von CRH im Rahmen des zirkadianen Rhythmus die
Serumspiegel von ACTH und Cortisol im Tagesverlauf schwanken (Geckle et al., 2010).
Der Dexamethasontest (DST) stellt damit ein sowohl in der klinischen Praxis als auch
Forschung gut etabliertes, fur die Probandinnen sicher anwendbares Verfahren zur
medikamentdsen Simulation von Stress und dessen Einfluss auf die HPA-Achse dar
(Menke et al., 2016; Menke et al., 2014; Menke et al., 2012).

Pariante und Kolleginnen erklarten die Dysregulation der HPA-Achse mit konsekutiver
Glukokortikoidrezeptorresistenz bei Depressionen zu einem der robustesten Befunde
der biologischen Psychiatrie (Pariante & Lightman, 2008; Pariante & Miller, 2001). Neben
den bisher beschrieben Auffalligkeiten auf hormoneller Ebene konnten im Weiteren auch
strukturelle Alterationen in Form einer GréRenzunahme der Hypophyse und
Nebennierenrinde nachgewiesen werden (Gold et al., 1988; Holsboer & Barden, 1996;
Nemeroff, 1996; Owens & Nemeroff, 1993). Dartber hinaus fanden Holsboer und
Barden bereits 1996 Hinweise flr genetische Varianten innerhalb der HPA-Achse, die
eine erhdhte Anfalligkeit fir Depressionen widerspiegeln (Holsboer & Barden, 1996). So
reagieren Gesunde mit hoher familidarer Belastung flr Depressionen in einem
kombinierten Dexamethason/CRH-Test parallel zu depressiven Personen mit einer
ebenfalls reduzierten Suppression von Cortisol und ACTH, wobei das Ausmald des

Effektes hinter dem der bereits klinisch an Depressionen Erkrankter zurlickbleibt.

Die Unterschiede in der Stresshormonachse zwischen Gesunden und an Depressionen
Erkrankten liefern wichtige Hinweise zur Differenzierung dieser beiden Gruppen und
wurden seit Jahrzenten als mdégliche Biomarker der Depression diskutiert (Carroll &
Curtis, 1976). Fir die klinische Symptomauspragung ist aber auch der Effekt von Cortisol
auf seine Zielstrukturen entscheidend. Besonders relevant ist hier die Assoziation von
Hypercortisolismus und gesteigerter Inflammation, beispielsweise abgebildet durch die
Konzentration von C-reaktivem Protein (CRP) im Serum, die wiederholt bei depressiven
Probandinnen repliziert werden konnte (Carroll & Curtis, 1976; Osimo et al., 2019; Osimo
et al., 2020). Hierfur kénnte einerseits eine auf die chronisch erhéhten Cortisolspiegel
folgende Glukokortikoidrezeptorresistenz der Immunzellen, allen voran der Monozyten,
verantwortlich sein (Amasi-Hartoonian et al., 2022; Weber et al., 2017). Anderseits legen
weitere Studienergebnisse auf Basis einer gesteigerter HPA-Achsenaktivitat eine

gestorte Reaktion auf bestimmte Stressoren und eine in der Folge durch Cortisol selbst



vermittelte Zunahme proinflammatorischer Prozesse nahe (Munhoz et al., 2006; Munhoz
et al., 2010). Beiden Modellen gemeinsam ist der Verlust der antiinflammatorischen
Funktion von Cortisol in Verbindung mit einer Dysregulation der HPA-Achse im Rahmen

der depressiven Erkrankung (Amasi-Hartoonian et al., 2022).

Zusammenfassend stellt die Hypothese einer fehlgeleiteten HPA-Achsen-Uberaktivitat
mit gestorter negativer Ruckkopplung und konsekutiver Glukokortikoidrezeptorresistenz,
neben der mittlerweile vielfach modifizierten Monoamin-Mangel-Hypothese, eine
wesentliche Séule der Pathophysiologie depressiver Erkrankungen dar (de Kloet et al.,
2005; Holsboer, 2000; Massart et al., 2012; Pariante & Miller, 2001; Perez-Caballero et
al., 2019; Pitsillou et al., 2020).

Erklarungsmodelle auf Basis eines Neurotransmittermangels scheiterten lange daran
den verzdgerten Wirkbeginn von Antidepressiva zu erklaren. Ein moglicher Effekt der
Medikation auf die HPA-Achse konnte diese Erklarungslicke schlieRen. Von Bedeutung
ist hier zunachst die wiederholt replizierte Tatsache, dass nach Abklingen der
Depression die endokrinologischen Dysbalancen ebenfalls zur Normalitat zuriickkehren
(Holsboer, 2000; Ising et al., 2007; Nemeroff, 1996; Wodarz et al., 1992).

Den Effekt von Antidepressiva auf das neuroendokrine System teilen Holsboer und
Barden nach dessen zeitichem Eintreten auf. Unmittelbar nach Einnahme
verschiedener Antidepressiva (Desipramin, Clomipramin, Venlafaxin) konnte eine
Aktivierung der HPA-Achse mit gesteigerter Cortisol-Ausschittung beobachtet werden
(Holsboer & Barden, 1996). Nach langerfristiger Einnahme allerdings, stellte sich eine
zunehmende Suppression der vormals im Rahmen der Depression gesteigerten HPA-
Achsenaktivitat ein. Als Hinweis fir einen durch die Antidepressiva selbst verursachten
Effekt diente hier der Vergleich zu einer aquivalent kranken, aber medikamentenfreien
Gruppe. Dabei werden sowohl eine Modifikation der GR-Funktion als auch eine
gesteigerte GR-mRNA- und Proteinexpression durch die antidepressive Medikation als
erster Dominostein einer sich in der Folge erneut ausbalancierenden HPA-Achse
diskutiert (Holsboer & Barden, 1996; Pariante & Miller, 2001). Besonders bemerkenswert
ist dabei die von Reul et al. im Tiermodel beobachtete anhaltende Suppression der HPA-
Achse auch bei Stressexposition, gleichbedeutend einer gesteigerten neuroendokrinen

Stressresistenz, unter einer Medikation mit Amitriptylin (Reul et al., 1993).

Bisher wurde die Rolle der HPA-Achse flr stressinduzierte psychische Erkrankungen

ausfuhrlich diskutiert. Im folgenden Kapitel soll nun eine mdgliche Assoziation zur



Herzinsuffizienz beleuchtet werden, einer somatischen Erkrankung fir deren Genese

die Stresshormonsysteme des Kérpers ebenfalls eine entscheidende Rolle spielen.

1.1.3 Die Rolle der HPA-Achse in der Pathogenese der Herzinsuffizienz

Definition, Klassifikation, Schweregradeinteilung, Epidemiologie, diagnostische
Kriterien und Ursachen der Herzinsuffizienz

Der Nationalen Versorgungsleitlinie chronische Herzinsuffizienz folgend, ist diese durch
die Unfahigkeit des Herzens den Organismus mit ausreichend Blut und Sauerstoff zu
versorgen definiert (Bundesarztekammer (BAK) et al., 2019). Die rein auf der
Pumpfunktion basierende Definition wurde fir die Diagnosestellung mittlerweile
verlassen und um weitere Komponenten erganzt. Klinisch resultiert ein typischer
Symptomkomplex aus Dyspnoe, Midigkeit, Leistungsschwéche sowie einer eventuellen
Flussigkeitsretention. Unter Berucksichtigung der Linksventrikuldren Ejektionsfraktion

(LVEF) kann Klinisch eine Einteilung in drei Gruppen erfolgen, wie Tabelle 1 zeigt.

Tabelle 1: Einteilung der Herzinsuffizienz. LVEF = linksventrikulare Ejektionsfraktion. (Ponikowski et al.,
2016)

Art der Herzinsuffizienz LVEF
Herzinsuffizienz mit reduzierter
. . o . < 40%
linksventrikularer Ejektionsfraktion (HFrEF)
Herzinsuffizienz mit geringgradig
eingeschréankter linksventrikularer 40-49%
Ejektionsfraktion (HFmMrEF)
Herzinsuffizienz mit erhaltener
= 50%

linksventrikularer Ejektionsfraktion (HFpEF)

DarlUber hinaus ist die Schweregradeinteilung nach der New York Heart Association
international etabliert. Entsprechend der Reduktion der Leistungsfahigkeit findet eine
Klassifikation in vier Stufen, von | = asymptomatisch bis IV = Beschwerden bereits in
Ruhe, statt (Bundesarztekammer (BAK) et al., 2019).

Die enorme Bedeutung der Herzinsuffizienz als Volkskrankheit verdeutlich u.a., dass
nach einer Versorgungsstudie im deutschen Herzbericht 2020 keine andere Erkrankung
im Jahr 2019 zu mehr stationaren Krankenhauseinweisungen fuhrte. Aufgrund der
steigendenden Lebenserwartung ist dariiber hinaus eine schrittweise Zunahme der
jahrlichen Fallzahlen zu beobachten (Fleck et al., 2021). Unter den zum Tode fiihrenden

Erkrankungen der deutschen Bevolkerung rangiert die Herzinsuffizienz bei Mannern auf



Rang neun, bei Frauen sogar auf Rang vier (Statistisches Bundesamt, 2021). Bezliglich
Pravalenz und Inzidenz besteht eine klare Altersabhangigkeit, wobei Frauen bei
insgesamt ausgeglichener Geschlechterverteilung tendenziell spater erkranken
(Bundesarztekammer (BAK) et al., 2019). Eine Wurzburger Studie aus dem Jahr 2008
stellt diesbezlglich fest, dass Manner in der Gruppe von Patienten mit reduzierter LVEF

Uberreprasentiert sind (Stork et al., 2008).

Die in der Leitlinie empfohlene Diagnostik sieht ein gestuftes Vorgehen zur
Diagnosesicherung vor. Bei diesem erfolgt, ausgehend von den typischen Symptomen,
die Suche nach klinischen Zeichen der Herzinsuffizienz. AnschlieRend werden mittels
Labordiagnostik und EKG relevante Differentialdiagnosen ausgeschlossen. Besonders
die natriuretischen Peptide BNP/ NT-proBNP fungieren hier als negative pradiktive
Marker. Erhértet sich der Verdacht auf das Vorliegen einer Herzinsuffizienz, erfolgt
mittels  Echokardiografie = die  Sicherung einer  systolischen/diastolischen
Funktionsstoérung des Herzens und damit die Diagnosestellung. Neben der Erfassung
mdglicher Komorbiditaten und prognosebestimmender Faktoren, wie beispielsweise
dem Raucherstatus, wird insbesondere Wert auf eine Erfassung depressiver
Beschwerden gelegt, fir deren standardisierte Erhebung eine eigene Soll-Empfehlung

in der Leitlinie existiert (Bundesarztekammer (BAK) et al., 2019).

Im Wesentlichen stellen sich die Koronare Herzkrankheit und die arterielle Hypertonie,
haufig in Kombination, als ursachlich fir die Entstehung der Herzinsuffizienz dar.
Pathophysiologisch bedingen diese durch einen Myokardschaden meist eine
Einschrankung der LVEF, wohingegen die genaue Genese der Herzinsuffizienz mit
erhaltener LVEF heterogener und noch nicht abschlieRend geklart ist. Eine besondere
Rolle der chronischen Komorbiditaten wie Diabetes Mellitus, aber auch eine anhaltende
Inflammation, werden hier diskutiert. Abseits dieser beiden existiert eine Vielzahl
seltener Erkrankungen (beispielsweise Infektionen, strukturelle Herzerkrankungen aber
auch Alkoholabhangigkeit), die fir die verbleibenden Falle verantwortlich sind
(Bundesarztekammer (BAK) et al., 2019).

Bidirektionaler Zusammenhang von Herzinsuffizienz und Depression

Vor einer Beleuchtung der mdglichen Pathomechanismen der Herzinsuffizienz soll
zunachst auf die umfangreiche Evidenz fur einen bidirektionalen Zusammenhang beider

Erkrankungen eingegangen werden. So besteht einerseits eine um den Faktor 2-3



gesteigerte Pravalenz fur das Auftreten einer Depression bei an Herzinsuffizienz
Erkrankter, andererseits konnte auch gezeigt werden, dass das Vorhandensein einer
depressiven Episode die Wahrscheinlichkeit eine Herzinsuffizienz zu entwickeln erhéht
(Freedland et al., 2003; Guck et al., 2003; Gustad et al., 2014). Das komorbide
Vorhandensein beider Erkrankungen mindet dann in einen schlechteren
Erkrankungsverlauf der Herzinsuffizienz mit haufigeren Krankenhauseinweisungen,
reduzierter Lebensqualitit und Zunahme der Mortalitdit. Mit zunehmender
Erkrankungsschwere der Herzinsuffizienz steigt schlie3lich auch die Pravalenz fur
Depressionen und deren Symptomauspragung weiter an. (Angermann et al., 2011;
Chaudhry et al., 2013; Freedland et al., 2016; Guck et al., 2003; Kato et al., 2012; Moser
et al., 2005; Rutledge et al., 2006).

Neben der Herzinsuffizienz selbst zeigen sich auch kardiovaskulare Erkrankungen,
meist die Vorstufe bei der Entstehung einer Herzinsuffizienz, deutlich haufiger bei
Menschen mit psychischen Erkrankungen, wie Depression und Bipolarer Erkrankung
(Daskalopoulou et al., 2016; Nielsen et al., 2021; Warriach et al., 2022).

Unter Bericksichtigung der haufigen klinischen Komorbiditat von Depression und
Herzinsuffizienz, scheint die Annahme gemeinsamer zugrundeliegender Ursachen
naheliegend. Als mdogliche Pathomechanismen sind daher u.a. das
Stresshormonsystem der HPA-Achse sowie eine chronische Inflammation mit erhdhten
Zytokinspiegeln vielversprechend (Ghosh et al., 2016). Im Rahmen der bereits
geschilderten Stressreaktion kommt es bei Depressionen zu einer Aktivierung der HPA-
Achse. Halt diese aufgrund der gestorten negativen Feedbackschleifen langer an, stellt
sich im Verlauf eine GR-Resistenz bei gleichzeitig vorliegendem Hypercortisolismus ein.
Cortisol wirkt dann nicht mehr exklusiv am GR, sondern entfaltet zusatzlich eine
Mineralocortikoidwirkung. Diese wiederum fihrt UGber Flussigkeitsretention und
kardialem Remodelling zu einer Verschlechterung der Herzleistung. Die erhdhten
Cortisolspiegel nehmen auferdem negativen Einfluss auf den Stoffwechsel. Durch
Hyperglykamien und Bluthochdruck kommt es so zur Zunahme Kkardiovaskularer
Erkrankungen. Zuletzt bewirkt der Hypercortisolismus eine Favorisierung
proinflammatorischer Zytokine, wie Tumornekrosefaktor a (TNF a) und Interleukin 6,
welche ebenfalls mit einem kardialem Remodelling und reduzierter Herzleistung in
Verbindung gebracht werden (Kop et al., 2011). Auch in einem aktuellen Review von
Warriach et al. auf Basis klinischer Studien der Jahre 2019-2020 werden die gleichen

Veranderungen der HPA-Achse, namlich erhthte Cortisolspiegel und in der Folge



eintretende Hyperglykamie sowie einer Uberexpression proinflammatorischer Cytokine,
mit dem deutlich haufigeren Auftreten von kardiovaskuldren Erkrankungen bei
Depressionen assoziiert (Warriach et al., 2022). Einen weiteren pathomechanistischen
Kandidaten stellt das VNS dar. So konnte dessen Uberaktivierung mit folgender
Hypertension und erhohter Herzfrequenz sowohl bei Depressionen als auch
Herzinsuffizient belegt werden (Kop et al., 2011; Nemeroff & Goldschmidt-Clermont,
2012; Parati & Esler, 2012).

Die geschilderten Interaktionen verdeutlichen die hohe klinische Relevanz einer
Behandlung depressiver Symptome bei Menschen mit Herzinsuffizienz. Allerdings
belegen bereits mehrere randomisiert kontrollierte Studien eine unzureichende Wirkung
von Selektiven Serotonin Wiederaufnahmehemmern (SSRI) auf die depressive
Symptomatik bei Patientinnen mit Herzinsuffizienz. Gleichzeitig sind andere
Antidepressiva aufgrund potenzieller Nebenwirkungen wie Gewichtszunahme
(Mirtazapin) und Herzrhythmusstérungen (Trizyklische Antidepressiva) deutlich weniger
fir eine Therapie bei Herzinsuffizienz geeignet (Ghosh et al., 2016; Zambrano et al.,
2020). Gerade die Schwierigkeiten und Komplikationen durch die gegenwartig
verfligbaren antidepressiven Therapien, die bei komorbider Herzinsuffizienz entstehen,
machen die Suche nach neuen zielgerichteten therapeutischen Ansatzen, zum Beispiel
durch Besserung der HPA-Achsen Dysregulation oder Modulation der Inflammation,

besonders relevant.

Bereits kurz nach der Entdeckung der Relevanz der HPA-Achse fir die Pathogenese
der Depression richtete sich das Forschungsinteresse schnell auf die Identifizierung der
zugrundeliegenden Pathomechanismen innerhalb dieser. Dabei konnte FKBP5 in seiner
zentralen Funktion bei der Regulation der GR-Sensitivitat bereits friih als Risikogen
ausgemacht werden (Binder, 2009; Binder et al., 2004; Denny et al., 2000; Grad &
Picard, 2007; Scammell et al., 2001; Westberry et al., 2006). Eine zusatzliche Rolle der
HPA-Achse bei der Entstehung der Herzinsuffizienz riickt somit auch FKBP5 als
Bindeglied zwischen beiden Erkrankungen in den Fokus, worauf im folgenden Kapitel

eingegangen werden soll.



1.2 FKBPS

1.2.1 Grundlagen und Proteinfunktion

Das 154.998 Basenpaare umfassende Gen FKBP5 mit seinen dreizehn Exons und zwolf
Introns befindet sich auf dem kurzen Arm von Chromosom 6 (Cunningham et al., 2022;
Pelleymounter et al., 2011). Nachdem durch Splicing im Rahmen der Transkription die
Introns herausgeschnitten wurden, erfolgt der Transport der insgesamt vier moglichen
Transkripte aus dem Zellkern. Durch Translation entsteht schliellich das FK506-
Binding-Protein-(FKBP)5, aufgrund seines Molekulargewichtes von 51kDa auch als
FKBP51 bezeichnet. Wie Fries et al. in ihnrem Review bereits 2017 auffiihren, erfreut sich
FKBP5 seit seiner Entdeckung 1990 immer gréf3erem Forschungsinteresse, was sich
anhand der jahrlichen Veroffentlichungen in Abbildung 2 veranschaulichen lasst (Fries
et al., 2017; Smith et al., 1990).
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Abbildung 2: PubMed Suchergebnisse fur FKBP5: (FKBP5) OR (FKBP51) OR (FKBP54) OR (FKBP
prolyl isomerase 5) OR (P54) zwischen 1990 und 2023. Letzte Suche: 28.10.2023.

Als Peptidyl-Prolyl-lsomerase katalysiert FKBP5 die Konformationsanderung zwischen
den Cis- und Trans-Isomeren an der Peptidbindung der Aminoséure Prolin (Fischer &
Schmid, 1990). Biochemisch liegt seine Hauptfunktion als Co-Chaperon damit in der
Unterstiitzung der Proteinfaltung durch die Chaperone. Auf zellularer Ebene erfiillt es so
unterschiedlichste Aufgaben. Zu den Wichtigsten, auch im Zusammenhang mit dieser

Arbeit, gehort dabei die inhibitorische Wirkung von FKBP5 auf den
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Glukokortikoidrezeptor (Fries et al., 2017). Nach Bindung an das Chaperon Heat-Shock-
Protein90, welches wiederum selbst den GR bindet, erschwert FKBP5 die
Ligandenbindung im aktiven Zentrum des GR und in der Folge dessen Aktivierung und
Verlagerung in den Zellkern (Baischew et al., 2023; Denny et al., 2000; Wochnik et al.,
2005). Darlber hinaus nimmt FKBP5 durch Interaktionen mit dem Nuclear Factor
kappa-light-Chain-Enhancer of activated B cells-(NF-kB)-System Einfluss auf das
Immunsystem und die Produktion inflammatorischer Zytokine (Bekhbat et al., 2017).
Weitere Funktionsbereiche von FKBPS5 stellen Wechselwirkungen mit dem fir
Wachstum, Zellproliferation und Zellzyklus zentralen Proteinkinase B - Pathway, eine
Beteiligung in den regulatorischen Prozessen der zellularen Autophagie sowie die
Stabilisierung von Mikrotubuli dar (Galigniana et al., 2022; Jinwal et al., 2010; Romano
et al., 2010; L. Wang, 2011). Besonders zu erwdhnen ist auRerdem der Einfluss von
FKP5 auf metabolische Prozesse. In Zusammenhang mit Adipogenese, Insulin-
Resistenz und Cholesterinstoffwechsel beeinflusst FKBP5 das Kdpergewicht und den
Effekt unserer Diaten auf dieses (Bajaj et al., 2022; Balsevich et al., 2014; Galigniana et
al., 2022; Pereira et al., 2014; Stechschulte et al., 2014). Zuletzt bewirkt FKBP5 durch
eine Steuerung der Phosphorylierung der DNA-Methyltransferasel eine Modifikation
deren Aktivitat. Auf diesem Weg spielt FKBP5 eine wichtige Rolle bei epigenetischen
Prozessen, indem es den gesamtgenomischen DNA-Methylierungsgrad beeinflusst. Der
Uberbegriff ,Epigenetik* umfasst dabei all jene Veranderungen unseres Erbgutes ohne
Anpassung der Basensequenz der DNA (Gassen et al., 2015). Passend zu diesen
vielfaltigen Aufgaben wird FKBP5 in allen Gewebetypen exprimiert, wobei sowohl auf
RNA als auch Proteinebene teileweise deutliche Unterschiede vorliegen (GTEx
Consortium, 2015; D. Wang et al., 2019).

Matosin und Kolleginnen beschreiben FKBP5 zusammenfassend als ,Molecular
amplifier of the stress response, influencing many pathways implicated in neuronal

function, synaptic plasticity, autophagy, and DNA methylation” (Matosin et al., 2018).

1.2.2 Requlation

Den vielen unterschiedlichen Funktionen von FKBP5 geschuldet, unterliegen Gen und
Proteinen einer Vielzahl von Regulationsmechanismen und Riickkopplungsschleifen auf
mehreren Ebenen. Die erste Stufe der Regulation findet auf Ebene der Transkription
statt. FKBP5 besitzt sogenannte Glukokortikoid Responsive Elemente (GRE). Diese

dienen dem GR, nach dessen Aktivierung und Verlagerung in den Zellkern, als
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Bindungsstellen und  vermitteln  dessen  Effekt auf die  Transkription
glukokortikoidabhéngiger Gene. Bei FKBP5 befinden sich diese nicht nur im
Promotorbereich des Gens, sondern auch auf intronischen, also nichtcodierenden,
Bereichen, besonders auf Intron 2 und Intron 7. Im Sinne einer ultrakurzen negativen
Ruckkopplungsschleife begiinstig das Vorhandensein von aktiviertem GR eine durch
Glukokortikoide induzierte Steigerung der FKBP5 Expression. Dabei erfolgt eine
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tivi
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Transkription Transkriptionsstartstelle
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Abbildung 3: Negative Riickkopplungsschleife zwischen FKBP5
und GR. Erstellt mit BioRender.com

Transkriptionsfaktoren agieren (Hubler & Scammell, 2004; Matosin et al., 2018;
Paakinaho et al., 2010; Pelleymounter et al., 2011). FKBP5 wiederum fungiert dann
selbst als Inhibitor einer weiteren GR-Aktvierung (Fries et al., 2017). Die GRE auf Intron
7 haben dabei durch die bestehende 3D-Formation wahrend der Transkription dauerhaft
Kontakt mit der TSS (Klengel et al., 2013). Allerdings kann ihr Einfluss durch den Grad
an Methylierung der in der Nahe befindlichen Cytosin-Guanin-Dinukleotide (CpG)
feinjustiert werden (Lee et al., 2010).

Die Methylierung, also das Hinzufligen einer Methylgruppe, an der Nukleinbase Cytosin
durch DNA-Methyltransferasen kann chemisch nur stattfinden, wenn unmittelbar darauf
Guanin als Nukleinbase folgt. Sie stellt einen zentralen Mechanismus epigenetischer
Modifikationen unserer Erbinformation dar. So kann sie sinnbildlich als das ausfiihrende
Instrument der Interaktion von Umwelteinflissen, denen ein Individuum ausgesetzt ist,
und dessen Genen verstanden werden. Die Anwesenheit von Methylgruppen beeinflusst
die Anlagerungen von chromatinorgansierenden Proteinen wie Histonen aber auch
verschiedener Transkriptionsfaktoren an die DNA. Dies ermdglicht durch die im Laufe
der Evolution entstandene Verteilung der CpGs an relevanten Positionen im Gen eine
Regulation der Genexpression, wobei die CpGs selbst ungeféahr wie der Dimmer einer
Lampe fungieren. Die standige Anpassung der DNA-Methylierung ermdglicht es so das
aktuelle Profil der exprimierten Gene an die gegenwartigen Umwelteinflisse

anzupassen (Jeltsch, 2002; Seisenberger et al., 2013).
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Im Vergleich zu den GRE auf Intron 7 wird die Interaktion der GRE auf Intron 2 Uber
einen Einzelbasenpolymorphismus (SNP ist dabei die gebrauchliche Abkirzung des
engl. Fachbegriffs: Single-Nukleotid-Polymorphismus), also einer Variation eines
einzelnen Basenpaares der DNA-Strange, vermittelt. In diesem Fall beglnstigt das A-
Allel, aufgrund seiner Assoziation mit dem Auftreten verschiedener Erkrankungen im
Weiteren auch als Risikoallel bezeichnet, des SNP mit der Bezeichnung: rs1360780 den
Kontakt zwischen GRE und TSS und bedingt so eine gesteigerte Expression von FKBP5
(Klengel et al., 2013).

Auf Ebene der mRNA-Prozessierung wurden bisher verschiedene microRNAS
identifiziert, deren Bindung an die FKBP5-mRNA sich auf die Stabilitat und weitere
Verarbeitung wahrend Translation auswirken (Pelleymounter et al., 2011; Volk et al.,
2016). Nach Abschluss der Translation bieten Modifikationen am Protein selbst weitere
Regulationsmdglichkeiten. Antunica-Noguerol et al. beschreiben beispielsweise das
Anfiigen von Small-Ubiquitin-related-Modifiern (SUMO) als wichtigen Schritt fur die
Interaktion zwischen FKBP5 und dem GR (Antunica-Noguerol et al., 2016).

1.2.3 FKBP5 und Depression

Fur die Rolle von FKBP5 als Risikogen stressinduzierter psychischer Erkrankungen,
allen voran der Depression und der Posttraumatische Belastungsstérung (PTBS), liegt
mittlerweile umfangreiche Evidenz vor. Dabei belegen post mortem Untersuchungen
eine Veranderung der Genexpression in unterschiedlichen Hirnarealen von an
Depression (Darby et al., 2016; Tatro et al., 2009), Bipolarer Erkrankung (Chen et al.,
2013; Darby et al., 2016) und PTBS Erkrankter (Young et al., 2015). Im Tiermodel konnte
ein  Zusammenhang  zwischen  gesteigerter =~ FKBP5-Genexpression  und
Verhaltensdnderungen mit verminderter Stressresistenz nachgewiesen werden (Touma
et al., 2011). Dahingegen filhrte eine Ausschaltung von FKBP5 zu einer Reduktion der
HPA-Achsenaktivitat und verklrzter Stressreaktion (Hoeijmakers et al., 2014). Menke et
al. gelang es die gestorte Stressreaktion bei GR-Resistenz in Form einer signifikant
niedrigeren Zunahme der FKBP5-Expression im DST bei depressiven im Vergleich zu

gesunden Probandinnen nachzuweisen (Menke et al., 2012).

Wie bereits erwahnt spielt fir die Regulation der Expression die Methylierung des Gens
eine entscheidende Rolle, wobei unterschiedliche Grunde fiir eine Anderung der

Methylierung existieren. Beispielsweise kommt es im Alter zu einer generellen
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Demethylierung, die auch fur FKBP5 gezeigt werden konnte und die mit einer
altersbedingten Steigerung der Expression einhergeht (Fraga et al., 2007; Sabbagh et
al., 2014, Sedivy et al., 2008; Zannas et al., 2018). Fir die Entstehung Stress-induzierter
Erkrankungen ist aber besonders die Glukokortikoid assoziierte Beeinflussung der
Methylierung relevant. Dabei konnte eine Demethylierung in relevanten Bereichen des
Gens, insbesondere auf Intron 7, bei Glukokortikoidexzessen nachgewiesen werden.
Eine Besonderheit von FKBP5 stellt hier das Vorhandensein regulatorischer CpGs auch
intronisch in unmittelbarer N&he zu GRE dar. So verandert eine stressbedingte
Adaptation des Methylierungsgrades in der Folge die Expression bei einer erneuten
Glukokortikoidexposition und beeinflusst tber die geschilderten Feedbackschleife
schlieBlich die Fahigkeit zu einer adaquaten Terminierung der Stressreaktion (Klengel
et al., 2013; Lee et al., 2010; Wiechmann et al., 2019). FKBP5 ist also eine zentrale
Schaltstelle zwischen Stressexposition und der sich in der Folge einstellenden
Dysregulation der HPA-Achse mit GR-Resistenz.

Genomweite Assoziationsstudien offenbarten SNPs von FKBP5 als mdogliche
pradisponierende Faktoren, die auf Basis genetischer Verdnderungen die
Stressresilienz und damit die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten stressinduzierter
Erkrankungen beeinflussen (Matosin et al., 2018). Am besten untersucht ist hier
rs1360780 und insbesondere dessen Einfluss auf die Genexpression (Klengel et al.,
2013). So fuhrt das Risikoallel einerseits zu einer potenteren Bindung von
Transkriptionsfaktoren, anderseits vermittelt es durch Anderung der 3D-Konformation
den Kontakt der GRE auf Intron 2 mit der TSS. Daraus resultierend konnte eine
gesteigerte Expression von FKBP5 sowohl in Anwesenheit als auch bei Fehlen von
Glukokortikoiden belegt werden. Hiervon abgeleitet postulierten die Kollegen ein Modell
der Gen x Umweltinteraktion, in dem eine Traumatisierung wahrend einer vulnerablen
Phase beim Risikogenotyp zu einer gesteigerten FKBP5-Expression fuhrt, welche dann
durch eine selbsteingeleitete Demethylierung von FKBP5 in eine anhaltend reduzierte
Stressresistenz mit erhohtem Risiko fur das Auftreten stressinduzierter psychischer
Erkrankungen mindet. Die Demethylierung als Folge einer Traumatisierung in der
Kindheit konnte mittlerweile in mehreren Studien repliziert werden (Mourtzi et al., 2021).
Auch die Assoziation von rs1360780 zur depressiven Erkrankung konnte in zwei
Metaanalysen sowohl mit als auch ohne zusatzliche Traumatisierung bestatigt werden
(Mourtzi et al., 2021; Rao et al., 2016; Q. Wang et al., 2018). Uber die Depression hinaus
bestehen aulRerdem Zusammenhange bei PTBS sowie suizidalem Verhalten (Zannas &
Binder, 2014). Neben rs1360780 existieren noch weitere SNPs von FKBP5, die mit
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Depression, Bipolarer Erkrankung oder PTBS assoziiert wurden. Deren physiologische
sowie pathophysiologische Funktionen sind allerdings bisher nicht ausreichend bekannt
(Criado-Matrrero et al., 2018).

Grundlegend fur alle oben aufgefiihrten Punkte ist, dass sich Anderungen haufig nicht in
der Baseline, sondern erst im Rahmen einer Stressexposition (= Anwesenheit von
aktiviertem GR) offenbaren, was sowohl fir das Tiermodell (Hoeijmakers et al., 2014,
Touma et al., 2011) also auch im Menschen belegt werden konnte (Hohne et al., 2015;
Klengel et al., 2013; Menke et al., 2014).

Die Assoziation zu stressinduzierten psychischen Erkrankungen, eingebettet in ein
biologisches Modell zur Krankheitsentstehung, machen FKBP5 zu einem
vielversprechenden Biomarker-Kandidaten fir das Therapieansprechen einer
antidepressiven Medikation. Erste Hinweise auf eine hdhere Frequenz depressiver
Episoden bei gleichzeitig besserem Ansprechen der Medikation berichteten Binder et. al
bereits 2004 in Zusammenhang mit dem Risikoallel von rs1360780 (Binder et al., 2004).
Eine Metaanalyse konnte dies allerdings nicht bestéatigen (Zou et al., 2010). Als weiteren
Ansatzpunkt entdeckten Cattaneo et al. eine reduzierte Genexpression von FKBP5 bei
Therapierespondern (Cattaneo et al., 2013). Auch im Tiermodell konnte die Relevanz
von FKBP5 fir das Therapieansprechen belegt werden. So zeigten beispielsweise
Gassen et al. eine Reduktion der Antidepressiva-Wirkung in FKBP5-Knockout-M&usen
(Gassen et al., 2015). Sie postulierten daraus eine mdgliche Wirkverstarkung der
antidepressiven Therapie durch FKBP5 Uber Autophagie-Pathways. Einen weiteren
Ansatzpunkt, der ebenfalls im Tiermodell untersucht wurde, stellt die Inhibition der
Bindung von SUMO an FKBP5 durch trizyklische Antidepressiva dar. Das
Vorhandensein der SUMO ist eine Voraussetzung fir die Interaktion von FKBP5 und
dem GR und damit der Entfaltung der inhibitorischen Wirkung auf diesen (Budzifiski et
al., 2022). Auch wenn die bisherige Literatur bezliglich des Therapieansprechens also
erste Hinweise liefert, so existieren aktuell noch relevante Widerspriiche in Bezug auf

der Wirkrichtung und die Rolle des Genotyps.

1.2.3 FKBP5 und Herzinsuffizienz

Die Umfangreiche Evidenz fiir eine Beteiligung der HPA-Achse an der Entstehung von
Depression und Herzinsuffizienz sowie deren bidirektionale Beziehung legen nahe, dass

mit FKBP5 ein zentrales Gen in der Regulation dieser ebenfalls Einfluss auf die
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Krankheitsentwicklung nimmt. Denkbare Mechanismen stellen hierbei einerseits eine
durch FKBP5 induzierte Dysregulation der HPA-Achse mit verénderter negativer
Feedbackschleife und in der Folge gestorter  Stressreaktion  sowie
Glukokortikoidresistenz dar. Andererseits miussen auch die vielféltigen Einflisse von
FKBP5 auf den Fettstoffwechsel und die Insulinresistenz als Risikofaktoren fur die
Entstehung  kardiovaskularer  Erkrankungen sowie die  Assoziation zu
proinflammatorischen Zytokinen berlcksichtigt werden. Wenngleich ein mechanistischer

Zusammenhang also naheliegend erscheint, ist entsprechende Evidenz ggw. rar.

Einzelne Hinweise auf einen Zusammenhang lieferten u.a. Pereira et al., indem sie eine
FKBP5 vermittelte Insulinresistenz nach Dexamethasongabe beobachteten (Pereira et
al., 2014). Ortiz und Kolleglnnen fanden in einem breiter gewéhlten Ansatz 2018 einen
Zusammenhang zwischen der Methylierung regulatorisches CpGs von FKBP5 auf Intron
2 und verschiedenen metabolischen Risikoparametern wie dem HbAlc, LDL-Cholesterin
und Koérpergewicht (Ortiz et al., 2018). Ein Zusammenhang zwischen der Methylierung
von FKBP5 und dem kardiovaskularem Risikoprofil konnte 2022 reproduziert werden
(Beach et al., 2022).

Die Proinflammation stellt einen weiteren moglichen gemeinsamen Mechanismus dar.
Eine gesteigerte Inflammation konnte dabei mit dem geh&uften Auftreten von
Herzinfarkten bei multifaktoriell stimulierten (NF-kB)-Pathways mit vermehrter
Ausschittung proinflammatorischer Cytokine aufgrund einer stressinduzierten

Uberexpression von FKBP5 in Zusammenhang gebracht werden (Zannas et al., 2018).

Zuletzt tauchte FKBP5 wiederholt als Biomarker fur Herzinsuffizienz und assoziierte
Erkrankungen wie Rhythmusstdérungen in grof3en Genexpressionsanalysen auf, ohne
dass daraus bisher klinische Riickschliisse abgeleitet werden konnten (Dang et al.,
2020; Kolur et al., 2021; Wei et al., 2023).
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1.3 Fragestellungen

In dieser Arbeit soll mittels explorativer Analysen die DNA-Methylierung und
Genexpression von FKBP5 als Risikogen stressinduzierter Erkrankungen néher
betrachtet werden. Besonderes Augenmerk liegt dabei auf einer moglichen Funktion als
Bindeglied zwischen Herzinsuffizienz und Depression. Die Identifikation
zugrundeliegender pathophysiologischer Mechanismen soll so zur Spezifizierung von
Subgruppen beitragen, die dann spater mit Hilfe einer Batterie von unterschiedlichen
Biomarkern unterschieden werden kénnen. Folgende konkrete Fragen sind zu

beantworten:

1. Gibt es Unterschiede in der Methylierung verschiedener regulatorischer CpGs
im FKBP5-Gen zwischen Patienten mit Depression, Herzinsuffizienz und
gesunden Kontrollen in der Baseline sowie nach DST?

2. Wieverhalt sich die mRNA-Expression von FKBP5 in diesen unterschiedlichen
Gruppen?

3. Bestehen Zusammenhange zwischen einer Anderung der Methylierung oder
MRNA-Expression nach Glukokortikoidstimulation und relevanten klinischen
Parametern?

4. Liegen Unterschiede der Methylierung regulatorische CpGs oder mRNA-
Expression zwischen Risikogenotyp und der protektiven Genvariante vor?

5. Eignen sich Methylierung und/oder mRNA-Expression von FKBP5 als

Biomarker zur Vorhersage eines Therapieansprechens bei Depressionen?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Produkte

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien und Hersteller.

Chemikalie

Hersteller

Agarose peqGOLD ELECTRAN®
CoralLoad Konzentrat

Ethanol (70%)

Ethanol (absolut, min. 99,9 %)
Ethidiumbromid Lésung 0,07%
GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder
Isopropanol  (2-propanol for  molecular
biology)

MgClz (25mM)

NaOH

Streptavidin Sepharose™

Wasser destilliert (dH20) fur Chromatografie
LiChrosolv®

Wasser flir Molekularbiologie

Wasser RNAse frei

pegLab, Erlangen, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
ChemSolute, Renningen, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Thermo Scientific, Minchen, Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
GEHealthcare, Miinchen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

2.1.2 Lésungen und Puffer

Tabelle 3: Verwendete Lésungen und Puffer mit Zusammensetzung, Hersteller. TAE = TRIS-Acetat-

EDTA-Puffer, TE = TRIS-EDTA-Puffer.

L6ésung, Puffer

Zusammensetzung/Hersteller

Annealing Buffer
Binding Buffer

Denaturationspuffer

TAE-Puffer (101)

TAE-Puffer Konzentrat 25x

TE-Puffer pH 8,0
Wash Buffer

Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

8g NaOH

11 dH20

400ml 25xTAE

9600 ml dH20

Fisher Scientific, Schwerte, Germany
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
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2.1.3 Kitsysteme

Tabelle 4: Verwendete Kitsysteme und Hersteller.

Kit

Hersteller

EpiTect® 96 Bisulfite Kit

EpiTect® PCR Control DNA Set
FlexiGene® DNA Kit
HotStarTag®Plus Master Mix Kit
iScript™ cDNA Synthesis Kit
PAXgene® Blood RNA Kit
PyroMark® Gold Q96 Reagents
SYBR™ Select Master Mix for CFX

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Bio-Rad, Hercules, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Fischer

appliedbiosystems by  Thermo

Scientific, Vilnius, Litauen

2.1.4 Laborbedarf und Verbrauchsgegenstande

Tabelle 5: Verwendeter Laborbedarf/ Verbrauchsgegenstéande und Hersteller.

Gegenstand

Hersteller

Achtkanalpipette: Biohit m100
Achtkanalpipette: FINNPIPETTE®
Achtkanalpipette: PEQPETTE
Aggarosegel-Trennstreifen: 20 Well 1,5mm
Becherglas 100ml|

Biosphere® Filter Tips 10ul, 20ul, 100pul,
200ul, 300pl, 1250pl

Biosphere® SafeSeal Tube 1,5ml, 2ml
CELLSTAR® Serological Pipette steril, 10ml,
25ml, 50mi

Combitips advanced® 0,1ml, 1ml, 10ml, 25ml
Deep well plate PP 96 x 1,1ml

Handschuhe: Peha-soft® nitrile white
Messzylinder 1000ml

Messzylinder 100ml

Multipipette: FINNPIPETTE®

Multipipetten: Eppendorf Multipette® M4,
Plus, Eppendorf Xplorer

neoAccupette 3-9905

PCR-Strips, 8 tubes, 0,2ml

Biohit, Helsinki, Finland

Thermo Scientific, Minchen, Deutschland
pegLab, Erlangen, Deutschland

pegLab, Erlangen, Deutschland

Marinfeld, Lauda-Konigshofen, Deutschland
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Greiner Bio-one, Frickenhausen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

nerbe Plus, Winsen/Luhe, Deutschland
Hartmann, Heidenheim, Deutschland
VITLAB, Grossostheim, Deutschland
Scherf-Prazision, Meiningen, Deutschland
Thermo Scientific, Minchen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

neolab, Heidelberg, Deutschland
BRAND, Wertheim, Deutschland
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PCR-Abdeckfolie: AB-0550 Adhesive PCR
Film

PCR-Platte: 96x0,2m|

PCR-Platte: FrameStar® 96

PCR-Platte: twin.tec 96

Pipetten:
100ul, 1000ul; Eppendorf Research 10ul,
100ul, 1000ul; Eppendorf Reference 10ul,
1o0ul

Plattenabdeckfolie

Eppendorf Research Plus 10pl,

Plattenabdeckfolie Aluminium

PyroMark® Q96 Cartridge

PyroMark® Q96 Plate Low

PyroMark® Q96 Vacuum Prep Trough
gPCR-Platte: 384-gPCR-Plate
Reagenzienflasche 1000ml
Reinigungstlcher: Science Precision Wipes
SafeSeal micro tube 1,5ml, 2ml

Tube 5ml, 50ml
Weithals-Erlenmeyerkolben 500m|

Thermo Scientific, Miinchen, Deutschland

nerbe Plus, Winsen/Luhe, Deutschland
4titude, Surrey, UK

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

3M, Neuss, Deutschland

LVL technologies Crailsheim, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

BRAND, Wertheim, Deutschland

Duran, Mainz, Deutschland

KIMTECH, Dallas, USA

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Duran, Mainz, Deutschland

2.1.5 Gerate

Tabelle 6: Verwendete Geratschaften und Herste

ller.

Gerat

Hersteller

Beleuchtungskammer: Lourmat Fusion FX
CFX384® Real-Time System C1000 Touch®
Thermocycler

Elektrophorese-Kammer: Model 40-1214
Feinwaage PM300

Gefrierschrank -20°

Gefrierschrank -80°

Heizplatte: MR Hei-Tec

Inkubator B 5042 E

LABINCO L46 Power Mixer

Magnetriihrer: GLW M21

Mikrowelle

Plattenschuttler: BioShake iQ

Vilber, Eberhardzell, Deutschland
Bio-Rad, Hercules, USA

pegLab, Erlangen, Deutschland
Mettler, GieRen, Deutschland
Liebherr, Biberach, Germany

Fisher Scientific, Schwerte, Germany
Heidolph, Schwabach, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
LABINCO, Breda, Niederlande
Heidolph, Schwabach, Germany
Sharp, Hamburg, Deutschland

BioShake, Jena, Germany
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Plattenzentrifuge: Centrifuge 5430
PyroMark® Q96 ID

PyroMark® Q96 Workstation
QlAvac 96 Vacuum Station
Spannungsgeber: CONSORT E431,
CONSORT E844

Spannungsgeber: EL. Phor.-Powerpack P24
Spannungsgeber: GENE POWER SUPPLY
GPS 200/400

Spectralphotometer: NANODROP 8000
Spectralphotometer: NanoDrop® ND-1000
Thermocycler: TProfessional Basic Gradient,
Gradient 96, Standard

Thermomixer comfort 1,5ml

Tischzentrifuge: Vortex + Microspin FV-2400
Vakuumpumpe

Vortex Genie 2

Wasseraufbereitung: NANOpure Diamond™
Wasserbad

Zentrifugen: ROTANTA 96 RS, 460R, MIKRO

220R, MIKRO 200R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
CONSORT, Turnhout, Belgien

Biometra, Géttingen, Deutschland

Pharmacia, Uppsala, Schweden

Thermo Scientific, Miinchen, Deutschland
pegLab, Erlangen, Deutschland

Biometra, Géttingen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Welch, limenau, Deutschland

Scientific Industries, Bohemia, USA
Thermo Scientific, Minchen, Deutschland
Memmert, Schwabach, Deutschland

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

2.1.6 Software

Tabelle 7: Verwendete Software und Hersteller.

Software

Hersteller

LinReg PCR V2017

IBM SPSS Statistics for Windows, Version 26,
Version 28

Qbase+

Evolution Capt. FX6
Microsoft® Office 365
EndNote™ X9

Adobe Acrobat Reader
PyroMark® Assay Desgin 2.0
Bio-Rad CFX Manager 3.0
PyroMark Q96 2.5.10

PLINK 1.9

Ruijter et al., Open-Source
IBM Corporation, Armonk, USA

Biogazelle, Zwijnaarde, Belgien
Vilber, Eberhardzell, Deutschland
Microsoft, Redmond, USA
Clarivate, St. Helier, USA

Adobe Inc., San José, USA
Qiagen, Hilden, Deutschland
Bio-Rad, Hercules, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland

Shaun Purcell, Open-Source
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2.2 Methoden

2.2.1 Studiendesqgin und Studienablauf

Alle im Rahmen dieser Arbeit analysierten Proben stammen von Teilnehmenden der
DaCFail- bzw. der maodifizierten GEParD-Studie. Um die Fragestellungen dieser Arbeit
zu beantworten, wurden aus allen Teilnehmenden diejenigen ausgewahlt, von denen
erfolgreich Proben mindestens eines vollstandigen modifizierten Dexamethasontests

(mDST) gewonnen werden konnten.

Die GEParD-Studie (Genetik und Epigenetik von Pharmako- und Psychotherapie bei
akuter und rezidivierender Depression; Ltg.: Univ.-Prof. Dr. Dr. K. Domschke bis 2016,
ab 2016 Prof. Dr. med. Andreas Menke) an der Klinik und Poliklinik fir Psychiatrie,
Psychosomatik und Psychotherapie (Dir.: Univ.-Prof. Dr. J. Deckert) untersuchte seit
Oktober 2012 als Beobachtungsstudie die Genetik und Epigenetik von Kandidatengenen
der Depression bei im Zentrum flr psychische Gesundheit (ZEP) der Universitatsklinik
Wirzburg stationar behandelten Patientinnen. Im Studienverlauf wurde ab September
2015 zusatzlich ein  modifizierter oraler DST erganzt, um stressinduzierte
Veranderungen der HPA-Achse zu untersuchen (Lichter et al., 2023; Menke et al., 2016;
Menke et al., 2012; Menke & Binder, 2014).

Die DaCFail-Studie (Depression associated Cardiac Failure; Ltg: Prof. Dr. med. Andreas
Menke, Prof. Dr. med. Stefan Stork, Prof. Dr. rer. med. Dr. rer. nat. Gotz Gelbrich) an
der Klinik und Poliklinik fur Psychiatrie, Psychosomatik und Psychotherapie (Dir.: Univ.-
Prof. Dr. J. Deckert), der Medizinischen Klinik und Poliklinik | (Dir.: Univ.-Prof. Dr. med.
Stefan Frantz) und dem Deutsches Zentrum fiur Herzinsuffizienz (DZHI, Ltg. Abteilung
klinische Forschung: Prof. Dr. med. Stefan Stork), beschéftigte sich seit November 2015
mit der Untersuchung der Dysregulation von Stresssystemen als Basis fir den
bidirektionalen Zusammenhang von Depression und Herzinsuffizienz. Als Fall-Kontroll-
Studie entworfen, soll der Vergleich von vier Gruppen (Gruppe 1: depressive Episode
und Herzinsuffizienz, Gruppe 2: depressive Episode, Gruppe 3: Herzinsuffizienz, Gruppe
4: gesunde Kontrollen) so unter anderem Aufschluss tber die Funktionsstérungen der
HPA-Achse liefern.

Beide Studien zielten so auf die Identifikation der zugrundeliegenden
pathophysiologischen Mechanismen ab, um eine Spezifizierung von Subgruppen zu
erma@glichen, die dann im Weiteren mit Hilfe einer Batterie von Biomarkern unterschieden

werden kénnen (Lichter et al., 2023).
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Fur den Ablauf und die Aufteilung der Rekrutierung zwischen den beteiligten Zentren sei
auf das Methodenpaper von Lichter et al. verwiesen (Lichter et al., 2023). Die stationare
psychiatrische Behandlung verlief in einem naturalistischen Setting. Jeder Patient erhielt
eine individualisierte Therapie, veranlasst durch die behandelnden Arztinnen und ohne
Beeinflussung durch die Studienteilnahme. Nach Etablierung von DaCFail im ZEP
erfolgte die Durchfihrung beider Studien parallelisiert. Patientinnen mit depressiven
Episoden, die alter als 50 Jahre waren und die Einschlusskriterien erfillten, wurden,
nach ihrer ausdricklichen Zustimmung, zusétzlich neben GEParD auch in die DaCFail-
Studie eingeschlossen. Abbildung 4 gibt einen Uberblick iiber den Studienablauf,
reduziert auf die relevanten Parameter der Fragestellungen dieser Arbeit. Das
vollsténdige Studienprotokoll kann dem Methodenpaper von Lichter et al. entnommen
2023).

Ausschlusskriterien der beiden Studien.

werden (Lichter et al., Tabelle 8 zeigt die angewendeten Ein- und

Woche 1
GEParD-Studie: stati

Woche 3

i Diff-BB, CRP, i Diff-BB, CRP, i Diff-BB, CRP, i Diff-BB, CRR,
Cortisol, ACTH Cortisol, ACTH Cortisol, ACTH Cortisol, ACTH
“ BDI, MADRS, BDI, MADRS =) BDI, MADRS =] BDI, MADRS
CTQ, LTE, SCID-I I;l

mDST mDST

1 DNA (Methylierung)
RNA (Genexpression)

=| Basisassessment

DaCFail-Studie: stationdre Behandlung

DNA (Methylierung)
RNA (Genexpression)

1a i i GEParD + | GEParD + § GEParD + § GEParD +
NTproBNP I NTproBNP | NTproBNP | NTproBNP
| BDI, MADRS, PHQ-9 =1 BDI, MADRS =) BDI, MADRS =] BDI, MADRS
i =! Basisassessment I;I
mDST n Do '
i DNA (Methylierung) I DNA (Methylierung)
RNA (Genexpression) RNA (Genexpression)
T TTE T OTTE
3 & einmalige
ambulante
4 Untersuchung
\ J - \. \. J

Abbildung 4: Studienablauf GEParD und DaCFail. Patientinnen der GEParD-Studie sowie der Gruppen
1 (Depression und Herzinsuffizienz) und 2 (Depression) der DaCFail-Studie wurden wéahrend der
stationaren Behandlung im Zentrum fiir psychische Gesundheit wochentlich untersucht. In Woche 1 und 4
wurde ein mDST durchgefihrt sowie Blut zur Isolierung von DNA und RNA abgenommen. In der DaCFail-
Studie erfolgte zusétzlich ein transthorakale Echokardiografie (TTE) in Woche 1 und 4. Probandinnen der
DaCFail-Gruppen 3 (Herzinsuffizienz) und 4 (gesunde Kontrollen) erhielten das Untersuchungsprogramm
der Woche 1 wahrend eines einmaligen ambulanten Termins. ACTH = Adrenocorticotropin, BDI = Beck-
Depressions-Inventar, CRP = C-reaktives Protein, CTQ = Childhood Trauma Questionnaire, Diff-BB =
Differentialblutbild, DNA = Desoxyribonukleinséure, LTE = List of Threatening Experiences, MADRS =
Montgomery—Asberg Depression Rating Scale, NT-proBNP = N-terminal prohormone of brain natriuretic
peptide, PHQ-9 = Patient Health Questionnaire, RNA = Ribonukleinsaure. Basisassessment = u.a. Alter,
Geschlecht, Raucherstatus, GroR3e, Gewicht. Erstellt mit BioRender.com. Modifiziert nach (Lichter et al.,
2023), ,Reproduced with permission from Springer Nature”.
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Tabelle 8: Ein- und Ausschlusskriterien von GEParD und DaCFail. DSM-IV = Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders, LVEF = Linksverntrikulare Ejektionsfraktion, PHQ-9 = Patient Health
Questionnaire, SCID-I = Structured Clinical Interview for DSM axis | disorders, STAAB = Haufigkeit und
Einflussfaktoren auf frihe STAdien A und B der Herzinsuffizienz in der Bevolkerung, (Lichter et al., 2023).

Einschlusskriterien

GEParD

DaCFail

Alter: 18-80 Jahre

Diagnose einer uni- oder bipolaren

Depression nach strukturiertem klinischem
Interview (SCID-I) anhand der Kriterien des
DSM-IV

Alter: > 50 Jahre

Gruppe 1: Depression parallel zu GEParD +
Herzinsuffizienz (LVEF: & < 52%, Q < 54%)
Gruppe 2: Depression parallel zu GEParD +
normwertige LVEF

Gruppe 3: Herzinsuffizienz (LVEF: & < 52%,
Q < 549%) + Ausschluss Depression

Gruppe 4: Teilnahme an STAAB, Ausschluss

Depression + normwertige LVEF

Ausschlusskriterien

GEParD

DaCFail

Unfahigkeit zur Abgabe einer schriftlichen
Einverstandniserklarung
z.B.:

Demenz, M. Parkinson, Multiple Sklerose,

Schwere neurologische Erkrankung:

Schlaganfall
Schizoaffektive Erkrankung, Schizophrene

Psychose, Depression im Zusammenhang mit

Schlaganfall, komorbide
Abhangigkeitserkrankung

Schwangerschaft, Krebserkrankung,
systemische Behandlung mit

Glukokortikoiden

Unfahigkeit zur Abgabe einer schriftlichen
Einverstandniserklarung
z.B.:

Demenz, M. Parkinson, Multiple Sklerose,

Schwere neurologische Erkrankung:

Schlaganfall
Schizoaffektive Erkrankung, Schizophrene

Psychose, Depression im Zusammenhang mit

Schlaganfall, komorbide
Abhangigkeitserkrankung

Schwangerschatt, Krebserkrankung,
systemische Behandlung mit

Glukokortikoiden
Gruppe 3 und 4: Ausschluss einer aktuellen
oder zuriickliegenden depressiven Episode
(PHQ-9, SCID-I)

Als wissenschatftlicher Mitarbeiter im ZEP umfasste mein Eigenanteil wahrend der Zeit
von September 2018 bis Marz 2019 die Aufklarung und den Einschluss von
Probandinnen, die Durchfihrung der initialen Anamnese und psychometrischen
Studienteilnahme sowie die

Untersuchungen, deren Betreuung wéahrend der

Koordination der beteiligten Mitarbeiterinnen (Pflegekrafte, Funktionsdiagnostik,

24



medizinische Doktoranden). AnschlieRend erfolgte eine weitere Unterstitzung des
Studienteams ab Marz 2019 bei der Rekrutierung von Probandinnen der Kontrollgruppe.
Die Betreuung der stationdren Studienpatienten erfolgte Giberwiegend durch Dipl.-Psych.
Dr. Catherina Klupfel, Dipl.-Psych. Dr. Saskia Johanna Stonawski und Manuel Blickle.
Die Blutabnahmen wurden von den behandelnden Stationsarztinnen oder Medizinischen
Fachangestelltinnen des ZEPs durchgefihrt, die mDST durch weitere medizinische

Doktoranden.

Die Bestimmung von Standardlaborparametern erfolgte im Zentrallabor des
Universitatsklinikums Wurzburg (Ltg: Dr. med. Udo Steigerwald), die der
endokrinologischen Messwerte im endokrinologischen Labor des Universitatsklinikums
Wirzburg (Ltg: Univ.-Prof. Dr. med. Martin Fassnacht). Die kardiologische Diagnostik
wurde von Kolleginnen des DZHIs dort durchgefihrt und ausgewertet. Dartber hinaus
wurden alle weiteren molekularbiologischen Experimente und assoziierte Laborarbeiten
zwischen September 2018 und Juli 2019, sofern nicht explizit anders aufgefiihrt, durch
mich im Labor der Klinik und Poliklinik fur Psychiatrie, Psychosomatik und

Psychotherapie umgesetzt.

Ethikvotum

Die Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultéat der Julius-Maximilians-Universitét-
Wirzburg erteilte der GEParD-Studie (Ethikvotum: 104/12 und 128/15) und DaCFail-
Studie (Ethikvotum: 285/14) ihre Zustimmung. Alle Teilnehmenden wurden vor
Studieneinschluss miundlich und schriftich Uber Ziele, Studienablauf, beinhaltete
Untersuchungen sowie Nutzung und Verbleib von Material und Daten aufgeklart. Auch
Uber die Mdglichkeit ihre Einwilligung jederzeit ohne Angabe von Griinden widerrufen zu
konnen, wurden sie informiert. Eine Studienteilnahme oder Nichtteilnahme hatte keinen

Einfluss auf den Verlauf der stationdren Behandlung.

Kohorten der Studienpatienten

Wie Abbildung 5 zeigt, konnten bis zum Beginn der Labortatigkeiten fur diese Arbeit
zwischen 2012 und 2019 insgesamt 472 Probandinnen in beide Studien eingeschlossen
werden. Nach erneuter Prifung der Ausschlusskriterien, Dropouts und Berticksichtigung
mindestens eines vollstandig vorliegenden mDSTs, wurden 271 Probandinnen fur die

weitere Analyse ausgewdahlt. Grunde fur die erfolgten Ausschlisse sind ebenfalls
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Abbildung 5 zu enthehmen. Eine ausfihrlichere Charakterisierung der Gruppen erfolgt

in den jeweiligen Kapiteln des Ergebnisteils.

[ Probandinnen der GEParD+DaCFail-Studie bis 1/2019 ]
N=472

Vorzeitiger Dropout/Fehlerfassung, Alter N=24
mDST unvollstdandig N=30

Psychotische Symptome N=4

EKT N=9

{ Kein mDST im Studiendesign N=134

\4
—

A 4

[ ProbandInnen mit min. einem vollstdndigem mDST ]
N=271

\ 4

Verteilung der Gruppen:

@  GEParD: N=180
% & Gruppe1: N=11
2 Gruppe 2: N=80
% Gruppe 3: N=47
Gruppe 4: N=33

Abbildung 5: Flussdiagramm Rekrutierung. EKT = Elektrokonvulsionstherapie, N = Anzahl
Probandinnen. Erstellt mit BioRender.com

2.2.2 Psychometrie

Zur Beurteilung des Vorliegens einer Depression, deren Schwere sowie einer
Verlaufsbeobachtung und Beurteilung des Therapieansprechens wahrend der
stationdren Behandlung, wurden BDI-Il sowie MADRS ausgewdhlt. Dabei wurde die
MADRS unter den zur Verfiigung stehenden Fremdbeurteilungsverfahren aufgrund einer
besseren Vollstandigkeit im vorliegenden Datensatz gegeniber der Hamilton-Skala
bevorzugt. Beide Skalen kdonnen auch zur Beurteilung eines Therapieansprechens
herangezogen werden. Dies ist allgemein definiert als Reduktion des Gesamtscores
einer etablierten Depressionsskala um > 50% (Bundesarztekammer (BAK) et al., 2022).
Das Beck-Depressions-Inventar (BDI) ist ein testpsychologisches
Selbstbeurteilungsverfahren zur Erfassung des Schweregrades einer depressiven
Episode. Nach seiner Erstveroffentlichung 1961 liegt der Fragebogen mittlerweile in
uberarbeiteter Form (BDI-Il) und deutscher Ubersetzung vor (Beck et al., 1961;
Hautzinger et al., 2006). Bei der Montgomery-Asberg Depression Rating Scale
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(MARDS) handelt es sich um ein testpsychologisches Fremdbeurteilungsverfahren zur

Einschatzung der Schwere einer depressiven Episode (Montgomery & Asberg, 1979).

Daruiber hinaus sollte das Vorhandensein von Stress im kurzen Zeitintervall bzw.
Traumatisierung in der Kindheit zur Beurteilung einer mdglichen Gen x
Umweltinteraktion durch Verwendung von LTE sowie CTQ abgebildet werden. Die List
of Threatening Experiences (LTE) erfasst als kurzer Selbstbeurteilungsfragebogen
Stressoren innerhalb des letzten Jahres (Brugha et al., 1985). Beim Childhood Trauma
Questionnaire (CTQ) handelt es sich um ein Selbstbeurteilungsinstrument, um in der
Kindheit stattgefundene Traumatisierungen unterschiedlichen Ausmafles und Art
abzubilden (Bernstein et al., 1994; Bernstein et al., 2003; Klinitzke et al., 2012).

2.2.3 Bestimmung kardiologischer Parameter

Alle Probandinnen der DaCFail-Studie erhielten eine umfangreiche kardiologische
Untersuchung mittels 24-Stunden-Blutdruckmessung, 24-Stunden-EKG  sowie
transthorakaler Echokardiografie. Zusatzlich wurden ebenfalls in Woche 1 sowie 4 die
Laborparameter NT-proBNP und Troponin ermittelt. Unter der Vielzahl erhobener
Parameter wurden fur diese Arbeit die LVEF sowie das NT-proBNP als Gradmesser der
vorliegenden Herzschwache verwendet. Die LVEF gibt dabei unmittelbar Auskunft Uber
die Auswurfleistung und damit die Fahigkeit des Herzens den Organismus mit Blut zu
versorgen. Die Hohe des NT-proBNP im Serum wiederum korreliert mit dem klinischen
Stadium der Herzinsuffizienz und der damit einhergehenden Leistungsschwéche (Balion
et al., 2013).

2.2.4 Durchfhrung mDST, Gewinnung und Verarbeitung der Blutproben

Um die Funktion der HPA-Achse und die bereits geschilderten Mechanismen der
Ruckkopplung als Antwort auf eine Stressreaktion zu untersuchen, wurde ein durch Prof.
Dr. med. Menke etablierter mDST in der ersten Behandlungswoche bzw. wahrend der
einmaligen ambulanten Untersuchung durchgefiihrt (Leistner & Menke, 2018; Menke et
al., 2016; Menke et al., 2014; Menke et al., 2012). Hierzu erfolgte eine erste
Blutabnahme um 18 Uhr. Diese umfasste EDTA-Blut (9,0ml EDTA Monovette) zur
spateren Isolation von DNA aus den enthaltenen Leukozyten, ein

Spezialblutentnahmeréhrchen zur Isolation von RNA (2,5 ml PAXgene® Blood RNA
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tube) sowie weitere zur Anfertigung eines Differentialblutbildes (2,7ml EDTA Monovette)
und Bestimmung der endokrinologischen Parameter Cortisol (7,5ml Serum Monovette)
und ACTH (7,5ml EDTA Monovette). Im Anschluss erhielten die Probandinnen 1,5mg
Dexamethason zur oralen Einnahme mit Wasser. Nach einem Intervall von 3h erfolgte
um 21 Uhr die zweite Blutabnahme in identischer Zusammensetzung. Wéahrend der
Aufklarung sowie mittels schriftlicher Information am Untersuchungstag, wurden die
Teilnehmenden angehalten mindestens 30 Minuten vor der ersten Blutabnahme sowie
im Intervall nicht zu Rauchen und auf intensivere korperliche Betétigungen zu verzichten.
Fur Patientinnen in stationdrer Behandlung fand zur Untersuchung moglicher
Veranderungen an der HPA-Achse im Rahmen der Therapie in der vierten
Behandlungswoche ein erneuter mDST mit identischem Ablauf statt. Bis zur weiteren
Verarbeitung wurden die Blutproben bei 4° gekuhlt (PAXgene® Blood RNA tube) bzw.
bei -20° eingefroren (9ml EDTA Monovette). Der mDST sowie die dazugehdrigen
Blutentnahmen wurden Uberwiegend durch medizinische Doktorandinnen (Jacqueline

Helmel, Lisa Friesz, Carolin Burschka, Leonie Kranemann) durchgefthrt.

Zur Isolation der DNA aus EDTA-Blut wurde das FlexiGene® DNA-Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) entsprechend der Herstellerangaben im Protokoll ,Isolation of DNA from
4-14ml Whole Blood“ des FlexiGene® DNA Handbook verwendet. Die Isolation der
RNA aus Vollblut wurde mit dem PAXgene® Blood RNA-Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) entsprechend der Herstellerangaben im Protokoll ,Manual Purification of
Total RNA from Human Whole Blood Collected into PAXgene Blood RNA Tubes®) des
PAXGene® Blood RNA Handbook durchgefiihrt. Nachfolgend wurden Konzentration
und Reinheit der extrahierten DNA bzw. RNA mit einem Spektralphotometer
(NanoDrop® ND-1000 pegLab, Erlangen, Deutschland; NANODROP 8000 Thermo
Scientific, MUnchen, Deutschland) bestimmt und dokumentiert. Beide Verfahren wurden
durch verschiedene Mitarbeiterinnen des Labors der Klinik und Poliklinik fiir Psychiatrie,
Psychosomatik und Psychotherapie (Dir.: Univ.-Prof. Dr. J. Deckert) durchgefuhrt. Alle

Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80° gelagert.
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2.2.5 Ubersicht der laborexperimentellen Schritte

— FKBP5
Genexpression

/’ RNA cDNA

~ o Lrl-I_I_rrH_ Methylierung

MBI —— MIDON — ——  AGTCCCTGAATCGA — regulatorischer
DNA bisulfitkonvertierte PCR Pyrosequenzierung Cst

DNA
Genotyp SNP
> rs1360780

Microarray/

KASP

Abbildung 6: Ubersicht laborexperimenteller Schritte. cDNA = komplementare DNA, DNA =
Desoxyribonukleinsaure, KASP = kompetitive Allel-spezifische PCR, RNA = Ribonukleinsaure, PCR=
Polymerase Kettenreaktion, qPCR = quantitative Echtzeit PCR, SNP = Single-Nukleotid-Polymorphismus.
Erstellt mit BioRender.com

Beginnend mit Erhalt der Blutproben stellt Abbildung 6 den weiteren Weg der
Laborexperimentellen Schritte da. Nach der bereits beschrieben Isolation der RNA
wurde aus dieser zunachst eine komplementdre cDNA synthetisiert. Anschlie3end
wurde eine quantitative Echtzeit Polymerase Kettenreaktion (QPCR) durchgefuhrt, um
die enthaltene Menge der FKBP5 mRNA zu beziffern. Der Isolation der DNA schloss
sich eine Behandlung mit Natriumbisulfit an. Die regulatorischen Bereiche der
bisulfitkonvertierten DNA wurden im Weiteren amplifiziert und der Methylierungsgrad der
enthaltenen CpGs durch Pyrosequenzierung bestimmt. Parallel erfolgte eine
Genotypisierung des FKBP5 SNPs rs1360780 extern auf einem Microarray bzw. mittels
kompetitiver Allel-spezifischer PCR.

2.2.6 Methylierungsanalyse mittels Pyrosequenzierung

Theoretischer Hintergrund

Wie bereits beschrieben findet die Methylierung als epigenetische Modifikation in der
menschlichen DNA an der Nukleinbase Cytosin statt, wenn diese gemeinsam mit Guanin
als CpG-Dinukleotid vorliegt. Dort betrifft sie in der Regel das 5. Kohlenstoffatom. Zur
Bestimmung des Methylierungsgrades eines DNA-Abschnitts muss also unterschieden

werden, wie sich der Anteil von Cytosin zu 5-Methylcystosin verhalt. Hierzu wurde die
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DNA zunachst mit Natriumbisulfit behandelt. Durch die Bisulfitkonversion kommt es in
zwei Schritten zur Umwandlung von Cytosin zu Uracil, einer Nukleinbase die sich bei der

" Weiterverarbeitung wie

HS05 Jj\ Jﬁ\ Jﬁ Thymin  verhalt. Liegt
/L ﬁ g )\ . _
NH,

allerdings 5-Methylcystosin

oytosine cytosine uragil uracil vor, SO findet keine
sulphonate sulphonate

N Konversion durch

)N\/ ' CHy ;8%3’ Natriumbisulfit statt und an

07N or der entsprechenden

5-methylcytosine Position bleibt ein Cytosin

Abbildung 7: Reaktion von Natriumbisulfit an Cytosin bzw. 5- . .
Methylcytosin. (Jujubix, 2011), Creative Commons Attribution- €rhalten, wie Abbildung 7
ShareAlike 3.0 Unported: https://creativecommons.org/licenses/by- .

/3 Oflenaicode T . = 4 = zeigt (Hayatsu et al., 1970;

Shapiro et al., 1973). Nach Amplifikation der DNA mittels PCR, bei der Uracil durch das
verwandte Thymin ersetzt wird, kann durch Sequenzierung das Verhéltnis von Cytosin

zu Thymin bestimmt werden. Dies entspricht dann ebenfalls dem Verhaltnis von 5-
Methylcytosin  zu Cytosin, woraus schlieBlich der Grad der Methylierung am
entsprechenden CpG-Dinukleotid berechnet werden kann. Eine Mdbglichkeit zur
Sequenzierung stellt dabei das hier eingesetzte enzymatische Verfahren der
Pyrosequenzierung dar, das 1993 entwickelt wurde und auf dem Prinzip des
,sequencing by synthesis® beruht (Colella et al., 2003; Nyrén et al., 1993; Tost et al.,
2003). Der in einem Enzymmix (DNA-Polymerase, ATP-Sulferylase, Luciferase,
Apyrase) zunachst als Einzelstrang vorliegenden DNA werden dabei nacheinander die
vier verschiedenen Nukleinsauren (dNTP) zugesetzt. Kommt es zur Paarung der
komplementaren Basen, wird die korrekte Nukleinsaure durch die DNA-Polymerase in
den neu entstehenden Strang eingebaut und Pyrophosphat freigesetzt. Dieses reagiert
durch  Katalyse der  ATP-Sulfurylase mit  Adenosinmonophosphat  zu
Adenosintriphosphat (ATP). ATP ermdglicht dann durch Umsetzung von Luciferin zu
Oxyluciferin die Aussendung eines Lichtimpulses, der detektiert und analysiert wird.
Seine Intensitat steht direkt im Zusammenhang mit der Menge der eingebauten
Nukleinsdure, wodurch eine Sequenz wiederholt gleicher Basen einen héheren Peak
erzeugt. Durch Hinzugabe des Enzyms Apyrase, eine Modifikation der urspriinglichen
Methode, werden Ubriggebliebene Nukleinsauren abgebaut, sodass im gleichen
Reaktionsansatz ein neuer Syntheseschritt beginnen kann (Ronaghi et al., 1998). Eine
umfassende Schilderung des hier verwendeten Verfahrens der Pyrosequenzierung zur

Methylierungsanalyse wurde 2007 verdffentlicht (Tost & Gut, 2007). Die grofdte
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Limitation der Pyrosequenzierung stellt eine Beschrankung der Analyse auf kurze
Sequenzen dar. Diese hangt zusatzlich von den enthaltenen Basen ab und betragt in
der Regel um 100-200 Basenpaare. Einen bisher nicht weiter ausgefiihrten
Zwischenschritt stellt die Amplifikation der bisulfitkonvertierten DNA mittels PCR dar.
Aufgrund der breiten Anwendung und Vertrautheit dieses Verfahrens zur Amplifikation
von DNA, soll auf die Schilderung ihrer theoretischen Grundlagen verzichtet werden
(Mullis et al., 1986).

Bisulfitkonversion

Die Bisulfitkonversion wurde mit dem EpiTect® 96 Bisulfite Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) durchgefiuihrt. Entsprechend der Herstellervorgaben im Protokoll: ,Sodium
Bisulfite Conversion of Unmethylated Cytosin in DNA using a Vacuum Manifiold“ des
EpiTect® 96 Bisulfite Handbook erfolgten kurz zusammengefasst folgende Schritte im
96-Well Plattenformat. Der Reaktionsansatz aus Tabelle 9 wurde hergestellt, nach
vollstéandiger Durchmischung kurz abzentrifugiert und nach dem Reaktionsprotokoll in

Tabelle 10 in den Thermocycler gegeben.

Tabelle 9: Reaktionsansatz Bisulfitkonversion.

Bestandteil Volumen je Reaktionsgefal
DNA-L&sung mit 500ng DNA
RNase freies Wasser } 20 1
Geloster Bisulfit-Mix 85 ul
DNA Protect Buffer 35 pl
Gesamtvolumen 140 pl

Tabelle 10: Reaktionsprotokoll Bisulfitkonversion.
Schritt Zeit Temperatur
Denaturierung 5 min 95°C
Inkubation 25 min 60°C
Denaturierung 5 min 95°C
Inkubation 85 min 60°C
Denaturierung 5 min 95°C
Inkubation 175 min 60°C
Halten 20°C
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Nach Abschluss der Bisulfitreaktion wurde die konvertierte DNA unter Verwendung der
QIAvac 96 Vakuumstation (Qiagen, Hilden, Deutschland) weiter aufgereinigt. Dazu
wurde die DNA unter Einsatz verschiedener Pufferldosungen und Ethanol desulfiniert,
gewaschen und durch wiederholtes Saugen durch die Membran der verwendeten
Platten mittels Vakuums an diese gebunden. In einem letzten Elutionsschritt wurde sie
schlieBBlich durch den Elutionspuffer aus dieser herausgewaschen und in der
Elutionsplatte gesammelt. Nach dem Aliquotieren erfolgte die Lagerung bis zur weiteren

Verwendung bei -20°.

Primer-Design
In einer initialen Literaturrecherche wurde zunéchst nach differenzierter Methylierung
regulatorischen CpGs von FKBP5 in Zusammenhang mit den stressinduzierten
Erkrankungen Depression und Herzinsuffizienz gesucht. Dabei konnten zwei
interessante Bereiche identifiziert werden. Die Methylierung von CpGs auf Intron 2
zeigen eine Assoziation zu den kardiovaskularen Risikofaktoren HbAlc und Body-Mass-
Index (BMI), die wie bereits geschildert eng mit der Entstehung der Herzinsuffizienz
interagieren (Ortiz et al., 2018). Aul3erdem befinden sich besagte CpGs in der Nahe von
funktionellen GRE, was eine mdgliche Beeinflussung durch diese im Rahmen einer
Stressreaktion nahelegt (Klengel et al., 2013). Auf Intron 7 fand sich eine weitere
Zielregion. Fir diese konnte eine besonders enge Assoziation von Methylierung und
Expression als Reaktion auf eine Glukokortikoidstimulation nachgewiesen werden.
Damit scheint sie besonders relevant fur die Vermittlung der Stressreaktion. Fir die
gleiche Region konnte auch ein Zusammenhang der regulatorischen Parameter des
Gens mit kindlicher Traumatisierung beobachtet werden, die ihrerseits ein Risiko flr
spatere affektive Erkrankungen darstellt (Klengel et al., 2013; Wiechmann et al., 2019).
Tabelle 11 gibt einen Uberblick tber Position und Benennung der als fiir die

Fragestellung vielversprechenden identifizierten CpGs.

Tabelle 11: Nomenklatur und Position relevanter CpGs. GRCh37.p13 = Genome Reference Consortium
Human Build 37 patch release 13, hgl9 = Human Genome Assembly. (Cunningham et al., 2022).

CpG Position (GRCh37.p13/hg19)
CpG1 chr6: 35,609,541
CpG2 chr6: 35,609,556
Intron 2
CpG3 chr6: 35,609,628
CpG4 chr6é: 35,609,645
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CpG5 chr6:35,558,498
CpG6 Intron 7 chr6:35,558,523
CpG7 chr6:35,558,566

Im nachsten Schritt wurden anhand der CpGs flankierenden DNA-Sequenzen mittels der
Software PyroMark® Assay Desgin 2.0 (Qiagen, Hilden, Deutschland) Primer fir PCR
und Pyrosequenzierung entworfen. Ein Primerset besteht hierbei aus drei einzelnen
Primern. Fir die PCR je einen Primer fur Foreward-(F) und Reversestrand (R), wobei
letzterer an seinem 5°-Ende eine Biotinmarkierung (Btn) enthéalt. Diese ermdglicht
wahrend der Pyrosequenzierung eine Bindung des Stranges an Streptavidin-Beads, um
diesen zu isolieren. Bei dem dritten Primer handelt es sich um einen Sequencing-Primer
(S), der nach Paarung mit dem amplifizierten PCR-Produkt die Startsequenz fir die
Pyrosequenzierung markiert. Tabelle 12 gibt einen Uberblick tiber die entworfenen

Primer, deren Nomenklatur und Sequenzen:

Tabelle 12: Verwendete Primer Pyrosequenzierung. Primer 3 und 4 enthalten identische Primer fir die
PCR, lediglich der Sequenzing-Primer unterscheidet sich.

Primer Sequenz (5" nach 3")
TGGTGAATGATTGTATAGTGTTTTAATAAG
[BtN|CACCATATTAACCAAACTAATCTTAAACT
GGTGGTTTATGTTTGTAAT
AGGAGTTTAAGATTAGTTTGGTTAATATGG
[BtnN]CCTCCCCCTCCTAAATTCAAACAATTCTAC
ATATGGTGAAATTTTGTTTTTATAA
AGTTGGGATAATAATTTGGAGTTATAGT
[BINJATTCCCTTATTTATTCCTAAACTTATTCTT
GGAGTTATAGTGTAGGTTTT
AGTTGGGATAATAATTTGGAGTTATAGT
[BINJATTCCCTTATTTATTCCTAAACTTATTCTT
AGTTGTATTTTATTTTTTTAAGGAG

Primer 1 (CpG1+2)

Primer 2 (CpG3+4)

Primer 3 (CpG5+6)

Primer 4 (CpG7)

»w T M nw W M nw O™ T O T

Im der weiteren Versuchsdurchfiuhrung gelang es trotz verschiedener
Optimierungsversuche nicht mit Primer 2 ein PCR-Produkt zufriedenstellender Qualitat
herzustellen. Bei Primer 3 wiederum liel3 sich kein ausreichend gleichmé&Riger Durchlauf
der Pyrosequenzierung etablieren, sodass die geratinterne Qualitatskontrolle eine
Auswertung der Daten weitestgehend verbot. Um aus den eingesetzten Materialen die

bestmoglichen Untersuchungsergebnisse zu erzielen, erfolgte daher im Weiteren nur die
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Verwendung der Primer 1 und 4. Diese ermdglicht die Untersuchung der CpGs 1,2 und
7. Aufgrund ihrer Verteilung auf den beiden relevanten Intronen 2 und 7, erméglicht dies
unter dem Aspekt einer noétigen Kostenoptimierung einen guten Uberblick tber die
regulatorischen Elemente von FBKP5. Alle Primer wurden von der Firma Sigma-Aldrich
(Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland) bezogen, nach dem Erhalt von der 100uM
Ausgangskonzentration auf eine 10uM Konzentration verdiinnt, aliquotiert und bei -20°

gelagert.

Polymerase Kettenreaktion

Zur Amplifizierung der bisulfitkonvertierten DNA wurde das HotStarTaq®Plus Master Mix
Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) entsprechend der Herstellervorgaben im ,Quick-Start
Protocol HotStarTag®Plus Master Mix Kit“ verwendet. FUr die variablen Bestandteile des
Reaktionsansatzes wurde zundchst auf ein etabliertes Protokoll des Labors
zurlickgegriffen. Ausgehend von diesem wurden dann Anpassungen fir die jeweiligen
Primer vorgenommen. Dazu erfolgten wiederholte Gel-Elektrophoresen, um die Qualitat
des PCR-Produktes zu beurteilen. So entstanden beispielsweise bei der Verwendung
des Primersets 1 Dimere aus den Primern selbst, weshalb eine Reduktion der

eingesetzten Primermenge stattfand. Die finalen Reaktionsansatze zeigt Tabelle 13:

Tabelle 13: Reaktionsansatze Bisulfit-PCR.

Bestandteil Volumen je Reaktionsgefafi

Primer 1 Primer 4
MgClz (25mM) 1ul 1pl
F-Primer (10uM) 0,6ul 0,8ul
R-Primer (10uM) 0,6ul 0,8ul
Bisulfitkonvertierte DNA 2ul 2ul
HotStarTag® Master Mix 12,5ul 12,5ul
(enthalt dNTPs, MgClz, PCR-
Puffer)
Coral (Farbstoff) 2,5l 2,5l
RNase freies Wasser 5,8ul 5,4l
Gesamtvolumen 25ul 25ul

Nach Herstellungen des Reaktionsansatzes und Verteilung auf die 96 Wells der PCR-

Platte wurde die PCR in einem Thermocycler durchgefiihrt. Zentraler Bestandteil des
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Programms sind hier die repetitiven Zyklen aus Denaturierung der DNA, gefolgt von
einer Anlagerungsphase fur die Primer und schlief3lich der Verlangerungsphase der neu
entstehenden DNA-Strange. Dabei ist die optimale Temperatur fir die Anlagerung der
Primer abhangig von deren Sequenz. Zur Ermittlung dieser wurde die PCR initial mit
verschieden Temperaturgradienten getestet und die Qualitat der PCR-Produkte mittels
Gel-Elektrophorese beurteilt. Fur beide Primer stellte sich 58°C als optimale Temperatur

heraus. Tabelle 14 zeigt das vollstandige Reaktionsprotokoll:

Tabelle 14: Reaktionsprotokoll Bisulfit-PCR.

Schritt Zeit Temperatur
Aktivierung 15min 95°C
Denaturierung 30s 95°C
Anlagerung 30s 58°C
Verlangerung 30s 72°C

45 Zyklen
Finale Verlangerung 10min 72°C

Agarosegel-Elektrophorese

Die Elektrophorese kann zur Auftrennung von DNA nach ihrer Gré3e verwendet werden
und ist ein zentrales Verfahren im Zusammenhang mit der Durchfiihrung der PCR. Zu
Beginn wird die zu untersuchende DNA in ein Agarosegel gegeben, welches wiederum
in einer Elektrophoresekammer in TAE-Puffer einliegt. Nun wird von auf3en an die
Kammer eine Spannung angelegt. Die insgesamt negativ geladene DNA durchlauft das
Gel hin zum Pluspol. Da dieses sich wie ein dichtes Netz verhélt, gelangen kleinere DNA-
Fragmente in einer festgesetzten Zeit weiter voran. Um die DNA-Molekiile sichtbar zu
machen, wird dem Gel Ethidiumbromid zugegeben. Diese Substanz interkaliert in der
doppelstrangigen DNA und fluoresziert nach Anregung durch UV-Licht, wobei die
Intensitat mit der Konzentration der DNA korreliert. Die Verwendung einer DNA-Leiter,
die DNA-Molekiile verschiedener Grél3en enthdlt, erlaubt so die GréZenbestimmung der
PCR-Produkte (Schmidt, 2017). Die verwendeten 2,5% Agarosegele setzten sich wie
folgt zusammen: 2,5g Agarose, 100ml TAE-Puffer, 3ul Ethidiumbromid. Nach Aufkochen
der Agarose im TAE-Puffer wurde das Ethidiumbromid wahrend der Abkihlphase unter
Einsatz eines Magnetrihrers hinzugegeben. AnschlieRend wurden die Gele in Form
gegossen. Die ausgeharteten Gele wurden dann mit 3ul PCR-Produkt sowie einer DNA-
Leiter mit 100bp Abstufungen (Thermo Scientific, Minchen, Deutschland) bestickt.
Nach ungefahr 20 Minuten erfolgte das Ablesen der Gele durch UV-Belichtung (Lourmat
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Fusion FX, Vilber, Eberhardzell, Deutschland). Die Agarosegel-Elektrophorese wurde
zunachst zur Temperaturoptimierung der PCR eingesetzt (Abbildung 8). Im Weiteren
wurden dann alle erzeugten PCR-Produkte vor Einsatz der Pyrosequenzierung zur

Sicherstellung der Qualitat und Ausschluss von Verunreinigungen untersucht.

Abbildung 8: Agarose-Gelelektrophorese zur Temperaturoptimierung der PCR, Primer 4. Gut lasst
sich die Ampliconlange von 190 Basenpaaren (bp) an der DNA-Leiter links ablesen. Alle Temperaturen
liefern ein ausreichend gutes Ergebnis. Aufgrund eines méglichen Primerdimers in Probe 2 bei 60°C sowie
der hoheren Intensitat der Banden wurde 58°C ausgewahlt. neg = Negativkontrolle.

Pyrosequenzierung

Den letzten Schritt der Methylierungsanalyse stellt die eigentliche Pyrosequenzierung
dar. Hierzu wurde der PyroMark® Q96 ID mit zugehoériger PyroMark® Q96 Workstation,
die PyroMark® Q96 Cartridge und die PyroMark® Gold Q96 Reagents (alle Qiagen,
Hilden, Deutschland) entsprechend der Herstellervorgaben im ,PyroMark® Q96 User
Manual“, ,PyroMark® Gold Q96 Reagents Handbook” und ,PyroMark® Q96 Software

User Guide® eingesetzt.

Der erste Schritt umfasste die Immobilisierung der aufgrund des verwendeten Primers
biotinylierten DNA an Streptavidin Beads. Basis hierfir ist die starke Bindung zwischen
Streptavidin und Biotin (Mulhardt, 2013). Dafur wurde der Reaktionsansatz in Tabelle 15
in eine 96-Well Platte gegeben, verschlossen und nach kurzem zentrifugieren fur 10
Minuten auf den Plattenrittler gegeben.

Tabelle 15: Reaktionsansatz DNA-Immobilisierung.

Bestandteil Volumen je Reaktionsgefaf
Streptavidin Sepharose Beads 1,5ul

Binding Puffer 40l

dHz20 28,5ul

[Btn] PCR-Produkt 10ul

Gesamtvolumen 80ul
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Parallel wurde in eine weitere 96-Well Platte 40ul Reaktionsansatz bestehend aus 37,6l
Annealing-Puffer und 2,4ul des 10uM Sequencing-Primers vorgelegt sowie die Vakuum
Workstation vorbereitet. Dafiir wurden die entsprechenden GefalRe mit dH.O, 70%

Ethanol, Denaturationspuffer und einem Waschpuffer versehen.

Im zweiten Schritt wurden nun die Streptavidin Beads mitsamt der anhaftenden DNA
durch das angelegte Vakuum aus der ersten Platte in den Arbeitskopf der Workstation
tbernommen. Nach einer Spulung mit 70% Ethanol wurde die doppelstrangige DNA
durch den Denaturationspuffer in Einzelstrdnge aufgetrennt und nach einem
Waschschritt im entsprechenden Puffer durch Abschalten des Vakuums aus dem

Arbeitskopf in die vorbereitete zweite Platte abgegeben.

Der dritte Schritt umfasste dann eine weitere Denaturierung der DNA, wozu die 96-Well
Platte fur 2 Minuten auf eine Heizplatte (85°C) gestellt wurde. Daraufhin erfolgte die
Anlagerung des Sequenzingprimers, die anschlieRend innerhalb von 8 Minuten bei
Raumtemperatur abgeschlossen wurde. Begleitend wurde der Pyrosequenzierer
vorbereitet. Dazu wurde nach Starten der Software und Hochladen des mit dieser
erstellten Assays die Kartusche mit einem Enzym- und Substratmixes sowie den dNTPs

in durch die Software vorgegebener Menge bestlickt.

Fur den vierten und letzten Schritt wurde die 96-Well Platte in den Pyrosequenzierer
eingestellt und der vorbereitete Lauf gestartet. Base fir Base erfolgte dann die Zugabe
von Substrat, Enzym und dNTP. Bei erfolgreichem Einbau wurde der ausgesendete
Lichtimpuls registriert und als Peak dargestellt. Da das vorbereitete Assay eine
Methylierungsanalyse der CpGs vorsieht, erfolgt die Berechnung bereits durch die
verwendete Software. Die Ausgabe enthalt somit den Methylierungsgrad in Prozent je

untersuchten CpG fir jede einzelne Probe.

Qualitatskontrolle

Auf verschieden Ebenen der Versuche wurden MalRnahmen ergriffen, um eine maglichst
hohe Qualitdit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten. Als
BasismalRhahme fand der Einsatz von Negativkontrollen zum Ausschluss von
Verunreinigungen statt. AuRerdem wurde bei der Zusammenstellung der Platten auf eine
Durchmischung von Proben aller Studienarme auf jeder einzelnen Platte geachtet, um
Batch-Effekte zu vermeiden. Zur Kontrolle einer erfolgreichen Bisulfitkonvertierung
wurden DNA-Proben (EpiTect® PCR Control DNA Set, Qiagen, Hilden, Deutschland)
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mit 0, 50 und 100% Methylierung der enthalten CpGs vor deren Durchfihrung auf allen
Platten erganzt. Sowohl PCR als auch die Pyrosequenzierung wurden dann in
Duplikaten praktiziert. Nach einer ersten softwareinternen Qualitatskontrolle, die
Einzelergebnisse unzureichender Glte aussortierte, wurden in einem weiteren Schritt
die Duplikate auf Ubereinstimmung kontrolliert. Nur solche mit einer absoluten
Standardabweichung (SD) < 0,05 sowie einer Abweichung < 3SD vom Mittelwert des
Duplikats wurden akzeptiert und ihr Mittelwert fir die Auswertung bertcksichtigt (Kollert
et al., 2020). Alle ausgeschlossenen Proben wurden dokumentiert und, soweit
vielversprechende Ausgangsproben vorlagen, auf einer Wiederholerplatte erneut
analysiert. Abbildung 9 gibt einen Uberblick Gber die Probenanzahl und final erhaltenen

Messwerte.
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Ausgeschschlossene Messwerte:

Unzureichende DNA-Qualitat: 45 Wiederholte Messwerte: 66
Ausfélle Pyrosequenzierung: 112
Ausschliisse Qualitdtskontrolle: 26

/ \ /

Abbildung 9: Methylierungsanalyse, verarbeitete Proben und Ausfélle. Erstellt mit BioRender.com

2.2.7 Expressionsanalyse mittels quantitativer Echtzeit Polymerase-
Kettenreaktion (QPCR)

Theoretischer Hintergrund

Bei der gPCR handelt es sich um eine weitverbreitete Methode zur Mengenbestimmung
der vorliegenden DNA in einer Probe. Sie eignet sich durch Kombination mit einem
vorgeschalteten Schritt der reversen Transkription, bei dem RNA in die entsprechende
komplementare DNA (cDNA) umgewandelt wird, auch zur Quantifizierung von mRNA
(Bustin, 2000; Higuchi et al., 1992). Dabei wird zunachst das in unterschiedlichen Viren
vorkommende Enzym Reverse Transkriptase gemeinsam mit ubiquitdren Primern
eingesetzt. Als RNA-abhangige-DNA-Polymerase besitzt dieses die Fahigkeit einen

Hybridstrang aus RNA und ihrer komplementaren DNA zu erzeugen. Nach Abbau der
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RNA durch eine RNase liegt der zur urspriinglichen RNA komplementare cDNA-
Einzelstrang vor (Milhardt, 2013). Dieser wird dann in der sich anschlieenden gPCR
verwendet, um die Menge der initial vorhanden mRNA zu bestimmen. Im Vergleich zu
anderen quantitativen PCR-Methoden beruht ihre Funktionsweise auf einer
Beobachtung der ablaufenden PCR in Echtzeit. Dazu wird dem ublichen PCR-
Reaktionsansatz (DNA-Polymerase, Substrat, Primer) ein in die DNA interkalierender
Farbstoff, z.B. SYBR Green, zugegeben, der nach Einlagerung in die DNA seine
Fluoreszenz veréndert. Die ublichen PCR-Zyklen aus Denaturation - Anlagerung ->
Verlangerung werden durchlaufen und nach jeder Verlangerungsphase die Fluoreszenz
in den Reaktionsgefal3en gemessen. Mit Zunahme der vorhanden DNA durch die
Amplifikation steigt diese immer weiter an. Zu einem bestimmten Zeitpunkt der Reaktion
werden die fir das Verhéltnis von Primern, Enzym und DNA-Vorlage optimalen
Bedingungen erreicht, sodass das Wachstum exponentiell erfolgt. Diese exponentielle
Wachstumsphase, erkennbar an der Geraden in der Mitte des Fluoreszenzdiagram,
erlaubt schlie3lich die Bestimmung der zugrunde liegenden DNA-Menge (Miulhardt,
2013). Einheitlich definiert wird dazu der Zyklus abgelesen, bei dem die gemessene
Fluoreszenz erstmals die Hintergrundfluoreszenz Ubersteigt. Dieser wird als Cq
(Quantification Cycle) oder Ct (Threshold Cycle) angegeben, wobei die ,Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments Guidline“ die
Verwendung von Cg empfiehlt, was in dieser Arbeit umgesetzt wird (Bustin et al., 2009).
Zusammenfassend wird das Verfahren aus Reverser Transkription mit anschlieRender
gPCR auch als RT-gPCR bezeichnet. Um die Ergebnisse fiir verschiedene Proben,
Untersuchungsdurchlaufe sowie unter Anbetracht weiterer Einflisse vergleichen zu
koénnen, stellt die relative Quantifizierung der Cq die gelaufigste Methodik dar. Dazu
werden in einem ersten Schritt die Effizienzen der einzelnen PCR-Laufe, die
methodenbedingt in der Realitat nicht bei exakt 100% liegen, zur Relativierung der zuvor
ausgegeben Quantitaten genutzt. AnschlieBend erfolgt die Normalisierung dieser
anhand von Referenzgenen. Bei Referenz- oder Housekeeping-Genen handelt es sich
um ubiquitar exprimierte Gene, die bestenfalls kaum Schwankungen im Rahmen des
Zellzykluses unterliegen. Daher eignen sie sich zur Normalisierung der Expression eines
Genes unter Bertcksichtigung des Gesamtniveaus der Genexpression der jeweiligen
Probe (Kozera & Rapacz, 2013). Zuletzt kann durch den Einsatz gleichbleibender
Kontrollproben in jedem PCR-Lauf eine Kalibrierung fir einzelnen Laufe durchgefiihrt
werden. Nach Abschluss der Berechnung, die nach Aufbereitung der Ausgangsdaten

durch eine Software wie Qbase+ erfolgen kann, ergeben sich die sogenannten
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kalibrierten, normalisierten, relativen Quantitdten (CNRQ) (Hellemans et al., 2007).
Diese einheitenlosen Verhéltniswerte erlauben schlieBlich den Vergleich der mRNA-

Expression zwischen den einzelnen Proben und Untersuchungsgruppen.

cDNA-Synthese
Fur die Synthese der cDNA wurde das iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, Hercules,

USA) entsprechend der Herstellervorgaben verwendet. Nach Herstellung des
Reaktionsansatzes in Tabelle 16, welcher unter Verwendung steriler Pipettenspitzen und
besonderer Sorgfalt zum Schutz vor Verunreinigungen erfolgte, fand die eigentliche

Synthese im Thermocycler nach dem Protokoll in Tabelle 17 statt.

Tabelle 16: Reaktionsansatz cDNA-Synthese.

Bestandteil Volumen je Reaktionsgefafr
RNA-LAsung mit 400ng RNA
, } 15 ul
Nuklease freies Wasser
5x iScript Reaktions-Mix 4ul
iScript Reverse Transkriptase 1l
Gesamtvolumen 20yl

Tabelle 17: Reaktionsprotokoll cDNA-Synthese. RT = Reverse Transkriptase.

Schritt Zeit Temperatur
Primer Anlagerung 5min 25°C
Reverse Transkription 30min 42°C
Inaktivierung der RT 5min 85°C

Halten 4°C

Die synthetisierte cDNA wurde fiir die weiteren Untersuchungen mit TE-Puffer auf 1.5

verdinnt, aliquotiert und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

Primer-Design und Vorarbeit der Arbeitsgruppe

Fur die Auswahl der gPCR-Primer wurde auf die Roche Life Science Universal Probe
Library (Roche, Basel, Schweiz) zuriickgegriffen, deren Dienst mittlerweile eingestellt ist
(Roche, 2019). Dabei wurde fir FKBP5 ein Primerpaar ausgewahlt, welches drei der vier

bekannten FKBP5-Transkripte erfasst und ein Amplicon von 184bp Lange erzeugt. Auch
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die Auswahl der Primer fUr die verwendeten Referenzgene RS27A, ALAS und SDHA
erfolgten tiber die gleiche Bibliothek. Tabelle 18 gibt einen Uberblick iiber die Sequenzen
aller verwendeter Primer fUr die gPCR. Alle Primer wurden von der Firma Sigma-Aldrich

(Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland) bezogen.

Tabelle 18: Verwendete Primer gPCR.

Primer Sequenz (5" nach 3)
FKBPS F AAAATGCAGCGGGAAGAAC
R CAGCCTGCTCCAATTTTTCT
F GGTTAAGCTGGCTGTCCTGAA
RS2IA R AGAAGGGCACTCTCGACGAA
F CGGGATGGAGTCATGCCAAA
ALAS R ATCAGAGAACTCGTGCTGGC
F AACATCGGAACTGCGACTC
SDHA R CTTCTTGCAACACGCTTCCC

Zum Zeitpunkt dieser Arbeit standen die obigen Primer durch Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe ,Biomarker affektiver Storungen“ (Ltg. Prof. Dr. Andreas Menke)
insbesondere durch Dr. Carolin Weil3, bereits zur Verfigung. Aufbauend auf dieser
wurden die Primer der Referenzgene, die sich in den Vorversuchen unter den
Gegebenheiten des Labors als besonders zuverlassig erwiesen hatten, tbernommen.
Der FKBP5 Primer wurde zunachst anhand der Roche Life Science Universal Probe
Library im Zusammenhang mit der Fragestellung dieser Arbeit Gberpriift und fiir passend
befunden. Seine Funktionalitdt in der gPCR wurde anschlieBend mittels
Gelelektrophorese und Schmelzkurvenanalyse kontrolliert. Beide bestétigten die
Synthese des erwarteten, ungefahr ~180bp langen Amplicons. Neben den Primern
waren als weitere Vorarbeit, besonders durch Dr. Carolin Weil3, bereits ein Teil der
Proben mittels gqPCR analysiert, sodass deren Rohdaten fiir eine gemeinsame
Auswertung mit den neu gewonnen zur Verfigung stand. Um diese mdglichst ohne
technische Verfalschung der Ergebnisse durch Batch-Effekte durchzufiihren, wurde in
den weiteren Analyseschritten neben den gleichen Primern auch auf die identischen
Kontrollproben (IRC = Inter Run Calibrator) zurtickgegriffen sowie dieselben Protokolle

und Geréatschaften verwendet.
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Durchfiihrung der gPCR
Die gPCR wurde mit dem SYBR™ Select Master Mix for CFX (appliedbiosystems by

Thermo Fischer Scientific, Vilnius, Litauen) im 384-Well Plattenformat mit Hilfe des
CFX384® Real-Time System C1000 Touch® Thermocyclers (Bio-Rad, Hercules, USA)
unter Berucksichtigung der Herstellervorgaben durchgefiihrt. Dabei wurde zunéchst der
Reaktionsansatz aus Tabelle 19 unter besonderer Vorsicht, permanenter Kihlung auf
Eis sowie mdglichst dunkler Umgebung hergestellt, durch vortexen grindlich vermischt
und fur eine Minute bei 4000rpm kurz abzentrifugiert. Die Lagerung erfolgte tber Nacht
bei 4°C, am Folgetag fand die gPCR nach dem Protokoll in Tabelle 20 statt. Nach initialer
Aktivierung der DNA-Polymerase wurden 45 Zyklen aus Denaturierung - Anlagerung
- Verlangerung durchlaufen, wobei nach jedem Zyklus eine Messung der Fluoreszenz
durch den Thermocycler durchgefiihrt und dokumentiert wurde. Nach einer ersten
optischen Qualitatskontrolle (Homogenitat des Fluoreszenzdiagramms, Schmelzkurve)
erfolgte die Ausgabe der Cq Uber die Software Bio-Rad CFX Manager 3.0 (Bio-Rad,
Hercules, USA).

Tabelle 19: Reaktionsansatz qPCR.

Bestandteil Volumen je Reaktionsgefaf
SYBR™ Select Master Mix 5ul
Primer-Mix (Konzentration 5uM F- + R-Primer) 1l
cDNA-L6sung 4l

(£ 4ng eingesetzter RNA vor Synthese)

Gesamtvolumen 10ul

Tabelle 20: Reaktionsprotokoll gPCR.

Schritt Zeit Temperatur
DNA-Polymerase Aktivierung 2min 95°C
Denaturierung 5s 95°C
Anlagerung und Verlangerung  30s 60°C

45 Zyklen

Datenaufbereitung und Berechnung der CNRQ

Im ersten Schritt der Datenaufbereitung erfolgte die Berechnung der Effizienzen fur
jeden einzelnen qPCR-Lauf, um spater auf dieser Basis relative Quantitdten bestimmen

zu koénnen. Das Programm LinReg PCR V2017 wendet dabei ein Lineares
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Regressionsmodell auf jede einzelne Probe an und errechnet anhand dessen die
durchschnittliche PCR-Effizienz aller Proben eines Laufes. Vorausgesetzt werden dabei
mindestens vier Datenpunkte zur Bestimmung der Regressionsgerade sowie ein
Korrelationskoeffizient R von > 0,9995. Fir die mittleren Effizienzen ergeben sich Werte
zwischen 1 (entspricht 0% und keiner Amplifikation) und 2 (entspricht 100% und einer
Verdopplung der DNA in jedem Zyklus) (Ruijter et al., 2013; Ruijter et al., 2009). Alle
Laufe mit einer Effizienz > 1,75 wurden akzeptiert, dabei lagen die errechneten Werte
zwischen 1,81 und 1,88.

Im zweiten Schritt erfolgte dann, nach einer Qualitatskontrolle und Aufbereitung der
Datenstruktur, die Eingabe in die Software Qbase+ (Biogazelle, Zwijnaarde, Belgien).
Diese umfasste die zuvor errechneten mittleren Effizienzen der einzelnen PCR-L&aufe
sowie die Cgs des Zielgens FKBP5. Fir die Normalisierung der Werte wurden au3erdem
die ebenfalls mittels gPCR bestimmter Cqs der in der Arbeitsgruppe etablierten
Referenzgene RS27A (40S Ribosomal Protein S27a), SDHA (Succinate
Dehydrogenase Complex Flavoprotein Subunit A) und ALAS (Aminolevulinate
Synthase) ergénzt (Lallemant et al., 2009; Menke et al., 2018; Santegoeds et al., 2017;
Song et al., 2023). Da eine groliere Anzahl an verwendeten Referenzgenen auch die
Qualitat der Normalisierung verbessert, kann die Nutzung von drei verschiedenen
Referenzgenen als kosteneffiziente Normalisierung mit ausreichender Qualitat
angesehen werden (Kozera & Rapacz, 2013). Zuletzt wurden die auf jeder Platte
enthaltenen IRCs definiert, die eine Kalibrierung zwischen den einzelnen L&ufen
erlauben. Nach Abschluss der Berechnungen erfolgte dann die Ausgabe der CNRQ
(Hellemans et al., 2007).

Quialitatskontrolle

Bei der gPCR handelt es sich aufgrund ihrer hohen Sensitivitdt um ein empfindliches
und fehleranfalliges Verfahren, weshalb abseits einer besonders sorgfaltigen
Arbeitsweise weitere MalRnahmen zur Qualitatskontrolle unternommen wurden (Bustin
et al., 2009). Alle untersuchten gPCR-Platten wurden zur gré3tméglichen Nivellierung
von Batch-Effekten aus Proben der verschiedenen Studienarme zusammengesetzt.
Neben zwei unterschiedlichen Negativkontrollen (H-O, kein cDNA-Template) enthielten
alle auRerdem eine Probe, der keine Reverse Transkriptase zugegeben worden war. Die
Kombination dieser drei Kontrollen der unterschiedlichen Arbeitsschritte erlaubte spéater

eine Identifikation der mdglichen Fehler oder Verunreinigungsquelle. Die Untersuchung
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selbst fand in Triplikaten statt, mit deren Mittelwerten die eigentliche Auswertung
stattfand. In einer Analyse wurden zuvor solche Triplikate identifiziert, deren Cqs weiter
als 0,5 auseinander lagen. Nach deren Ausschluss wurden die verbleibenden zwei
Werte nur dann akzeptiert, wenn die Differenz unter 0,3 lag. Zuletzt wurde durch die
Software Qbase+ sowohl die Stabilitdt der Referenzgene untersucht als auch eine
weitere Qualitatskontrolle der eingegeben Werte durchgefiihrt, welche zum Ausschluss
weiterer Proben fiihrte. Abbildung 10 gibt einen Uberblick Giber die Probenanzahl und

final erhaltene Messwerte.

W ( gliltige mRNA-
RNA-Proben: 716 .| Konzentrationen: 681
J Probandinnen: 238

Ausgeschschlossene Messwerte:

Ausfille gPCR: 5
Ausschliisse Qualitatskontrolle: 20
Ausschliisse Qbase+: 12

. J

Abbildung 10: Analyse der mRNA-Expression, Verarbeitete Proben und Ausfélle. (m)RNA =
(messenger) Ribonucleic Acid, qPCR = quantitativer Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion. Erstellt mit
BioRender.com

2.2.8 Genotypisierung von rs1360780

Die Genotypisierung des SNP rs1360780 von FKBP5 sowie einer Vielzahl weiterer
genetischer Polymorphismen in Assoziation mit psychischen Erkrankungen erfolgte fur
den Grof3teil der Probandinnen (insgesamt 384) durch die Firma Life&Brain GmbH
(Bonn, Deutschland) unter Verwendung eines Mircoarrays (Global Screening Arrays
Version 1.0) der Firma lllumina (San Diego, USA). Aus den nach der Analyse erhaltenen
Rohdaten wurden die Allele von rs1360780 mit Hilfe der Software PLINK (Version 1.9,

Shaun Purcell, Open-Source) dekodiert.

62 spater eingeschlossene Teilnehmerinnen wurden durch Inge Reck, eine technische
Mitarbeiterin der Arbeitsgruppe, mittels kompetitiver Allel-spezifischer PCR genotypisiert
(KASP-Assay). Die verwendeten Primer sowie der Reaktions-Mastermix wurden von der
Firma LGC (Teddington, UK) bezogen.
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2.2.9 Statistische Auswertung

Die Erstellung der Statistik erfolgte mit Unterstitzung und unter Supervision von Dr.
Catharina Klupfel und Dr. Martin Weil3 an der Klinik und Poliklinik fir Psychiatrie,
Psychosomatik und Psychotherapie (Dir.: Univ.-Prof. Dr. J. Deckert). Fur die
Organisation der Daten, deren Auswertung sowie die Erstellung der Grafiken wurde
SPSS Statistics Version 26 bzw. 28 (IBM Corporation, Armonk, USA) verwendet.

Als erster Schritt der Datenauswertung wurden die flr die Fragestellungen relevanten
klinischen Daten der beiden Studien GEParD und DaCFail mit den Laborergebnissen in
einen gemeinsames Datensatz Uberfuhrt. AnschlieBend wurden weitere Variablen
anhand der Rohdaten berechnet und vorhandene zur besseren statistischen
Verarbeitung umgewandelt. Fir die Depressionsfragebtgen BDI und MADRS erfolgte
die Berechnung der Gesamtscores in Woche 1 und 4, deren absolute Reduktion sowie
der verbleibende Prozentsatz nach Therapie. Daraus wurde anschlieRend ein
Therapieansprechen bei Reduktion der Gesamtpunktzahl um min. 50% abgeleitet. Auch
die Gesamtscores von LTE und CTQ wurden gebildet. Die Allele des SNP rs1360780
wurden zu einem Risiko- (AA oder AG) sowie einem protektiven Genotyp (GG)
zusammengefasst. Anhand der dokumentierten Medikation in der jeweiligen
Behandlungswoche wurden aufRerdem dichotome Variablen fir die Behandlung mit

einer Medikamentengruppe Uber den Gesamtzeitraum erstellt.

Fur die deskriptiven Statistiken wurde das arithmetische Mittel (M) sowie die
Standardabweichung (SD) angegeben. Zur Berechnung von Gruppenunterschieden der
deskriptiven Statistiken wurde im Vergleich der vier Gruppen eine einfaktorielle
Varianzanalyse (ANOVA = analysis of variance) verwendet. Allen Verfahren der
Varianzanalyse gemeinsam ist dabei, dass der Vergleich der Varianzen innerhalb sowie
zwischen den definierten Gruppen verwendet wird, um zu bestimmen, ob diese sich fir
die zu untersuchende Variable unterscheiden. Wird also die Nullhypothese ,Zwischen
den Untersuchungsgruppen besteht kein Unterschied® auf dem gewahiten
Signifikanzniveau von p < 0,05 abgelehnt, so besteht ein signifikanter
Gruppenunterschied. Fur den Vergleich zwischen Depression und Kontrollen wurde fir
mindestens ordinal skalierte Werte auf den nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-Test
und fir nominal skalierte auf den Chi-Quadrat-Test zurlickgegriffen. Als allgemeines
Signifikanzniveau fur diese und alle weiteren Berechnungen wurde p < 0,05 (*) festgelegt
(Bortz & Schuster, 2010).
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Um die Frage nach Gruppenunterschieden in der Methylierung regulatorischer CpGs vor
Durchfihrung des mDST, also der Baseline-Methylierung, als Teil der Fragestellungen
1,4 und 5 zu beantworten, wurde das Verfahren der Kovarianzanalyse (ANCOVA)
gewahlt. Da die Methylierung der DNA multiplen Einflussfaktoren unterliegt, ist deren
Berlcksichtigung fur die Dateninterpretation wesentlich. Die ANCOVA erlaubt es deren
Einfluss zu erfassen und diesen statistisch zu korrigieren. Zur Auswahl maoglicher
Kovariaten wurde die vorhandene Literatur studiert. Um dem explorativen Ansatz dieser
Arbeit gerecht zu werden, wurde aus der Vielzahl mdglicher Kovariaten die gemeinsame
Schnittmenge der Vorliteratur herausgefiltert, um sich auf diese zu begrenzen. Alter und
Geschlecht konnten dabei als elementar identifiziert werden und wurden fir alle
Berechnungen als Kovariaten berticksichtigt (Klengel et al., 2013; Menke et al., 2013;
Menke et al., 2021; Ortiz et al., 2018). Eine probatorisch zusatzliche Bertcksichtigung
von Raucherstatus und BMI zu Beginn der Auswertungen brachte unabhé&ngig davon
keine relevant abweichenden Ergebnisse. Der Genotyp des SNPs rs1360780 wurde aus
obigen Grinden ebenfalls nicht als allgemeine Kovariate beriicksichtigt. Stattdessen
erfolgte eine Aufteilung der Daten entsprechend dem Genotyp fir Auswertungen mit
vermutetem Einfluss durch diesen. Vor jeder ANCOVA erfolgte eine Prifung auf
Normalverteilung der Stichproben mittels des Kolmogorov-Smirnov-Tests, deren
Vorhandensein fur alle parametrischen Testverfahren eine nétige Grundlage darstellt.
Als weitere Voraussetzungen wurde die Homogenitat der Regressionssteigungen durch
Bildung der entsprechenden Interaktionsterme sowie die Varianzgleichheit mittels des
Levene-Tests Uberprift. Vereinzelte Verletzungen der Voraussetzungen werden fir die
entsprechende Gruppe in der Statistik berichtet, die ANCOVA aber dennoch verwendet,
da sie als robustes Testverfahren bei vereinzelten Abweichungen dennoch verlassliche
Ergebnisse liefert (Bortz & Schuster, 2010). Im Ergebnisteil wurde neben dem p-Wert,
der eine Aussage Uber die Signifikanz der Ergebnisse erlaubt, auch das partielle n? als
Effektstarke angegeben. Dabei entspricht ein Wert von 0,01 einem kleinen, 0,06 einem
mittleren und 0,14 einem groRen Effekt (Cohen, 1988).

Der Effekt des mDST auf die Methylierung und mRNA-Expression als Teil der
Fragestellungen 1, 2, 4 und 5, wurde mittels einer Mixed ANOVA berechnet. Diese
berticksichtigt sowohl den Einfluss von Zwischensubjektfaktoren (entsprechend der
Zugehdrigkeit zu einer Gruppe) als auch Innersubjektfaktoren (entsprechend der
Intervention zwischen den zwei Untersuchungszeitpunkten am einzelnen Probanden).
Dies stellt eine Erweiterung der zuvor geschilderten ANCOVA dar, um die erfolgte

Messwiederholung im Rahmen des mDST zu berucksichtigen. Parallel wurden Alter und
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Geschlecht ebenfalls als Kovariaten verwendet. Neben einer Normalverteilung der
Daten und der Varianzengleichheit setzt die Mixed ANOVA aul3erdem eine Gleichheit
der Kovarianzen voraus, die mittels des Box-Tests UUberprift wurde. Eine
Berlcksichtigung der Spharizitat, also der Varianzengleichheit zwischen den einzelnen
Stufen, war aufgrund des Studiendesigns mit lediglich zwei Untersuchungszeitpunkten
nicht nétig. Entsprechend der ANCOVA wurden ebenfalls alle Abweichungen berichtet,
aufgrund der Robustheit des Verfahrens aber keine Anpassung vorgenommen. Das
Ergebnis der Mixed ANOVA unterscheidet zwischen einem Haupteffekt der Zwischen-
oder Innersubjektfaktoren sowie einem Interaktionseffekt dieser, die jeweils separat
angegeben werden. In einer Unteranalyse wurden alle Gruppen zusammengefasst, um
beobachtete Trends der Glukokortikoidwirkung nachzuvollziehen. Zur Beurteilung des
Effekts zwischen den zwei Untersuchungszeitpunkten wurde ein t-Test fir verbundene
Stichproben verwendet, wobei angesichts eines N > 30 auf eine Prifung bezuglich
Normalverteilung verzichtet wurde. Als Mal fur die Effektstarke wird dabei der Betrag
von Cohens d verwendet. Ab einem Wert von 0,8 liegt ein gro3er Effekt vor (Cohen,
1988).

Die Untersuchung mdoglicher Parameter von FKBP5 als Biomarker fir ein
Therapieansprechen, entsprechend Fragestellung 5, wurden zusatzlich zur Mixed
ANOVA auch ein prospektiver Ansatz gewahlt. Dazu wurde das Verfahren der binaren
logistischen Regression angewendet. Dies dient zur Uberprifung des Einflusses
verschiedener Variablen auf die Vorhersagewahrscheinlichkeit zur Zugehdrigkeit einer
dichotomen Gruppe (Therapieresponder vs. Therapie-Non-Responder). Als ndtige
Voraussetzung wurde die Linearitat der Beziehung von abhéngigen und unabhangigen
Variablen mittels des Box-Tidwell-Ansatz Uberprift. Auferdem wurden relevante
Ausreil3er sowie das Vorliegen von Multikollinearitdt zwischen mehreren Variablen
ausgeschlossen. Im Ergebnis liefern die Berechnungen einen Signifikanzwert fir das
gesamte Regressionsmodel sowie fir die einzelnen enthalten Variablen. Auf3erdem
wurde die Anpassungsgute des Modells mittels des Hoser-Lemeshow-Testes beurteilt,
wobei ein nicht signifikantes Testergebnis diese bescheinigt. Die Varianzenaufklarung,
die durch das Modell erfolgen kann, stellt Nagelkerkes R? dar. Fir Werte > 0,2 ist von
einer akzeptablen Varianzenaufklarung auszugehen (Backhaus et al., 2006;
Hemmerich, 2018). Veranschaulicht werden die Ergebnisse, indem der
Gesamtprozentsatz korrekter Klassifikationen von Therapieansprechen bzw. -

nichtansprechen durch das Modell gegen eine zufallige Einteilung verglichen wird.
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Zur Beurteilung eines Zusammenhangs zwischen den erhobenen Messwerten von
FKBP5 und klinischen Parametern wurde angesichts der vorliegenden metrischen Daten
das Verfahren der Pearson-Produkt-Moment Korrelation angewendet. Das Vorliegen
einer Normalverteilung wurde aufgrund der StichprobengréRe von > 30 nicht separat
Uberprift. Der errechnete Korrelationskoeffizient r, der Werte zwischen -1 und +1
annehmen kann, gibt Auskunft Gber die Starke des Zusammenhangs sowie dessen

Richtung. Die Signifikanz des beobachteten Zusammenhangs wurde separat berichtet.

Da alle beschriebenen Auswertungen im Rahmen des Pilotstudiendesigns einen

explorativen Ansatz verfolgen, wurde auf eine Korrektur fiir multiples Testen verzichtet.
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3 Ergebnisse

3.1 FKBP5 und Herzinsuffizienz

3.1.1 Deskriptive Statistik der Kohorten

Zur Uberpriifung einer moglichen Assoziation regulatorischer Parameter von FKBP5 und
dem Vorhandensein einer Herzinsuffizienz wurden alle 171 Probandinnen der DaCFail-
Studie untersucht. Tabelle 21 gibt einen Uberblick tiber relevante Charakteristika der
Stichprobe.

Tabelle 21: Charakteristika DaCFail-Stichprobe (N = 171). BMI= Body Mass Index, D= Depression, HI =

Herzinsuffizienz, K = Kontrollen, M = Mittelwert, N = Anzahl, SD = Standardabweichung. p-Wert berechnet
mittels ANOVA, * p-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.

Merkmal Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 p-Wert
(D + HI) (D) (HI (K)
N=11 N =80 N =47 N =33
Geschlecht <0,001*
Frauen N (%) 4 (36,4) 43 (53,8) 6(12,8) 17 (51,1)
Manner N (%) 7 (63,6) 37 (46,3) 41 (87,2) 16 (48,5)
Alter in Jahren 65,00 58,88 69,40 63,27 <0,001*
M (£SD) (£10,61) (£7,82) (8,26) (£7,45)
BMI (kg/m?) 27,07 28,94 31,41 26,70 0,230
M (+SD) (£5,48) (£5,73) (£16,89) (£3,78)
Raucher N (%) 1(9,1) 18 (22,5) 2(4,3) 6 (18,2) 0,023+
Risikogenotyp (A-Allel) 5 (50) 36 (46,2) 23 (50) 16 (48,5) 0,922
N (%)

Auffallig ist ein signifikanter Unterschied der Gruppen beziglich Alter und
Geschlechterverteilung (jeweils p < 0,001), wohingegen das Risikoallel von rs1360780
nahezu identisch in den Gruppen vertreten ist. Auch hinsichtlich ihrer GrolRe
unterscheiden sich die Gruppen, wobei Patientinnen mit Depression Uber- und solche

mit komorbider Herzinsuffizienz unterreprasentiert sind.
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3.1.2 Baselinemethylierung

Abbildung 11 stellt die durchschnittliche Methylierung der drei untersuchten CpGs zur
Baseline, also vor Durchfiihrung des mDST, dar.
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Abbildung 11: Baselinemethylierung regulatorischer CpGs (4 Gruppen). D = Depression, HI =
Herzinsuffizienz, K = Kontrollen. Jeder Balken zeigt die durchschnittliche Methylierung aller Proben
innerhalb einer Gruppe fur das jeweilige CpG zum Zeitpunkt vor Durchfiihrung des mDST, entsprechend
der Baselinemethylierung. Fur CpG1l standen 141, fur CpG2 142 und fir CpG7 164 Messungen zur
Verfligung. Fehlerbalken markieren das 95% Konfidenzintervall.

Fur keines der analysierten CpGs fand sich ein Unterschied zwischen den Gruppen.
CpGl: F (3, 135 = 0,19, p = 0,903, partielles n*> = 0,004 (Verletzung der
Normalverteilungsannahme in Gruppe 2: Kolmogorov-Smirnov-Test: p < 0,001); CpG2:
F (3, 136) = 0,632, p = 0,596, partielles n*> = 0,014; CpG7: F (3, 158) = 1,090, p = 0,355,
partielles n? = 0,020.
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3.1.3 Anderung der Methylierung durch mDST

Die Abbildungen 12 und 13 zeigen die Veranderung des Methylierungszustandes an den
untersuchten CpGs als Reaktion auf eine GK-Ausschiittung bei Stress, simuliert durch
den mDST.
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Abbildung 12: Anderung der Methylierung auf den mDST fiir CpG1 (links) und CpG2 (rechts). D = Depression,
HI = Herzinsuffizienz, K = Kontrollen. Jede Linie zeigt die Veranderung der durchschnittlichen Methylierung des CpGs
fur die jeweilige Gruppe, zwischen den beiden Untersuchungszeitpunkten: vor und nach Durchfiihrung des mDST.
Fur CpG1 standen 135 und fur CpG2 130 Messungen je Zeitpunkt zur Verfigung. Fehlerbalken markieren das 95%
Konfidenzintervall. Fiir das Modell wurden die Kovariaten Alter und Geschlecht bertcksichtigt.
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Abbildung 13: Anderung der Methylierung auf den mDST fiir CpG7. D = Depression, HI =
Herzinsuffizienz, K = Kontrollen. Jede Linie zeigt die Veranderung der durchschnittlichen Methylierung des
CpGs fir die jeweilige Gruppe, zwischen den beiden Untersuchungszeitpunkten: vor und nach Durchfiihrung
des mDST. Es wurden 154 Messungen je Zeitpunkt berlcksichtigt. Fehlerbalken markieren das 95%
Konfidenzintervall. Fiir das Modell wurden die Kovariaten Alter und Geschlecht bertcksichtigt.

Fur CpGL1 lassen sich weder ein Haupteffekt des mDST (F (1, 129) = 0,562; p = 0,455,
partielles n? = 0,004) oder der Gruppe (F (3, 129) = 0,112; p = 0,953, partielles n? =
0,003), noch ein Interaktionseffekt zwischen den beiden beobachten (F (3, 129) = 1,077;
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p = 0,361, partielles n* = 0,024), wobei fir Gruppe 2 eine Verletzung der
Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test: p < 0,001) sowie der Gleichheit der
Kovarianzen vorliegt (Box-Test p < 0,001). Auch fur CpG2 fand sich kein Haupteffekt
des mDST (F (1, 124) = 0,542; p = 0,463, partielles n? = 0,004) oder der Gruppe (F (3,
124) = 0,615; p = 0,607, partielles n® = 0,015), noch ein Interaktionseffekt (F (3, 124) =
0,616; p = 0,606, partielles n* = 0,015).

Fur CpG7 lasst sich grafisch der Trend fur einen Effekt des mDST vermuten. Die Mixed
ANOVA konnte aber weder einen signifikanten Haupteffekt des mDST (F (1, 148) =
1,557; p = 0,214, partielles n? = 0,010) oder der Gruppe (F (3, 148) = 0,278; p = 0,842,
partielles n? = 0,006), noch ein Interaktionseffekt (F (3, 148) = 1,838; p = 0,143, partielles
n? = 0,036) nachweisen, wobei die Normalverteilungsannahme fir Gruppe 2 verletzt

wurde (Kolmogorov-Smirnov-Test: p < 0,001).

Um die FKBP5-Genregulation auf CpG7 in Zusammenhang mit dem mDST unabhéangig
von Gruppenaufteilung und Kovariaten zu untersuchen, wurde ein t-Test fur verbundene
Stichproben uber alle Probandinnen hinweg ergéanzt. Dieser bestatigte eine signifikante
Demethylierung als Reaktion auf den mDST: t (153) = 10,329, p < 0,001, mit grol3er
Effektstarke: Cohens d = 0,832.
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3.1.4 Anderung der mRNA-Expression durch mDST

Die erwartete Zunahme der FKBP5 mRNA-Expression als Reaktion auf die

Glukokortikoidstimulation im Rahmen des mDST veranschaulicht Abbildung 14.

T Gruppe
- w— H]
—D
HI
—_kK
3 W
g
% 5
&
c
i=]
B 2
L
o
g 1
1}
3
pu——
]
vor mDST nach mDST

Abbildung 14: Anderung der mRNA-Expression auf den mDST (4 Gruppen). CNRQ = Calibrated
Normalized Relative Quantities, D = Depression, HI = Herzinsuffizienz, K = Kontrollen. Jede Linie zeigt die
Veranderung der durchschnittichen FKBP5 mRNA-Expression einer Gruppe, angegeben in CNRQ,
zwischen den beiden Untersuchungszeitpunkten: vor und nach Durchfihrung des mDST. Es wurden 134
Messungen je Zeitpunkt berlicksichtigt. Fehlerbalken markieren das 95% Konfidenzintervall. Fir das Modell
wurden die Kovariaten Alter und Geschlecht beriicksichtigt.

Der grafische Eindruck eines Haupteffekts des mDSTs konnte nach Berlcksichtigung
der Kovariaten Alter und Geschlecht in der Mixed ANOVA nicht bestatigt werden. Diese
wies keinen signifikanten Haupteffekt fur mDST (F (1, 128) = 0,562; p = 0,470, partielles
n? = 0,004) oder Gruppe (F (3, 128) = 0,918; p = 0,434, partielles n? = 0,021) nach. Auch
ein Interaktionseffekt fand sich nicht (F (3, 128) = 1,754; p = 0,184, partielles n? = 0,037),
wobei die Normalverteilungsannahme flr die Gruppen 2 (Kolmogorov-Smirnov-Test: p
< 0,001) und 3 (Kolmogorov-Smirnov-Test: p = 0,033) sowie die Gleichheit der
Kovarianzen (Box-Test p < 0,001) verletzt wurde.

Um die beobachtete Zunahme der mRNA-Expression unabhdngig von
Gruppenzugehdrigkeit und Kovariaten zu untersuchen und so die FKBP5-Genregulation
greifbar zu machen, wurde zusatzlich ein t-Test fur verbundene Stichproben
durchgefuhrt. Erwartungsgemal bestatigte dieser eine signifikant hdhere MmRNA-
Expression nach Durchfihrung des mDST: t (133) = -17,627, p < 0,001 mit grol3er
Effektstarke: Cohens d = -1,523.
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Neben dem allgemeinen Effekt des mDST auf die mMRNA-Expression entsteht zuséatzlich
der Eindruck einer differentiellen Reaktion der Gruppen depressiver Probandinnen im
Vergleich zur Kontroll- und Herzinsuffizienzgruppe auf die Glukokortikoidstimulation.
Dieser soll im nachsten Kapitel durch eine gesonderte Auswertung naher beleuchtet

werden.

3.2 FKBP5 und Depression vs. gesunde Kontrollen

3.2.1 Deskriptive Statistik der Kohorten

Fur diese Untersuchung wurden alle 180 Patientinnen mit schwerer Depression aus der
Gesamtstichprobe ausgewahlt und deren FKBP5 mRNA-Expression mit denen der 33
Probandinnen in der Kontrollgruppe verglichen. Tabelle 22 gibt einen Uberblick tiber die
Charakteristika der Stichprobe, wobei sich die beiden Kohorten vor allem hinsichtlich des
Alters unterscheiden (Depressionsgruppe: 46,13 £14,77 Jahre vs. Kontrollgruppe: 63,27
17,45 Jahre).

Tabelle 22: Charakteristika der Stichprobe Depression vs. Kontrollen (N = 213). BMI = Body Mass
Index, M = Mittelwert, N = Anzahl, SD = Standardabweichung. p-Wert berechnet mittels Chi?-Tests fir
nominal skalierte Variablen bzw. Mann-Whitney-U-Test fiir mindestens ordinal skalierte Variablen, * p-Werte
< 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.

Merkmal GEParD Gruppe 4 p-Wert
(Depression) (Kontrollen)
N =180 N =33
Geschlecht 0,940
Frauen N (%) 94 (52,2) 17 (51,5)
Manner N (%) 86 (47,8) 16 (48,5)
Alter in Jahren 46,13 (+14,77) 63,27 (£7,45) <0,001*
M (xSD)
BMI (kg/m?) 28,69 (+7,42) 26,70 (+3,78) 0,414
M (xSD)
Raucher N (%) 62 (34,4) 6 (18,2) 0,008*
Risikogenotyp 76 (44,2) 16 (53,3) 0,353

(A-Allel) N (%)
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3.2.2 Anderung der mRNA-Expression durch mDST

Wie Abbildung 15 veranschaulicht, induziert der mDST eine Steigerung der mRNA-

Expression in beiden Gruppen.
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Abbildung 15: Anderung der mRNA-Expression auf den mDST (2 Gruppen). CNRQ = Calibrated
Normalized Relative Quantities, D = Depression, K = Kontrollen. Jede Linie zeigt die Veranderung der
durchschnittlichen FKBP5 mRNA-Expression einer Gruppe, angegeben in CNRQ, zwischen den beiden
Untersuchungszeitpunkten: vor und nach Durchfiihrung des mDST. Es wurden 162 Messungen je Zeitpunkt
bertcksichtigt. Fehlerbalken markieren das 95% Konfidenzintervall. Fiir das Modell wurden die Kovariaten
Alter und Geschlecht berticksichtigt.

Die Mixed ANOVA bestétigt einen signifikanten Haupteffekt des mDST (F (1, 158) =
41,305; p < 0,001, partielles n? = 0,207). Ein Haupteffekt der Gruppe fand sich nicht (F
(1, 158) = 3,053; p = 0,083, partielles n? = 0,019). Allerdings konnte ein Interaktionseffekt
fur mDST x Gruppe nachgewiesen werden (F (1, 158) = 5,333; p = 0,023, partielles n? =
0,033), wobei der mDST einen Effekt auf die Depressionsgruppe (F (1, 136) = 40,253; p
< 0,001, partielles n? = 0,228), nicht auf die Kontrollgruppe (F (1, 20) < 0,001; p = 0,998,
partielles n? < 0,001) entfaltete und sich beide Gruppen nach Durchfiihrung des mDST
nicht signifikant unterschieden (p = 0,058). Zusammenfassend bewirkt der mDST eine
Zunahme der FKBP5 mRNA-Expression. Diese féllt bei Patientinnen mit Depression
schwécher als bei den gesunden Kontrollen aus. In der Analyse wurde die
Normalverteilungsannahme fiir Gruppe 2 (Kolmogorov-Smirnov-Test: p < 0,001) sowie

die Kovarianzengleichheit verletzt (Box-Test p < 0,001).

Nach Aufteilung der Daten hinsichtlich des Genotyps von rs1360780 besteht sowohl bei
den Tragern des Risikoallels als auch der protektiven Genvariante weiter ein signifikanter
Haupteffekt des mDST (F (1, 65) = 18,460; p < 0,001, partielles n> = 0,221 bzw. F (1, 82)
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=20,007; p <0,0001, partielles n* = 0,196) auf die mMRNA-Expression. Interaktionseffekte
finden sich aber fir beide Genvarianten nicht mehr (F (1, 65) = 1,686; p = 0,199,
partielles n? = 0,025 bzw. F (1, 82) = 1,828; p = 0,180, partielles n? = 0,022), ebenso wie
Haupteffekte vermittelt durch die Gruppe (F (1, 65) = 1,004; p = 0,320, partielles n? =
0,015 bzw. F (1, 82) = 1,828; p = 0,180, partielles n? = 0,022). Zusammenfassend konnte
in dieser Stichprobe kein Hinweis auf eine differentielle mRNA-Expression zwischen

Risikogenotyp und der protektiven Genvariante gefunden werden.

3.3 FKBP5 und Depression

3.3.1 Deskriptive Statistik der Kohorte

In diesem Kapitel werden die Laborergebnisse der regulatorischen Parameter von
FKBP5 in Zusammenhang mit dem Vorhandensein einer depressiven Erkrankung
berichtet. Der Fokus liegt hierbei neben einem mdglichen Einfluss des Genotyps von
rs1360780 auf der Suche nach Biomarkern fir die Vorhersage eines
Therapieansprechens. Tabelle 23 gibt einen Uberblick (ber die klinischen
Charakteristika der GEParD-Stichprobe bestehend aus 180 Patientinnen mit schwerer

depressiver Episode.

Tabelle 23: Charakteristika GEParD-Stichprobe (N = 180). BDI = Beck Depression Inventar, BMI = Body
Mass Index, CTQ = Childhood Trauma Questionnaire, LTE = List of Threatening Experiences = Mittelwert,
MADRS = Montgomery—Asberg Depression Rating Scale, N = Anzahl, SD = Standardabweichung. SNRI =
Selektive Serotonin und Noradrenalin Wiederaufnahmehemmer, SSRI = Selektive Serotonin
Wiederaufnahmehemmer, TCA = Trizyklische Antidepressiva.

Merkmal GEParD
N =180
Geschlecht
Frauen N (%) 94 (52,2)
Ménner N (%) 86 (47,8)

Alter in Jahren M (= SD)
BMI (kg/m2) M (+ SD)

46,13 (+14,77)
28,69 (+7,42)

Raucher N (%) 62 (34,4)
Genotyp
AA N (%) 14 (7,8)
AG N (%) 62 (34,4)
GG N (%) 96 (53,3)
fehlend N (%) 8 (4,4)
LTE in Punkten M (£ SD) 2,36 (+2,02)
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CTQ in Punkten M (£ SD)
MADRS Woche 1 M (+ SD)
MADRS Woche 4 M (+ SD)
Thearpieresponse nach MADRS
Nein N (%)
JaN (%)
fehlend N (%)
BDI Woche 1 M (+ SD)
BDI Woche 4 M (+ SD)
Thearpieresponse nach BDI
Nein N (%)
Ja N (%)
fehlend N (%)
Medikamentdse Therapie
SSRI/SNRI N (%)
TCA N (%)
SSRI/SNRI + TCA N (%)
andere Kombination N (%)
keine N (%)
fehlend N (%)

30,39 (+9,46)
32,77 (£6,71)
18,56 (+8,13)

83 (46,1)

52 (28,9)

45 (25)

23,88 (+10,26)
17,39 (+10,81)

84 (46,7)
37 (20,6)
59 (32,8)

38 (21,1)
9 (5,0)
35 (19,4)
48 (26,7)
5(2,8)
45 (25)
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3.3.2 Genotyp

Die Auswertung der regulatorischen Parameter von FKBPS5 lieferte in der vorliegenden
Kohorte keine Hinweise auf signifikante Unterschiede zwischen Patienten mit
mindestens einem Risikoallel (AG- oder AA-Allel) und denjenigen mit protektivem
Genotyp (GG-Allel). Dies betraf einerseits die Baselinemethylierung der betrachtete
CpGs (CpG1l: F (1, 142) = 0,273; p = 0,602, partielles n* < 0,001, Verletzung der
Normalverteilungsannahme (Kolmogorov-Smirnov-Test: p < 0,001); CpG2: F (1, 142) =
0,334 p = 0,564, partielles n? = 0,003; CpG7: F (1, 162) = 1,539; p = 0,217, partielles n?
= 0,009), aber auch die Anderung der Methylierung als Reaktion auf den mDST (siehe
Tabelle 24). Der mDST fuhrt zwar in beiden Gruppen zu einer signifikanten Steigerung
der mRNA-Expression (F (1, 131) = 42,512; p < 0,001, partielles n? = 0,245), allerdings
konnte dabei kein Gruppenunterschied (F (1, 131) = 0,693; p = 0,407, partielles n? =
0,005) oder eine Interaktion des mDST mit der Gruppe (F (1, 131) = 0,730; p = 0,394,
partielles n? = 0,006) beobachtet werden, wie Abbildung 16 veranschaulicht.
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Abbildung 16: Anderung der mRNA-Expression auf den mDST in Woche 1 (aufgeteilt nach Genotyp).
CNRQ = Calibrated Normalized Relative Quantities. Jede Linie zeigt die Veranderung der durchschnittlichen
FKBP5 mRNA-Expression einer Gruppe, angegeben in CNRQ, zwischen den beiden
Untersuchungszeitpunkten: vor und nach Durchfiihrung des mDST. Es wurden 135 Messungen je Zeitpunkt
bericksichtigt. Fehlerbalken markieren das 95% Konfidenzintervall. Fir das Modell wurden die Kovariaten
Alter und Geschlecht beriicksichtigt.
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Tabelle 24: Anderung der Methylierung auf den mDST in Woche 1 (aufgeteilt nach Genotyp). Met. =
Methylierung in %. M = Mittelwert, SD = Standardabweichung. * p-Werte < 0,05 wurden als statistisch
signifikant gewertet. Normalverteilungsannahme verletzt fir CpG1, 18 und 21Uhr und CpG7, 21 Uhr
(Kolmogorov-Smirnov-Test: p < .001). Kovarianzengleichheit verletzt fur CpG1 (Box-Test p < 0,001). Fur
das Modell wurden die Kovariaten Alter und Geschlecht berticksichtigt.

CpG Met.vor mDST Met. nach mDST Effekt p-Wert n?

M (%) + SD M (%) £ SD
Risikogenotyp Risikogenotyp Interaktion: 0,751 0,001

8 85,95 + 2,89 85,99 + 2,97 mDST x Gruppe

8 Protektiver Genotyp  Protektiver Genotyp ~ Haupt: mDST 0,719 0,001
85,68 £ 5,07 85,86 + 4,92 Haupt: Gruppe 0,847 < 0,001
Risikogenotyp Risikogenotyp Interaktion: 0,734 0,001

8 88,43+ 4,00 88,43 + 4,02 mDST x Gruppe

8— Protektiver Genotyp  Protektiver Genotyp  Haupt: mDST 0,741 0,001
88,38 + 3,91 88,63+ 3,74 Haupt: Gruppe 0,953 < 0,001
Risikogenotyp Risikogenotyp Interaktion: 0,537 0,002

B 80,96 + 4,06 79,31 + 4,07 mDST x Gruppe

8— Protektiver Genotyp  Protektiver Genotyp  Haupt: mDST <0,001* 0,081
81,11 + 3,36 79,65 + 3,13 Haupt: Gruppe 0,113 0,016

3.3.3 Therapieansprechen

Die erste Untersuchung bzgl. einer Assoziation der Parameter Methylierung und mRNA-
Expression mit einem Ansprechen auf die antidepressive Therapie erfolgte retrospektiv
durch den Einsatz der Varianzanalyse. Dazu fand anfangs eine Unterteilung in die zwei
Gruppen Responder vs. Non-Responder, statt. AnschlieBend wurde aus den dabei
entstanden Beobachtungen ein binares logistisches Regressionsmodell entworfen, um
die regulatorischen Parameter von FKBP5 prospektiv hinsichtlich ihrer Eignung als

Biomarker fur das Therapieansprechen zu evaluieren.
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Methylierung

In der Baselinemethylierung zeigt sich auf CpG7 ein signifikant hoherer
Methylierungsgrad der Non-Responder (81,84 + 2,33%) verglichen mit den Respondern
(80,06 + 3,82%), (F (1, 125) = 8,040; p = 0,005, partielles n*> = 0,060), wenn die
Gruppenaufteilung anhand des MADRS erfolgt, wie Abbildung 17 veranschaulicht. An
CpG1 und CpG2 bestehen keine Unterschiede in der Methylierung (CpG1: F (1, 105) =
0,931; p = 0,337, partielles n* = 0,009, Verletzung der Normalverteilungsannahme
(Kolmogorov-Smirnov-Test: p < 0,001), CpG2: F (1, 106) = 0,015 p = 0,901, partielles n?
=.000).

Therapieansprechen
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Abbildung 17: Baselinemethylierung regulatorischer CpGs (Therapieansprechen, aufgeteilt nach
MADRS). Jeder Balken zeigt die durchschnittliche Methylierung aller Proben innerhalb einer Gruppe fir das
jeweilige CpG zum Zeitpunkt vor Durchflihrung des mDST, entsprechend der Baselinemethylierung. Fir
CpG1 standen 109, fur CpG2 110 und fur CpG7 129 Messungen zur Verfugung. Fehlerbalken markieren
das 95% Konfidenzintervall. * p-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.

Erfolgt die Gruppeneinteilung fur das Therapieansprechen dagegen unter
Berlcksichtigung des BDI, so besteht keine differentielle Methylierung an allen
untersuchten CpGs (CpG1l: F (1, 96) = 0,271; p = 0,604, partielles n* = 0,003,
Normalverteilungsannahme verletzt (Kolmogorov-Smirnov-Test: p < .001), Homogenitét
der Regressionssteigerungen verletzt fur Gruppe x Alter (p = .008). CpG2: F (1, 97) =
0,137 p=0,712, partielles n>= 0,001, Homogenitat der Regressionssteigerungen verletzt
fur Gruppe x Alter (p =0,006), CpG7: F (1, 111) =0,805; p = 0,371, partielles n>= 0,007)).
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Die Ergebnisse zur Anderung der Methylierung verursacht durch den mDST im Vergleich
von Respondern und Non-Respondern sind in Tabelle 25 zusammengefasst, wobei zur
Gruppeneinteilung zunachst wieder der MADRS verwendet wurde. Neben einer ersten
Analyse zu Behandlungsbeginn, wurde diese parallel anhand der Ergebnisse nach vier
Wochen antidepressiver Therapie erneut durchgefiihrt. In der ersten Behandlungswoche
weist CpG7 fur die Non-Responder insgesamt einen hdheren Methylierungsgrad auf
(Haupteffekt der Gruppe: F (1, 123) = 4,610; p = 0,034, partielles n? = 0,036). Aufgrund
eines Interaktionseffekts von mDST x Gruppe (F (1, 123) = 4,610; p = 0,034, partielles
n? = 0,036), der sich in einer starkeren Demethylierung bei den Non-Respondern auf3ert
(F (1, 74) = 12,758; p < 0,001, partielles n* = 0,147), besteht ein signifikanter
Gruppenunterschied aber nur vor Durchfihrung des mDST (p = 0,004), der insgesamt
zu einer signifikanten Demethylierung an CpG7 fuhrt (F (1, 123) = 9,149; p = 0,003,
partielles n? = 0,069). Abbildung 18 veranschaulicht die Wirkung des mDST auf die
Methylierung von CpG7 fir Responder und Non-Responder.

83 Therapieansprechen

= [\on-Responder
-_ === Responder

82

81

80

Methylierung (%)

79

78

vor mDST nach mDST

Abbildung 18: Anderung der Methylierung von CpG7 auf den mDST in Woche 1
(Therapieansprechen, aufgeteilt nach MADRS). Jede Linie zeigt die Veranderung der durchschnittlichen
Methylierung des CpGs fir eine Gruppe zwischen den beiden Untersuchungszeitpunkten: vor und nach
Durchfiihrung des mDST. Es wurden 127 Messungen je Zeitpunkt bertcksichtigt. Fehlerbalken markieren
das 95% Konfidenzintervall. Fur das Modell wurden die Kovariaten Alter und Geschlecht beriicksichtigt.

Nach vier Wochen Behandlung lasst sich der Unterschied in der Methylierung zwischen
den beiden Gruppen weiterhin nachweisen (F (1, 114) = 4,280 p = 0,041, partielles n* =
0,036), wobei diese nicht mehr signifikant unterschiedlich auf die
Glukokortikoidstimulation reagieren (F (1, 114) = 2,410; p = 0,123, partielles n* = 0,021)
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und die verursachte Demethylierung ebenfalls nicht mehr signifikant ist (F (1, 114) =
1,403; p = 0,239, partielles n? = 0,012).

Tabelle 25: Anderung der Methylierung auf den mDST (Therapieansprechen, aufgeteilt nach
MADRS). M = Mittelwert, Met. = Methylierung in %, SD = Standardabweichung, * p-Werte < 0,05 wurden
als statistisch signifikant gewertet. Normalverteilungsannahme verletzt fir Woche 1: CpG1, 18 und 21Uhr
und CpG7, 21 Uhr (Kolmogorov-Smirnov-Test: p < .001). Woche 4: CpG 2, 18 Uhr (Kolmogorov-Smirnov-
Test: p = 0,038). Kovarianzengleichheit verletzt fir Woche 4, CpG2 (Box-Test p = 0,029) und CpG7 (Box-
Test p < 0,001). Fur das Modell wurden die Kovariaten Alter und Geschlecht beriicksichtigt.

CpG Met. vor mDST Met. nach mDST  Effekt p-Wert n?
M (%) + SD M (%) + SD
Responder: Responder: Interaktion: 0,463 0,005
8 86,54 + 3,61 86,55+ 3,17 mDST x Gruppe
&  Non-Responder:  Non-Responder: Haupt: mDST 0,816 0,001
88,56 + 4,41 86,4 + 2,63 Haupt: Gruppe 0,580 0,003
Responder: Responder: Interaktion: 0,574 0,003
E) 8 88,65+ 2,75 88,73 + 3,88 mDST x Gruppe
8 8— Non-Responder:  Non-Responder: Haupt: mDST 0,665 0,002
= 86,07 £ 2,93 89,02 + 3,97 Haupt: Gruppe 0,844 < 0,001
Responder: Responder: Interaktion: 0,017 * 0,045
5 80,12 + 3,83 78,98 + 3,76 mDST x Gruppe
8— Non-Responder:  Non-Responder: Haupt: mDST 0,003* 0,069
81,83+ 3,01 79,88 = 3,05 Haupt: Gruppe 0,034 * 0,036
Responder: Responder: Interaktion: 0,713 0,001
8 86,27 + 2,87 86,43+ 3,31 mDST x Gruppe
8— Non-Responder:  Non-Responder: Haupt: mDST 0,347 0,009
86,00+ 2,99 85,99+ 2,84 Haupt: Gruppe 0,674 0,002
Responder: Responder: Interaktion: 0,043* 0,043
2 o 8798372 89,13 + 4,61 mDST x Gruppe
3 8— Non-Responder:  Non-Responder: Haupt: mDST 0,582 0,003
= 88,34 +4,19 88,36 + 3,77 Haupt: Gruppe 0,870 0,001
Responder: Responder: Interaktion: 0,123 0,021
B 79,83+ 3,84 78,52+ 4,32 mDST x Gruppe
8‘ Non-Responder:  Non-Responder: Haupt: mDST 0,239 0,012
81,7+ 2,96 79,3+ 3,58 Haupt: Gruppe 0,041 * 0,036

Parallel zur Baselinemethylierung lassen sich die beobachteten Gruppenunterschiede in

der Methylierungsanderung nicht nachweisen, wenn zur Gruppeneinteilung bzgl.

Therapieansprechen der BDI bertcksichtigt wird, wie Tabelle 26 zeigt.
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Tabelle 26: Anderung der Methylierung auf den mDST (Therapieansprechen, aufgeteilt nach BDI). M
= Mittelwert, Met. = Methylierung in %, SD = Standardabweichung, * p-Werte < 0,05 wurden als statistisch
signifikant gewertet. Normalverteilungsannahme verletzt fir Woche 1: CpG1, 18 und 21Uhr und CpG7, 21
Uhr (Kolmogorov-Smirnov-Test: p <.001). Woche 2: CpG 2, 18 Uhr (Kolmogorov-Smirnov-Test: p = 0,038).
Fur das Modell wurden die Kovariaten Alter und Geschlecht berlcksichtigt.

CpG Met. vor mDST Met. nach mDST  Effekt p-Wert n?
M (%) + SD M (%) £ SD
Responder: Responder: Interaktion: 0,161 0,021
- 86,53 + 3,25 87,18 + 3,09 mDST x Gruppe
g— Non-Responder:  Non-Responder: Haupt: mDST 0,908 < 0,001
86,2 2,76 86,18 £ 2,72 Haupt: Gruppe 0,289 0,012
Responder: Responder: Interaktion: 0,018 0,026
E) 8 88,49 + 4,48 89,96 + 4,14 mDST x Gruppe
o 8— Non-Responder:  Non-Responder: Haupt: mDST 0,082 0,001
= 88,49 +4,12 88,44 + 3,88 Haupt: Gruppe 0,233 0,015
Responder: Responder: Interaktion: 0,417 0,004
B 80,99+ 3,8 79,46 = 3,92 mDST x Gruppe
8— Non-Responder:  Non-Responder: Haupt: mDST 0,003* 0,079
81,38 + 3,40 79,58 £ 3,3 Haupt: Gruppe 0,429 0,006
Responder: Responder: Interaktion: 0,081 0,001
8 86,33+ 3,1 86,43 + 3,46 mDST x Gruppe
8— Non-Responder:  Non-Responder: Haupt: mDST 0,219 0,016
86,03 £ 2,90 86,09+ 2,92 Haupt: Gruppe 0,689 0,002
Responder: Responder: Interaktion: 0,435 0,007
E § 884415 88,64 + 4,53 mDST x Gruppe
3 8— Non-Responder:  Non-Responder: Haupt: mDST 0,224 0,017
= 88,16 + 4,03 88,72 + 3,96 Haupt: Gruppe 0,978 < 0,001
Responder: Responder: Interaktion: 0,749 0,001
B 80,76 = 3,77 79,0 £ 4,35 mDST x Gruppe
8— Non-Responder:  Non-Responder: Haupt: mDST 0,162 0,018
81,14 + 3,32 79,56 + 3,21 Haupt: Gruppe 0,260 0,012
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MRNA-Expression

Auch hinsichtlich der mRNA-Expression bestehen Unterschiede zwischen den Gruppen
der Responder und Non-Responder. Hierbei wurde erneut eine Analyse zu
Behandlungsbeginn sowie nach vier Wochen Therapie durchgefiihrt. Wie Abbildung 19
darstellt, liegt bei den spateren Therapierespondern im MADRS bereits zu Beginn der
Behandlung eine hthere mRNA-Expression vor (F (1, 101) = 4,446; p = 0,037, partielles
n? = 0,042). Durch den mDST wird diese in beiden Gruppen signifikant gesteigert (F (1,
101) = 38,043; p < 0,001, partielles n? = 0,274), wobei keine unterschiedliche Reaktion
auf den mDST zwischen den Gruppen zu beobachten ist (F (1, 101) = 2,099; p = 0,150,
partielles n? = 0,020). Im Modell waren die Normalverteilungsannahme sowie die
Gleichheit der Kovarianzen und Fehlervarianzen verletzt (Kolmogorov-Smirnov-Test: p
< 0,001, Box-Test p < 0,001, Levene-Test p = 0,002).

Therapieansprechen

e [\|On-Responder
e Responder

mRNA Expression (CNRQ)

vor mDST nachmDST

Abbildung 19: Anderung der mRNA-Expression auf den mDST in Woche 1 (Therapieansprechen,
aufgeteilt nach MADRS). CNRQ = Calibrated Normalized Relative Quantities. Jede Linie zeigt die
Veranderung der durchschnittichen FKBP5 mRNA-Expression einer Gruppe, angegeben in CNRQ,
zwischen den beiden Untersuchungszeitpunkten: vor und nach Durchfihrung des mDST. Es wurden 105
Messungen je Zeitpunkt berlicksichtigt. Fehlerbalken markieren das 95% Konfidenzintervall. Fir das Modell
wurden die Kovariaten Alter und Geschlecht berticksichtigt.

Nach vier Wochen Therapie kommt es durch die Glukokortikoidstimulation weiterhin zu
einer signifikanten Steigerung der mRNA-Expression (F (1, 83) = 24,961; p < 0,001,
partielles n*> = 0,231), Unterschiede zwischen den Gruppen bestehen aber nicht mehr (F
(1,83)=1,912; p=0,170, partielles n*> = 0,023), wie Abbildung 20 veranschaulicht. Auch
ein Interaktionseffekt existiert nicht (F (1, 83) = 1,022; p = 0,315, partielles n? = 0,012).
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Therapieansprechen

= [on-Responder
e Responder

mRNA Expression (CNRQ)

vor mDST nach mDST

Abbildung 20: Anderung der mRNA-Expression auf den mDST in Woche 4 (Therapieansprechen,
aufgeteilt nach MADRS). CNRQ = Calibrated Normalized Relative Quantities. Jede Linie zeigt die
Veranderung der durchschnittichen FKBP5 mRNA-Expression einer Gruppe, angegeben in CNRQ,
zwischen den beiden Untersuchungszeitpunkten: vor und nach Durchfiihrung des mDST. Es wurden 87
Messungen je Zeitpunkt berlcksichtigt. Fehlerbalken markieren das 95% Konfidenzintervall. Fir das Modell
wurden die Kovariaten Alter und Geschlecht berticksichtigt.

Getragen wird die Annaherung der beiden Gruppen durch eine Abnahme der mRNA-
Expression im Therapieverlauf, die nur die Gruppe der Responder betrifft (CNRQ Woche
1, Responder/Non-Responder: 0,61 + 0,4/ 0,46 + 0,18, Woche 4, Responder/Non-
Responder: 0,52 + 0,23/ 0,43 £ 0,2). Dabei bestatigt die Mixed ANOVA einen
signifikanten Interaktionseffekt von Zeit x Gruppenzugehdrigkeit auf die MRNA-
Expression (F (1, 86) = 4,465; p = 0,037, partielles n? = 0,049).

Wird fur die Gruppeneinteilung der BDI verwendet, besteht gleichermalien eine
signifikante Zunahme der mRNA-Expression als Reaktion auf den mDST zu beiden
Untersuchungszeitpunkten (Woche 1: F (1, 94) = 30,311; p < 0,001, partielles n? = 0,244,
Woche 2: F (1, 79) = 22,966; p < 0,001, partielles n*> = 0,225). Unterschiede zwischen
Respondern und Non-Respondern (Woche 1: F (1, 94) = 2,323; p = 0,131, partielles n?
=0,024, Woche 4: F (1, 79) = 0,000; p = 0,985, partielles n? < 0,001) oder eine Interaktion
von mDST und Gruppenzugehdrigkeit finden sich aber nicht (Woche 1: F (1, 94) = 817;
p = 0,368, partielles n? = 0,009, Woche 4: F (1, 79) = 551; p = 0,460, partielles n? =
0,007).
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Regressionsanalyse

Die vorangegangenen Auswertungen lieferten Hinweise darauf, dass fir
Therapieresponder und Non-Responder Unterschiede in den regulatorischen
Parametern von FKBP5 existieren. Besonders die Methylierung auf CpG7 sowie die
MRNA-Expression fielen dabei auf. Diese beiden wurden daher in der folgenden binéren
logistischen Regressionsanalyse als Pradiktoren verwendet, um zu Uuberprifen,
inwieweit sie die abhangige Variable: Therapieansprechen nach 4 Wochen, beurteilt
durch den MADRS, vorhersagen. Das erzeugte Regressionsmodell war signifikant
(Omnibus-Test: x? (2) = 13,835, p < 0,001), besal} eine hohe Anpassungsgiite (Hoser-
Lemeshow-Test p = 0,813), allerdings nur eine geringe Varianzenaufklarung
(Nagelkerkes R2 = 0,168). Beide untersuchten Variablen im Modell hatten signifikanten
Einfluss auf die Klassifizierung des spateren Therapieansprechens (mMRNA-Expression
W1, 18Uhr: p = 0.018, Methylierung CpG7 W1 p = 0.034). Durch das Modell liel3 sich ein
Gesamtprozentsatz korrekter Klassifikationen von 66,3%, verglichen mit 59,6% im
Ausgangsmodell, erzielen. Dabei betrugen die Sensitivitat 38,1% und die Spezifitat
85,5%. Ein hoherer Grad der Methylierung auf CpG7 war somit pradiktiv flr ein
Nichtansprechen (Odds: 0,872, 95%-Konfidenzintervall: 0,767-0,990), wohingegen eine
initial hohere FKBP5 mRNA-Expression das spatere Therapieansprechen begunstigte
(Odds: 10,287, 95%-Konfidenzintervall: 1,492-70,917).

3.3.4 Korrelationen

Nachdem in den vorangegangenen Kapiteln auf die Unterschiede der regulatorischen
Elemente von FKBP5 im Vergleich verschiedener Patientengruppen eingegangen
wurde, sollen zuletzt noch die untersuchten Zusammenhéange dieser mit verschiedenen

klinischen Parametern der Herzinsuffizienz und Depression berichtet werden.

Herzinsuffizienz

Fur die Schwere der Herzinsuffizienz, beurteilt durch LVEF und NT-proBNP zu
Behandlungsbeginn, konnten innerhalb der DaCFail-Kohorte keine Zusammenhange mit
der Baselinemethylierung oder Anderung der Methylierung als Reaktion auf den mDST
an den drei untersuchten CpGs beobachtet werden. Auch ein Zusammenhang mit der

Anderung der mRNA-Expression fand sich nicht, wie Tabelle 27 zu entnehmen ist.
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Depression

Die GEParD-Kohorte wurde auch auf mégliche Zusammenhange klinischer Aspekte der

Depression und den ermittelten regulatorischen Parametern von FKBP5 analysiert.

Fur die Schwere der depressiven Episode, ausgedrickt durch MADRS und BDI zu
Behandlungsbeginn, konnten keine Zusammenhange mit der Baselinemethylierung oder
Anderung der Methylierung als Reaktion auf den mDST an den drei untersuchten CpGs
aufgedeckt werden. Auch die Anderung der mRNA-Expression korrelierte nicht mit

diesen, wie Tabelle 28 zu entnehmen ist.
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Bei Betrachtung des Therapieansprechens, entsprechend einer Reduktion von MADRS
und BDI nach vier Wochen Therapie im Vergleich zum Ausgangswert, findet sich ein
negativer Zusammenhang (r = -0,219, p = 0,013) mit der Methylierung auf CpG7, der in
Abbildung 21 dargestellt ist. Dieser Zusammenhang verhélt sich parallel zu den
Beobachtungen in Kapitel 3.3.3. Darliber hinaus besteht eine positive Korrelation
zwischen der Anderung der Methylierung an CpG1 (r = 0,253, p = 0,012) und CpG2 (r =
0,259, p = 0,011) als Reaktion auf den mDST und der Reduktion des BDI, wie Tabelle
29 zu entnehmen ist.

95

a0

Methylierung CpGT7 (%)

70
-10 o 10 20 30 40

Reduktion MADRS nach 4 Wochen (Punkte)

Abbildung 21: Streudiagramm Baselinemethylierung CpG7 in Woche 1 und Reduktion des MADRS
nach vier Wochen Therapie. Berechnung der Reduktion: Wert MADRS Woche 1 — Wert MADRS Woche
4.

Zuletzt wurden noch die Schwere der vorangegangenen Traumatisierung, erfasst durch
LTE und CTQ, untersucht. Wie Tabelle 30 wiedergibt, fanden sich hier keine
Zusammenhange mit der Baselinemethylierung oder der Anderung der Methylierung als
Reaktion auf den mDST an den drei untersuchten CpGs. Auch die Anderung der mRNA-

Expression durch den mDST korrelierte nicht mit der Traumatisierung.

70



M

uoissaldx3

YNdJW

-- ~B6EC0- ST0'0- 0€0°0 9800 €00~ L0T'0- €10°0- ST 0- Bunispuy
M L9dD

BunialAyisin

-- 8€0'0 1100 ~L0E€0- 6€0°0- 6200 8900 LET'0 Bunispuy

TM 29dD

BuniaiAylsin

-- ~CG8'0 1S0°0- SLEV'0- 610" 6520 0200 Buniapuy

TM 19dD

BuniaijAylan

= 2€0'0- LTBE'0- WL1T'0 .£52'0 T€0'0- Bunispuy
ynst

M 19dD

- 1200 6800~ 0€T'0- ,6T2'0-  BunisiAyisy

ynst

M z9do

- 265" TvT'0- 880'0-  BunianAywy

ynst

M 19dD

- 92T'0- T90'0- BunisiAylsiy

usayoop

¥ yoeu |ag

- ~197°0 uonnpay

UBYJI0M ¥

yoeu SHAVIN
uolpnpay

M usyaom
uoissaldx3 M L9dD TM 29dD TM T9dD ynst ynst ynst UsyooMm ¥ yoeu
vNdw  Bunseyhyisn  Bunsenhuyiew  Bunssnhylew tTm /9dd TM 29dd TM T9AD v yodeuidd SHAvIA
Buniapuy Buniapuy Buniapuy Bunispuy BunusiAyley  BunisiAylen  BunisiAyisiN  uoiNpay  uoinpay

T 3Y9OM = TM 00
> d 4 ‘G0'0 > d 4 ‘USIUBIZIYS0XSUONER[SIIOY = SBMUS||a0eL ‘SdgMd UOA Jalawered ayosiiore|nbal pun uayosaidsuealdesayl :uoiealiod-uosiead 62 a|jagel

71



- ~BET0- ST0°0- 0€0°0

- 8€0°0 1200

-- ~CS8'0

980°0

~L0E'0-

1500~

2e0'0-

€v0°0-

6€0°0-

SLEV'O-

~16€°0-

1200

LOT'0-

6200

.C6T0-

wL12'0-

680°0-

2650

0000 82T°0-

Z¢r0'0  TE0'0-

€€0'0-  TE€00

920'0- 8T0°0-

9TT'0 0800

€.0'0 0000

6700 8S0°0-
- L6120

M
uoissaldx3

vNduw
Buniapuy

TM L9dD
BunuaijAylain
Bunispuy

TM 29dD
BunuaijAylain
Bunispuy

TM T9dD
BuniaijAylain
Buniapuy

1ynst

™ L9dD
BuniaiAyan

1ynst
M 29do
BuniaijAylain

ynsgt
™ 19dD
BuniaiAyan

010
311

M
uoissaldx3 TM L9dD TM 29dD TM T9dD
VNHW BuniaijAylain BunianAylan BuniaijAylan
Buniapuy Buniapuy Buniapuy Buniapuy

nst
TM /9dD  TM

BuniaiAylan BunuaijAylan

ynst
Zodd  TM

ynst
19dD

BunuaijAylan

012 317

“T 8Y20M = TM

"TO'0 > d 4 ‘S0'0 > d 4 ‘USIUSIZIYB0XSUONER[SIIOY = SlaMUS|[aCe] 'SdgMd UOA Ja1awered ayosiiore|nbal pun Bunisisijewnel] :uole[a1iod-uosiead 0g a||aqel

72



4 Diskussion

4.1 Einordnung der Ergebnisse

4.1.1 FKBP5 und Herzinsuffizienz

Meiner Kenntnis nach stellt diese Arbeit die erste Untersuchung der Methylierung und
MRNA-Expression von FKBP5 in Zusammenhang mit einer Glukokortikoidstimulation fur
Patienten mit Depressionen und Herzinsuffizienz dar. Zusammenfassend fand sich kein
Hinweis auf eine differentielle Regulation von FKBP5 zwischen den Probandinnen mit
Depressionen, Herzinsuffizienz sowie den gesunden Kontrollen, wobei die spater
ausfiihrlich geschilderten allgemeinen Limitationen aufgrund des Studiendesigns

bertcksichtigt werden missen.

Die drei untersuchten CpGs zeigten vor Durchfiihrung des mDST fir alle Gruppen einen
ahnlichen Grad der Methylierung. Der prozentuale Anteil methylierter CpGs (CpGL1: 85,9
* 4,44%, CpG2: 88,59 * 3,9%, CpG7: 81,02 = 3,55) entsprach dem Niveau vorheriger
Studien, auf deren Basis die Auswabhl erfolgt war (Klengel et al., 2013; Ortiz et al., 2018;
Wiechmann et al., 2019). Die Glukokortikoidstimulation durch den mDST bewirkte an
den CpGsl1 und 2 keine wesentliche Anderung der Methylierung. An CpG7 hingegen fiel
eine Demethylierung nach Glukokortikoideinnahme auf. Im Vergleich der vier Gruppen
mittels ANCOVA verhielt sich dieser Effekt zwar nicht signifikant, konnte im Weiteren
aber Uber alle Gruppen hinweg mittels t-Test bestatigt werden. Die Methylierung auf
Intron 2 (CpG1 und 2) zeigt sich also stabil gegeniiber der Glukokortikoidstimulation,
wohingegen es auf Intron 7 (CpG7) zu einer glukokortikoidabhdngigen Demethylierung
kommt. Dieser Sachverhalt deckt sich ebenfalls mit den Vorstudien zur Regulation von
FKBP5 und legt angesichts seiner mehrfachen Reproduzierbarkeit eine stabile
Beziehung zwischen dem Methylierungszustand von FKBP5 und der Exposition
gegenuber Glukokortikoiden nahe (Klengel et al., 2013; Wiechmann et al., 2019). Fur
das Fehlen eines Zusammenhangs zwischen der Methylierung von FKBP5 und dem
Auftreten einer Herzinsuffizienz bleibt zu beriicksichtigen, dass in dieser Arbeit lediglich
die Methylierung an drei verschiedenen CpGs untersucht wurde. Mdglicherweise spielen
hier aber CpGs in anderen, nicht untersuchten, regulatorischen Bereichen eine
entscheidende Rolle. So wiesen Wada et al. eine niedrigere Methylierung bei
Patientinnen mit dilatativer Kardiomyopathie fir CpG-Inseln im Promotor und dem

untranslatiertem Bereich am 5°-Ende des FKBP5 Genes nach (Wada et al., 2021).
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Die Bestimmung der mRNA-Expression von FKBP5 in unserer Kohorte offenbarte
ebenfalls keine relevanten Unterschiede zwischen Patientinnen mit Herzinsuffizienz und
Depression sowie den Kontrollen. Wie erwartet konnte aber die glukokortikoidinduzierte
Zunahme der mRNA-Expression parallel zu vorherigen Studien mittels t-Test belegt
werden (Leistner & Menke, 2018; Menke et al.,, 2013; Yurtsever et al., 2018).
AbschlieRend lieferte die Analyse der Korrelationen regulatorischer Parameter von
FKBP5 mit dem Schweregrad der Herzinsuffizienz ebenso keinen Hinweis auf einen

Zusammenhang.

Auch wenn in dieser Arbeit kein Hinweis fir einen Einfluss regulatorischer Parameter
von FKBP5 gefunden werden konnte, so liefern neuere Studien diesbeziglich weitere
Anhaltspunkte. Allerdings ist die Rolle und Wirkrichtung von FKBP5 dabei bisher nicht
eindeutig auszumachen. So fiel bei der Auswertung einer Genexpressionsdatenbank
eine Downregulation von FKBP5 bei Patientinnen mit ischamischer Kardiomyopathie auf
(Dang et al., 2020). Kontrar zu diesen Befunden wiesen Wada et al. eine gesteigerte
MRNA-Expression von FKBP5 bei dilatativer Kardiomyopathie nach (Wada et al., 2021).
SchlieBlich belegten Wang et al. einen protektiven Effekt von FKBP5 in Bezug auf das
Auftreten von Vorhofflimmern, nachdem sie FKBP5 im Mausmodell ausschalteten (X.
Wang et al., 2023). Da unsere Studienkohorte Patientinnen mit Herzinsuffizienz jeglicher
Atiologie umfasste, stellt die mogliche Vermischung teils entgegengesetzter Effekte von
FKBP5 auf die verschiedenen pathophysiologischen Unterformen der Herzinsuffizienz
eine mogliche Erklarung fur die negativen Befunde dar. Ein weitere kdnnte in der
Beschrankung auf Patientinnen mit reduzierter LVEF fur den Studieneinschluss zu
finden sein. So werden einerseits ungeféhr die Halfte der an einer Herzinsuffizienz
Erkrankten Menschen nicht berlcksichtigt, da der Anteil derer mit erhaltender
Pumpfunktion (HFpEF) je nach Studie zwischen 40 und 50% betragt (Stork et al., 2008;
Tiller et al., 2013). Andererseits wird gerade fur die Pathogenese dieser Subgruppe der
Herzinsuffizienz ein grofRer Einfluss von chronischer Inflammation, mit der die HPA-
Achse und FKBP5 in engem Zusammenhang stehen, angenommen
(Bundesarztekammer (BAK) et al, 2019). Zusammenfassend existieren
unterschiedliche Grinde fir den fehlenden Nachweis eines Zusammenhangs von
FKBP5 und Herzinsuffizienz in der untersuchten Stichprobe auf biologischer Ebene. Als
Grundlage fiir die Annahme eines solchen diente die zuvor geschilderte enge klinische
Assoziation zwischen den beiden Erkrankungen Depression und Herzinsuffizienz. In die
Uberlegungen muss neben der zugrundeliegenden Biologie aber auch der Effekt von

Verhaltensfaktoren bedingt durch beide Erkrankungen einbezogen werden. So

74



existieren Hinweise fir den negativen Effekt von depressionsassoziierten Faktoren wie
Bewegungsmangel, Ubergewicht, Raucherstatus sowie unzuverlassiger
Medikamenteneinnahme, auf den Verlauf der Herzinsuffizienz (Ghosh et al., 2016).
Interessanterweise lagen diese parallel mit stoffwechselbedingten Veranderungen wie
erhdhten Entziindungsparametern und Hypercortisolismus vor. Eine Beobachtung die
im Verlauf ebenfalls reproduziert werden konnte (Warriach et al., 2022). Auch die
Auswertung von Therapiestudien bei Patientinnen mit Herzinsuffizienz und komorbider
Depression verdeutlichen die Wichtigkeit der Verhaltensfaktoren. So konnte in dieser
Patientengruppe ein guter Effekt von Psychotherapie unterschiedlicher Art sowie eine
Uberlegenheit der Psychotherapie gegeniber einer antidepressiven Medikation
aufgezeigt werden (Zambrano et al., 2020; Zhao et al., 2023). Fur die klinisch belegte
Interaktion beider Erkrankungen kann also, ebenso wie fir die Entstehung psychischer
Erkrankungen im Allgemeinen etabliert, ein biopsychosoziales Modell angenommen
werden (Angermann et al., 2011; Freedland et al., 2003; Mdller et al., 2015). In
Anbetracht der unbekannten Grof3e des biologischen Anteils in diesem Modell und der
heterogenen Kohorte herzinsuffizienter Patientinnen ist es mdglich, dass dieser bei der
relativ kleinen Stichprobengrdl3e unserer Studie verborgen blieb.

4.1.2 FKBP5 und Depression

Vergleich der mRNA-Expression bei Depressiven und Gesunden

Der Vergleich der mRNA-Expression als Reaktion auf den mDST offenbarte einen
signifikanten Unterschied zwischen der Depressions- und Kontrollgruppe. So bedingte
die medikamentdse Stimulation einer Stressreaktion mittels Dexamethasongabe eine
starkere Zunahme der mRNA-Expression bei den Gesunden. Dies fuhrt aufgrund der
inhibitorische Wirkung von FKBP5 auf den GR zu einer raschen Terminierung der
Stressreaktion (Fries et al., 2017). Die geringere mRNA-Expression in der Gruppe der
Depressiven ist somit moglicherweise gleichbedeutend mit einer l&anger anhaltenden
Aktivierung der HPA-Achse bei Stress und in der Folge langer erhéhten Cortisolspiegeln,
passend zum eingangs geschilderten Entstehungsmodell der Depression (Pariante &
Miller, 2001). Dieser Befund von FKBP5 im Zusammenhang mit der Dysregulation der
HPA-Achse bei Depression deckt sich mit den vorherigen Beobachtungen von Menke et
al., die ebenfalls eine niedrigere mRNA-Expression nach Glukokortikoidstimulation bei
depressiven Patientinnen ausmachen konnten (Menke et al., 2012). Da die Induktion der

FKBP5 mRNA-Expression direkt Glukokortikoid abhéngig ist, spiegelt sich die
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Sensitivitdt des GR in der Reaktion auf die Glukokortikoidstimulation wider (Yurtsever et
al., 2018). Wiederholt wurde die FKBP5 mRNA-Expression daher als Indikator fur die
Glukokortikoidrezeptorsensitivitdt im Allgemeinen herangezogen und als mdoglicher
Biomarker fur depressive Erkrankungen diskutiert (Jadskeldinen et al., 2011; Scharf et
al., 2011; Vermeer et al., 2003). Die Beobachtung einer geringen Induzierbarkeit der
MRNA-Expression bei den depressiven Patientinnen dieser Studie ist somit auch
Ausdruck der im Rahmen der Depression bestehenden Glukokortikoidrezeptorresistenz
(Menke et al., 2012; Wodarz et al., 1992).

Die differentielle FKBP5 mRNA-Expression besitzt gewissermallen eine
Doppelbedeutung. Einerseits nimmt FKBP5 eine zentrale Schaltstelle in der kurzfristigen
Regulation der GR-Sensitivitat ein, sodass sie Auskunft Gber den Ablauf der
Stressreaktion innerhalb der HPA-Achse liefert. Andererseits hangt die Expression als
steroidresponsives Gen selbst direkt von der Sensitivitat des GR ab, welche im Rahmen
depressiver Erkrankungen auch langerfristig nachweislich reduziert ist (Holsboer &
Barden, 1996; Pariante & Lightman, 2008).

rs1360780 Genotyp

Die Untersuchung der rs1360780 Genotypen in unserer Stichprobe lieferte keine
Hinweise auf eine differentielle mRNA-Expression oder Methylierung zwischen den
Tragern des Risikoallels und der protektiven Genvariante. Einerseits kann dies in den
teilweise kleinen Stichproben begriindet sein. So halbierte die Aufteilung nach Genotyp
im Vergleich der Depressionsgruppe mit der Kontrollgruppe die Stichprobe, sodass der
zuvor beobachte Effekt einer geringeren Induktion der mRNA-Expression bei den
depressiven Patientinnen nicht mehr nachweisbar war. Daher waren anschlieRend auch
magliche Effekte durch den Genotyp selbst nicht zu fassen. Fir die Analyse der DaCFail-
Kohorte wurde unter anderem aus diesem Grund ganz auf eine Berlcksichtigung des
Genotyps verzichtet. Ein weiterer Grund fur diesen Schritt war die beinahe identische
Verteilung der Risikoalleltréager auf die vier Gruppen. Dies kdnnte unter anderem darin
begriindet sein, dass mit der Entstehung kardialer Erkrankungen nicht das gleiche Allel

wie fur stressinduzierte psychische Erkrankungen assoziiert ist (Brandt et al., 2020).

Die negativen Befunde fir einen Effekt des Genotyps innerhalb der GEParD-Kohorte
figen sich in das insgesamt recht heterogene Bild der Vorbefunde ein, wenn nur eine

allgemeine Assoziation des SNPs rs1360780 mit depressiven Erkrankungen
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bertcksichtigt wird. Einigen Studien konnten das A-Allel des SNPs als haufiger mit
Depressionen vergesellschaftet identifizieren (Lavebratt et al., 2010). Andere dagegen
wiesen keinen Unterschied in der Verteilung der Allele und depressiven Erkrankungen
nach (Sarubin et al., 2017; Schneider et al., 2014). Auch eine Metaanalyse mit Uber
25.000 Probandinnen belegte eine Assoziation zum Genotyp erst nach Entfernung einer
heterogenen Studie aus der Analyse (Rao et al., 2016). Eine Studie wiederum belegte
einen Zusammenhang mit dem Genotyp nur bei unipolarer Depression, nicht aber bei
der bipolaren Erkrankung (Szczepankiewicz et al., 2014). Die mRNA-Expression selbst
betreffend, konnten einzelne Studien eine differentielle Expression der Genotypen bei
Stressexposition nachweisen (Hohne et al., 2015; Menke et al., 2013). Homogener stellt
sich die Datenlage dar, wenn zusatzlich eine Traumatisierung der Patientinnen als
Kovariable berticksichtigt wird. Hier konnten sowohl einzelne Studien als auch eine
Metanalyse eine Interaktion zwischen dem Risikoallel, einer vorangegangenen
Traumatisierung und dem Auftreten von Depressionen belegen (Appel et al., 2011; Rao
et al.,, 2016; Q. Wang et al., 2018). Da der Genotyp des SNPs rs1360780 nur eine
untergeordnete Fragestellung dieser Arbeit darstellt, wurde auf eine umfangreichere
Auswertung hinsichtlich einer Traumatisierung als zusatzliche Kovariable verzichtet.
Orientierend fand sich in der GEParD Stichprobe keine Korrelation zwischen den
untersuchten regulatorischen Parametern von FKBP5 und einer vorangegangenen

Traumatisierung, erfasst durch CTQ und LTE.

Ein ausbleibender Effekt des Genotyps in dieser Arbeit kdnnte also in der kleinen
StichprobengroRRe, der Heterogenitat dieser durch den Einschluss von Patientinnen mit
uni- sowie bipolarer Depression oder der Nicht-Beriicksichtigung von Traumatisierung

als zusatzlicher Kovariable begriindet sein.

FKBPS5 als Biomarker fiir das Therapieansprechen

Etwa 30-50% der depressiven Erkrankungen sprechen nicht ausreichend auf die
leitliniengerechte pharmakologische Therapie an (Mdller et al., 2015). Dabei ist bisher
nicht abschlieRend festgelegt, wie dabei eine kombinierte Psychotherapie, die auch der
Groldteil der Patientinnen in unserer Stichprobe erhielt, zu bewerten ist
(Bundesarztekammer (BAK) et al., 2022). Fest steht aber, dass eine friihzeitige
Identifikation solcher Patientinnen mit besonders schwer zu behandelnder Depression
hilft, schnell die richtigen, beispielsweise intensivierten Therapiekonzepte, zu wéahlen.

Eine Umgehung der unwirksamen Standardtherapie kann so helfen die Krankheitslast
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frher zu reduzieren und bietet gleichzeitig durch Einsparung begrenzter Ressourcen
auch 6konomische Anreize (Runia et al., 2022). Die Suche nach Biomarkern konnte
bisher v.a. Parameter der bereits erlauterten, im Rahmen der Depression gesteigerten
Inflammation, wie beispielsweise den Cortisol-Spiegel, als relevant flr ein Ansprechen
der antidepressiven Therapie identifizieren (Fernandes et al., 2022; Gasparini et al.,
2022; Runia et al, 2022). FKBP5 mit seiner zentralen Rolle auf die
Glukokortikoidrezeptorsensitivitdt scheint daher ebenfalls ein vielversprechender
Kandidat.

Tatsachlich offenbart die Aufteilung der depressiven Patientinnen hinsichtlich des
Therapieansprechens Gruppenunterschiede in der Ausprdgung der untersuchten
regulatorischen Parameter von FKBP5. Die Non-Responder weil3en dabei eine héhere
Baseline-Methylierung an CpG7 auf. Allerdings bewirkt der mDST bei dieser Gruppe
eine starkere Demethylierung, sodass nach diesem kein Unterschied zwischen den
Gruppen mehr besteht. Nach vier Wochen Therapie findet sich zwar weiter ein héherer
Methylierungsgrad bei den Non-Respondern, eine differentielle Reaktion auf den mDST
lasst sich aber nicht mehr nachweisen. Dem isoliert zum Untersuchungszeitpunkt in
Woche 4 beobachteten Interaktionseffekt an CpG2 haftet aufgrund der insgesamt
ungerichteten Reaktion der Methylierung an diesem CpG als Reaktion auf den mDST
eine groRRe Unsicherheit an. Vorbefunde bezlglich der Methylierung von FKBP5 und
dem Ansprechen einer antidepressiven Therapie existieren der Kenntnis des Autors
nach nicht, weshalb eine Bewertung der Ergebnisse insgesamt schwierig ist. Allerdings
bestétigt die Betrachtung der mRNA-Expression das Modell der epigenetischen
Regulation von FKBP5, wonach eine hohere Methylierung mit einer erniedrigten mRNA-
Expression einhergeht (Klengel et al., 2013; Lee et al., 2010). So liegt in der Gruppe der
Non-Responder bereits vor dem mDST eine niedrigere mRNA-Expression vor, die auch
nach Induktion der Expression durch Dexamethason bestehen bleibt.
Interessanterweise reagieren beide Gruppen mit einer &hnlichen Zunahme der
Expression vom jeweiligen  Startpunkt aus. Die zuvor beschriebene
Glukokortikoidrezeptorresistenz, die durch den mDST als unmittelbare Stressreaktion
erfasst werden kann, scheint also beide Gruppen gleichermaf3en zu betreffen. Allerdings
unterscheidet sich das Grundniveau der FKBP5 mRNA-Expression. Analog zur
hemmenden Wirkung von FKBP5 auf den GR kann dies als Hinweis fiir die Hyperaktivitat
der HPA-Achse aufgefasst werden, die die Gruppe der spéateren Therapieresponder
starker betrifft (Baischew et al., 2023; Holsboer, 2001). Eine einzige weitere Studie

betrachtete ebenfalls die mMRNA-Expression zu Therapiebeginn. Deren Befunde vielen
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dabei allerdings gegenteilig aus. So konnte dort eine diskret héhere FKBP5 mRNA-
Expression bei den Non-Respondern beobachtetet werden (Cattaneo et al., 2013).

Spannend stellt sich die Veranderung der mRNA-Expression im Verlauf der
vierwochigen Therapie dar. So unterscheiden sich beide Gruppen am Ende der Therapie
nicht mehr signifikant beztglich inrer mMRNA-Expression. Dieser Umstand ist primar einer
Abnahme der mRNA-Expression in der Gruppe der Responder geschuldet, wohingegen
die Non-Responder keine relevante Anderung Uber den Behandlungszeitraum erfahren.
Diese Beobachtung konnte bereits wiederholt gemacht werden und betrifft neben der
MRNA-Expression auch die Proteinlevel von FKBP5 (Cattaneo et al., 2013; Ising et al.,
2019). Lediglich eine kleine Studie (N=30) mit ausschliel3lich Teilnehmerinnen kam zu
dem Schluss, dass eine Therapie mit Venlafaxin oder Sertralin zu keiner Veranderung
der mRNA-Expression von FKBP5 filhrt (Banach et al., 2017). Uber den
Behandlungsverlauf lasst sich in der Gruppe der Responder anhand der FKBP5 mRNA-
Expression also die vielfach postulierte Normalisierung der HPA-Achsen-Dysfunktion im
Rahmen einer antidepressiven Therapie nachvollziehen (Holsboer & Barden, 1996;
Pariante & Miller, 2001; Reul et al., 1993). Das biopsychosoziale Entstehungsmodell der
Depression sowie die tagliche klinische Erfahrung liefern einen mdglichen
Erklarungsansatz, weshalb dies vor allem die Gruppe der Respondern betrifft. Demnach
lasst sich nur ein Teil der Pathogenese der Depression biologisch erklaren, wohingegen
auch Umwelteinflisse wie beispielsweise die aktuellen Lebensumsténde relevant fir
Entstehung und Abklingen der Depression sind (Mdller et al., 2015). Die HPA-Achse
stellt dabei einen solchen biologischen Faktor dar, der durch eine medikamentdse
Therapie adressiert und dessen Dysregulation so im Therapieverlauf ausgeglichen
werden kann. Dabei gibt es vermehrt Hinweise darauf, dass Antidepressiva diese
Wirkung unter anderem durch direkte Interaktion mit FKBP5 entfalten kdnnten (Asadi-
Pooya et al., 2023; Budzifiski et al., 2022).

Gemeinsam ist allen zuvor geschilderten Beobachtungen, dass diese nur bei einer
Aufteilung des Therapieansprechens unter Verwendung des MADRS gemacht werden
konnten. Setzt man dafir stattdessen den BDI-II ein, lassen sich zwar die gleichen
Tendenzen beobachten, signifikante Gruppenunterschiede zeigen sich aber nicht. Eine
madgliche Erklarung konnte schlicht in der Anzahl vollstindig ausgefillter Fragebdgen
und damit der zur Verfligung stehenden StichprobengroRe zu finden sein. So lagen
sowohl in Woche 1 (MADRS/BDI-II: 180/176) als auch in Woche 4 (MADRS/BDI-II:
135/121) mehr vollstdndige MADRS-Auswertungen vor. Da allerdings der MADRS auch
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ein insgesamt hoheres Therapieansprechen (MADRS/BDI: 28,9%/ 20,6%) aufwies, sind
auch Unterschiede zwischen den Tests zu bertcksichtigen. Bei beiden handelt es sich
um gut etablierte Instrumente zur Beurteilung der Erkrankungsschwere von
Depressionen (Hershenberg et al., 2020; Seemidiller et al., 2023). Aber sowohl die
Diskrepanz zwischen Selbst- und Fremdbeurteilungsinstrument als auch die der
verwendeten ltems, resultiert in einer relevanten Differenz beider. Die beobachtete
Korrelation zwischen den Tests liegt daher nur auf einem mittleren Niveau. Der BDI-II
als Selbstbeurteilungsinstrument besitzt dabei auch aufgrund mehr Items zu kognitiven
Doméanen und negativen Gedanken eine gegeniber dem MADRS zusatzliche
Dimension der Selbstmitteilung (Uher et al., 2008). Die Itemgestaltung des MADRS
hingegen, mit Fokussierung auf die Prifung depressiver Kernelemente, resultiert in der
hochsten Spezifitdt der etablierten Testverfahren (Nejati et al., 2020). Nach der nur
kurzen Therapiezeit von vier Wochen scheint eine niedrigere Rate des Ansprechens im
BDI-1I, aufgrund der geschilderten Umstande und der im Rahmen der Depression oft
verzogerten Selbstwahrnehmung einer Symptombesserung, nachvollziehbar. Aus den
eingangs geschilderten Grinden sind aber auch die mit dem MADRS erhobenen
Befunde des Therapieansprechens als glaubhaft einzustufen.

Die erganzende Untersuchung hinsichtlich Korrelationen zwischen den regulatorischen
Parametern von FKBP5 und dem Therapieansprechen konnte nur einen Teil der zuvor
geschilderten Ergebnisse abbilden. So offenbarte sich ein negativer Zusammenhang
zwischen der Methylierung auf CpG7 und einem spateren Therapieansprechen,
passend zu oben geschilderten Befunden. Dariber hinaus fiel auch eine Assoziation
zwischen der Anderung der Methylierung an CpG1 und 2 und dem Therapieansprechen
im BDI-Il auf. Aufgrund der Uberlegung zu Beginn dieses Kapitels, namlich einer
insgesamt ungerichteten Reaktion dieser CpGs auf den mDST und der damit verbunden
Anfalligkeit der Ergebnisse fiir Ausreil3er, soll auf eine weitere Interpretation dieser
Befunde verzichtet werden. Signifikante Korrelationen zwischen der mRNA-Expression
und dem Therapieansprechen finden sich aber nicht. Dartber hinaus bestehen ebenfalls
keine Assoziationen zwischen den untersuchten regulatorischen Parametern und der
Schwere der depressiven Erkrankung. Dies eliminiert einen weiteren moglichen
Erklarungsansatz fir den Gruppenunterschied zwischen Respondern und Non-
Respondern, wonach die Non-Responder mdglicherweise die schwerer betroffene
Patientengruppe darstellen und deshalb in der Kirze der Therapie nicht ansprachen.
Stattdessen erharten die beschrieben Ergebnisse den Verdacht eines primar biologisch

bedingten Subtyps depressiver Erkrankungen, bei dem es tiber eine Normalisierung der
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HPA-Achsendysregulation durch die antidepressive Therapie zu einem Ansprechen
kommt (Holsboer & Barden, 1996; Pariante & Miller, 2001).

Fur die Qualifikation als prognostischer Biomarker fiir das Therapieansprechen sind aber
neben der Assoziation zu klinischen Parametern weitere Voraussetzungen zu
berlcksichtigen (Hendrix et al., 2021). Grundlegend ist eine Einbettung des potenziellen
Biomarkers in den angenommen Pathomechanismus der Erkrankung (U.S. Department
of Health and Human Services Food and Drug Administration (FDA), 2018). Dies kann
fur FKBP5 aufgrund seiner zentralen Rolle in der HPA-Achse als gegeben angesehen
werden (Matosin et al., 2018). Dartber hinaus soll der Biomarker zu einer héheren
Sensitivitat bei der Vorhersage, in diesem Fall des Therapieansprechens, fuhren und
keinesfalls aufgrund falscher Annahmen Patientinnen schaden (Hendrix et al., 2021).

Um diese Fragen zu beantworten, wurde eine binare logistische Regressionsanalyse
durchgefuhrt. In einem insgesamt signifikanten Modell konnten die mMRNA-Expression
zu Therapiebeginn sowie die Methylierung an CpG7 als Variablen mit Einfluss die
Vorhersage des Therapieansprechens ermittelt werden. Parallel zu den bereits
geschilderten Ergebnissen war eine hohere Methylierung pradiktiv fir das
Therapieversagen, wohingegen eine hoéhere MRNA-Expression das
Therapieansprechen begiinstigte. Die ermittelten Odds-Ratio (Methylierung: 0,872,
MRNA-Expression: 10,287) legen dabei eine deutlich hohere Effektstarke der mRN-
Expression nahe. Allerdings missen hier die jeweiligen Einheiten berticksichtigt werden.
Die Normierung auf eine Verdopplung des relativen Risikos unter Beriicksichtigung der
Ausgangswerte (~80% Methylierung, ~0,5 CNRQ mRNA-Expression) erleichtert den
Vergleich: eine um 5% hohere Methylierung verdoppelt so das Risiko eines
Therapieversagens, wahrend eine um 0,3 CNRQ gesteigerte mMRNA-Expression dieses
halbiert (Backhaus et al., 2006). Unter Verwendung dieser beiden Variablen verbessert
das Modell die Vorhersagewahrscheinlichkeit fiir ein Therapieansprechen von 59,6% auf
66,3%. Eine richtige Klassifizierung von lediglich 2/3 der Patientinnen scheint bereits
fragwirdig fur die Qualifikation als Biomarkers. Die Bericksichtigung einer Sensitivitat
von 38,1% sowie einer Spezifitdt 85,5% manifestiert diese Einschatzung weiter. Im
konkreten Fall wiirden tiber 60% der Patientinnen, die auf die Standardtherapie binnen
vier Wochen ansprechen nicht richtig identifizierten werden und so méglicherweise einer
unndtig intensiven und teuren Therapie zugefuhrt werden. Im Gegenzug blieben auch
knapp 15% der Therapie-Non-Responder unentdeckt, sodass diese nicht die ndotigte

Intensivierung der Therapie erfahren. Sowohl das Kriterium einer relevanten
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Verbesserung der Vorhersage als auch die Verhinderung von Schaden durch ihre
Verwendung, konnten die Parameter mRNA-Expression und Methylierung von FKBP5
nicht erfullen (Hendrix et al., 2021). Trotz der beobachteten Assoziationen sowie des
zugrundeliegenden Pathomechanismus stellen sie fir die klinische Praxis fur sich allein
genommen daher keine sinnvollen Biomarker fUr ein Therapieansprechen dar. Allerdings
konnten sie, den grundlegenden Uberlagerungen zur Initiierung der DaCFail-Studie
entsprechend, in einer Batterie mehrerer Biomarker, die neben der bereits diskutierten
Inflammation beispielsweise auch klinische Parameter, psychometrische Erhebungen
oder physiologische Parameter wie die Herzratenvariabilitdit umfassen, zur Vorhersage

des Therapieansprechens beitragen.

4.2 Allgemeine Limitationen

Fur alle zuvor geschilderten und diskutierten Ergebnisse sind allgemeine
Einschrankungen durch Studiendesign, Durchfihrung und Auswertung dieser Arbeit zu
bertcksichtigen, auf die im Folgenden eingegangen werden soll. Soweit mégliche wurde
versucht diesen mittels in den einzelnen Kapiteln beschrieben MalRnahmen zu
begegnen. In Anbetracht der trotzdem verbleibenden Einschrdnkungen sei auf den
explorativen Ansatz der beiden Studien GEPard und DaCFail sowie auch dieser Arbeit

verwiesen, der naturgeman mit gewissen Unsicherheiten behaftet ist.

4.2.1. Zusammensetzung der Gruppen

Wie bereits in den entsprechenden Kapiteln des Ergebnisteils berichtet, unterscheiden
sich die rekrutierten Gruppen hinsichtlich ihrer Charakteristika teilweise signifikant,
weshalb im Folgenden auf die Unterschiede in der Alters- und Geschlechterverteilung

eingegangen werden soll.

Alter

In der DaCFail-Kohorte sind die jlingsten Patientinnen in der Depressionsgruppe
vertreten (58,88 +7,82 Jahre), wohingegen solche Patientinnen mit Herzinsuffizienz im
Durschnitt zehn Jahre &lter sind (69,40 £ 8,26 Jahre). Patientinnen mit komorbiden
Erkrankungen sowie Gesunde rangieren in der Mitte (65,00 +10,61 bzw. 63,27 + 7,45

Jahre). Die GEParD-Kohorte wiederum, die nur Patientinnen mit Depressionen umfasst,
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ist deutlich junger (46,13 £14,77). Ein Abgleich mit den epidemiologischen Daten beider
Erkrankungen bestétigt, dass die jeweilige Kohorte ihre Zielgruppe gut repréasentiert. So
findet sich die hochste Rate der Neuerkrankungen fir die Herzinsuffizienz jenseits des
70. Lebensjahres, wahrend sich die Depression in der Regel zwischen dem 30. und 45.
Lebensjahr erstmals manifestiert. Allerdings kommt es im Rahmen der Altersdepression
ab dem 65. Lebensjahr zu einem weiteren Erkrankungsgipfel, sodass die Pravalenz fir
Depressionen in dieser Altersgruppe am hochsten ist (Bundesarztekammer (BAK) et al.,
2019; Moller et al., 2015). Gleichzeitig ist diese Patientengruppe in ihrem Zugang zu
einer adaquaten, z.B. stationaren Therapie, weiter unterversorgt (Boenisch et al., 2012).
Die entstandenen Gruppenunterschiede sind daher, trotz eines festgelegten
Mindestalters fur den Studieneinschluss von mindestens 50 Jahren, auf das
unterschiedliche Patientenalter im Zentrum fur Psychische Gesundheit (Rekrutierung
Gruppe 1), verglichen mit der Medizinischen Klinik (Rekrutierung Gruppe 3)

zurtickzufuhren.

Die Relevanz des Alters fur die erhobenen Messwerte wird deutlich, wenn man die in
der Literatur beschriebenen Veranderungen von FKBP5, die mit dem Alter einhergehen,
naher betrachtet. Sabbagh und Kolleginnen konnten im Mausmodell eine zunehmende
Demethylierung im Alter mit gleichzeitiger Steigerung der FKBP5 mRNA-Expression
nachweisen (Sabbagh et al., 2014). Eine Ausschaltung von FKBP5 dagegen flihrte zu
einer besseren Stressresilienz im Alter. Dies konnte durch van Doeselaar et al. repliziert
werden (van Doeselaar et al.,, 2023). Als biochemische Grundlage fur diese
Beobachtungen konnte ein Zusammenhang der altersabhéngigen kumulativen
Cortisolexposition mit der Demethylierung von FKBP5 nachgewiesen werden (Zannas,
2023). Auch der zusatzliche Einfluss von Stress auf die Untersuchten, der eine weitere
Demethylierung begiinstigt, konnte wiederholt belegt werden (Zannas et al., 2018).
Darlber hinaus kommt es im Zusammenhang mit Anderungen der FKBP5 Methylierung
Zu einer vorgezogenen Alterung, welche mit einem erhéhten kardiovaskularen Risiko
einhergeht (Beach et al., 2022). Zusammengenommen verdeutlicht dies einerseits eine
madgliche Rolle von FKBP5 in der Entstehung der Altersdepression, andererseits die
Wichtigkeit einer Berticksichtigung des Alters bei der Interpretation von Methylierung und
Expression. Als Versuch eines Ausgleiches der bestehenden Gruppenunterschiede

wurde das Alter daher in allen Gruppenvergleichen als Kovariate berticksichtigt.
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Geschlecht

Auch die Geschlechter sind innerhalb der Untersuchungsgruppen nicht immer gleich
verteilt. So sind besonders in der Herzinsuffizienzgruppe (87%) und der Gruppe mit
komorbiden Erkrankungen (64%) Manner Uberreprasentiert. Dies bestétigt die
Beobachtung einer grof3en Wirzburger Studie, wonach die Herzinsuffizienz mit
reduziertet LVEF haufiger Manner betrifft, wohingegen bei Betrachtung aller
herzinsuffizienten Patientinnen kein Geschlechterunterschied besteht
(Bundesarztekammer (BAK) et al., 2019; Stork et al., 2008). Wenngleich die Stichproben
also ein gutes Abbild der erkrankten Bevdlkerung liefern, so muss dennoch der Einfluss
des Geschlechts auf die analysierten Parameter bertcksichtigt werden. Anders als fur
das Alter sind die Befunde in der Literatur diesbeziglich heterogen. So fanden Li et al.
keinen unabhangigen Effekt des Geschlechts auf die Methylierung bei gesunden und
depressiven Probandinnen (Li et al.,, 2022). Dahingegen beobachteten Lee und
Kolleginnen Veranderungen von Methylierung und mRNA-Expression bei FKBP5 in
Zusammenhang mit dem Cortisolstoffwechsel, die abhdngig vom weiblichen Geschlecht
waren (Lee et al., 2018). Auch van Doeselaar und Kolleginnen konnten im Mausmodell
Verhaltensdnderungen durch Manipulationen an FKBP5 in Abhéangigkeit des
Geschlechts nachvolliziehen (van Doeselaar et al., 2023). Obwohl die genauen Effekte
und Wirkrichtung eines Einflusses des Geschlechts noch unbekannt sind, wurde in
Anbetracht der Gruppenunterschiede versucht, diesen parallel zum Alter durch

Berticksichtigung als Kovariate in den Modellen zu korrigieren.

4.2.2 Fallzahl

Die DaCFail-Studie verfolgte die Klarungen unterschiedlicher Hypothesen, wobei fiir ihre
initiale  Powerberechnung der erwartete  Effekt einer  unterschiedlichen
Herzratenvariabilitat zwischen den Untersuchungsgruppen herangezogen wurde.
Hieraus ergab sich eine prognostizierte GruppengrdRe von je 48 Probandinnen zur
Beantwortung der Fragestellung (Lichter et al., 2023). Bei der Konzeption dieser Arbeit
wurde eine weitere Powerberechnung fir die FKBP5 betreffenden Fragestellungen
durchgefihrt. Da in der Literatur bisher keine Daten zur Herzinsuffizienz vorlagen, wurde
eine mindestens mittlere Effektstarke (entsprechend n? > 0,06) angenommen, um
maoglichen beobachteten Effekten auch eine klinische Relevanz einraumen zu kénnen.
Fur vier Untersuchungsgruppen und einer statistischen Power von 0,8 ergab sich eine

angestrebte Gruppengrof3e von je 44 Probandinnen, woraufhin mit der Laborarbeit
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begonnen wurde (Hemmerich, 2018). Die angestrebten Einschlisse konnten flr
Patientinnen mit Depression oder Herzinsuffizienz erreicht werden. In der Kontrollgruppe
kam es zu Verzégerungen bei der Rekrutierung, da der Einschluss gesunder
Probandinnen aufRerhalb des stationaren Settings einen hohen Zeitaufwand der
Anwerbung mit sich brachte. Daher war diese Gruppe zum Zeitpunkt der Laborarbeiten
mit 33 Probandinnen kleiner als angestrebt. Die grof3ten Probleme bereite der
Einschluss von Patientinnen mit Depression und komorbider Herzinsuffizienz. Trotz
intensiver Bemuhungen konnten Uber den gesamten Studienzeitrum nur zwolf
Teilnehmer eingeschlossen werden, wovon elf in dieser Arbeit bertcksichtigt wurden
(Lichter et al., 2023). Mdogliche Grunde sind eine Unterreprasentation dieser
Patientengruppe in der stationdren psychiatrischen Behandlung, parallel zur bereits
berichteten  Unterbehandlung der Altersdepression, oder eine geringere
Teilnahmebereitschaft dieser besonders schwer betroffenen Patientengruppe. Die fir
die Arbeit zu Verfigung stehenden Gruppengrdol3en waren also teilweise kleiner als
angenommen. Zusatzlich fielen auch die beobachteten Effektstarken geringer aus als
angenommen (n? 0,01-0,02). In einer Post-hoc Powerberechnung ergab sich unter sonst
gleichen Annahmen so eine nétige Stichprobengréf3e von je 180 (Hemmerich, 2018).
Fur alle berichteten Ergebnisse muss also die méglicherweise zu geringe und ungleich

auf die Studiengruppen verteilte Stichprobengréf3e beriicksichtigt werden.

Die GEParD-Studie erreichte mit insgesamt 356 Einschliissen nicht ganz das gesetzte
Ziel von 500 Teilnehmerinnen (Lichter et al., 2023). Allerdings ergab sich mit 180 fur

diese Arbeit zu berlicksichtigenden Probandinnen eine ausreichend grof3e Stichprobe.

4.2.3 Fehlende Werte

Wahrend der Dokumentation der umfangreichen klinischen Paramater sowie
wiederholten Psychometrischen Untersuchungen kommt es naturgemaf zum Auftreten
von fehlenden Werten. Von Seiten der Laborarbeit bedingte die einzelne Auswertung
der gewonnenen DNA- und RNA-Proben eine zusétzliche Quelle. Dabei betrug der
Ausfall fur die Methylierungsanalyse knapp 5% (2189 giiltige Messwerte bei 2308
untersuchten Stellen), ebenso wie fir die Bestimmung der mRNA-Expression (681
gultige Messwerte bei 716 analysierten Proben), wobei bereits der gesamte Weg von
der Probenentnahme bis zur Qualitatskontrolle bericksichtigt ist. Da sich die insgesamt
wenigen Ausfélle aber Uber alle Probandinnen verteilten, wurde fir die jeweiligen

statistischen Berechnungen ein paarweil3er Fallausschluss gewahlt, um eine zu grof3e
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Reduktion der Stichprobengréf3e zu vermeiden. Im Gegenzug muss allerdings die damit
einhergehende Inkonstanz der Stichprobengréf3en der einzelnen Analysen bei der

Interpretation der Ergebnisse bericksichtigt werden.

4.2.4 Naturalistisches Studiendesign

Sowohl die Beobachtungsstudie GEParD als auch die Fall-Kontrollstudie DaCFail sind
naturalistisch konzipiert. Das bedeutet, dass durch das Studienteam keinerlei Einfluss
auf die psychiatrische bzw. internistische Behandlung durch die jeweils betreuenden
Arztinnen genommen wurden. Da die leitliniengerechte Therapie einer schweren
Depression unter anderem eine antidepressive Medikation empfiehlt, Gberrascht es
nicht, dass die Mehrheit der Patientinnen in stationar psychiatrischer Behandlung diese
erhielt (Bundesarztekammer (BAK) et al., 2022). Lediglich funf Patientinnen nahmen
Uber den 4-wdchigen Behandlungszeitraum gar keine entsprechende Medikation ein.
Fur die Interpretation der Ergebnisse zu FKBP5 muss also auch ein maglicher Einfluss
der Antidepressiva bericksichtigt werden. So beobachteten Cattaneo et al. eine
Reduktion der FKBP5-mRNA-Expression nach 8-wdchiger Einnahme von Escitalopram
oder Nortriptylin bei depressiven Patientinnen, die in der gesunden Kontrollgruppe nicht
auffiel (Cattaneo et al., 2013). Auch eine Demethylierung von FKBP5 in Zusammenhang
mit einer SSRI-Therapie ist in der Literatur beschrieben (Mohammadi et al., 2022).
Abseits dieser direkten Effekte auf die untersuchten Parameter existieren Hinweise fur
verschiedene Interaktionen der Medikation mit dem Protein FKBP5. Gemeinsam ist
ihnen FKBP5 als Ansatzpunkt fiir eine Normalisierung der HPA-Achsen-Dysregulation
im Rahmen der psychischen Erkrankung. Budzinsky und Kolleginnen belegten
beispielweise den hemmenden Effekt von trizyklischen Antidepressiva auf die
SUMOylation, also das Anfligen von SUMO an FKBP5, das eine Voraussetzung flr
seine spéatere Interaktion mit dem GR darstellt (Budzifiski et al., 2022). Die dadurch
reduzierte Aktivitdt von FKBP5 bedingte eine Steigerung der GR-Aktivitat und
beeinflusste so die Funktion der gesamten HPA-Achse. Das naturalistischen
Studiendesign, welches neben der ausfuhrlich beschriebenen antidepressiven
Medikation noch weitere mdgliche Storvariablen beinhaltet, muss also ebenfalls bei der

Ergebnisinterpretation bedacht werden.
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4.2.5 Untersuchtes Gewebe

Alle in dieser Arbeit analysierten DNA und RNA-Proben wurden aus den kernhaltigen
Zellen von Vollblutproben, also Leukozyten, gewonnen. Die regulatorischen Elemente
der HPA-Achse liegen mit Hypothalamus und Hypophyse aber im zentralen
Nervensystem. Das Herz und die Nebenniere stellen schliel3lich die relevanten
Endorgane fir die Cortisolfreisetzung beziehungsweise deren Wirkort dar. Wiederholt
konnte gezeigt werden, dass die Glukokortikoidstimulation eine Demethylierung und
Steigerung der FKBP5 Expression verursacht, die sowohl Zellen des zentralen
Nervensystems als auch des peripheren Blutes betrifft (Budzifiski et al., 2022; Di Sante
et al.,, 2018; Ewald et al., 2014; Klengel et al., 2013; Lee et al., 2010). Dies erlaubt
prinzipiell die Verwendung von peripherem Blut zur Untersuchung von FKBPS5.
Allerdings unterscheiden sich verschiedene Hirnareale in ihrer FKBP5 Expression und
in den zuvor zitierten Studien wurden Uberwiegend hippocampale Zellen bzw. deren
Vorlaufer, verwendet (GTEx Consortium, 2015; D. Wang et al., 2019). Scharf et al.
konnten hierbei eine besonders starke Zunahme der Expression in solchen Arealen
beobachten, fur die eine niedrigere Baselineexpression vorlag (Scharf et al., 2011).
Wiechmann und Kolleginnen belegten fur die Methylierung, dass, trotz unterschiedlicher
Baselinemethylierung zwischen Zellen des peripheren Blutes und
Hippocampusprogenitorzellen, die  Veranderung der  Methylierung  durch

Glukokortikoidstimulation die gleiche Richtung besitzt (Wiechmann et al., 2019).

Die Verwendung von peripherem Blut zur Untersuchung der HPA-Achse und
insbesondere von FKBPS5 ist also bereits umfassend etabliert. Auch eine vergleichbare
Wirkrichtung der Glukokortikoidstimulation zwischen Hirn- und Blutzellen ist belegt,
wobei Unsicherheiten vor allem hinsichtlich deren Intensitéat in den verschiedenen
Gewebetypen verbleiben. Fir eine Ubertragbarkeit dieses Zusammenhangs auf das
Herz liegen den Kenntnissen des Autors nach gegenwartig allerdings keine Quellen vor,
auch wenn FKBP5 in Herzmuskelzellen nachweislich exprimiert wird (GTEx Consortium,
2015; X. Wang et al., 2023).
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4.3 Ausblick

Ziel der Erforschung der Pathomechanismen von Erkrankungen ist immer auch eine
Entdeckung mdglicher Ansatzpunkte fur neue therapeutische Interventionen. Fur FKBP5
steht mit ,SAFit2“ bereits ein selektiver Inhibitor zur praklinischen Anwendung zur
Verfiigung (Codagnone et al., 2022). Die zentrale Rolle von FKBP5 in der HPA-Achse
macht es dabei einerseits zu einem vielversprechenden Target bei der Therapie
unterschiedlicher Erkrankungen. Andererseits stellen die vielfaltigen Effekte mit teils
entgegengesetzter Wirkrichtung auch eine Quelle mobglicherweise schwerer
Nebenwirkungen dar. Eine Ausschaltung von FKBP5 im Mausmodell bedingt so
beispielsweise eine Verbesserung der Stressreaktion bei Depression (Brix et al., 2022).
An anderen Organen entfalten sich dadurch aber negative Effekte, wie ein begunstigtes
Auftreten von Vorhofflimmern oder eine Gewichtszunahme (Bajaj et al., 2022; X. Wang
et al., 2023). Vor einer klinischen Anwendung ist also ein noch umfanglicheres
Verstandnis der Funktionen von FKBP5 notwendig. Ein anderer Ansatzpunkt zur
Umgehung moglicher unerwinschter Effekte ist es, Ziele unterhalb der Wirkung von
FKBP5 selbst ins Fadenkreuz zu nehmen. Dabei ist besonders die gesteigerte
Inflammation im Rahmen depressiver Erkrankungen Gegenstand umfangreicher
Forschung. Allerdings konnte eine aktuelle Metaanalyse keinen relevanten Benefit in der
antidepressiven Therapie durch den Einsatz verschiedener anti-inflammatorischer
Substanzen ausmachen (Simon et al., 2023). Wie bereits diskutiert, stellt auch hier ein
besseres Verstdndnis mdoglicher Subtypen innerhalb der biologischen Ursachen
depressiver Erkrankungen den Schlussel zu einer zielgerichteten Therapie eben dieser
dar (Beijers et al., 2019; Foley et al., 2023; Kfenek et al., 2023; Runia et al., 2022). So
konnten sich Verfahren bei bestimmten Subgruppen als wirksam erweisen, die bei
Behandlung der Gesamtheit aller depressiven Erkrankungen keinen ausreichenden
Effekt entfalten.
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5 Zusammenfassung

FKBPS5 stellt im Stresssystem der HPA-Achse ein zentrales Gen bei der Regulation der
Sensitivitdt des Glukokortikoidrezeptors und somit der Reaktion auf Stress dar. Zur
Adaptation an Umwelteinflisse ist es selbst in ein komplexes System von
Regulationsmechanismen eingebettet, die unter anderem epigenetische Modifikationen
in Form von DNA-Methylierung umfassen. Bisherige Studien legen eine starke
Assoziation von FKBP5 zu stressinduzierten psychischen Erkrankungen nahe und
weisen auf eine Dysregulation der HPA-Achse als mdglichen Pathomechanismus hin.
Fur die enge klinische Interaktion von Depression und Herzinsuffizienz sowie eine
ebenfalls vermutete Rolle der HPA-Achse in der Pathogenese letzterer, konnte FKBP5
daher ein entscheidendes Bindeglied darstellen. Gleichzeitig bietet die ldentifikation
einer Uber FKBP5 ausgedriickten Dysregulation der HPA-Achse einen biologischen
Befund, der als Marker fir das Ansprechen einer antidepressiven Therapie
herangezogen werden konnte. Ziel dieser Arbeit war daher die Untersuchung eines
madglichen Einflusses regulatorischer Parameter von FKBP5 auf die Herzinsuffizienz
sowie eine Prufung dieser als mogliche Biomarker fur einen Erfolg der antidepressiven

Therapie.

Dazu wurden Blutproben von Probandinnen der GEParD- bzw. DaCFail-Studie mit
Depression, Herzinsuffizienz sowie gesunde Kontrollen untersucht. Durch
Pyrosequenzierung bisulfitkonvertierter DNA erfolgte die Bestimmung der Methylierung
regulatorischer CpGs. Die Messung der relativen mRNA-Expression erfolgte durch den

Einsatz einer qPCR.

In der Auswertung fand sich keine differentielle mMRNA-Expression oder Methylierung
zwischen den vier Untersuchungsgruppen. Allerdings reagierten depressive
Patientinnen verglichen mit der Kontrollgruppe mit einer geringeren Zunahme der
MRNA-Expression als Reaktion auf den mDST. Das Therapieansprechen in der
Depressionsgruppe wiederum war mit einer niedrigeren Methylierung auf CpG7 sowie
einer hoheren mMRNA-Expression zu Therapiebeginn assoziiert. Im Behandlungsverlauf
fuhrte eine Abnahme der mRNA-Expression bei den Respondern zu einer Annaherung

beider Gruppen.

Diese Arbeit konnte keine Hinweise fiir eine Rolle von FKBP5 in der Pathogenese der
Herzinsuffizienz finden. Allerdings zeigten die Befunde zur Regulation des Gens bei

Glukokortikoidstimulation eine hohe Konstanz zu vorherigen Ergebnissen. In diesen
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Kontext reihen sich auch die Ergebnisse flir das Therapieansprechen ein, die aufgrund
einer Herabregulation der HPA-Achse im Therapieverlauf die Idee einer urséchlichen
HPA-Dysregulation in der Gruppe der Responder bekraftigen. Fir sich allein genommen
lassen sich mRNA-Expression und Methylierung aufgrund mangelnder Sensitivitat und
Spezifitét nicht als Biomarker flr das Therapieansprechen einsetzen. Die bisherigen
Befunde bestarken aber eine mdgliche Rolle in einer Batterie unterschiedlicher

Biomarker auf verschiedenen Ebenen, wie Klinik, Psychometrie und Physiologie.
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Appendix

| Abklirzungsverzeichnis

(m)DST (modifizierter) Dexamethason-Suppressions-Test
(q)PCR (quantitative Echtzeit) Polymerase-Kettenreaktion
ACTH Adrenocorticotropin

ANCOVA Kovarianzanalyse

ANOVA Varianzanalyse

ATP Adenosintriphosphat

BDI-II Beck-Depressions-Inventar-Ii

BMI Body-Mass-Index

bp Basenpaar

Btn Biotin

cDNA komplementéare DNA

CNRQ Calibrated Normalized Relative Quantity

CpG Cytosin-Guanin-Dinukleotid

CRH Corticotropin-Releasing-Hormone

CRP C-reaktives-Protein

CTQ Childhood Trauma Questionnaire

DaCFail Depression associated Cardiac Failure

dH20 destilliertes Wasser

Diff-BB Differentialblutbild

DNA Desoxyribonukleinséure

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

DSM-IV Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders IV
DZHI Deutsches Zentrum flir Herzinsuffizienz

GR Glukokortikoidrezeptor

GRE Glukokortikoid Responsives Element

HAMD Hamilton rating scale for depression

HI Herzinsuffizienz

HPA-Achse Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse

(engl. hypothalamic-pituitary-adrenal axis)



ICD

IRC
LTE
LVEF

MADRS
N
NF-kB

NT-proBNP
PTBS

r

RNA
SCID-I

SD

SNP

SSRI
STAAB

SUMO
TNF a
TSS
TTE
VNS
ZEP

International Statistical Classification of Diseases and
Related Health Problems

Inter Run Calibrator

List of Threatening Experiences
Linksverntrikulare Ejektionsfraktion

Mittelwert

Montgomery—Asberg Depression Rating Scale
Stichprobengrofle

Nuclear Factor kappa-light-Chain-Enhancer of activated B
cells

N-terminal prohormone of brain natriuretic peptide
Posttraumatische Belastungsstorung
Korreleationskoeffizient

Ribonukleinséure

Structured Clinical Interview for DSM axis | disorders
Standardabweichung

Einzelbasenpolymorphismus  (engl.  Single-Nukleotid-
Polymorphismus)

Selektive Serotonin Wiederaufnahmehemmer

Haufigkeit und Einflussfaktoren auf friihe STAdien A und B
der Herzinsuffizienz in der Bevolkerung

Small Ubiquitin-Related Modifier
Tumornekrosefaktor a
Transkriptionsstartstelle
Transthorakale Echokardiografie
Vegetatives Nervensystem

Zentrum fur psychische Erkrankungen
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