Technische Universitiat Miinchen

Fakultit fiir Medizin, Lehrstuhl Humangenetik
Max-Planck-Institut fiir Psychiatrie Miinchen

MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT

SLC6A15 als Biomarker fiir depressive
Storungen und seine Auswirkungen auf den

Stresshormonhaushalt

Wiebke Lisanne Knop

Vollstdndiger Abdruck der von der Fakultit fiir Medizin der Technischen Universitidt Miinchen zur
Erlangung des akademischen Grades eines Doktors der Medizin genehmigten Dissertation.

Vorsitzender : Univ.-Prof. Dr. Ernst J. Rummeny
Priifer der Dissertation: 1. apl. Prof. Dr. Bertram Miiller-Myhsok
2. Univ.-Prof. Dr. Thomas A. Meitinger

Die Dissertation wurde am 05.03.2015 bei der Technischen Universitidt Miinchen eingereicht und

durch die Fakultit fiir Medizin am 13.07.2015 angenommen.



Inhaltsverzeichnis

1 Abkiirzungsverzeichnis

2 Einleitung

2.1 Depressive Storungen

2.2 Biomarker in der Psychiatrie

2.2.1 Bildgebung

2.2.2 Neuroendokrine Tests

2.2.3 Immunsystem

2.2.4  Genexpression

2.3 Die Rolle von SLC6A1S im zentralen Nervensystem (ZNS)

2.4 SLC6A1S5 und depressive Storungen

Zielsetzung der Arbeit

3.1 SLC6A15-mRNA-Expression in peripherem Blut als Biomarker fiir Depression
3.1.1 MARS: SLC6A15 als Biomarker

3.1.2  Dex-Suppression: Wirkung von Dex auf SLC6A415-mRNA-Expression

3.2 Rs1545843-Genotypabhingige endokrine Regulation

3.2.1 MARS: Rs1545843 und HPA-Achsenregulation

3.2.2 Dex-Suppression: Rs1545843 und HPA-Achsenregulation

Material- und Methodenteil

4.1 Etablierung der RT-qPCR bei MARS- und Dex-Suppression-Probanden zur Entwicklung

eines SLC6A15 Biomarkers

4.1.1 Herstellung der Test-cDNA

4.1.2  Einfiihrung in herkdmmliche PCRs

4.1.3 MARS: RT-qPCR

4.1.3.1 RT-qPCR: Primerdesign

4.13.2 RT-qPCR: Test-PCR

4.1.4 Nested PCR

4.1.4.1 Nested PCR: Primerdesign

4.1.42 Nested PCR: PCR

4.1.43 Nested PCR: Gelelektrophorese

4.1.4.4 Nested PCR: RT-qPCR

4.1.5 Dex-Suppression

15
16
17
18
19
20
21

24
24
24
25
25
25
26

27

27
27
28
28
30
31
32
33
33
34
34
35



5 Ergebnisteil

4.1.5.1 Dex-Suppression: Auswahlkriterien fiir die Probanden

4.1.5.2 Dex-Suppression: Fragebogen

4.1.5.3 Dex-Suppression: Ablauf des Experiments

4.1.5.4 Dex-Suppression: Messung von Cortisol und ACTH

4.1.5.5 Dex-Suppression: DNA-Extraktion

4.1.5.6 Dex-Suppression: RNA-Extraktion

4.2 Datenanalyse zum Zusammenhang zwischen Stresshormonhaushalt und rs1545843-

Risikogenotyp

4.2.1 MARS: Rs1545843 und Dex-/CRH-Test bei Aufnahme von depressiven Patienten
4.2.1.1 MARS: Ablauf des Dex-/CRH-Tests

4.2.1.2 MARS: Genotypisierung

4.2.1.3 MARS: Hardy-Weinberg-Prinzip (HWP)

4.2.1.4 MARS: GLM mit Messwiederholungen

4.2.2 Dex-Suppression: Rs1545843 und Cort-/ACTH-Ausschiittung nach Dex-Einnahme bei

gesunden Probanden

4.2.2.1 Dex-Suppression: Genotypisierung

4.2.2.2 Dex-Suppression: GLM mit Messwiederholungen

5.1 Etablierung der RT-qPCR bei MARS- und Dex-Suppression-Probanden zur Entwicklung
eines SLC6A1S Biomarkers

5.1.1 MARS: Test-RT-qgPCR

5.1.2 MARS: Nested PCR

5.1.2.1  Nested PCR: PCR /Gelelektrophorese

5.1.2.2 Nested PCR: RT-qPCR

5.1.3  Dex-Suppression

5.2 Datenanalyse zum Zusammenhang zwischen Stresshormonhaushalt und rs1545843-

Genotypen

5.2.1 MARS: Rs1545843 und Dex-/CRH-Test bei Aufnahme von depressiven Patienten
5.2.1.1 MARS: Genotypisierung

5.2.1.2 MARS: Deskriptive Statistik

5.2.1.3 MARS: GLM mit Messwiederholungen

5.2.2 Dex-Suppression: Rs1545843 und Cortisol-/ACTH-Ausschiittung nach Dex-Einnahme bei

gesunden Probanden

5.2.2.1 Dex-Suppression: Genotypisierung

5.2.2.2  Dex-Suppression: Deskriptive Statistik

5.2.2.3 Dex-Suppression: GLM mit Messwiederholungen

35
36
36
37
38
38

38
38
39
39
39
40

41
41
41

42

42
42
43
43
45
46

47
47
47
47
49

51
51
51
52



6 Diskussion 54

6.1 Etablierung der RT-qPCR zur Entwicklung eines SLC6A15 Biomarkers 54
6.2 Datenanalyse zur Beurteilung des Stresshormonhaushaltes in Abhéingigkeit des rs1545843-

Risikogenotyps 59

7 Zusammenfassung 68

8 Literaturverzeichnis 69

9 Anhang 78

9.1 Datenanalyse zum Zusammenhang zwischen Stresshormonhaushalt und rs1545843-

Risikogenotyp 78

9.1.1 MARS-Projekt 78

9.1.1.1 MARS: Aufteilung Risikogenotyp (AA) vs. nicht-Risikogenotyp (AG + GG) 79

9.1.1.2 MARS: Aufteilung AA vs. AG vs. GG 83

9.1.2  Dex-Suppression 88

9.1.2.1 Dex-Suppression: Aufteilung Risikogenotyp (AA) vs. nicht-Risikogenotyp (AG + GG) 89

9.1.2.2 Dex-Suppression: Aufteilung AA vs. AG vs. GG 93

10 Danksagung 97




1 Abkurzungsverzeichnis

A

Abb.
ACE
ACTH
ANOVA
AUC
BDI
BDNF

bp
bzw.

C

ca.
CD4 -Zellen
cDNA
CIDI
CNV
COMT
CP
CRH
CRHRI1
Dex
d.h.
DNA
DSM

dNTP
EBV
EDTA
ELS

et al.

Adenin

Abbildung

angiotensin-converting enzyme (Angiotensin-konvertierendes Enzym)
adrenocorticotropes Hormon

analysis of variance (Varianzanalyse)

area under the curve (Flache unter der Kurve)
Beck-Depressions-Inventar

brain derived neurotropic factor (vom Gehirn stammender neurotropher
Faktor)

Basenpaar

beziehungsweise

Cytosin

circa

cluster of differentiation (Unterscheidungsgruppen) 4-positive Zellen
complementary (komplementéire) DNA

Composite International Diagnostic Interview

copy number variation (Kopierzahlvariation)
Catechol-O-Methyltransferase

crossing point

corticotropin-releasing hormone (Corticoliberin)

CRH Rezeptor 1

Dexamethason

das heif3t

deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsdure)

Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (diagnostischer und
statistischer Leitfaden psychischer Storungen)
Desoxyribonukleosidtriphosphate

Ebstein-Barr-Virus

Ethylendiamintetraacetat

early life stress (Frithkindlicher Stress)

et altera



EtBr
FKBP5
fMRT

G

g

GLM
Glx
GWAS
HAM-D
HAM-D21
'H-NMR

HPA-Achse

5-HTITA

HWE
HWP

ICD-10-Kriterien

IL-1
IL-6
Lv.
KHK
LCL
LD
LPS
MAO
MANOVA
MARS
MDD
Min.

ml

Ethidiumbromid

FK506 bindendes Protein 5

funktionelle Magnetresonanztomographie

Guanin

Erdbeschleungigung

general linear model (allgemeines lineares Modell)

Glutamat + Glutamin

Genomweite Assoziationsstudie

Hamilton Rating Scale for Depression (Hamilton-Skala)
Hamilton Rating Scale for Depression , Version mi 21 Fragen
proton nuclear magnetic resonance spectroscopy (Protonen-
Kernspinresonanzspektroskopie)
hypothalamus-pituitary-adrenal-axis (Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse)

5-Hydroxytryptamin-Rezeptor, Typ 1A
Hardy-Weinberg-equilibrium (Hardy-Weinberg-Gleichgewicht)
Hardy-Weinberg-Prinzip

International Statistical Classification of Diseases and Related Health
Problems, 10. Auflage

Interleukin 1

Interleukin 6

intravends

koronare Herzkrankheit

Lymphoblastoide Zelllinie

linkage disequilibrium (Kopplungsungleichgewicht)
Lipopolysaccharid

Monoaminooxidase

multivariate ANOVA

Munich Antidepressant Response Signature

major depressive disorder (depressive Storung)

Minuten

Milliliter



MPI
mRNA
MRT
NAA
NAAG
NARI

NaSSA
NEB
ng

nt
PCR
PET
p.o.

PP
PTSD
p-Wert
RIA
RNA

IS

RT-qPCR
S.

SD
SLC6A4
SLC6A415
SNP
SNRI

S.0.

SPECT

Max-Planck-Institut

messenger ribonucleic acid (Boten-RNA)
Magnetresonanztomographie

N-Acetyl-Aspartat

N-Acetylaspartylglutamat

norepinephrine reuptake inhibitor (selektiver Noradrenalin-
Wiederaufnahmehemmer)

Noradrenerges und spezifisch serotonerges Antidepressivum
New England Biolabs

Nanogramm

Nukleotid

polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
Positronen-Emissions-Tomographie

per os

Phasenprophylaktika

posttraumatic stress disorder (posttraumatische Belastungsstorung)
probability-value (Signifikanzwert)

Radioimmunoassay

ribonucleic acid (Ribonukleinsédure)

,reference SNP““ number (Referenznummer der
Einzelnukleotidpolymorphismen)

real time quantitative PCR (Echtzeit quantitative PCR)

siche

standard deviation (Standardabweichung)

solute carrier family 6, member 4

solute carrier family 6, member 15

single nucleotide polymorphism (Einzelnukleotidpolymorphismus)
serotonin-norepinephrin reuptake inhibitor (Serotonin-Noradrenalin-
Wiederaufnahmehemmer)

siche oben

single photon emission computed tomography (Einzelphotonen-

Emissionscomputertomographie)



SSRE

SSRI

T
TATA
Tab.
Tag-Polymerase
TBP
TNF-a
TZA
WHO
z.B.
ZNS
%

°C

ng

pl

selective serotonin reuptake enhancer (selektiver Serotonin
Wiederaufnahmeverstérker)

selective serotonin reuptake inhibitor (selektiver Serotonin
Wiederaufnahmehemmer)

Thymin

Thymin-Adenin-Thymin-Adenin

Tabelle

thermostabile Polymerase

TATA bindendes Protein

Tumornekrosefaktor alpha

Trizyklisches Antidepressivum

World Health Organisation

zum Beispiel

zentrales Nervensystem

Prozent

Grad Celsius

Mikrogramm

Mikroliter



2 Einleitung

Depressive  Storungen (major depressive disorder, MDD) gehéren zu den héufigsten
psychiatrischen Erkrankungen weltweit - mit zunehmender Tendenz. Statistiken von
Krankenkassen weisen auf, dass diese Diagnose inzwischen als Ursache von Krankschreibungen
noch vor Volks- oder Zivilisationskrankheiten wie Diabetes mellitus und koronarer Herzerkrankung
(KHK) steht. AuBlerdem stellt MDD einen ernstzunehmenden Risikofaktor fiir diverse
Erkrankungen wie z.B. (zum Beispiel) Herzinfarkt, Bluthochdruck, Schlaganfall und Diabetes
mellitus dar. Umso wichtiger sind neue Erkenntnisse beziiglich der Ursachen von MDD, besserer
Diagnosemoglichkeiten, differentialdiagnostischer Abkldrung und effektiverer Therapien. Die
vorliegende Arbeit dient der Suche nach neuen Biomarkern und der Aufkldrung der
Pathophysiologie der MDD. Eine Einfiihrung in Thematik, Zielsetzung, angewandte Methoden und

deren Ergebnisse werden im Folgenden beschrieben.

2.1 Depressive Stérungen
MDD sind mit einer Lebenszeitpravalenz von 15-17 % (Prozent) sehr hédufige, komplexe und

teilweise erblich bedingte psychiatrische Erkrankungen (Ebmeier, Donaghey, & Steele, 20006;
Levinson, 2006).

Sie werden in der Psychiatrie den affektiven Stérungen zugeordnet, die sich durch klinisch
relevante Verdnderungen der Stimmungslage auszeichnen. Hauptsymptome einer MDD sind laut
International Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems (ICD-10), die von
der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation, WHO) herausgegeben wurde:
Niedergeschlagenheit, Interessenverlust, Freudlosigkeit, Antriebsmangel und erhéhte Ermiidbarkeit.
Hinzu kommt eine hohe Selbstmordrate (2% der Patienten mit einer diagnostizierten MDD begehen
Suizid) (Bostwick & Pankratz, 2000) (Butler et al., 2010) (et al = et altera).

Depressive Storungen spielen auch soziookonomisch eine grofe Rolle. So fithren diese
Erkrankungen zu einer deutlich verminderten Teilnahme am gesellschaftlichen Leben und sind
weltweit der haufigste Grund fiir Arbeitsunfihigkeit (Ebmeier et al., 2006) (Ustun, Ayuso-Mateos,
Chatterji, Mathers, & Murray, 2004).

Es handelt sich folglich um eine Erkrankung mit weitreichenden Auswirkungen auf das individuelle
Wohlbefinden der Patienten, ihr Leben in der Gesellschaft und die Gesellschaft als Ganzes
(Arbeitsausfallkosten fiir die Wirtschaft, Sozialkosten fiir die Behandlung der Krankheit etc.).



Diagnostik

In der Diagnostik kénnen MDD-Patienten meist keine eindeutigen biologischen Symptome
zugeordnet werden, sodass es keinen sicheren Bluttest zur Diagnose einer depressiven Storung gibt.
Stattdessen wird die Diagnose anhand von standardisierten Fragebdgen (Hamilton Rating Scale for
Depression (HAM-D), Beck-Depressions-Inventar (BDI) etc.), festgelegten Diagnosekriterien
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM)-Kriterien in den USA und ICD-10-
Kriterien in Europa) und Betrachtung von Krankheitsverlauf, Symptomatik und Erscheinungsbild
des Patienten gestellt. Diese Komplexitit und die Notwendigkeit der verbalen Kooperation des
Patienten bei der Diagnosestellung erschweren die Rekrutierung représentativer und vergleichbarer

Patientenkollektive in klinischen Studien.

Therapie

Bis heute ist die Therapie der MDD wegen ihrer so unterschiedlichen und noch nicht vollstindig
aufgekldrten Pathogenese schwierig. Nach einer griindlichen Abklarung moglicher organischer oder
medikamentoser Ursachen fiir MDD kommen Psychotherapie, Psychopharmaka und physikalische
Methoden zum Einsatz. Selektive Serotonin-Wiederaufnahmehemmer (selective serotonin reuptake
inhibitor, SSRI), Monoaminooxidase (MAQO)-Hemmer und trizyklische Antidepressiva sind die
iiberwiegend verordneten Psychopharmaka bei MDD. SSRI werden am hiufigsten verwendet und
haben im Vergleich zu anderen Antidepressiva die geringsten Nebenwirkungen. Dennoch sind
SSRI mit teilweise schwerwiegenden Nebenwirkungen und einer Latenz von mehreren Wochen bis
zum FEintritt der Wirkung belastet, was die Therapietreue der Patienten reduziert. Dies kann
besonders bei Psychopharmaka aufgrund langer Ein- und Ausschleichphasen verheerend sein.
Hiufig werden Psychotherapie und Antidepressiva kombiniert. Trotz der Vielzahl an angewandten
Therapien zeigen Patienten oft nur eine geringe oder keine Besserung ihrer Symptome oder erleiden
in Kiirze einen Riickfall (Hennings et al., 2009). So hat man festgestellt, dass nur 35-45% der mit
herkdmmlichen  Antidepressiva  behandelten = Patienten = wieder ihren  urspriinglichen

Gesundheitszustand erreichen (Entsuah, Huang, & Thase, 2001; Thase, Entsuah, & Rudolph, 2001).

Pathogenese

Die Pathogenese der MDD ist noch nicht vollstandig geklért. Sie ist einer groBen Diversitit von

Einflussfaktoren unterworfen und wird daher oft als multifaktoriell und polygenetisch beschrieben.
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Strukturelle Verinderungen

In postmortem neuropathologischen Studien wurde eine Abnahme des kortikalen Volumens, sowie
der Glia-Zellen im préafrontalen Kortex, orbitalen Kortex und in der Amygdala bei MDD-Patienten
festgestellt (Ongur, An, & Price, 1998; Rajkowska, 2000) (Manji, Drevets, & Charney, 2001; Manji
et al, 2003). In bildgebenden Untersuchungen wurden bei MDD-Patienten vor allem
Volumenveridnderungen im Hippocampus beschrieben (Frodl et al., 2002) (Videbech & Ravnkilde,
2004) (Kohli et al., 2011) (M. C. Chen, Hamilton, & Gotlib, 2010). Inwieweit diese anatomischen
Verdnderungen fiir die Pathogenese eine Rolle spielen oder ob sie eine Folge von rezidivierenden

depressiven Episoden sind, ist noch nicht vollstindig geklért.

Umwelteinfliisse

Es werden Umwelteinfliisse (Ota & Duman, 2012) wie traumatisierende Ereignisse in der Kindheit
oder im spéteren Leben (Kendler, 1995) und chronischer Stress (2-3fach erhohtes Risiko fiir MDD)
(Wang, 2005) mit MDD in Verbindung gebracht.

Grunderkrankungen und Medikamente

Depressive Storungen konnen im Rahmen einer anderen Grunderkrankung oder medikamentds
induziert (z.B. durch Einnahme von Antikonvulsiva, Zytostatika, Glukokortikoide) auftreten. MDD
kann mit anderen psychiatrischen Erkrankungen (z.B. Angststorungen), Schilddriisenerkrankungen
(Fountoulakis et al., 2006), Infektneigung, KHK, Hypocholesterinimie und niedrigen
Folsdurewerten im Blut assoziiert sein. Aullerdem kdnnen, z.B. stressbedingte Dysregulationen der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse  (hypothalamus-pituitary-adrenal-axis, ~ HPA-
Achse) das Auftreten einer MDD begiinstigen.

Hormonelle Veranderungen

In bestimmten Lebensphasen wie z.B. bei Frauen postnatal und in der Menopause bzw.
(beziehungsweise) frithen Postmenopause scheint ein erhohtes Risiko flir eine MDD zu bestehen
(Lokuge, Frey, Foster, Soares, & Steiner, 2011). Auch dem Beginn der Pubertéit wird ein Einfluss
auf die Pathogenese einer MDD zugeschrieben. Méddchen mit einer frilhen Menarche haben
demnach vermutlich ein erh6htes Risiko im spdteren Leben an einer MDD zu erkranken (Galvao et

al., 2014).

Eine wichtige Rolle in der Pathogenese der MDD spielt auch die HPA-Achse -oft als

»Stresshormonachse bezeichnet. Sie wird durch somatische Stimuli wie Entziindungsreaktionen
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(Straub, Buttgereit, & Cutolo, 2011) und Hunger (Ott et al., 2011), aber auch Stress (de Kloet,
Joels, & Holsboer, 2005) aktiviert und 16st dadurch neuronale und hormonelle Reaktionen sowie an
den Stressor angepasste Verhaltensweisen aus.

Dabei fiihrt ein Stressereignis auf endokriner Ebene innerhalb von Minuten zu einer Ausschiittung
von Corticoliberin (corticotropic releasing hormone, CRH) aus dem Nucleus paraventricularis
(Hypothalamus), das u.a. den Locus coeruleus zur Katecholaminausschiittung und den
Vorderlappen der Hypophyse (Adenohypophyse) zur Ausschiittung von Adrenocorticotropem
Hormon (ACTH) anregt (Abbildung (Abb.) 1) (Valentino & Foote, 1988). ACTH wiederum fiihrt
zur Produktion und Sekretion von Glucocorticoiden (zu 95% Cortisol, Corticosteron) in der
Nebennierenrinde. Der Cortisolspiegel im Blut steigt an, und bereitet den Korper fiir eine addquate
Reaktion auf den Stressor vor.

In peripheren Geweben (v.a. Muskulatur, Fettgewebe) wird iiber intrazelluldre
Glukokortikoidrezeptoren eine gesteigerte selektive Genexpression vermittelt. Diese fiihrt in der
Zielzelle u.a. zum Eiweill-Katabolismus. Die hierdurch entstehenden Aminosduren gelangen in die
Leber und werden dort, auch Cortisol-vermittelt, u.a. fiir die Glukoneogenese verwendet. Die
entstandene Glukose steht nun dem Korper zur Energiegewinnung zur Verfiigung. Die
Glukoseaufnahme in periphere Zellen wird gehemmt. Auflerdem steigert Cortisol die Lipolyse und
erhoht somit die Konzentration freier Fettsduren im Plasma. Bei stark erhohten
Cortisolkonzentrationen im  Blut kommt es auch zu einer Aktivierung von
Mineralocorticoidrezeptoren in der Niere und dadurch zu einer Erhéhung des Blutdrucks sowie der
Kaliumausscheidung iiber den Urin. Auswirkungen auf die Blutzusammensetzung bestehen u.a. in
einem Anstieg der Thrombozyten (erhohte Thrombosegefahr) und einer Abnahme der
Lymphozyten, was eine erhohte Infektanfilligkeit zur Folge haben kann. Zentral wirkt Cortisol
auch an Mineralocorticoidrezeptoren und intrazelluldren Glucocorticoidrezeptoren (GR), die ein
spezifisches Verteilungsmuster aufweisen (Reul & de Kloet, 1985). Glucocorticoidrezeptoren
finden sich u.a. im Hippocampus, Amygdala und dem préifrontalen Cortex. Cortisol diffundiert
durch die Zellmembran und bindet an den Glucocorticoidrezeptor im Zytosol. Dieser 16st sich aus
seiner Bindung mit Hitzeschockproteinen und ist damit aktiviert. Der Glucocorticoidrezeptor
reguliert dann im Zellkern die Expression einer Vielzahl von Genen (Oakley & Cidlowski, 2013).
Cortisol bewirkt aullerdem eine negative Riickkopplung im Hypothalamus und der Hypophyse,
wodurch die weitere CRH- und ACTH-Ausschiittung gedrosselt wird. So entsteht ein
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regulatorischer Kreislauf, der zu einer kontrollierten Stressreaktion, ohne andauernde Erhdhung des

Cortisolspiegels im Blut fiihrt.

Stressoren
(physische, emotionale, Fieber,
Hypoglykamie, Hypotonie)

,/”y
Vi

/

Zirkadianer
Rhythmus

f
Hypophysen- ¢
voﬁd\erlappen )

Zirkulierendes
Kortisol

g
T
L+

N:bennierenrinde
Abb. 1: Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse

aus Harrisons Innere Medizin, 18. Auflage, 2012

Eine Storung der HPA-Achsenregulation duflert sich in erhdhten Plasma-Cortisol- und
Neuropeptidspiegeln (CRH und Vasopessin) in fiir die Stressadaptation wichtigen Regionen des
Gehirns (de Kloet et al., 2005). Diese Dysregulation scheint in der Pathophysiologie von MDD eine
wichtige Rolle zu spielen (Roy et al., 1987) (Pariante & Lightman, 2008).

Sie kann z.B. durch eine herabgesetzte Signalfunktion des Glukokortikoidrezeptors (Holsboer,
2000) (Holsboer, 2001; Pariante & Miller, 2001) oder einer Aktivierung von zentralen
Neuropeptiden wie CRH und AVP entstehen und so zu einer dauerhaften Aktivierung der HPA-
Achse flihren. MDD-Patienten sind vor allem bei chronischem Verlauf deutlich hoéheren
Cortisolspiegeln im Plasma ausgesetzt als Gesunde.

Bei akuter Depression kommt es nach erfolgreicher Therapie hdufig zu einer Normalisierung der

HPA-Achsen-Funktion (Ising et al., 2007; Ising et al., 2005).
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Die Stresshormonachse wird durch diverse Faktoren, die noch nicht vollstindig erforscht sind,
beeinflusst. So unter anderem durch den Hippocampus, einer Hirnregion in der das in dieser Arbeit
untersuchte Gen solute carrier family 6, member 15 (SLC6415) besonders stark exprimiert wird
(Inoue, Sato, Tohyama, Shimada, & Uhl, 1996) (Masson et al., 1996) (Lein et al., 2007) und in der

sich eine hohe Dichte an Cortisolrezeptoren befindet.

Genetik

Aus genetischer Sicht gibt es noch viele offene Fragen zum Thema MDD. Man geht heute davon
aus, dass 34-42% der MDD erblich bedingt sind (Ebmeier et al., 2006). Dabei ist die Erblichkeit
noch hoher, wenn Schwere der MDD, frithes Auftreten und erhdhte Riickfallrate beriicksichtigt
werden. Es gibt jedoch kein bestimmtes ,,Depressions-Gen*“ sondern diverse Gene, die in
genetischen Studien einen Zusammenhang mit MDD gezeigt haben (Levinson, 2006). Im Rahmen
von Assoziationsstudien wurden unter anderem folgende potentielle Kandidatengene beschrieben:
vom Gehirn stammender neurotropher Faktor (brain-derived neurotropic factor, BDNF) (Sen,
Duman, & Sanacora, 2008), solute carrier family 6 member 4 (SLC6A44, Serotonintransporter),
angiotensin-converting enzyme (ACE) (Levinson, 2006), 5-Hydroxytryptamin-Rezeptor, Typ 1A
(5-HT14, Serotoninrezeptor), Catechol-O-Methyltransferase (COMT, Katecholamin-abbauendes
Enzym), FK506 bindendes Protein 5 (FKBP5, Glucocorticoidrezeptor) (Binder, 2009) und
SLC6A15 (neutraler Aminoséduretransporter) (Kohli et al., 2011). Dabei werden in den meisten
Studien Einzelnukleotidpolymorphismen (single nucleotide polymorphism, SNP), die die hiufigste
Art der genetischen Variation darstellen, innerhalb der jeweiligen Gene untersucht. SNPs bestehen
aus einem einzelnen Basenunterschied im Genom, wobei in 2/3 der Fille die Base Cytosin (C)
durch Thymidin (T) ausgetauscht ist.

Die Ergebnisse dieser Studien konnten bis dato jedoch nicht in Metaanalysen bestétigt werden
(Major Depressive Disorder Working Group of the Psychiatric, 2012) (Bosker et al., 2011). Es gibt
bisher keine Kandidatengene, die zweifelsfrei das Risiko an MDD zu erkranken erhdhen, einen
wichtigen Pathomechanismus erkliren oder Schliisse auf den Therapieerfolg bestimmter
Psychopharmaka erlauben (Tansey et al., 2012).

Eine besondere Herausforderung liegt darin, représentative Patientengruppen  fiir
Assoziationsstudien zusammenzustellen. Diese miissen sehr grol sein, um neue genetische
Variationen zu identifizieren, die mit MDD assoziiert sind (Major Depressive Disorder Working

Group of the Psychiatric, 2012). Dass die Genexpression nicht nur von der Variabilitit des Genoms,
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sondern auch von Umwelteinfliissen und epigenetischen Faktoren abhdngt, erschwert die

Identifizierung von relevanten Kandidatengenen durch reine genetische Assoziationsstudien.

Fazit

Nach dem gegenwirtigen Stand der Forschung wird MDD als eine Erkrankung mit
unterschiedlichen Subtypen, denen unterschiedliche Ursachen zugrunde liegen, betrachtet
(Krishnan & Nestler, 2008). Um diese Ursachen aufzuklidren und gezielt therapeutisch darauf
einzuwirken, bedarf es der Entwicklung leicht zuginglicher Biomarker, die eine differenzierte
Diagnose mit darauf folgender ,,personalisierter, und damit nebenwirkungsarmer, Therapie
ermOglichen. Hierzu leistet diese Arbeit einen Beitrag, in dem sie die Genexpression von SLC6A415

-einem potenziellen Kandidatengen fiir MDD- in Vollblut untersucht.

2.2 Biomarker in der Psychiatrie
Per Definition ist ein Biomarker ein Merkmal, das gemessen und evaluiert werden kann. Dieses

Merkmal kann sowohl einen Indikator fiir einen physiologischen oder pathologischen Prozess als
auch fiir die Reaktion des Organismus auf eine pharmakologische Intervention darstellen
(Biomarkers Definitions Working, 2001).

Es gibt viele Ansétze zur Entwicklung von Biomarkern fiir MDD, jedoch gibt es bis heute keinen
Labortest, der zuverldssige Informationen zu Diagnose, Prognose oder Beurteilung des
Therapieerfolgs einer MDD liefert. Die einzigen Labortests, die im psychiatrischen Klinikalltag
Relevanz haben, sind differentialdiagnostische Tests wie Vitamin B12 Blutspiegel und die Messung
von Schilddriisenwerten. Vitamin B12 ist essentiell fiir die Entwicklung des Nervensystems.
Diverse Studien haben einen Zusammenhang zwischen Vitamin B12 Mangel und chronischer MDD
bzw. Therapieversagen hergestellt (Mossner et al., 2007). Des Weiteren kann auch Hypothyreose
MDD auslosen. Diese Labormessungen dienen also der organischen Abkldrung und

Differentialdiagnostik einer MDD.

Die lange Latenzzeit gebrauchlicher Psychopharmaka ist ein Grund dafiir, dass die Therapie
psychiatrischer Stérungen derzeit noch nicht zufriedenstellend ist. In diesem Fall wire es hilfreich
mittels Biomarker ein frithes Ansprechen oder Nicht-Ansprechen auf gegebene Medikamente zu
beurteilen, um dadurch die Latenzzeit bis zur Wirkung einer medikamentdsen Therapie so gering
wie moglich zu halten. Zusidtzlich wére es wiinschenswert liber Biomarker ein profunderes

Verstiandnis der biologischen Mechanismen, die in die Pathogenese der MDD involviert sind, zu
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erlangen. So konnten effektivere Medikamente mit weniger Nebenwirkungen und einer kiirzeren
oder gar keiner Latenzzeit bis zur Besserung der Symptome entwickelt werden. Im Folgenden
werden die derzeit relevantesten mit MDD assoziierten biologischen Verdnderungen, die in Zukunft

zur Entwicklung von Biomarkern fiihren kdnnten, dargestellt.

2.2.1 Bildgebung

Verdnderungen der Hirnaktivitdt bei MDD-Patienten wurden bereits zahlreich mittels Bildgebung
beobachtet, sodass diese Technik das Potenzial besitzt, eines Tages als Biomarker in der klinischen

Diagnostik verwendet zu werden.

Ein vielversprechendes bildgebendes Verfahren ist die funktionelle Magnetresonanztomographie
(fMRT). Sie dient der Messung neuronaler Aktivititsverinderungen sowie Anderungen der
Perfusion bestimmter Hirnareale und erlaubt eine dreidimensionale Aufnahme des Gehirns.
Untersuchungen zeigten, dass beim Vorhalten eines Bildes, auf dem ein mit negativen Emotionen
behaftetes Gesicht dargestellt ist, bei gesunden Probanden eine Verminderung der neuronalen
Aktivitdt im limbischen System ausgelost wird. Depressive Probanden hingegen zeigen im fMRT
eine erhohte Aktivitit dieser Hirnregion als Reaktion auf ein solches Bild. Auch diese abnorme
zerebrale Hyperaktivitit bildet sich in der Regel nach erfolgreicher pharmakologischer Therapie
zuriick (Sheline et al., 2001).

In  weiteren  Untersuchungen mittels Positronen-Emissions-Tomographie (PET) und
Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie (single photon emission computed tomography,
SPECT) wurden bei MDD-Patienten Verdnderungen des zerebralen Blutflusses und
Glukosemetabolismus im limbischen System und prifrontalen Cortex festgestellt (Drevets, 2001).
So gibt es Hinweise, dass die Hirnregionen, die nach heutigem Wissensstand fiir Emotionen und
Stressantwort zustindig sind, bei depressiven Patienten stdrker aktiviert sind als bei gesunden
Probanden. Im Gegensatz dazu, weisen die auf Emotionalitit hemmend wirkenden Regionen
histologische Abnormalititen auf, die auf eine verminderte Aktivitidt bei MDD-Patienten hinweisen
konnte.

Mit Hilfe der fMRT konnten in Zukunft auch funktionelle Effekte von Psychopharmaka auf das
Gehirn identifiziert werden (Borsook, Becerra, & Hargreaves, 2006). Derzeit findet die fMRT aus

Kostengriinden allerdings keine routinemiflige Anwendung als Biomarker im Klinikalltag.
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2.2.2 Neuroendokrine Tests
In diversen Studien wurden bei MDD-Patienten in akuten depressiven Episoden erhohte

Cortisolkonzentrationen in Plasma und Urin (Sachar, 1967), eine gestorte Regulation der HPA-
Achse (Holsboer, 2000) (Raison & Miller, 2003) und eine verminderte Thyreotropin-Ausschiittung
in Reaktion auf das Hormon Protirelin festgestellt (Joyce & Paykel, 1989; Roy et al., 1987).

Dex-/CRH-Test

Ein Dexamethason (Dex)-Test (Dexamethason-Suppressionstest) ohne CRH Injektion wird schon
seit Langerem in der endokrinologischen Diagnostik zum Ausschluss des Cushing-Syndroms
angewendet. Seit den 70er Jahren wird dieser Test fiir die Erforschung von HPA-
Achsendysregulationen und deren Bedeutung fiir die Pathogenese von MDD verwendet (Carroll,
1984).

1994 wurde erstmals ein Dexamethason-Test in Kombination mit einer intravendsen (i.v.) CRH-
Applikation beschrieben (combined dexamethasone suppression/corticotropin releasing hormone
challenge test, Dex-/CRH-Test) (Heuser, Yassouridis, & Holsboer, 1994). Bis heute gilt dieser als
die sensitivste Methode zur Messung von Stresshormonspiegeln in Blut und wird daher von vielen
Forschergruppen zur Untersuchung von Zusammenhdngen zwischen HPA-Achsenfunktion und
MDD verwendet (von Bardeleben & Holsboer, 1991) (Watson et al., 2002).

Dexamethason ist ein synthetisches Glucocorticoid und bindet im Korper an die gleichen
Rezeptoren wie physiologisches Cortisol. Unter physiologischen Bedingungen wird dadurch eine
negative Riickkopplung ausgelost (siehe (s.) 2.1) und die Bildung korpereigenen Cortisols reduziert.
Bei einer funktionierenden HPA-Achse (s. Abb. 1) wird durch diese Riickkopplung die
Ausschiittung von CRH im Hypothalamus und ACTH in der Hypophyse so sehr gehemmt, dass die
CRH-Injektion im Testverlauf nur zu einem geringen Anstieg des Cortisolwerts im Blut fiihrt.

Bei MDD-Patienten konnte in Studien nach CRH-Injektion ein stirkerer Anstieg der Cortisol- und
ACTH-Werte im Blut beobachtet werden als bei gesunden Probanden. Als Ursache hierfiir wurden
u.a. Storungen der negativen Riickkopplung bzw. Hypersekretion im paraventrikuldren Nucleus des
Hypothalamus und der Hypophyse (de Kloet et al., 2005; Holsboer, 2000) durch eine herabgesetzte
Sensitivitit des Glukokortikoidrezeptors (Holsboer, 2000) beschrieben.

Ein einzelner Dex-/CRH-Test erlaubt keine Prognose fiir das Ansprechen einer Therapie bei MDD-
Patienten. Bei wiederholten Dex/CRH-Tests wird eine frithe Normalisierung der HPA-
Achsenaktivitdt innerhalb der ersten 2 Wochen nach Therapiebeginn als giinstiger Faktor fiir ein

gutes Ansprechen der Therapie angesehen (Holsboer, 2000; Ising et al., 2005). In diesem Fall
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normalisiert sich die HPA-Achsenaktivitit in der Regel bereits vor dem endgiiltigen
Wiederherstellen der Euthymie (Ising et al., 2007). Eine ausbleibende Wiederherstellung der HPA-
Achsenregulation gilt als schlechtes prognostisches Zeichen. Von einer im Dex/CRH-Test
gemessenen HPA-Achsendysregulation kann allerdings nicht automatisch auf eine MDD
geschlossen werden. Der Dex/CRH-Test dient folglich nicht der Diagnose, sondern hat
ausschlieBlich prognostische Aussagekraft. Der Test ist derzeit nicht im psychiatrischen
Klinikalltag etabliert, gilt jedoch in klinischen Studien als ein wertvolles Werkzeug zur Beurteilung
der HPA-Achsenregulation (Hennings et al., 2009).

Da die beschriebenen endokrinologischen Verdnderungen bisher nur bei einigen MDD-Patienten
festgestellt werden konnten und diverse andere Faktoren die Pathogenese der MDD beeinflussen,

sind aus diesen Studien bis dato keine verldsslichen Biomarker hervorgegangen.

2.2.3 Immunsystem
Verdnderungen des Immunsystems und entziindliche Vorgidnge bei Depressiven wurden in

zahlreichen Studien beschrieben. So wurden bei MDD-Patienten erhdhte Zytokin-, akute-Phase-
Protein-, Chemokin-, Zelladhdsionsmolekiil- und Prostaglandinspiegel festgestellt (Raison,
Capuron, & Miller, 2006). Bereits in sehr frithen Studien wurde ein Anstieg von T-Helfer-Zellen
(cluster of differentiation 4-positive-Zellen, CD4+) bei MDD-Patienten beobachtet (Syvalahti,
Eskola, Ruuskanen, & Laine, 1985) (Maes et al., 1992) (Muller, Hofschuster, Ackenheil, Mempel,
& Eckstein, 1993). Spiter wurde zusétzlich eine erhohte Rate an mononukledren Zellen im
peripheren Blut von Depressiven beschrieben (Herbert & Cohen, 1993) (Seidel et al., 1996)
(Rothermundt et al., 2001).

Im Bezug auf immunologische Biomarker fiir MDD liegt ein Forschungsschwerpunkt auf den von
Immunzellen ausgeschiitteten Zytokinen wie z. B Interleukin 1 (IL-1), Interleukin 6 (IL-6) und
Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) (Miller, Maletic, & Raison, 2009).

Der bisher relevanteste immunologische Biomarker fiir MDD ist IL-6, ein in Monozyten und
Makrophagen produziertes Zytokin. In mehreren Studien konnte bei depressiven Patienten ein
Anstieg der IL-6-Produktion beobachtet werden (Mossner et al., 2007; Zorrilla et al., 2001). Des
Weiteren wird die HPA-Achse unter anderem von IL-6 moduliert (Plata-Salaman, 1991). Ein
peripherer Anstieg der IL-6-Produktion bei psychologischem oder physischem Stress wurde
ebenfalls beobachtet (LeMay, Vander, & Kluger, 1990) (Salas, Evans, Levell, & Whicher, 1990)
(Zhou, Kusnecov, Shurin, DePaoli, & Rabin, 1993) (Miyahara et al., 2000).
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In Tierexperimenten zeigte sich, dass IL-1 und TNF-a zu einer erhdhten Serotoninwiederaufnahme
in zerebralen Synapsen fiihrt (Zhu, Blakely, & Hewlett, 2006). Ein erhdhter Spiegel dieser Zytokine
im Blut von MDD-Patienten hitte demnach einen reduzierten Serotoninspiegel im Gehirn zur
Folge. Diese Erkenntnisse werden von Studien gestiitzt, in denen ein Riickgang depressiver
Symptome bei Patienten beobachtet werden konnte, die mit einem TNF-a-Antagonist (Infliximab,

Etanercept) therapiert wurden (Raison et al., 2013; Tyring et al., 2006).

All diese Studien zeigen, dass sowohl die angeborene als auch die adaptive (erworbene)
Immunabwehr bei depressiven Patienten Verdnderungen aufweist (Mossner et al., 2007), die
moglicherweise zur Etablierung von verldsslichen immunologischen Biomarkern verwendet werden

konnen.

2.2.4 Genexpression
Anhand von Desoxyribonukleinséure (deoxyribonucleic acid, DNA)-Microarrays lisst sich die

Genexpression von Tausenden von Genen eines Patienten gleichzeitig untersuchen. Mit dieser
Methode wurden bereits einige Gene identifiziert, die moglicherweise mit MDD assoziiert sind
(Kandidatengene). Unter Anderem wurden lymphoblastoide Zellen und postmortales zerebrales
Gewebe von MDD-Patienten untersucht. Die Experimente mittels Microarrays zeigten, dass
bestimmte Gene bei psychiatrischen Erkrankungen verdnderte Genexpressionsmuster aufweisen,
sodass Genexpressionsprofile als Biomarker verwendet werden konnen (Mirnics, Levitt, & Lewis,
2006).

Ebenso konnten MDD-Patienten aufgrund ihres Genexpressionsmusters in unterschiedliche
Gruppen eingeteilt werden, um sie dadurch individuell, auf ihre Genexpression abgestimmt,
behandeln zu konnen. Da diese Verdnderungen der Genexpression bei Patienten im Gehirn nicht
messbar sind, ist man auf die Gewinnung von peripherem Gewebe (z.B. Blut) angewiesen. Ob von
den Genexpressionsmustern in der Peripherie Riickschliisse auf die zentrale Genexpression gezogen
werden konnen ist jedoch unklar. Dennoch kdnnten sie als Abbild des Immunsystems und der HPA-
Achse wichtige Informationen als Biomarker liefern und moglicherweise sogar die Kenntnisse tiber
zentrale Genexpressionsmuster erweitern. Die Genexpression variiert je nach Genotyp, wie z.B. bei
SLC6A15 und FKBP5 (Mehta, Menke, & Binder, 2010). Genexpressionsmessungen als Biomarker
miissen also unter Einbezug des Genotyps beurteilt werden.

Langfristiges Ziel ist es, durch einfache Blutentnahme und Beurteilung der Genexpression in

Blutzellen eine personalisierte psychiatrische Therapie zu ermdglichen. Im Rahmen einiger Studien
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wurden bereits Verdnderungen der Boten-RNA(messenger ribonucleic acid, mRNA)-Expression
von Kandidatengenen in Vollblut gemessen. Allerdings sind aus diesem Bereich der
Biomarkerforschung bisher keine fiir den Klinikalltag relevanten Biomarker entstanden (Uddin,

2014).

2.3 Die Rolle von SLC6A15 im zentralen Nervensystem (ZNS)
SLC6A15 gehort zu einer Untergruppe der SLC6 (solute carrier 6) Familie, die eine der groften

Transportergruppen im menschlichen Organismus darstellt und von denen bislang 20 Transporter
bekannt sind. Es handelt sich hierbei um Natrium und Chlorid abhéngige Transporter (N. H. Chen,
Reith, & Quick, 2004), die eine entscheidende Rolle im Abbau bzw. dem Transport von
Neurotransmittern im Gehirn und dem Transport von Aminoséuren in epitheliale Zellen spielen. Da
fiir eine der vier SLC6-Untergruppen -der auch SLC6A415 zugehorig ist- lange nicht bekannt war,
welche Substrate sie hat, wurde ihr der weitere Name orphan transporter subfamily (orphan ist
englisch fiir Waise) verliehen.

SLC6A15 (in der Literatur gelegentlich auch ,,v7-3* genannt) kodiert fiir einen Natrium abhéngigen
neutralen Aminosduretransporter (Leucin, Isoleucin, Valin, Prolin, Methionin) (A. Broer et al.,
2006) mit einer Priferenz fiir verzweigtkettige Aminosduren (Leucin, Isoleucin, Valin) (Takanaga,
Mackenzie, Peng, & Hediger, 2005). Er befindet sich vor allem in der Zellmembran neuronaler
Zellen (Farmer et al., 2000). Die stirkste Expression wurde im Bulbus olfactorius (Riechkolben),
zerebralen Cortex (Hirnrinde), Cerebellum (Kleinhirn) und im Hippocampus (Inoue et al., 1996)
(Masson et al., 1996) (Lein et al., 2007), einer fiir die Pathogenese der MDD wichtigen Hirnregion,
festgestellt.

Experimente mit SLC6A415-Knockout-Médusen ergaben, dass 15% des natriumabhingigen Prolin-
und 40% des Leucintransports in kortikalen Synaptosomen durch diesen Transporter erfolgen. Da
diese Knockout-Méuse jedoch keine Verhaltensdnderungen aufwiesen, wird eine Kompensation
durch andere Aminoséduretransporter vermutet (Drgonova, Liu, Hall, Krieger, & Uhl, 2007).

Die von SLC6A15 transportierten verzweigtkettigen  Aminosduren sind  wichtige
Aminogruppendonatoren fiir die Synthese von Glutamat (Yudkoff, Daikhin, Nelson, Nissim, &
Erecinska, 1996), dem wichtigsten exzitatorischen Neurotransmitter im Gehirn (Tapiero, Mathe,

Couvreur, & Tew, 2002).
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2.4 SLC6A15 und depressive Stoérungen

Grundlage dieser Doktorarbeit ist ein Paper von Kohli et altera (et al.), in dem zum ersten Mal in
einer genomweiten Assoziationsstudie (GWAS) der Zusammenhang zwischen SLC6A415 und MDD
bei unter 55-Jdhrigen beschrieben wurde (Kohli et al., 2011). Bei iliber 55-Jdhrigen ist MDD
weniger genetisch als vaskuldr oder kognitiv bedingt (Alexopoulos, 2006). Die Ergebnisse dieser
genomweiten Fall-Kontroll-Studie (353 MDD-Patienten aus dem Munich Antidepressant Response
Signature (www.mars-depression.de, MARS) Projekt (Hennings et al., 2009) und 366
Kontrollprobanden) wurden in einer Metaanalyse in fiinf der sechs zusdtzlich untersuchten
unabhdngigen Versuchsgruppen aus Europa und den USA bestitigt. Unter Einbeziehung der

Metaanalyse ergibt sich so eine Gesamtstudiengrofle von 15.089 Teilnehmern.
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Abb. 2: Lage von SLC6A15 auf Chromosom 12 (q21.31)

Der intergenische SNP rs1545843 (rs = reference SNP, also Referenznummer der
Einzelnukleotidpolymorphismen) auf dem langen Arm von Chromosom 12 (12q21.31) (s. Abb. 2)
zeigte in den Untersuchungen von Kohli et al. (2011) einen signifikanten Zusammenhang mit
MDD. So war das Risiko an einer MDD zu erkranken bei Tragern des homozygoten AA Genotyps
im Vergleich zu Tragern von mindestens einem G-Allel (GG + AG Genotyp) 1.42-fach hoher. Das
am néchsten gelegene Gen (287kb entfernt) zu diesem SNP ist SLC6A4135.

Um den funktionellen Kontext des 12q21.31-Lokus weiter zu untersuchen, wurden genomweite
Microarray-Daten (Genexpressionsprofile) dieses Lokus analysiert. Dazu wurden primortale
Hippocampuszellen von Patienten mit Temporallappenepilepsie untersucht. Sowohl der
Risikogenotyp von r1s1545843 als auch von 1s1031681 (ein SNP in moderatem
Kopplungsungleichgewicht (linkage disequilibrium, LD) mit rs1545843) waren mit reduzierter
hippocampaler Expression der langen SLC6A415-mRNA-Isoform assoziiert, was auf einen
regulatorischen Einfluss dieser SNPs auf die SLC6415 Genexpression hindeutet. Diese Ergebnisse
wurden durch HapMap-Daten von lymphoblastoiden Zelllinien (Stranger et al., 2005) und
Expressionsdaten von Monozyten aus peripherem Blut (Heinzen et al., 2008) unterstiitzt. Auch hier
war die Expression der langen Isoform bei Trigern des Risikogenotyps der beiden SNPs

vermindert.
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Schon in vorherigen Studien wurden Parallelen zwischen lymphozytirem und neuronalem
Stoffwechsel festgestellt (Gladkevich, Kauffman, & Korf, 2004). Monozyten und B-Zellen im
peripheren Blut konnen daher als ,,Stellvertreter der zerebralen (bzw. hippocampalen) Zellen

verwendet werden.

Kohli et al. (2011) haben auerdem bildgebende Verfahren (Magnetresonanztomographie (MRT)
und Protonen-Kernspinresonanzspektroskopie (proton nuclear magnetic resonance spectroscopy,
'H-NMR) zur Untersuchung der herabgesetzten neuronalen Integritit des Hippocampus (Frodl et
al., 2002) (Videbech & Ravnkilde, 2004) bei Depressiven angewendet. Dabei wurde ein Einfluss
des rs1545843-Genotyps auf das Volumen des Hippocampus (v.a. Cornu ammonis) festgestellt,
womit diese Hirnregion im Zusammenhang mit der MDD Pathophysiologie steht.

Bei der 'H-NMR-Spektroskopie wurde der Hippocampus-Stoffwechsel in Abhingigkeit der
unterschiedlichen rs1545843-Genotypen betrachtet. Hierbei wurden gesunde, nicht-medizierte
Probanden untersucht, da MDD und Medikamente neurochemische Prozesse beeinflussen konnen.
Fiir SNP rs1031681 konnten bei Risikogenotyptrigern niedrigere N-Acetyl-Aspartat- (NAA) und
Glutamat + Glutamin (Glx)-Werte gemessen werden. NAA fordert als Vorldufer von N-
Acetylaspartylglutamat (NAAG) die Glutamat-Ausschiittung. NAAG ist einer der héufigsten
Neurotransmitter im Mammillarkérper des limbischen Systems. Auch bei gesunden Trigern des
rs1545843-Risikogenotyps waren die NAA- und Glx-Level vermindert. Im Tiermodell wurden
ebenfalls niedrigere NAA-Werte im Hippocampus von chronisch gestressten Tieren im Vergleich
zu nicht gestressten Tieren festgestellt (Czeh et al., 2001).

Glutamat (Salz bzw. Ester der Glutaminsdure) ist der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter im
menschlichen Gehirn. Daher spielt SLC6415 als Transporter von Neurotransmitter-,,Bausteinen*
(neutralen Aminoséduren) besonders fiir die Glutamatsynthese eine wichtige Rolle (S. Broer, 2006).
Des Weiteren fanden die Autoren heraus, dass bereits gesunde SLC6A415 Risikogenotyptriger eine
herabgesetzte neuronale Integritdt und glutamaterge Signaliibertragung im Hippocampus aufweisen.
Augrund dieser Ergebnisse wird vermutet, dass bereits gesunde Tridger des Riskogenotyps ein
vermindertes Volumen des Hippocampus und eine herabgesetzte neuronale Integritit dieser
Hirnregion aufweisen und sich beides bei rezidivierenden depressiven Episoden im Rahmen einer

diagnostizierten MDD verstirkt (Li, Ge, Feng, & Su, 2013).

Auch erhohte Cortisolspiegel im Blut von MDD-Patienten wurden mit reduzierten Volumina des

Hippocampus in Verbindung gebracht (Knoops, Gerritsen, van der Graaf, Mali, & Geerlings, 2010).
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So scheinen erhohte Glukokortikoidwerte die Neuroprotektion und Neurogenese im Hippocampus
zu hemmen (de Kloet et al., 2005). Die HPA-Achse steht also in engem Zusammenhang mit dem
Hippocampus und damit auch mit dem SLC6A415 Lokus. Hierzu gibt es neben den in dieser Arbeit

beschriebenen Untersuchungen noch weitere Forschungsarbeiten (Schuhmacher et al., 2013).

Zuletzt wurde von Kohli et al. (2011) in einem etablierten Mausmodell fiir chronischen sozialen
Stress (Schmidt et al., 2007) dessen Einfluss auf die Genexpression von SLC6A415 im Hippocampus
untersucht. Die SLC6A415-mRNA-Expression in der CAl-Region und Gyrus dentatus des
Hippocampus war bei stressempfindlichen Maiusen 1.9-fach geringer als bei stressresistenten
Maiusen. Eine verminderte Expression von SLC6A415 steht bei Méusen folglich im Zusammenhang
mit erhohter Stressempfindlichkeit was einen Risikofaktor fiir MDD darstellt (de Kloet et al., 2005).
Diese Beobachtungen wurden in der gleichen Region des Hippocampus gemacht, in der bei
Menschen mit dem rs1545843-Risikogenotyp die groBite Volumen- und Integritdtsabnahme

festgestellt wurde.

Auch in anderen Studien wurden Zusammenhdnge zwischen Stresshormonhaushalt und neuronaler
Integritdt, Volumen und Funktion des Hippocampus festgestellt (Sapolsky, Krey, & McEwen,
1986) (Sapolsky, Packan, & Vale, 1988) (Frodl & O'Keane, 2012). Studien von Kohli et al. (2011)
und anderen Forschungsgruppen (Schuhmacher et al., 2013) (Quast et al., 2013) (Li et al., 2013)
deuten darauf hin, dass SLC6A415 und vor allem das SNP rs1545843 bei diesen Zusammenhingen
eine Rolle spielt und daher mdglicherweise ein neues Kandidatengen fiir MDD ist (Kohli et al.,

2011).
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3 Zielsetzung der Arbeit

Diese Arbeit gliedert sich in zwei Teile, einen klinisch-experimentellen Teil, der sich mit der
Etablierung eines SLC6415 Biomarkers aus peripherem Blut befasst und einen statistischen Teil,

der Zusammenhénge zwischen rs1545843-Genotypen und HPA-Achsenregulation betrachtet.

3.1 SLC6A15-mRNA-Expression in peripherem Blut als Biomarker fiir
Depression
Die von Kohli et al. (2011) festgestellte Assoziation des SNPs rs1545843 mit reduzierter

hippocampaler mRNA-Expression der langen SLC6A415-Isoform konnte durch Expressionsanalysen
in lymphoblastoiden Zelllinien (HapMap-Daten) weiter unterstiitzt werden. In diesen aus B-Zellen
gewonnenen Zelllinien war der rs1545843 Risikogenotyp ebenfalls mit verminderten SLC6A415-
mRNA-Transkriptleveln assoziiert (Kohli et al., 2011).

Ziel war es, eine Methode zu etablieren mit der diese Verdnderungen der Genexpression bei
Risikogenotyptrigern in peripherem Blut gemessen werden konnen. Dabei sollte mittels
quantitativer Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (real time quantitative polymerase chain reaction,
RT-qPCR), einer in klinischen Laboratorien bereits etablierten Methode, die SLC6A415-mRNA-

Expression in peripheren Blutzellen gemessen werden.

3.1.1 MARS: SLC6A15 als Biomarker
Im Rahmen des MARS-Projekts (Hennings et al., 2009; Ising et al., 2009) wurden demographische

Daten sowie Informationen zu Krankheitsbild, klinischem Verlauf und Dex-/CRH-Test von 842
depressiven Patienten nach Aufnahme in psychiatrische Kliniken erfasst. Bei 534 der MARS-
Probanden wurde der rs1545843-Genotyp bestimmt. Langfristig sollte bei dieser Gruppe die
SLC6A15-mRNA-Expression gemessen werden. Zundchst wurde jedoch mit Kontroll-RNA
gearbeitet, um die Methode zu testen. Die Kontroll-RNA wurde aus peripherem Blut extrahiert und
dann in komplementire DNA (complementary DNA, cDNA) umgeschrieben. Diese diente als
Matrize fiir eine RT-qPCR, in der jeweils die lange und die kurze SLC6A15-Isoform analysiert
wurde. Fiir die lange Isoform wurden -wie bei Kohli et al. (2011)- Genotyp abhingige
Verdnderungen der SLC6A 15-mRNA-Expression erwartet.

In dieser Arbeit wurde allerdings mit der RT-qPCR eine sensiblere und fiir den Klinikalltag
brauchbarere Methode als die von Kohli et al. verwendeten Microarrays eingesetzt.

Anhand der Ergebnisse sollten auflerdem Zusammenhinge zwischen SLC6A415-Expression und
demographischen Daten, klinischen Daten, Therapieerfolg und Dex-/CRH-Testergebnissen

hergestellt werden. So wére es denkbar einen Biomarker fiir MDD zu entwickeln, der in Zukunft
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bereits bei stationdrer Aufnahme prognostische Hinweise und/oder Informationen {iiber die

bestgeeignete Pharmakotherapie liefert.

3.1.2 Dex-Suppression: Wirkung von Dex auf SLC6A715-mRNA-Expression

Fiir den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Dex-Suppressions-Versuch wurde 25 gesunden
Probanden 1,5 mg des synthetischen Glukokortikoids Dexamethason (,,Dex*) verabreicht.

Ziel dieses Versuches war es herauszufinden, ob das Niveau von SLC6A415-mRNA in Blutzellen
durch Dex verdndert wird. Dadurch sollte ein mdglicher Zusammenhang zwischen SLC6A15-
mRNA-Expression und HPA-Achse untersucht werden. Die Messungen der SLC6A415-mRNA-
Expression wurden in diesem Versuch ebenfalls mit der in 3.1.1. beschriebenen RT-qPCR

durchgefiihrt.

3.2 Rs1545843-Genotypabhédngige endokrine Regulation
In einem etablierten Mausmodell wurde von Kohli et al. (2011) eine verminderte SLC6A15-

Expression bei stressempfindlichen Mausen beobachtet. AuBerdem wurde bei Menschen mit dem
rs1545843-Risikogenotyp  eine  verminderte = SLC6A15-Expression in  Hippocampus,
lymphoblastoiden Zellen und peripheren Blutmonozyten sowie ein herabgesetztes hippocampales
Volumen und neuronale Integritdt festgestellt (Kohli et al., 2011). Zusammenhédnge zwischen dem
Volumen des Hippocampus und der HPA-Achse wurden auch in anderen Studien festgestellt
(Knoops et al., 2010), was auf einen Einfluss von SLC6A415 auf den Stresshormonhaushalt hindeutet
(Schuhmacher et al., 2013).

Um diese Hypothese zu tiberpriifen, wurde in diesem Teil der Arbeit ein Zusammenhang zwischen
rs1545843-Genotyp und Verdnderungen der HPA-Achsenregulation untersucht. Im Rahmen einer
statistischen Analyse wurden dabei die Plasmaspiegel der Stresshormone Cortisol und ACTH in
Abhidngigkeit der unterschiedlichen rs1545843-Genotypen im MARS-Projekt und beim Dex-
Suppression-Versuch untersucht. Dadurch sollte die genotypabhingige HPA-Achsenregulation
sowohl bei MDD-Patienten (MARS) als auch bei gesunden Probanden (Dex-Suppression) bestimmt

werden.

3.2.1 MARS: Rs1545843 und HPA-Achsenregulation
In diesem Teil der Arbeit wurden die Cortisol- und ACTH-Werte, die bei den MARS-Probanden im

Rahmen des durchgefiihrten Dex-/CRH-Tests bestimmt wurden, statistisch ausgewertet. Dabei
wurde der Verlauf der Kortisol- und ACTH-Werte zur Beurteilung der HPA-Achsenregulation
verwendet. Als Pradiktor wurde der Genotyp, als Kovariablen Alter, Geschlecht, BMI (body mass
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index), HAM-D21 (Hamilton Rating Scale for Depression, Version mit 21 Fragen), Vorepisoden
und Subtyp der MDD verwendet. Die Hypothese, dass ein Zusammenhang zwischen rs1545843-
Genotyp und HPA-Achsenregulation besteht, sollte mittels dieser Analyse bestitigt oder abgelehnt

werden.

3.2.2 Dex-Suppression: Rs1545843 und HPA-Achsenregulation

Obwohl die Stichprobe sehr klein war, sollte die statistische Analyse der Stresshormonwerte der
Dex-Suppressions-Probanden  Auskunft iiber genotypabhingige HPA-Achsenregulation bei

Gesunden geben.
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4 Material- und Methodenteil

4.1 Etablierung der RT-qPCR bei MARS- und Dex-Suppression-
Probanden zur Entwicklung eines SLC6A15 Biomarkers
Biomarker sind fiir eine erleichterte Diagnostik und Therapie im Klinikalltag wichtig. Um eine

routineméfige Anwendung zu ermoglichen und diese auch in der Praxis durchzusetzen, sollten
moglichst einfache und billige Testverfahren gewihlt werden. RT-qPCR ist bei anderen klinischen
Fragestellungen gut etabliert und vergleichsweise giinstig. Unter Berlicksichtigung der derzeitigen
Kenntnisse beziiglich des SLC6A415 Gens, wurde diese Methode zur Entwicklung eines Biomarkers
fir MDD ausgewihlt. Zundchst wurde die RT-qPCR mittels einiger Blutproben der MARS-
Probanden etabliert, um dann im ndchsten Schritt eine groBe Versuchsreihe mit den MARS-

Probanden und anschlieend mit den Dex-Suppression-Probanden durchzufiihren.

4.1.1 Herstellung der Test-cDNA
Als Ausgangsmaterial fiir die RT-qPCR wurden cDNAs aus Blutzellen der MARS-Probanden und

zum Vergleich cDNAs aus HeLa-Zellen verwendet.

HeLa-Zellen gehoren zu der éltesten und in der Forschung am héufigsten verwendeten humanen
Zelllinie. Es handelt sich dabei um Zervixkarzinom-Zellen die erstmals im Jahre 1951 der Patientin
Henrietta Lacks (,,HeLa*“-Zellen) entnommen wurden (Scherer, Syverton, & Gey, 1953) und damit
die erste Zelllinie aus menschlichen Zellen darstellte. Diese Krebszellen erwiesen sich als besonders
widerstandsfahig und produktiv.

Blut- und HeLa-Zellen wurden zundchst mit einer RNAse-freien DNAse behandelt, wodurch an
Silikamembran gebundene DNA abgebaut wurde. Um RNA in cDNA umzuschreiben, wurden 500
Nanogramm (ng) RNA in einem Reaktionsvolumen von 20 Mikroliter (pl) fiir die reverse
Transkription unter Verwendung des Superscript II Kits (Invitrogen™, Karlsruhe, Deutschland)

eingesetzt. Alle Arbeitsschritte wurden geméf Herstellerprotokoll durchgefiihrt.

In unserem Versuch wurde die SLC6A415-Genexpression in HeLa-Zellen und humanen Blutzellen
gemessen. Da bekannt ist, dass SLC6A415 in HeLa-Zellen exprimiert wird, kann die Messung in
HeLa-Zellen als Kontrolle verwendet werden. Fiir den Fall, dass die Messung in humanen
Blutzellen nicht funktioniert, in HeLa-Zellen hingegen schon, kann daraus geschlussfolgert werden,

dass der Fehler nicht an der Methode liegt, sondern die Expression zellspezifisch ist.
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Um auszuschlieffen, dass beim Pipettieren oder der cDNA-Herstellung ein Fehler unterlaufen ist,
wurde zusitzlich die Expression eines Kontrollgens (in diesem Fall TATA bindendes Protein, 7BP)

untersucht.

4.1.2 Einfuhrung in herkommliche PCRs
PCR (Polymerasekettenreaktion) ermoglicht die exponentielle Amplifizierung spezifischer DNA-

Sequenzen (Matrizen oder im Englischen auch Template genannt). In einer einzelnen Reaktion
konnen dadurch bis zu einer Million Vervielfdltigungen (PCR-Produkte) hergestellt werden.

Im ersten Schritt wird dabei die DNA-Sequenz bei einer Temperatur von 95 Grad Celsius (°C)
denaturiert (Auftrennung der Doppelstrang-DNA in zwei Einzelstringe). Danach wird die
Temperatur auf 60°C gesenkt damit die Primer (kurze Oligonukleotidsequenzen) an die DNA-
Einzelstringe binden konnen (Annealing). Zuletzt wird die Temperatur wieder auf 72°C erhdht, da
bei dieser Temperatur die thermostabile (Taq)-Polymerase ihr Aktivitdtsoptimum hat. Diese
Polymerase wird aus dem Bakterium Thermus aquaticus gewonnen und ist hitzestabil. So iibersteht
sie den Denaturierungsschritt und ist fiir weitere PCR-Zyklen verfiigbar. Aufgabe der Taq-
Polymerase ist es, die gebundenen Primer durch Nukleotide, die komplementéir zur Sequenz des
Templates sind, zu verldngern, wodurch am Ende eines PCR-Zykluses doppelstringige DNA
vorliegt. Es wird folglich wieder die Ausgangssituation mit doppelstringigen DNA-Sequenzen
erreicht, sodass die PCR von vorn beginnen kann, das heifit (d.h.), die DNA-Doppelstringe werden

bei 95°C denaturiert, gefolgt vom Binden der Primer usw.

4.1.3 MARS: RT-qPCR
Die RT-qPCR wurde mit dem LightCycler® 480 (Roche, Software Version: LCS480 1.5.0.39)

durchgefiihrt. Im Vergleich zu herkdmmlichen PCRs besteht ein Vorteil der RT-qPCR darin, dass
die in den PCR-Zyklen gebildeten PCR-Produkte quantitativ in jedem Zyklus der laufenden PCR
gemessen werden konnen und nicht erst am Ende der Amplifikation. Mittlerweile wird die RT-
qPCR standardméBig eingesetzt. Theoretisch kdnnte zwar mit einer einfachen Messung am Ende
auf die urspriingliche Menge an DNA in der Probe geschlossen werden, jedoch sind in der
praktischen Umsetzung die Versuchsbedingungen nie so ideal, dass die Amplifizierung strikt
exponentiell verlduft. Wahrend zu Beginn einer PCR die Aktivitét der Taq-Polymerase durch die
geringe Menge an Template begrenzt wird, wird am Ende der PCR ihre Aktivitdt durch die
staindigen Temperaturwechsel herabgesetzt. Auflerdem verbinden sich gegen Ende der PCR

zunehmend Templates untereinander anstatt mit den vorgesehenen Primern. Der Einfluss dieser
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Faktoren macht es unmdglich mit einer einfachen Messung am Ende der PCR eine quantitative
Aussage iiber die urspriingliche Anzahl der vorliegenden DNA-Molekiile in einer Probe zu treffen.
Die RT-qPCR ist hierzu jedoch in der Lage, da sie am Ende jedes PCR-Zyklus eine Messung
durchfiihrt.

Diese ,,Echtzeit“-Messung ist fluoreszenzbasiert (s. Abb. 3). Einzelstringige hydrolysis probes
(Roche) hybridisieren komplementér an die einzelstringige Zielsequenz. Diese Probes enthalten
jeweils einen ,,Reporter” Farbstoff am 5’-Ende und einen ,,Quencher Farbstoff am 3’-Ende. Die
rdumliche Nédhe von Reporter und Quencher verhindert ein Fluoreszenzsignal. Wéahrend der PCR-
Reaktion wird durch die DNA-Polymerase die Sonde von der Zielsequenz verdringt und so der
Reporter vom Quencher getrennt. Dadurch wird das Fluoreszenzsignal des Reportermolekiils nicht
mehr supprimiert und kann detektiert werden. Die Zunahme der Intensitit der Fluoreszenz ist somit

proportional zu der Menge an gebildeten PCR-Produkten.

Abb. 3: RT-qPCR, Entstehung des Fluoreszenzsignals
R = Reporter, Q = Quencher, pol = DNA-Polymerase

Der PCR-Zyklus, bei dem die Fluoreszenz zum ersten Mal signifikant vom Hintergrund
unterschieden werden kann, wird als crossing point (CP) bezeichnet. Bei einer erfolgreichen RT-
qPCR liegt dieser Wert zwischen 25 und 30. Aus den Fluoreszenzwerten und der Anzahl der
durchgefiihrten PCR-Zyklen ldsst sich die DNA-Menge zu Beginn des Experiments berechnen.
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4.1.3.1 RT-qPCR: Primerdesign

Die Sequenz des SLC6A415 Gens wurde auf der Homepage www.genome.ucsc.edu ermittelt.

Anhand dieser DNA-Sequenz wurden Intron-iiberbriickende (intron-spanning) Primer fiir die lange
Isoform beim Assay Design Center (www.universalprobelibrary.org) entworfen und bei Metabion
International AG (Miinchen, Deutschland) bestellt (s. Abb. 4 und 5; Lénge des iiberbriickten
Introns: 1432 Nukleotide (nt)). Die lange Isoform des SLC6A415-Gens ist dabei von besonderer

Relevanz, da vor allem die Expression dieser Isoform von dem SNP rs1545843 reguliert wird

(Kohli et al., 2011).
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Abb. 4: Position der Primer fiir die RT-qPCR
Primer fiir die lange SLC6A15-Isoform, Vorwirts-Primer: ,forward primer slc”, Riickwérts-Primer:

reverse primer slc®.

Primer Length Position Tm %GC Sequence
Left 27 2244 - 2270 60 37 tgctaatagctagtgttgtgaatatgg
Right 25 2313 - 2337 59 40 ggatagctcagaaattcttcagatg

Amplicon (94 nt)

tgctaatagctagtgttgtgaatatgggattaagtcctectggetataacgcatggattgaagataaggecatcetgaagaatttctgage
tatcc

Abb. 5: Sequenzen der entworfenen SLC6A415-Primer
,Left” Primer = Riickwérts-Primer; “right” Primer = Vorwérts-Primer ; Tm = Schmelztemperatur; %GC =
prozentualer Anteil von GC-Basenpaaren an den Basenpaaren des jeweiligen Primers.

(www.universalprobelibrary.org)
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Primer Length Position m %GC Sequence
Left 26 1289 - 1314 59 38 ggtcttatttaagaatccactcctte
Right 25 1348 - 1372 59 36 tgttcaattgtgtatgtettccact
Amplicon (84 nt)

ggtcttatttaagaatccactcecttecatttataatgtgacgggaatgtggctctgacatagtggaagacatacacaattgaaca

Abb. 6: Sequenzen der 7BP-Primer
,,Left” Primer = Riickwérts-Primer; “right” Primer = Vorwérts-Primer ; ; Tm = Schmelztemperatur; %GC =
prozentualer Anteil von GC-Basenpaaren an den Basenpaaren des jeweiligen Primers.

(www.universalprobelibrary.org)

PCR-Primer sollten idealerweise eine Linge von mindestens 20 Basenpaaren (base pairs, bp), eine
mittlere Schmelztemperatur von 60° C und einen GC-Prozentanteil von (%GC) < 60 haben. Je
kiirzer die Primer, desto hoher das Risiko, dass sie an mehrere Bereiche der DNA-Matrize
gleichzeitig binden und so ungewollte DNA-Produkte entstehen. Guanin (G) und C binden stérker
aneinander als Adenin (A) und T, da sie eine Wasserstoffbriickenbindung mehr zwischen sich
ausbilden. Daher sollte der %GC unter 60 liegen um sicherzustellen, dass sich der DNA-

Doppelstrang im Denaturierungsschritt vollstindig trennt.

4.1.3.2 RT-qPCR: Test-PCR

Um zu tUberpriifen, ob die Primer und der Mastermix funktionieren und eine signifikante
Vervielfiltigung der DNA-Matrize moglich ist, wurde eine Test-PCR mit 7BP als Kontrollgen
durchgefiihrt.

Der zweifach konzentrierte Mastermix (LightCycler” 480 Probes Master, Roche Applied Science)
bestand aus einem Reaktionspuffer, einem Deoxynukleotid-Mix, FastStart Taq DNA-Polymerase
und Magnesiumchlorid. Es wurden cDNAs mit unterschiedlichen Konzentrationen verwendet, um
dadurch die optimale cDNA-Konzentration fiir den Hauptversuch zu ermitteln. Drei Verdiinnungen
(1:20, 1:40 und 1:100) einer cDNA (12,5ng/ul) aus humanen Blutzellen und zwei Verdiinnungen
(1:20 und 1:40) einer HeLa-Zell-cDNA (2,5ng RNA/ul cDNA) wurden hergestellt. Die letzteren
beiden Verdiinnungen dienten dabei als Primerkontrolle (s. 4.1.2.). Wenn diese bei den HeLa-

Zellen funktionieren, ist das auch bei den cDNA-Proben aus Blut anzunechmen.
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Fiir eine PCR-Reaktion mit einem Gesamtvolumen von 10 pl wurden folgende Komponenten in je
eine Vertiefung einer LightCycler® 480 Multiwell Plate 384 pipettiert:

e 5 ul Lightcycler Mastermix 2x konzentriert (konz.)

* 0,5 ul Wasser PCR-grade

¢ 0,2 uldes 1/10 verdiinnten forward primers (jeweils SLC6A415 oder TBP)

* 0,2 ul des 1/10 verdiinnten reverse primers (jeweils SLC6A15 oder TBP)

* 0,1 ul der spezifischen Probe (#79 fiir SLC6A15 und #67 fiir TBP)

* 4 ul cDNA (unterschiedliche Verdiinnungen humaner Blut-cDNA oder HeLa-Zell-cDNA)

Um falsche Interpretationen zu vermeiden, wurden alle Proben zweimal getestet. Die LightCycler®
480 Multiwell Plate 384 wurde mit einer speziellen Folie verschlossen und danach fiir 2 Minuten
(Min.) bei 1500 g (g = Erdbeschleunigung) in einer Heraeus Multifuge 1 L-R zentrifugiert. Danach
wurden die Proben im LightCycler® 480 zunichst fiir 5 Min. bei 95°C denaturiert, um die DNA im
Anschluss in 45 PCR-Zyklen zu amplifizieren. In jedem dieser Zyklen wurden die Proben erst zur
Denaturierung auf 95°C erhitzt (10 Sek.), dann fiir das Primer-Annealing auf 60°C heruntergekiihlt
(30 Sek.) und zuletzt wieder auf 72°C (1 Sek.) erhitzt, da bei dieser Temperatur die Taq-Polymerase
ihr Aktivitdtsoptimum hat. Am Ende des Versuches wurden die Proben in 30 Sek. auf 40°C
heruntergekiihlt.

4.1.4 Nested PCR
Die nested PCR (“verschachtelte PCR”) kann fiir die Amplifikation sehr kleiner DNA-Mengen

genutzt werden. Sie besteht aus zwei PCR-Schritten. Im ersten Schritt ist die zu amplifizierende
DNA-Matrize (Amplikon) lédnger als der DNA-Abschnitt von Interesse. Dieses Amplikon wird in
der ersten PCR-Runde amplifiziert und danach aufgereinigt. Im zweiten Schritt dient es als Matrize
fiir die zweite PCR, bei der es sich in dieser Arbeit um eine RT-qPCR handelt. Bei dieser wird
durch spezifische Primerbindung nur das gewiinschte DNA-Stiick amplifiziert. Die in der ersten
PCR durch unspezifische Primerbindungen entstandenen Nebenprodukte werden dadurch nicht
mehr vervielfdltigt. So wird eine ,doppelte® PCR von der gewiinschten DNA-Sequenz
durchgefiihrt, um auch bei geringen DNA-Mengen ausreichend genetisches Material fiir weitere
Experimente herzustellen. Da die nested PCR aus zwei PCRs besteht, ist diese Methode allerdings

ungenauer und fehleranfilliger als eine einfache RT-qPCR.
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4.1.4.1 Nested PCR: Primerdesign

Die Sequenz des SLC6A415 Gens wurde wieder auf der Homepage www.genome.ucsc.edu ermittelt.

Anhand der DNA-Sequenz wurden nested PCR-Primer fiir die lange Isoform beim Assay Design

Center (www.universalprobelibrary.org) entworfen und bei Metabion bestellt (s. Abb. 7). Fiir die

RT-qPCR wurden die im vorherigen Experiment entworfenen Primer fiir die lange SLC6A415

Isoform verwendet (s. 4.1.3.1.).
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Abb. 7: Position der Primerpaare fiir die nested PCR

Primer fiir die lange SLC6A415-1soform, ,,Fw_primer nested” und ,;rev_primer nested* (fw = forward, rev =
reverse) sind die Primer fiir die erste PCR, ,,fw_primer RT-qPCR* und ,,rev_primer RT-qPCR* sind die
Primer fiir die zweite PCR (RT-qPCR).

4.1.4.2 Nested PCR: PCR
Fir die erste PCR der nested PCR wurde das GeneAmp® PCR System 9700 (Applied

Biosystems®) benutzt. Der Mastermix bestand aus deoxynucleotid Triphosphaten (ANTP, jeweils
2mM), Titanium 10x Puffer, forward und reverse Primer (jeweils 10uM), Titanium-Taqg-
Polymerase (Clontech), molekularem Wasser und 5 pul cDNA. Die hergestellte HeLa-Zell cDNA
und die aus humanen Blutzellen stammenden cDNAs dienten als Matrizen fiir die nested PCR: es
wurde jeweils unverdiinnte, 1:5 verdiinnte und 1:10 verdiinnte cDNA eingesetzt. Durch die
unterschiedlichen Ansidtze sollte festgestellt werden, bei welcher Menge an cDNA die beste
Messung erfolgen kann.
Fir eine Nested PCR-Reaktion mit einem Gesamtvolumen von 50 pl wurden folgende
Komponenten in eine Vertiefung einer LightCycler® 480 Multiwell Plate 384 pipettiert:

* 5 ul dNTPs (2 mM)

e 5 ul Titanium 10x buffer

e 1 pleines 10uM (10 pmol/ul) forward primers (jeweils SLC6A415 oder TBP)

e 1 pleines 10uM (10 pmol/ul) reverse primers (jeweils SLC6A415 oder TBP)

* 0,5 pl Titanium Tag-Polymerase (Clontech)
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* 36,5 ul Wasser PCR-grade
* 5 ul cDNA (unterschiedliche Verdiinnungen humaner Blut-cDNA oder HeLa-Zell-cDNA)

Der PCR-Ansatz wurde zunichst bei 95°C fiir 5 Min. inkubiert, um eventuell enthaltene Proteasen
und Nukleasen zu deaktivieren. Nach dieser initialen Denaturierung wurde der PCR-Ansatz in
jedem Zyklus zunéchst fiir 15 Sek. auf eine Temperatur von 95°C erhitzt, um die DNA-Stringe zu
denaturieren. Danach wurde fiir 15 Sek. auf 50°C abgekiihlt. Dies ist die mit dem Tm Calculator
von New England Biolabs (NEB) errechnete optimale annealing-Temperatur fiir die nested-Primer.
Als letzter Schritt jedes Zyklus wurde fiir 15 Sek. auf eine Temperatur von 68°C erhitzt, da die
verwendete Taq-Polymerase hier ihr Optimum hat. Nach 10 Zyklen wurde der PCR-Ansatz fiir 3
Min. bei 68°C inkubiert. AnschlieBend wurde der PCR-Ansatz aufgereinigt, um storende
Komponenten wie nicht verbrauchte Nukleotide und Primer zu entfernen, wodurch das
amplifizierte DNA-Fragment optimal weiterverarbeitet werden kann. Hierfir wurde das
Agencourt® Ampure® XP Kit (Beckman Coulter, Massachusetts, USA) verwendet. Alle
Arbeitsschritte wurden gemél Herstellerprotokoll durchgefiihrt.

4.1.4.3 Nested PCR: Gelelektrophorese
Nach Aufreinigung der PCR-Produkte wurde eine Gelelektrophorese durchgefiihrt, um die

amplifizierte DNA sichtbar zu machen und dadurch zu iiberpriifen, ob die Linge des DNA-
Fragments mit der erwarteten Lénge libereinstimmt. Die amplifizierten DNA-Stiicke sind in diesem
Versuchsschritt noch grofer als der eigentlich gewiinschte Abschnitt.

Ein Ethidiumbromid (EtBr) enthaltendes 2%iges Agarose-Fertiggel von Invitrogen™ wurde mit
dem aufgereinigten PCR-Produkt, das mit 10x Blue Juice Gel Ladepuffer (Invitrogen™) gemischt

war, beladen. Das Bild des Bandenmusters wurde mit der E-Box VX2 von Vilmer Lourmat erstellt.

4.1.4.4 Nested PCR: RT-qPCR
Fiir die zweite PCR der nested PCR wurde eine RT-qPCR (s. 4.1.3.) mit dem LightCycler® 480

(Roche Applied Science) durchgefiihrt. In Zweifachbestimmung wurden jeweils 10 pl fiir die RT-
qPCR eingesetzt:

* 5 ul Lightcycler Mastermix 2x konz.

* 0,2 pul der Verdiinnung 1ul forward primer (jeweils SLC6A415 oder TBP) in 9ul Wasser

¢ 0,2 pul der Verdiinnung 1pl reverse primer (jeweils SLC6A415 oder TBP) in 9ul Wasser

e 0,1 ul spezifische Probe (#79 fiir SLC6A415 und #67 fiir TBP)
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* 4,5 ul cDNA (in jeweils unterschiedlichen Verdiinnungen humane Blut-cDNA oder HeLa-
Zell-cDNA)

Die LightCycler® 480 Multiwell Plate 384 wurde mit einer speziellen Folie verschlossen und fiir 2
Min. bei 1500g in einer Heraeus Multifuge 1 L-R zentrifugiert. Danach wurden die Proben in den
LightCycler® 480 eingelegt und zunichst fiir 5 Min. bei 95°C denaturiert. Im Anschluss folgten 45
Amplifikationszyklen. In jedem dieser Zyklen wurden die Proben zunichst fiir 10 Sek auf 95°C
erhitzt (Denaturierung), dann fiir 30 Sek. auf 60°C heruntergekiihlt (Annealing) und zuletzt wieder
fiir 1 Sek. auf 72°C erhitzt (Amplifizierung). Am Ende des Versuches wurden die Proben in 30
Sek. auf 40°C heruntergekiihlt.

4.1.5 Dex-Suppression
In dieser Versuchsreihe sollte mittels der im Rahmen dieser Arbeit etablierten RT-qPCR die

genotypabhingige SLC6A415-mRNA-Expression bei Gesunden in Reaktion auf Dex-Einnahme
untersucht werden. Fiir die Dex-Suppressions-Versuchsreihe wurden 25 gesunde minnliche
Probanden rekrutiert. Alle Probanden wurden iiber potentielle Risiken des Versuchs aufgeklart und

unterschrieben eine schriftliche Einverstandniserklarung.

4.1.5.1 Dex-Suppression: Auswahlkriterien fiir die Probanden
Folgende Kriterien wurden bei der Auswahl der Probanden fiir die Dex-Suppression-Versuchsreihe

durch Befragung gepriift:
* Minnlich
¢ Keine chronischen Erkrankungen
* Keine psychiatrischen Auffilligkeiten in der Vergangenheit oder der Familie
* Keine akuten Erkrankungen zum Zeitpunkt der Untersuchung
* Keine Drogenabhingigkeit

e Kaukasier

Alle Probanden haben mindestens 4 Stunden vor dem Versuch weder gegessen noch getrunken.
AuBerdem wurde von allen Probanden wéhrend der zwei Tage des Versuchs auf Rauchen, Alkohol
und Kaffee verzichtet. Der Konsum von Marihuana oder anderen Drogen innerhalb der 2 Wochen
vor dem Versuch war ein klares Ausschlusskriterium, wodurch sich die urspriingliche

Probandenzahl von 26 auf 25 verringert hat.
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4.1.5.2 Dex-Suppression: Fragebogen

Psychiatrische Auffilligkeiten oder Erkrankungen der Probanden wurden anhand von, in der
psychiatrischen Diagnostik etablierten, Fragebogen festgestellt. Dazu wurden folgende Fragebdgen
verwendet: HAM-D21, Beck Depression Inventory und Composite International Diagnostic
Interview (CIDI). Anhand des HAM-D mit 21 Fragen (Hamilton, 1960) wurden in
Fremdbeurteilung (Fragebogen wurde nicht vom Patienten selbst ausgefiillt) Symptome einer
Depression inklusive Niedergeschlagenheit, Schuldgefiihle, Suizidgedanken, Schlafstdrungen,
Interessensverlust an Aktivitdt und Arbeit, psychomotorische Retardierung, Agitation, Angst,
somatische Symptome, Hypochondrie, Gewichtsverlust, Depersonalisation und Derealisation,
paranoide Symptome, Manie und Zwang beurteilt. Ab 10 Punkten wird von einer leichten, ab 20

Punkten von einer mittelschweren und ab 30 Punkten von einer schweren Depression gesprochen.

Ein weiteres Werkzeug zur Feststellung depressiver Tendenzen der untersuchten Probanden war der
BDI (Beck, Ward, Mendelson, Mock, & Erbaugh, 1961). Dieser Fragebogen, der vom Proband
eigenhidndig ausgefiillt wird, testet auf folgende Symptome: Gefiihl der Hoffnungslosigkeit,
Reizbarkeit, Schuldgefiihle, das Gefiihl bestraft zu werden, Miidigkeit, Gewichtsverlust und
vermindertes Interesse an Sex. Die Cut-off-Werte dieses Tests sind wie folgt: 0-9: keine/minimale

MDD, 10-18: leichte MDD, 19-29: miBige MDD und 30-63: schwere MDD.

Das CIDI (Robins et al., 1988) ist ein umfassendes Interview mit Fragen, die sowohl ICD-10 als
auch DSM-IV Kriterien beriicksichtigen. Dieses Interview diente der Ergédnzung von HAM-D21
und BDI in der Beurteilung des psychiatrischen Status der Probanden. Mittels CIDI kann objektiv
gepriift werden, ob psychiatrische Erkankungen vorliegen. Von Objektivitit im Sinne der
Giitekriterien fiir psychologische Tests kann gesprochen werden, da der Interviewer die Fragen
exakt so vorlesen muss wie sie auf dem Bildschirm erscheinen. Er darf sie folglich nicht in seinen

eigenen Worten ausdriicken, was zu Fehlern und verfalschten Antworten flihren kdnnte.

4.1.5.3 Dex-Suppression: Ablauf des Experiments

Vor Beginn des Versuchs wurden von allen Probanden demographische Daten aufgenommen und
anhand von Fragebdgen psychiatrische Auffélligkeiten ausgeschlossen. Des Weiteren wurden
Blutdruck, Puls, Gewicht und Gréf3e der Probanden bestimmt.

Zu fiinf verschiedenen Zeitpunkten wurde den Probanden Blut abgenommen. Die abgenommenen
Blutrohrchen fiir die RNA-Extraktion wurden bei -20°C und solche, aus denen Cortisol oder ACTH

bestimmt werden sollten, bei -80°C gelagert.
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Die erste Blutentnahme erfolgte vor der Einnahme von 1,5mg Dex per os (p.o.) um 12:00 Uhr
(“0”), die néchsten 1, 3, 6 und 23 Stunden spéter (die letzte folglich um 11:00 Uhr am Folgetag, s.
Tabelle (Tab.) 1). Zu jedem Messzeitpunkt wurde Blut in PaxGene Blood RNA-R&hrchen (Qiagen)
abgenommen (,mRNA® in Tab. 1), aus denen spidter RNA fiir die SLC6415-RT-qPCR isoliert
wurde. Aus einem ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) Blutrohrchen, das nur vor Dex-
Einnahme abgenommen wurde, wurde DNA isoliert, um den rs1545843-Genotyp zu bestimmen.
EDTA verhindert die Koagulation der Blutprobe durch Komplexierung von fiir die Gerinnung
essentiellen Kalziumionen. Mittels der zu jedem Messzeitpunkt abgenommenen ,,Cort/ ACTH®-
Rohrchen erfolgte die Bestimmung der jeweiligen Cortisol- und ACTH-Werte. Die EDTA-
Blutentnahme fiir das Blutbild diente dem weiteren Ausschluss moglicher Pathologien der

Probanden.

Std. nach Einnahme von 1,5 mg | 0 (vor Dex-Gabe) 1 3 6 23
Dex
Blutbild
DNA
mRNA
Cort/ACTH

<< 4
> [
> [
> [
> [

Tab. 1: Blutentnahme-Schema fiir Dex-Suppression
x = abgenommenes Blutréhrchen (Blutbild: 2,7 Milliliter (ml) EDTA Réhrchen; Cort/ ACTH und DNA: 7,5
ml EDTA Rohrchen; mRNA: 2,5ml PaxGene®- Rohrchen)

4.1.5.4 Dex-Suppression: Messung von Cortisol und ACTH

Cortisol- und ACTH-Konzentrationen im Plasma jedes Probanden wurden von der klinischen
Chemie des Max-Planck-Institutes (MPI) fiir Psychiatrie in Miinchen bestimmt. Die
Cortisolkonzentration wurde unter Verwendung eines Radioimmunoassay (RIA) Kits (INC
Biomedicals, Carlson, USA) mit einer maximalen Bestimmung von 0.3 ng/ml Plasma ermittelt.

Zur quantitativen Bestimmung der ACTH-Konzentration im Plasma wurde in einem Cobas 6000
(Roche) ein immunologischer in-vitro-Test durchgefiihrt. Hierfiir wurden 50l der jeweiligen Probe
mit einem biotinylierten monoklonalen ACTH-spezifischem Antikorper und einem mit Ruthenium-
Komplex markiertem monoklonalen ACTH-spezifischem Antikdrper inkubiert. Nach Zugabe von
Streptavidin-beschichteten Mikropartikeln wurde mit einem Modul fiir Immundiagnostik (e601-
Modul von Roche) unter Anlegen von Spannung und Verwendung einer Chemilumineszenz
gemessen. Sowohl bei der Cortisol- als auch bei der ACTH-Messung wurden alle Arbeitsschritte

gemil Herstellerprotokoll durchgefiihrt.
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4.1.5.5 Dex-Suppression: DNA-Extraktion

Die DNA wurde mittels des von Qiagen produzierten Generation Capture Column Kit extrahiert.
Von jedem DNA-Vollblut-Réhrchen wurden 200 pl fiir die DNA-Extraktion verwendet. Alle
Arbeitsschritte wurden gemél Herstellerprotokoll durchgefiihrt.

4.1.5.6 Dex-Suppression: RNA-Extraktion

RNA wurde von der klinischen Chemie des MPI fiir Psychiatrie in Miinchen aus dem in PaxGene®
Blood RNA-Rohrchen (Qiagen) gesammelten Vollblut extrahiert. Diese Rohrchen stabilisieren

intrazellulire RNA. Alle Arbeitsschritte wurden geméf Herstellerprotokoll durchgefiihrt.

4.2 Datenanalyse zum Zusammenhang zwischen
Stresshormonhaushalt und rs1545843-Risikogenotyp

Alle statistischen Analysen wurden unter Verwendung von SPSS fiir Windows (Version 20.0,
SPSS, Chicago, USA) durchgefiihrt. Als signifikant wurden p-Werte (probability-value,
Signifikanzwert) < 0,05 betrachtet. Qualitative demographische und klinische Daten der
unterschiedlichen Genotypgruppen wurden anhand des y° ("chiquadrat")-Tests nach Pearson
miteinander verglichen.

Fir die statistische Auswertung der ACTH- und Cortisolwerte zu den unterschiedlichen
Messzeitpunkten wurde sowohl bei der MARS- als auch bei der Dex-Suppression-Studie ein
allgemeines lineares Modell (general linear model, GLM) mit Messwiederholungen und
rs1545843-Genotyp als Zwischensubjektfaktor gerechnet.

Da Kohli et al. (2011) bei Triagern des rs1545843 AA Genotyps ein erhohtes Risiko an MDD zu
erkranken beobachtete, wurden Probanden mit dem Genotyp AA als Triger des Risikogenotyps
bezeichnet. Der AG und GG Genotyp wurde als Nicht-Risikogenotyp angesehen. Um zu
iiberpriifen, ob diese Einteilung zutreffend ist, wurde fiir die Auswertung der Cortisol- und ACTH-
Werte bei beiden Probandengruppen zusitzlich in einem GLM mit Messwiederholungen mit den

Genotypgruppen AA, AG und GG separat gerechnet (s. Anhang 9.1.1.2. und 9.1.2.2.).

4.2.1 MARS: Rs1545843 und Dex-/CRH-Test bei Aufnahme von depressiven
Patienten

Im Rahmen des MARS Projekts wurde der Therapieerfolg bei MDD-Patienten untersucht
(Hennings et al., 2009). 842 kaukasische depressive Patienten mit einzelnen oder wiederholten
depressiven Episoden bzw. bipolarer Storung zwischen 18 und 75 Jahren wurden nach stationidrer

Aufnahme in psychiatrische Kliniken im Siiden von Bayern untersucht und im klinischen Verlauf
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beobachtet. Der Therapieerfolg wurde in Abhéngigkeit von demografischen Faktoren,
psychiatrischer Vorgeschichte und HPA-Achsendysregulation betrachtet. Zur Beurteilung der HPA-
Achsenregulation wurden im Verlauf des Klinikaufenthaltes wiederholt Dex-/CRH-Tests
durchgefiihrt. In dieser Arbeit werden jedoch ausschlieBlich die Ergebnisse des ersten Dex-/CRH-
Tests nach Aufnahme in Abhéingigkeit des rs1545843-Genotyps analysiert.

4.2.1.1 MARS: Ablauf des Dex-/CRH-Tests
Im MARS-Projekt wurde der im klinischen Verlauf der Probanden wiederholt durchgefiihrte Dex-

/CRH-Test (innerhalb der ersten 10 Tage nach Aufnahme und vor Entlassung) zur Beurteilung eines
Zusammenhangs zwischen HPA-Achsenregulation und Therapieerfolg verwendet. Er wurde nach
dem von Heuser et al. beschriebenen Ablauf durchgefiihrt (Heuser et al., 1994):

Die Probanden nahmen um 23:00 Uhr 1.5 mg Dexamethason oral ein. Am darauf folgenden Tag
wurde ithnen um 14:30 Uhr ein vendser Zugang gelegt. Um 15:00, 15:30, 15:45, 16:00 und 16:15
Uhr wurde in EDTA- und Trasylol-(Aprotinin)haltige Réhrchen (Bayer, Leverkusen, Deutschland)
Blut abgenommen. Um 15:02 Uhr wurde iiber den vendsen Zugang 100 Mikrogramm (pg) humanes
CRH (Ferring, Kiel, Deutschland) appliziert. Die Blutabnahme um 15:00 Uhr war demnach noch
nicht von CRH beeinflusst (,,baseline-Werte*“: Dex-supprimierte ACTH- und Cortisolwerte vor
CRH-Applikation). Die laborchemische Cortisol- und ACTH-Bestimmung wird nicht durch Dex
verfalscht.

Die Probanden saBlen widhrend der gesamten Testdauer in einem stillen Raum ohne
Menschenkontakt, Fernsehen oder anderen potenziellen Stressoren. In diesem Raum war eine
Kamera installiert, wodurch mogliches Unwohlsein von den Probanden an den Untersucher
kommuniziert werden konnte. Uber den vendsen Zugang konnte Blut durch ein Loch in der Wand

zum Untersucher im Nachbarraum geleitet werden.

4.2.1.2 MARS: Genotypisierung
Die Genotypisierung der MARS-Patienten wurde im Labor des MPI fiir Psychiatrie in Miinchen

durchgefiihrt. Die DNA wurde aus Vollblut isoliert und unter Verwendung des Human 610K und
OmniExpress BeadChips von Illumina (Illumina Inc., San Diego, USA) genotypisiert. Alle
Arbeitsschritte wurden geméf Herstellerprotokoll durchgefiihrt.

4.2.1.3 MARS: Hardy-Weinberg-Prinzip (HWP)

Allelfrequenzen und -verteilungen bleiben unabhingig von ihrer absoluten Grofle {tber

Generationen hinweg konstant, es sei denn, sie werden bestimmten Evolutionseinfliissen
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unterworfen, dies wird Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (Hardy-Weinberg-equilibrium, HWE)
genannt. Es wurde 1908 von dem englischen Mathematiker Hardy und dem deutschen Arzt

Weinberg erstmals beschrieben (Edwards, 2008):

ptq=1

p = Allelfrequenz von A, q = Allelfrequenz von a
Genotypfrequenzen h (beim HWP konstant): p>+2pq+q*=1
p>=h(AA), pq = h(Aa), ¢* = h(aa)

Das HWP kann als Werkzeug verwendet werden, um den Gleichgewichtszustand von
Genotypenfrequenzen in einer Population zu beurteilen.

In dieser Arbeit wurde die ,,HapMap-CEU* Population als Vergleichspopulation verwendet (s. Tab.
2 und 5). Ziel des International HapMap Projects ist die Kartographierung der Haplotypen des
menschlichen Genoms, um dadurch genetische Variationsmuster des Menschen zu beschreiben.
,CEU* steht fiir Utah residents with ancestry from Northern and Western Europe. Da diese Gruppe
einer deutschen Probandengruppe genetisch am &hnlichsten ist, wurde die CEU Population als
Vergleichspopulation herangezogen.

Nach dem HWP ist die Kombination von Allelen zweier Loci zufillig, sodass die Haufigkeit der
Kombination der Haufigkeit der individuellen Allele entspricht. Es kommt allerdings auch vor, dass
Allele bevorzugt mit bestimmten Allelen vererbt werden und diese Kombination folglich haufiger
existiert als nach dem HWP aufgrund der Frequenz der einzelnen Allele zu erwarten wére. Dieses

Prinzip wurde 1956 von Kimura beschrieben und als LD bezeichnet.

4.2.1.4 MARS: GLM mit Messwiederholungen
Ein GLM mit Messwiederholungen und dem rs1545843-Genotyp als Zwischensubjektfaktor wurde

zur statistischen Auswertung der im Dex-/CRH-Test ermittelten Stresshormonwerte angewendet.
Die Stresshormone Cortisol und ACTH wurden getrennt voneinander betrachtet. Es wurde getestet
welche Kovariaten bei den jeweiligen Hormonen einen Effekt haben (s. Anhang 9.1.1., Tab. 9.1 und
Tab. 9.2). Bei den Cortisolwerten zeigten die Kovariaten Geschlecht, BMI und Vorepisoden
signifikante Effekte, bei ACTH war es der BMI. Diese Kovariaten wurden in den durchgefiihrten

Varianzanalysen (analysis of variance, ANOV A) mit Messwiederholungen beriicksichtigt.
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4.2.2 Dex-Suppression: Rs1545843 und Cort-/ACTH-Ausschiittung nach Dex-
Einnahme bei gesunden Probanden

Da die Gruppe der Dex-Suppression-Probanden sowohl in der Anzahl der Probanden, der
Geschlechterverteilung und des durchgefiihrten Hormontests (Dex-Suppression versus Dex-/CRH-
Test) von der Gruppe der MARS-Probanden abweicht, kann diese nicht als Kontrollgruppe

angesehen werden.

4.2.2.1 Dex-Suppression: Genotypisierung
Die Genotypisierung der Dex-Suppressionsproben wurde von der klinischen Chemie des MPI fiir

Psychiatrie in Miinchen unter Verwendung des Hybridization Probe Assays von Roche am
LightCycler® 480 durchgefiihrt. Dazu wurde die DNA aus EDTA-Vollblutrohrchen isoliert und die
SNPs rs1545843 und rs1031681 genotypisiert. Diese beiden SNPs zeigten in bisherigen Studien den
grofiten Zusammenhang mit MDD (Kohli et al., 2011).

4.2.2.2 Dex-Suppression: GLM mit Messwiederholungen

Auch beim Dex-Suppressionversuch wurde mittels eines GLM mit Messwiederholungen und dem
rs1545843-Genotyp als Zwischensubjektfaktor die statistische Auswertung der Stresshormonwerte
durchgefiihrt. Zuvor wurde iiberpriift welche Kovariaten bei welchen Stresshormonen einen Effekt
haben (s. Anhang 9.1.2., Tab. 9.19 und 9.20). Da keine der getesteten Kovariaten einen Effekt
zeigte, wurde die ANOVA mit Messwiederholungen ohne Kovariaten gerechnet. Wie auch beim
MARS-Projekt wurden jeweils eine ANOVA zur statistischen Auswertung der Cortisolwerte und
eine zur Analyse der ACTH-Werte durchgefiihrt.
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5 Ergebnisteil

5.1 Etablierung der RT-qPCR bei MARS- und Dex-Suppression-
Probanden zur Entwicklung eines SLC6A15 Biomarkers

5.1.1 MARS: Test-RT-qPCR

In diesem Versuch konnte die SLC6A415-Genexpression in humanen Blutzellen mit einer RT-qPCR
nicht gemessen werden. Primer und cDNA wurden als mogliche Fehlerquellen ausgeschlossen.
Unter Verwendung der Primer fiir die lange Isoform von SLC6A415 wurde in HeLa-Zellen (cp ~ 27,
s. Abb. 8) eine deutliche Genexpression beobachtet, was darauf hindeutet, dass die Primer
funktionsfahig waren. Die Experimente wurden jeweils mit Primern fiir SLC6415 und TBP als
Kontrolle durchgefiihrt. Da fiir 7TBP (cp ~ 26, s. Abb.9) immer eine Expression gemessen wurde,
sowohl in HeLa-Zellen als auch in humanem Blut, kommt eine mangelhafte Qualitdt der cDNA als

mogliche Fehlerquelle nicht in Frage.

Amplification Curves

— C3 L1100 2ul — C4: L100 1ul C5 5K 20l CE SK1ul  — C7: SK 05Ul — C& blank — D3 L100 2ul
— D4 L100 1ul D5: SK 2ul DE SK1iul — D7 SKO5ul — D& hlank
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Abb. 8: Amplifizierungskurven der RT-qPCR, SLC6A415
RT-gqPCR, in der die Expression der langen Isoform des SLC6415 Gens untersucht wurde. L100 = HeLa-
Zell-cDNA, SK = humane Blut-cDNA
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Amplification Curves
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Abb. 9: Amplifizierungskurven der RT-qPCR, TBP
RT-qPCR, in der die Expression des Kontrollgens 7BP untersucht wurde. L100 = HeLa-Zell-cDNA, SK =
humane Blut-cDNA

5.1.2 MARS: Nested PCR
Da die Menge an gebildetem SLC6A415-Transkript zu klein war, um mit einer einfachen RT-qPCR

in Blutzellen gemessen zu werden, wurde eine nested PCR (s. 4.1.4.), mit der bereits kleinste DNA-
Mengen nachgewiesen werden konnen, durchgefiihrt. Diese Methode besteht aus zwei PCR-

Schritten.

5.1.2.1 Nested PCR: PCR /Gelelektrophorese
Die Ergebnisse der nested PCR bestitigten die Resultate der in 5.1.1. durchgefiihrten RT-qPCR.

Abb. 10 zeigt, dass die PCR mit HeLa-Zell-cDNA gut funktioniert hat und demnach eine klare
Bande mit der gewiinschten Linge vorhanden ist (Gelbild Nummer 9 und 13). Bei Verwendung der
cDNA aus peripherem Blut hat die PCR allerdings nicht funktioniert, was durch das Fehlen einer
scharfen Bande angezeigt wird (Gelbild Nummer 10-12 bzw. 14-16) In den getesteten Blutproben
scheint der gesuchte DNA-Abschnitt (SLC6A415 Lokus) kaum oder gar nicht vorhanden zu sein.
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Abb. 10: Gelelektrophorese nach der nested PCR, SLC6A415

1 ul PCR-Produkt = 9: HeLa-Zell-cDNA, 10: Blut-cDNA unverdiinnt 11: Blut-cDNA 1:5 verdiinnt, 12:
Blut-cDNA 1:10 verdiinnt

M: Marker (50bp DNA ladder von Invitrogen™ cat# 10416-014)

5 ul PCR-Produkt = 13: HeLa Zell-cDNA, 14: Blut-cDNA unverdiinnt, 15: Blut-cDNA 1:5 verdiinnt, 16:
Blut-cDNA 1:10 verdiinnt

Zur Kontrolle wurde das Experiment unter Verwendung der gleichen cDNAs mit den 7BP Primern
durchgefiihrt. In diesem Experiment hat die PCR sowohl bei den HeLa-Zell-cDNAs als auch bei
den humanen Blut-cDNAs funktioniert (s. Abb.11).

- - -

- W
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Abb. 11: Gelelektrophorese nach der nested PCR, TBP

1 pul PCR-Produkt = 9: HeLa-Zell-cDNA, 10: Blut-cDNA unverdiinnt, 11: Blut-cDNA 1:5 verdiinnt, 12:
Blut-cDNA 1:10 verdiinnt

M: Marker (50bp DNA ladder von Invitrogen™ cat# 10416-014)

5 ul PCR-Produkt > 13: HeLa_ Zell-cDNA, 14: Blut-cDNA unverdiinnt, 15: Blut-cDNA 1:5 verdiinnt
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5.1.2.2 Nested PCR: RT-qPCR
In dieser RT-qPCR (zweite PCR der nested PCR) konnte, wie auch in der in 5.1.1. durchgefiihrten

RT-qPCR, keine ausreichende Expression der langen SLC6A15-Isoform in peripheren Blutzellen
(cp>30) gemessen werden. Im Gegensatz dazu wurde bei Verwendung von HeLa-Zell-cDNA ein
starkes Fluoreszenzsignal (cp=14,6) beobachtet (s. Abb. 12). Bei der Verwendung von TBP-
Primern konnte sowohl in der HeLa-Zell-cDNA (cp=20,7) als auch in allen Verdiinnungen der
humanen Blut cDNA (durchschnittlicher cp=25,3) ein Fluoreszenzsignal beobachtet werden (Abb.
13).

Amplification Curves
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Abb. 12: Amplifizierungskurven der nested PCR (RT-qPCR), SLC6A15
RT-gqPCR (zweite PCR der nested PCR), bei der die Expression der langen Isoform des SLC6415 Gens
untersucht wurde. SLC Hela = HeLa-Zell cDNA, SLC high conc. = konzentrierte humane Blut-cDNA, SLC

1/5 = 1/5 Verdiinnung der humanen Blut-cDNA, SLC 1/10 = 1/10 Verdiinnung der humanen Blut-cDNA
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Amplification Curves
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Abb. 13: Amplifizierungskurven der nested PCR (RT-qPCR), TBP

RT-qPCR (zweite PCR der nested PCR), in der die Expression des Kontrollgens 7BP untersucht wurde. 7BP
Hela = HeLa-Zell-cDNA, TBP high conc. = konzentrierte humane Blut-cDNA, 7BP 1/5 = 1/5 Verdiinnung
der humanen Blut-cDNA, TBP 1/10 = 1/10 Verdiinnung der humanen Blut-cDNA 7BP blank = Verdiinnung
ohne humane Blut-cDNA

Diese Ergebnisse zeigen, dass zu wenig SLC6415-Genmaterial in peripherem Blut vorhanden ist,
um es mit einer etablierten PCR-Methode messen zu koénnen. Folglich konnten die in der
Zielsetzung wunter 3.1. beschriebenen RT-qPCR-Messungen der MARS- und Dex-
Suppressionproben nicht durchgefiihrt werden und demnach kein SLC6415 Biomarker etabliert

werden.

5.1.3 Dex-Suppression

Da in den vorherigen Versuchen mit humaner cDNA von MARS-Probanden deutlich wurde, dass
151545843 weder mit einer RT-PCR noch mit einer nested PCR in humanen peripheren Blutzellen
messbar ist, wurden die geplanten PCR-Messungen in peripherem Blut der Dex-Suppression-
Probanden unterlassen. Die Daten und das Untersuchungsmaterial dieser Versuchsreihe wurden

letztlich ausschlieBlich fiir die Datenanalyse verwendet.
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5.2 Datenanalyse zum Zusammenhang zwischen
Stresshormonhaushalt und rs1545843-Genotypen

Da bereits der Testdurchlauf fiir den geplanten Hauptversuch zur Etablierung eines SLC6A415
Biomarkers in peripheren Blutzellen keine messbaren Ergebnisse erbrachte, wurde in dieser Arbeit
ein zusatzlicher Schwerpunkt auf die statistische Auswertung der MARS- und Dex-Suppressions-
Proben gelegt (s. 3.2.). Dabei wurde der Einfluss des rs1545843-Genotyps auf die HPA-
Achsenregulation betrachtet (Methoden s. 4.2.).

5.2.1 MARS: rs1545843 und Dex-/CRH-Test bei Aufnahme von depressiven
Patienten

5.2.1.1 MARS: Genotypisierung

rs1545843 Genotyp AA (%) |AG (%) |GG (%) |HWP Anzahl der Proben
MARS 27,3 457 27,0 1,000 311
HapMap-CEU 23,0 49,6 27,4 1,000 226

Tab. 2: Genotypenverteilung des SNPs rs1545843 in den MARS-Patienten

Tab. 2 zeigt, dass die Genotypverteilung in den MARS-Patienten minimal von der in der HapMap-
CEU-Population abweicht.

5.2.1.2 MARS: Deskriptive Statistik
Bei 311 MDD-Patienten des MARS-Projekts wurde im Labor des MPI fiir Psychiatrie in Miinchen

der rs1545843-Genotyp bestimmt. Die demografischen, klinischen und Dex-/CRH-Test-Daten
dieser Probanden wurden in der vorliegenden Arbeit ndher untersucht. 148 der in die Studie
einbezogenen Probanden waren ménnlich (47,6 %) und 163 weiblich (52,4 %). Die Diagnose MDD
wurde durch ausgebildete Psychiater in Ubereinstimmung mit den DSM-IV-Kriterien gestellt
(Hennings et al., 2009). Im Durchschnitt hatten die Probanden 3 Vorepisoden und waren mit
durchschnittlichen HAM-D21 Werten von 24 (Standardabweichung (SD) = 6,21) mittelgradig
depressiv.

Das Durchschnittsalter der Patienten lag bei 48 Jahren. Der durchschnittliche BMI (body mass
index) lag bei 25 (SD = 5,24).

267 der 311 Patienten (86 %) standen zum Zeitpunkt der Aufnahme bereits unter medikamentdser
Behandlung. Tab. 3 zeigt die eingenommenen Medikamente, wobei zu beachten ist, dass einige

Patienten mit mehreren Medikamenten gleichzeitig behandelt wurden. Neben Benzodiazepinen war
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die Einnahme von noradrenergen und spezifisch serotonergen Antidepressiva (noradrenergic and
specific  serotonergic  antidepressants, NaSSAs), SSRIs und Serotonin-Noradrenalin-

Wiederaufnahmehemmer (serotonin-noradrenalin reuptake inhibitor, SNRIs) am héaufigsten zu

beobachten.
Medikament Anzahl der Probanden
NASSA 74 (23.8%)
SNRI 73 (23.5%)
SSRI 72 (23.2%)
TCA 46 (14.8%)
NARI 11 (3.5%)
SSRE 4 (1.3%)
andere Antidepressiva 10 (3.2%)
Neuroleptika 62 (19.9%)
Phasenprophylaktika 47 (15.1%)
Lithium 14 (4.5%)
Benzodiazepine 110 (35.4%)
Schlafmittel 89 (28.6%)

Tab. 3: Medikamenteneinnahme der Probanden bei Aufnahme

Hiufigkeitsverteilungen:
Mit dem y* Test nach Pearson wurde ein p-Wert von 0,13 berechnet. Demnach besteht kein

signifikanter Zusammenhang zwischen Genotyp und Geschlecht (s. Tab. 4).

Geschlecht Gesamt
Mannlich Weiblich
Nicht-Risikogenotyp ~ Anzahl 114 112 226
(AG und GG) % innerhalb von Genotyp | 50,4% 49,6% 100,0%
Genotyp
Anzahl 34 51 85
Risikogenotyp (AA)
% innerhalb von Genotyp 40,0% 60,0% 100,0%
Anzahl 148 163 311
Gesamt
% innerhalb von Genotyp 47.,6% 52,4% 100,0%

Tab. 4: Verteilung von Geschlecht und rs1545843 Genotyp
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5.2.1.3 MARS: GLM mit Messwiederholungen

Zunichst werden die Ergebnisse der statistischen Auswertung der Cortisolwerte dargestellt. Der
Mauchly-Test auf Sphirizitit war signifikant (x’=637,489, p<0,01; s. Anhang 9.1.1.1., Tab. 9.3).
Dies spricht fiir eine Verletzung der Sphérizititsannahme, d.h. die Varianzen der Differenzen
zwischen jeweils zwei Faktorstufen sind inhomogen. In solchen Fillen werden Korrekturverfahren
der Freiheitsgrade angewandt, wie in dieser Arbeit die ,,Greenhouse-Geisser Korrektur
(e"epsilon"=0,473).

Nach Korrektur ergaben die Tests der Innersubjekteffekte einen signifikanten Haupteffekt des
Messwiederholungsfaktors Messzeitpunkte (F=8,613; p=0,001; Innersubjekteffekte: s. Anhang
9.1.1.1., Tab. 9.4). Die Dex-Einnahme und CRH-Injektion hatten also einen Effekt auf den
Cortisolspiegel im Blut der Probanden (F=14,203; p =0,001; Innersubjektkontraste: s. Anhang
9.1.1.1., Tab. 9.5). Eine signifikante Assoziation zwischen Messzeitpunkte und Genotyp wurde
jedoch nicht beobachtet (F=1,589; p=0,206; Innersubjekteffekte: s. Anhang 9.1.1.1., Tab. 9.4), die

Effekte der beiden Genotypen auf den Cortisolspiegel unterscheiden sich also nicht.

Um die zentrale Frage zu kldren, ob sich die Cortisolwerte der Risikogenotyptrager signifikant von
denen der Nicht-Risikogenotyptriger unterscheiden, wurden die Nicht-Messwiederholungsfaktoren
berechnet (Tests der Zwischensubjekteffekte, s. Anhang 9.1.1.1., Tab. 9.6). Es bestand bei einerm
P-Wert >0,05 kein signifikanter Effekt fiir den Zwischensubjektfaktor Genotyp (F=2,871; p=0,091),
und somit statistisch kein Einfluss des rs1545843-Genotyps auf die Cortisolwerte in peripherem
Blut. Allerdings kann je nach Interpretation bei einem P-Wert <0,1 von einer statistischen Tendenz

gesprochen werden.

Abb. 14 zeigt die nicht signifikant erniedrigten Cortisolwerte bei Risikogenotyptragern unter
Berticksichtigung der Kovariaten Geschlecht (F=4,404; p=0,037), BMI (F=4,606; p=0,033) und
Vorepisoden (F=7,579, p=0,006).
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Abb. 14: Verlauf der Cortisolwerte im Dex-/CRH-Test
Nicht-Risikogenotyp vs. Risikogenotyp

Die Auswertung der ACTH-Werte ergab dhnliche Ergebnisse. Auch hier zeigte der Mauchly- Test,
dass die Voraussetzung fiir Sphérizitit nicht gegeben war (x*=809,471; p<0,05; s. Anhang 9.1.1.1.,
Tab. 9.7). Nach Greenhouse-Geisser-Korrektur mit dem Faktor e=0,455 ergaben die Tests auf
Innersubjekteffekte (s. Anhang 9.1.1.1., Tab. 9.8) einen signifikanten Haupteffekt des
Messwiederholungsfaktors Messzeitpunkte (F=23,396; p=0,001), allerdings keine signifikante
Assoziation von Messzeitpunkte mit Genotyp (F=0,460; p=0,613).

Wie in Abb. 15 dargestellt, zeigten die Tests auf Innersubjektkontraste (s. Anhang 9.1.1.1., Tab.
9.9) auch bei den ACTH-Werten einen linearen und steigenden Verlauf (F=38,292; p=0,001). Eine
signifikante Assoziation von Messzeitpunkte mit Genotyp wurde nicht beobachtet (F=0,628;
p=0,429).

Fir ACTH ergaben die Tests der Zwischensubjekteffekte wie bei den Cortisolwerten keine
signifikanten Unterschiede des ACTH-Wertverlaufs zwischen beiden Genotypgruppen (F=0,754;
p=0,386, s. Anhang 9.1.1.1., Tab. 9.10). Die Kovariate BMI (F=11,117; p=0,001) hatte einen
signifikanten Einfluss auf die ACTH-Werte.
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Abb. 15: Verlauf der ACTH -Werte im Dex-/CRH-Test
Nicht-Risikogenotyp vs. Risikogenotyp

5.2.2 Dex-Suppression: Rs1545843 und Cortisol-/ACTH-Ausschuttung nach
Dex-Einnahme bei gesunden Probanden

5.2.2.1 Dex-Suppression: Genotypisierung
Die Genotypisierung der 26 Dex-Suppression-Probanden ergab eine von der Vergleichspopulation

(HapMap-CEU) deutlich abweichende —jedoch im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (s. 4.2.1.3.)
stehende- Genotypenverteilung mit mehr AG- und weniger AA- bzw. GG-Genotypen (s. Tab. 5).
Das Verhiltnis zwischen Risiko- und Nicht-Risikogenotyp des SNPs rs1545843 entspricht mit
19,2% zu 80,7% allerdings stirker der Referenz (23% Risiko- vs. 77% Nicht-Riskogenotyp).

rs1545843 | Genotyp AA (%) |AG (%) |GG (%) |HWP Gesamtproben
Dex-Suppr. 19,2 69,2 11,5 1,000 26
HapMap-CEU (230 49,6 27,4 1,000 226

Tab. 5: Genotypenverteilung des SNPs rs1545843 in den Dex-Supression Probanden

5.2.2.2 Dex-Suppression: Deskriptive Statistik
Die 26 Probanden dieser Studie waren im Durchschnitt 25 Jahre (SD = 2,81) alte gesunde Ménner.

Sowohl im BDI (2 Punkte), im HAM-D-21 (0 Punkte) als auch im CIDI wurde kein Verdacht auf
eine psychiatrische Erkrankung festgestellt. Mit diesen standardmédBig verwendeten
Diagnosefragebogen wurden folglich keine psychiatrischen Auffélligkeiten bei den Probanden
diagnostiziert, was ein Ausschlusskriterium gewesen wére. Vor Beginn der Studie lag die

durchschnittliche Herzfrequenz bei 67 Schligen/Min (SD = 5,56), der Blutdruck lag bei 121/78
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mmHg (SDsys = 10,09, SDdia = 8,91) . 92% der Probanden waren bei einem mittleren BMI der
gesamten Probandengruppe von 23,5 kg/m? (SD = 4,18) normalgewichtig.

5.2.2.3 Dex-Suppression: GLM mit Messwiederholungen

Zunichst werden die Ergebnisse der statistischen Analyse der Cortisolwerte dargestellt. Beim Dex-
Suppression-Versuch lag die Vorraussetzung fiir Sphérizitdt mit einem signifikanten Mauchly-Test
auf Sphirizitit (x’=76,158, p<0,05; s. Anhang 9.1.2.1., Tab. 9.21) nicht vor. Die Freiheitsgrade
wurden demnach nach Greenhouse-Geisser (e=0,382) korrigiert. Die Tests fiir Innersubjekteffekte
(s.  Anhang 9.1.2.1, Tab. 9.22) zeigten einen signifikanten Haupteffekt des
Messwiederholungsfaktors Messzeitpunkte (F=23,850; p=0,001), demnach konnten Anderungen des
Cortisolspiegels von einem Messzeitpunkt zum néchsten beobachtet werden. Eine signifikante
Assoziation von Messzeitpunkte mit Genotyp (F=1,090; p=0,332) war in dieser Probandengruppe
allerdings nicht vorhanden.

Bei den Tests der Innersubjektkontraste (s. Anhang 9.1.2.1., Tab. 9.23) ergab sich ebenfalls keine
signifikante Messzeitpunkte-Genotyp  Assoziation (F=0,808; p=0,378). Die Tests der
Zwischensubjekteffekte (s. Anhang 9.1.2.1., Tab. 9.24) ergaben keinen signifikanten Einfluss des
Genotyps auf den Cortisolspiegel (F=1,285; p=0,269).

In Abb. 16 werden graphisch die Mittelwerte der Cortisolwertverldufe dargestellt. Es zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede in den Cortisolwerten nach Dex-Einnahme zwischen Tragern des

rs1545843-Risikogenotyps und Probanden mit dem Nicht-Risikogenotyp.
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Abb. 16: Verlauf der Cortisolwerte nach Dex-Einnahme

Nicht-Risikogenotyp vs. Risikogenotyp
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Bei der statistischen Auswertung der ACTH-Messungen war der Mauchly’s Test auf Sphérizitat
ebenfalls signifikant (X2=151,290; p<0,05; s. Anhang, 9.1.2.1., Tab. 9.25). Nach Greenhouse-
Geisser-Korrektur der Freiheitsgrade (e=0,471) ergaben die Tests der Innersubjekteffekte (s.
Anhang, 9.1.2.1., Tab. 9.26) einen signifikanten Haupteffekt des Messwiederholungsfaktors
Messzeitpunkte (F=17,462; p=0,001), allerdings keine signifikante Assoziation von Messzeitpunkte
mit Genotyp (F=0,588; p=0,550).

Die Tests der Innersubjektkontraste (s. Anhang, 9.1.2.1., Tab. 9.27) validierten diese Ergebnisse.
Wie in Abb. 17 dargestellt, wurde ein linearer Verlauf der ACTH-Werte beobachtet (p=0,001;
F=24,943). Die Assoziation Messzeitpunkte-Genotyp war erneut nicht signifikant (p=0,528;
F=0,410). Die Tests der Zwischensubjekteffekte (s. Anhang, 9.1.2.1., Tab. 9.28) ergaben keinen
Einfluss des rs1545843 Genotyps auf ACTH-Werte nach Dex-Einnahme in peripherem Blut
(F=0,973; p=0,334).
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Abb. 17: Verlauf der ACTH-Werte nach Dex-Einnahme

Nicht-Risikogenotyp vs. Risikogenotyp
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6 Diskussion
Das SLC6A15 Gen, das fiir einen Natrium abhingigen neutralen Aminoséuretransporter im Gehirn

kodiert, wurde vor Kurzem mit MDD in Verbindung gebracht. In einer genomweiten
Assoziationsstudie zeigte der SNP rs1545843 eine signifikante Assoziation mit MDD (Kohli et al.
2011; s. 2.3.). Basierend auf diesen Untersuchungen wurden die Fragestellungen dieser Arbeit
konzipiert, um dadurch weitere Erkenntnisse iiber dieses potenzielle Kandidatengen fiir MDD zu

gewinnen.

6.1 Etablierung der RT-qPCR zur Entwicklung eines SLC6A15
Biomarkers
MDD ist ein Krankheitsbild mit komplexer Pathogenese und den unterschiedlichsten Symptomen

(s. 2.1.). Bisher basiert die Diagnose einer MDD auf Fragebogen und der klinischen Untersuchung
durch den Psychiater. Laborwerte zur Diagnose einer MDD, und somit eine Mdglichkeit zur
objektiven Beurteilung, gibt es derzeit nicht. Neben der Diagnose stellt die Behandlung von
depressiven Storungen ein weiteres Problem dar, da Psychopharmaka oft keine Wirkung zeigen.
Eine patientenorientierte Medikation fiir den einzelnen MDD-Fall gibt es folglich nicht. Objektive
Parameter zur Unterstiitzung der Diagnosestellung und personalisierten Therapie im Klinikalltag
sind wiinschenswert, daher liegt ein Schwerpunkt der psychiatrischen Forschung auf der
Etablierung von Biomarkern. Aufgrund der Komplexitit der Erkrankung ist es sinnvoll, Patienten in
verschiedene Subgruppen zu unterteilen, z.B. anhand des Genotyps fiir einen SNP oder bestimmter
Endophdnotypen wie der Regulation der Stresshormonachse, und diese Subgruppen dann zu

untersuchen.

Die Ergebnisse von Kohli et al. (2011) deuten darauf hin, dass eine Messung der SLC6A415-
Genexpression in peripherem Vollblut wichtig fiir die Diagnose von depressiven Erkrankungen sein
konnte. Ziel dieser Arbeit war es, diese Hypothese durch eine Messung der SLC6AI5-
Genexpression in peripheren Blutzellen mittels RT-qPCR zu tiberpriifen, um diese moglicherweise
in Zukunft als Biomarker fiir MDD in der klinischen Diagnostik zu verwenden. Allerdings konnte
die Hypothese durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche nicht bestétigt werden.
Weder in der ,,Test-RT-qPCR* (Methode s. 4.1.3., Ergebnisse s. 5.1.1.) noch in der nested PCR
(Methode s. 4.1.4., Ergebnisse s. 5.1.2.) konnte eine messbare SLC6A415-Genexpression in
peripherem Vollblut beobachtet werden. Der Testdurchlauf des Versuches lieferte folglich
Ergebnisse, die zeigten, dass eine Etablierung der RT-qPCR Methode zur Entwicklung eines
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Biomarkers basierend auf SLC6415-mRNA in Vollblut nicht moglich ist. Es konnte weder die RT-
qPCR-Messung der MARS-Proben noch die urspriinglich geplante Untersuchung des Einflusses
von 1,5mg Dex (s. 4.1.5.) auf die SLC6A415-mRNA-Expression bei gesunden Probanden
durchgefiihrt werden. SLC6A415 konnte nicht gemessen werden, da es in Blutzellen deutlich
niedriger exprimiert wird als in Lymphoblastoiden Zelllinien (LCL). Bei diesen Zellen handelt es
sich urspriinglich um humane B-Lymphozyten, die durch in vitro Transfektion mit Ebstein-Barr-
Virus (EBV) in aktive proliferierende LCL umgewandelt werden. Sie stellen so und auch aufgrund
ihrer niedrigen somatischen Mutationsrate (0,3%) (Mohyuddin et al., 2004) eine zuverldssige
Quelle fiir genetisches Material dar (Sie, Loong, & Tan, 2009). In Vollblutproben befinden sich
neben B-Lymphozyten auch viele weitere Blutzellen, deren mRNA isoliert wird und vermutlich
eine geringere SLC6A15-Expression aufweist, als die von isolierten B-Lymphozyten, erst recht

wenn sie in eine LCL umgewandelt wurden.

Durch die Verwendung von HeLa-Zellen und 7BP als Kontrollgen sollten mdgliche Fehler bei der
cDNA-Herstellung, Primerwahl, RT-qPCR und nested PCR ausgeschlossen werden. Von TBP ist
bekannt, dass es konstitutiv in allen Zellen exprimiert wird. Falls das Genprodukt nicht gemessen
wird, kann angenommen werden, dass bei einem der Arbeitsschritte ein Fehler unterlaufen ist.
Wenn hingegen eine 7BP-, jedoch keine SLC6A 15-Expression gemessen wird, so wird SLC6A415 in
diesen Zellen zu schwach oder gar nicht exprimiert, sodass es mit der verwendeten Methode nicht
gemessen werden kann. Das war bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen der
Fall. Folglich war auch die spétere Quantifizierung der SLC6A415-RT-qPCR nicht moglich, da sie
relativ zum Kontrollgen ist.

Die untersuchten Blutproben wurden mittels PAXGene Blood RNA-Rohrchen (Qiagen)
abgenommen. Diese sind weitaus effizienter als ithre Vorginger (CPT™ tubes, Becton Dickinson).

Sobald das Blut in die R6hrchen gelangt, werden alle Blutzellen lysiert und die RNA stabilisiert.

Es gibt eine Vielzahl von Genen, die in Assoziationsstudien mit MDD in Verbindung gebracht
wurden (Levinson, 2006) (Goltser-Dubner, Galili-Weisstub, & Segman, 2010). Gene, die an der
Entwicklung des ZNS und der Neurotransmission (z.B. SLC6A415) beteiligt sind, zeigten dabei
besonders starke Assoziationen. Die meisten Studien wurden unter Verwendung von Microarrays
durchgefiihrt und nicht mittels RT-qPCR. Microarrays sind bisher die beste Methode zur Erstellung
von Genexpressionsprofilen. Allerdings ist es bei Microarrays erforderlich, dass die Ergebnisse zur

Quantifizierung mit einer unabhéngigen, sensitiven Methode wie der RT-qPCR validiert werden
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(Provenzano & Mocellin, 2007). Dabei wird die Stirke der Genexpression mit der einer definierten
Referenz (in diesem Experiment das Kontrollgen 7BP) verglichen.

Studien, die die Expression von mRNA unterschiedlicher Kandidatengene in peripherem Blut von
MDD-Patienten mittels RT-qPCR untersuchten (Belzeaux et al., 2010), unterstiitzten zwar die
Annahme, dass Biomarker aus peripherem Blut gewonnen werden konnten, jedoch wurde bisher

kein sensitiver RT-qPCR-Biomarker aus peripherem Blut fiir MDD entwickelt.

Kohli et al. haben fiir die Messungen der SLC6A4 15-Genexpression LCL (HapMap) und Monozyten
benutzt. Zellen des Immunsystems konnten sich besonders gut fiir solche Untersuchungen eignen,
da diese ein dhnliches Genexpressionsprofil wie Zellen des ZNS aufweisen (Gladkevich et al.,
2004).

Aufgrund seiner schnellen Verfiigbarkeit (einfache Blutentnahme) wurde in dieser Arbeit Vollblut
als Ausgangsmaterial verwendet. Es ist moglich, dass die Vielzahl an unterschiedlichen Zelltypen
in der Blutprobe die Genexpressionsmessungen beeinflusst hat. AuBerdem ist es z.B. denkbar, dass
die Zellzusammensetzung des Blutes bei MDD-Patienten anders ist als bei Gesunden. Ein
verdndertes Genexpressionsprofil wire folglich auf die verdnderte Zusammensetzung des Blutes
und nicht auf die, der MDD zugrunde liegenden, pathogenetischen Prozesse zuriick zu fiihren.
(Mehta et al., 2010).

Peripheres Blut ist ein hochkomplexes System, da es im gesamten Korper zirkuliert und dadurch
mit allen Organen und Geweben in Kontakt steht. Dieses System wird durch metabolische
Veranderungen und Umweltfaktoren wie z. B. Stress, Neurotoxinen, Virusinfektionen, Hypoxie,
Traumata oder Erndhrung beeinflusst. Es gibt demnach unzéhlige Umwelteinfliisse, die zu einer
verdnderten Zusammensetzung, und dadurch moglicherweise verdnderten Genexpression des
peripheren Blutes fiihren konnen, die sowohl in dieser als auch in Kohlis Arbeit nicht beriicksichtigt
wurden.

Vielleicht hdtte die RT-qPCR bei der Untersuchung von LCL oder spezifisch isolierten B-
Lymphozyten messbare Ergebnisse erbracht. Allerdings ist ein Messverfahren, bei dem zunéchst
spezifische Zellen aus einer Blutprobe isoliert werden miissen, zu aufwéndig und teuer, um im
Klinikalltag Anwendung zu finden. Des Weiteren wird durch die ldngere Bearbeitungszeit der
Blutproben und die fiir die Isolation notwendigen Arbeitsschritte die Genexpression verdndert
(Whitney et al., 2003). Bei der Verwendung von LCL besteht die Gefahr, dass die Genexpression
durch die im Rahmen der Herstellung dieser Zelllinien notwendigen EBV-Transfektion veridndert

wird.
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Aufgrund des Zieles dieser Arbeit, einen fiir die alltdgliche MDD-Diagnostik- und Therapie

brauchbaren Biomarker zu entwickeln, wurden diese Ansétze nicht weiter verfolgt.

Um die Ergebnisse der Assoziationsstudie von Kohli et al. zu validieren, wurden die gleichen
Untersuchungen in sechs zusétzlichen unabhéngigen Probandengruppen durchgefiihrt.

Kohli et al. haben in ihrer initial untersuchten Probandengruppe einen stirkeren Zusammenhang
zwischen rs1545843 und MDD festgestellt, als in diesen Kontrollgruppen. Diese Beobachtung ldsst
sich moglicherweise auf das zuerst in der Verhaltensokonomie beschriebene Phdnomen des
winner’s curse, Fluch des Gewinners, zurilickfiihren (Bazerman & Samuelson, 1983). Es beschreibt
urspriinglich die Beobachtung, dass sich der Gewinner einer Auktion im Nachhinein
paradoxerweise hdufig als eigentlicher Verlierer herausstellt, da er einen zu hohen Preis bezahlt hat.
Lohmiiller et al. haben den winner’s curse in GWAS untersucht und dieses Phanomen als Ursache
fiir die Schwierigkeiten bei der Replikation der Ergebnisse und fiir falsch-positive Ergebnisse dieser
Studien beschrieben (Lohmueller, Pearce, Pike, Lander, & Hirschhorn, 2003). Die Tatsache, dass
eine Studie —wie auch die von Kohli et al.- die erste ist, die einen Zusammenhang zwischen einem
Gen und einer Erkrankung beschreibt, impliziert eine hohe Wahrscheinlichkeit, dass die Bedeutung
der beobachteten Ergebnisse liberschitzt wurde. Andere Studien haben aus dhnlichen oder sogar
den gleichen Ergebnissen keinen Zusammenhang zwischen Gen und Krankheit abgeleitet und
folglich keine Publikation verdffentlicht. Lohmiiller et al. fiihrten die Ergebnisse von 23 der 25
untersuchten genetischen Assoziationsstudien auf den winner’s curse zuriick. Die Studie von Kohli
et al. wurde in diesem Zusammenhang zwar nicht untersucht, dennoch konnte es sein, dass auch
Kohlis Interpretation der Ergebnisse die Assoziation zwischen SLC6A415 und MDD {iberbewertet
hat. Dies wiirde die schwiéchere Assoziation in den Kontrollgruppen und die Schwierigkeiten beim

Nachweis dieses Zusammenhangs im Rahmen dieser Arbeit erkldren.

Ein weiterer Faktor, der Einfluss auf die Ergebnisse dieser Arbeit gehabt haben kdnnte, ist der
Einsatz von Psychopharmaka, mit denen die MARS-Patienten behandelt wurden. Der Einfluss von

Medikamenten auf die SLC6A4 15-Genexpression in peripherem Blut ist derzeit unklar.

Fazit/Ausblick
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, wie schwierig es derzeit noch ist, trotz der Fortschritte in der

Messung von Genexpression, aus peripherem Vollblut einen Biomarker fiir MDD zu gewinnen.
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Das liegt zum einen an der Wahl des richtigen Kandidatengens und zum anderen an der

Heterogenitét der Erkrankung.

Generell hat mRNA im Blut viel Potenzial fiir die Biomarker-Forschung. Zur Beurteilung des
Krankheitsstadiums und des Therapieansprechens kann mRNA-Expression in Vollblut in einigen
Fillen dienen, jedoch ist bisher kein Riickschluss auf die Pathophysiologie der MDD und damit
keine Risikostratefizierung der Entstehung dieses Krankheitsbildes moglich. Vollblut-mRNA
konnte flir ausreichend exprimierte Transkripte als Biomarker dienen, aber nach heutigem Stand
nicht fiir SLC6A415, da es eher neuronenspezifisch exprimiert wird (Mehta et al., 2010). Die im
Rahmen dieser Arbeit verwendete RT-qPCR ist eine etablierte Methode mit hohen
Qualititsstandard, so dass messtechnische Probleme hier im Hintergrund stehen und es anzunehmen
ist, dass die mRNA-Expression von SLC6A415 in Vollblut nicht ausreichend hoch ist.

Versuche, bei denen die Blutproben mit einem Genexpressions-Inducer (z.B. Lipopolysaccharid
(LPS)) ex vivo stimuliert werden und im Anschluss die Genexpression mittels RT-qPCR gemessen
wird, konnten eventuell bessere Ergebnisse erzielen. In einer Studie von Spijker et al. wurden nach
ex vivo LPS-Stimulation und Verwendung von Microarrays erstmals MDD-abhingige
Verdnderungen der Expression von sieben verschiedenen Genen in Vollblut festgestellt. Diese
Ergebnisse wurden durch RT-qPCR validiert. SLC6A415 zdhlte nicht zu den in dieser Studie
untersuchten Genen (Spijker et al., 2010), allerdings wére es moglich, dass nach ex vivo LPS-
Stimulation und der dadurch verursachten Expressionsverstirkung ebenfalls MDD-abhédngige
Unterschiede in der Genexpression messbar sind (Spijker, van de Leemput, Hoekstra, Boomsma, &
Smit, 2004; Spijker et al., 2010). Dieses Verfahren wire jedoch vermutlich zu teuer fiir eine

Anwendung im Klinikalltag.

Bei der MDD handelt es sich um eine genetisch sehr heterogene Erkrankung. Auflerdem sind z.B.
Einfliisse von Insertionen, Deletionen, Kopienzahlvariationen (copy number variations, CNV) und
Variationen in nicht-kodierenden DNA-Sequenzen auf die Genexpression noch nicht grundlegend
verstanden. Die Genexpression wird malgeblich durch zum Teil erblich bedingte epigenetische
Verdnderungen beeinflusst.

Es sollte also auch weiter an der Rolle potentieller Kandidaten-Gene im menschlichen Organismus,
deren verdnderte Funktionen bei Patienten und den funktionellen Beziehungen zwischen ihnen,
sprich wie sie interagieren und sich regulieren, geforscht werden (Jia, Kao, Kuo, & Zhao, 2011). Mit

diesen Erkenntnissen konnten eines Tages Biomarker in die psychiatrische Diagnostik integriert werden,
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mit denen sich Anderungen in der Funktion oder -Expression von Kandidatengenen messen lassen,
woraus sich Schlussfolgerungen fiir Diagnose, klinischen Verlauf und Therapie einer MDD ziehen
lieBen. Die beschriebenen Schwierigkeiten deuten jedoch darauf hin, dass einfache genetische Tests
in naher Zukunft vermutlich nicht in der psychiatrischen Diagnostik etabliert werden (Couzin,
2008).

Langfristig miissten Biomarker entwickelt werden, die ein Kandidatengen fiir MDD in
Kombination mit weiteren Faktoren evaluieren, wie z.B. die Aktivitit des Genoms,
Umwelteinfliisse und die momentane Befindlichkeit des Patienten. So kdnnten homogenere

Patientengruppen geschaffen werden.

6.2 Datenanalyse zur Beurteilung des Stresshormonhaushaltes in
Abhéngigkeit des rs1545843-Risikogenotyps
In diesem Teil der Arbeit wurde der Einfluss des funktionellen SNPs rs1545843, der circa (ca.) 690

kb von SLC6A15 entfernt in einer intergenischen Region liegt, auf den Stresshormonhaushalt
(Cortisol- und ACTH-Sekretion) bei MDD-Patienten des MARS-Projekts unter Verwendung des
Dex-/CRH-Tests untersucht. Es wurde kein signifikanter Zusammenhang zwischen Genotyp und
Regulation der Stresshormonachse festgestellt. Die Cortisolwerte der MARS-Probanden zeigten
allerdings einen Trend fiir eine solche Assoziation. Zusdtzlich wurde in einer gesunden
Probandengruppe die rs1545843-Genotypabhingige Reaktion des Stresshormonhaushalts nach
Dex-Stimulation untersucht. In dieser Probandengruppe konnte ebenfalls keine statistisch

signifikante Assoziation beobachtet werden.

Die durchgefiihrten Versuche basieren vor allem auf den Daten der GWAS von Kohli et al. in der
erstmalig ein Zusammenhang des rs1545843 SNPs mit MDD beschrieben wurde (Kohli et al.,
2011).

Da bei MDD-Patienten mit erhohten Cortisolspiegeln im Blut eine reduziertes
Hippocampusvolumen beschrieben wurde (Knoops et al., 2010), wurden die moglichen Einfliisse
der rs1545843-Genotypen auf die HPA-Achsenregulation untersucht. Demnach wurde in dieser
Arbeit die moglicherweise Genotypabhidngige Cortisol- und ACTH-Sekretion bei 311 MDD-
Patienten aus dem MARS-Projekt unter Durchfiihrung des Dex-/CRH-Tests (s. 4.2.1.1.) analysiert.
Dazu wurde jeweils fiir Cortisol und ACTH eine ANOVA mit Messwiederholung mittels SPSS fiir
Windows durchgefiihrt. Diese Methode wurde als die sensitivste statistische Methode betrachtet, da

jeder einzelne Messzeitpunkt beim Dex-/CRH-Test in die Analyse mit einbezogen wird.
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Die Tests der Zwischensubjekteffekte (s. Anhang 9.1.1.1., Tab. 9.6 und Tab. 9.10) zeigten keine
signifikanten Effekte fiir den Zwischensubjektfaktor Genotyp. Bei den Cortisolwerten wurde
allerdings eine statistische Tendenz (p=0,091) beobachtet. Erniedrigte Cortisolspiegel bei
Risikogenotyptragern deuten darauf hin, dass der Risikogenotyp moglicherweise einen protektiven
Effekt auf den Cortisolspiegel hat. Demnach kdnnte der Genotyp einen Einfluss auf die Spiegel von
Cortisol jedoch nicht von ACTH im Blut der untersuchten MDD-Patienten haben. Eventuell
brauchte man eine grofere Stichprobe, um einen signifikanten Unterschied nachzuweisen. Als
Kovariaten (s. Anhang 9.1.1., Tab. 9.1 und Tab. 9.2) wurden bei der ANOVA mit
Messwiederholung Geschlecht, BMI und Vorepisoden fiir Cortisol und BMI fir ACTH
berticksichtigt.

Des Weiteren wurde eine Gruppe von 25 gesunden ménnlichen Probanden (s. 4.1.5.) untersucht.
Durch die Untersuchung dieser Probanden sollte die rs1545843-Genotypabhingige Cortisol- und
ACTH-Sekretion nach Dex-Einname bei Gesunden gemessen werden.

Wie bereits bei den MARS-Patienten beobachtet, gab es keine signifikanten Unterschiede in der
Stresshormonsekretion bei Trigern des Risikogenotyps (AA) und des Nicht-Risikogenotyps (AG
und GG). Ein Trend war ebenfalls nicht zu erkennen. Demnach wurde keine Genotypabhingige

HPA-Achsenreaktion auf die Gabe von Dexamethason bei Gesunden beobachtet.

In einer Fall-Kontrollstudie (248 MDD-Patienten und 172 gesunde Kontrollen) von Schuhmacher et
al. wurden ebenfalls die Zusammenhinge zwischen dem rs1545843 SNP und der Cortisol- und
ACTH-Sekretion unter Verwendung des Dex-/CRH-Tests analysiert. Zusétzlich wurden in dieser
Studie kognitive Storungen bei Depressiven in Abhéngigkeit des rs1545843 Genotyps untersucht.
Die Resultate dieser Analysen stimmten nur teilweise mit den Ergebnissen der vorgelegten Arbeit
iiberein. So wurde bei MDD-Patienten, jedoch nicht bei gesunden Probanden, ein Zusammenhang
zwischen rs1545843-Genotyp und Regulation der HPA-Achse beobachtet. MDD-Patienten mit dem
Risikogenotyp (AA) zeigten im Vergleich zu den Patienten mit dem Nicht-Risikogenotyp (AG und
GG) erhohte Cortisol- und ACTH-Werte im Dex-/CRH-Test (Cortisol AUC (area under the curve):
p=0,04, Cortisol max: p=0,1; ACTH AUC: p=0,02, ACTH max: p=0,03).

Diese Daten erweitern die Ergebnisse von Kohli et al. (Kohli et al., 2011).

In der vorliegenden Arbeit konnte dieser Zusammenhang allerdings nicht beobachtet werden (siche

oben, s.0.). Eine Ursache fiir die kontrdren Ergebnisse dieser Arbeit mit der Studie von
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Schuhmacher et al. (2013) konnte die Auswahl der MDD-Patientenkollektive sein. Wahrend im
Rahmen dieser Arbeit 311 MDD-Patienten aus dem MARS-Projekt (Hennings et al., 2009)
untersucht wurden, rekrutierten Schuhmacher et al. (2013) 248 Patienten mit MDD von der
psychiatrischen Station des Uniklinikums in Bonn. Ethnisch und demographisch sind die
Patientengruppen allerdings vergleichbar (Kaukasier, 18-60 Jahre bei Schuhmacher et al. und 18-75
Jahre bei Kohli et al.). Bei beiden Patientenkollektiven handelt es sich um MDD-Patienten, die
stationdr in psychiatrische Kliniken aufgenommen wurden. Die Ausschlusskriterien von

Schuhmacher und dem MARS-Projekt weisen ebenfalls keine gravierenden Unterschiede auf.

Die Befragung der Patienten anhand des HAM-D21 (Hamilton, 1960) Fragebogens wurde bei
Schuhmacher et al. (2013) standardisiert an Tag 8 durchgefiihrt, um mogliche Confounder-Effekte
durch Aufnahme, Pridmedikation und Medikamentenumstellung zu reduzieren oder ganz zu
vermeiden. Beim MARS-Projekt wurde die Befragung schon am ersten Tag nach Aufnahme
durchgefiihrt, wodurch diese Effekte folglich nicht ausgeschlossen sind. Weitere Confounder-
Effekte konnten in beiden Studien durch nicht ausreichend ausgeschlossene Komorbidititen, wie
z.B. Herz-Kreislauf- oder endokrinologische Erkrankungen, die einen Effekt auf die HPA-Achse
haben, entstanden sein.

Beide Studien schlossen ausschlieBlich Patienten mit HAM-D21-Werten {iber 18 (ab 20 wird von
einer mittelschweren MDD gesprochen) ein.

Die Durchfiihrung des Dex-/CRH-Tests fand bei Schuhmacher et al. immer an Tag 7 nach
Aufnahme statt, wohingegen dieser Test im MARS-Projekt innerhalb der ersten 10 Tage nach
Aufnahme durchgefiihrt wurde. Beide Forschungsgruppen verwendeten das von Heuser et al.
entwickelte Protokoll fiir den Dex-/CRH-Test (Heuser et al., 1994). Der einzige Unterschied in der
Durchfiihrung des Tests bestand darin, dass Schuhmacher et al. ein von Schering (Deutschland)
hergestelltes CRH injizierte, wohingegen im MARS-Projekt CRH von Ferring (Kiel, Deutschland)

verwendet wurde.

Beziiglich des SNPs rs1545843 wurden die Studienteilnehmer bei Schuhmacher et al. wie auch in
der vorliegenden Arbeit in ,,AA* Risikogenotyp und ,,AG* bzw. ,,GG* Nicht-Risikogenotyptrager
unterteilt. Diese Unterteilung basiert auf den Daten von Kohli et al., die ein erh6htes MDD-Risiko
fiir homozygote A-Alleltrdger im Vergleich zu Trigern von mindestens einem G-Allel zeigen
(Kohli et al., 2011). Die Verteilung der drei mdglichen Genotypen (AA, AG, GG) befand sich im
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Schuhmacher et al. untersuchten einen Einfluss des SLC6A15-
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Genotyps auf das Alter, Geschlecht, Erkrankungsalter, Vorepisoden, Medikation, Lorazepam-
Einnahme, Komorbidititen wie z.B. posttraumatischer Belastungsstorung (post traumatic stress
disorder, PTSD) und baseline HAM-D21 der MDD-Patienten.

In dieser Arbeit wurde fiir die Kovariaten Geschlecht, BMI und Vorepisoden ein Effekt auf die
Cortisolwerte festgestellt. Bei den ACTH-Werten wurde der BMI als Kovariate in die statistischen
Analysen eingeschlossen. Schuhmacher et al. haben nicht auf den BMI als Kovariate getestet, was

den Vergleich der Ergebnisse erschwert.

Zur statistischen Auswertung der Dex-/CRH-Testergebnisse wurde von Schuhmacher in SPSS eine
MANOVA (multivariate ANOVA) ohne Beriicksichtigung von Kovariaten gerechnet. Maximum-
und AUC-Werte von Cortisol und ACTH wurden als abhingige Variablen und der Genotyp als
Faktor gewéhlt.

In dieser Arbeit wurden zwei ANOVAs mit Messwiederholung in SPSS durchgefiihrt. Bei der
ersten Analyse stellten die fliinf Cortisolmessungen (s. Dex-/CRH-Test, 4.2.1.1.) die
Innersubjektfaktoren und der Genotyp den Zwischensubjektfaktor dar. Bei der zweiten ANOVA
wurden die ACTH-Werte analysiert. Beide Arbeitsgruppen wihlten ein Signifikanzniveau von

0,05.

Ein weiterer Grund fiir die unterschiedlichen Ergebnisse konnte in der Therapie der MDD-Patienten
liegen. In Studien wurde beschrieben, dass die Aktivitit des Glukokortikoidrezeptors, der ein
wichtiger Regulator der HPA-Achse ist, durch bestimmte Antidepressiva verdndert wird (Herr,
Tsolakidou, Yassouridis, Holsboer, & Rein, 2003). Zusitzlich wurde festgestellt, dass SSRI und
SNRI bei Gesunden die ACTH- und Cortisolausschiittung im Korper erhohen, wiahrend das
trizyklische Antidepressivum (TZA) Mirtazapin die Ausschiittung hemmt. Bei MDD-Patienten
wurde, unabhidngig vom spdteren Ansprechen auf die Pharmakotherapie, ebenfalls eine Wirkung
von Antidepressiva auf die HPA-Achse beobachtet. SSRI und SNRI bewirken eine langsame
Regulation der HPA-Achse, wohingegen nach TZA-Einnahme innerhalb einer Woche eine HPA-
Achsennormalisierung mit einem Wiederanstieg der Cortisol- und ACTH-Werte nach einigen
Wochen festgestellt wurde (Schule, 2007). Die Medikation der Probanden spielt also bei der
Beurteilung des Dex/CRH-Tests eine wichtige Rolle.

Beim MARS-Projekt wurde keine standardisierte Therapie angestrebt sondern lediglich alle von
den Patienten eingenommen Medikamente dokumentiert (s. Tab. 3; MARS-Projekt: Hennings et al.,

2009). Einige Patienten waren auch mehrfach mediziert. Schuhmacher et al. hingegen haben
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versucht, die Therapieeffekte so gering wie moglich zu halten, indem die Therapie auf ein
Minimum beschrinkt wurde. Innerhalb der ersten 4 Tage nach Aufnahme wurde die bestehende
Therapie der MDD-Patienten beendet und eine weitestgehend standardisierte Therapie begonnen.
Die Patienten erhielten entweder Citalopram, Mirtazapin oder Nortriptylin als Monotherapie.
Zusitzlich wurden maximal 3mg Benzodiazepine (Lorazepam) als Komedikation erlaubt. Von Tag
4 bis mindestens Tag 8 war diese festgelegte Medikation vorgesehen, da in diesem Zeitraum unter
anderem die Cortisol- und ACTH-Messungen durchgefiihrt wurden. Durch dieses Studiendesign
sollte eine Verfalschung der Ergebnisse durch Medikation vermieden werden.

Im Idealfall brduchte man MDD-Patienten die iiberhaupt nicht mediziert sind. Dadurch kdnnte man
ausschlieen, dass die Ergebnisse durch die Gabe von Medikamenten beeinflusst wurden. Dies ist

aus ethischen Griinden jedoch nicht mdglich.

Neuste Studien zur Genetik psychiatrischer Storungen konzentrieren sich verstirkt auf
Umweltfaktoren und deren Einfluss auf die Entstehung von Erkrankungen wie MDD. Sowohl in
dieser Arbeit als auch in der Studie von Schuhmacher et al. wurden Umweltfaktoren allerdings
nicht beriicksichtigt.

Bei komplexen psychiatrischen, aber auch somatischen Erkrankungen wird heute nicht mehr von
einer ausschlieBlich genetischen Atiologie, sondern von einem Zusammenspiel von Genen und
Umweltfaktoren, wie z.B. belastenden Lebensereignissen oder fritheren Kindheitstraumata,
ausgegangen. Eine Vielzahl von Studien deutet darauf hin, dass die Anfilligkeit fiir umweltbedingte
Erkrankungen bzw. das Expositionsverhalten durch genetische Faktoren beeinflusst wird (Kendler
& Baker, 2007). Des Weiteren wurden epigenetische Verianderungen der DNA durch DNA-
Methylierung und/oder Histonmodifikationen nach Exposition mit bestimmten Umweltfaktoren
beobachtet. Dabei sind die Effekte von Genen und Umweltfaktoren bei der Entstehung von MDD
multiplikativ, nicht additiv (Uher, 2008).

Im Bereich der MDD-Forschung wurden bisher groftenteils Interaktionen zwischen Genen des
Serotoninsystems (v.a. Serotonin-Transporter) und Umweltfaktoren untersucht. Caspi et al. z.B.
beobachteten einen Zusammenhang zwischen dem kurzen Allel (S-Allel) des 5-HTTLPR
Langenpolymorphismus in der Promotorregion des Serotonintransportergens und MDD, allerdings
nur in Kombination mit belastenden Lebensereignissen bzw. Misshandlungen in der Kindheit
(Caspi et al., 2003) (Caspi, Hariri, Holmes, Uher, & Moffitt, 2010). Die Wahrscheinlichkeit im
Laufe des Lebens an einer MDD zu erkranken wird am starksten durch Stress im Kindesalter (early

life stress, ELS) beeinflusst (Nugent, Tyrka, Carpenter, & Price, 2011). Allerdings ist ELS nicht
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der einzige Risikofaktor fiir eine bestimmte psychiatrische Erkrankung, sondern ist meist in
Kombination mit bestimmten genetischen Varianten fiir die Entstehung eines Krankheitsbildes
verantwortlich.

Gen x Umwelt und Gen x Gen x Umwelt Interaktionen sind eine mogliche Erklarung dafiir, warum
zum einen Kandidatengenstudien schwer zu replizieren sind und warum zum anderen die
Ergebnisse von Kohli und Schuhmacher in dieser Arbeit nicht validiert werden konnten. Nicht
einzelne Gene oder genetische Polymorphismen sind fiir das Auftreten einer MDD verantwortlich,
sondern ein Zusammenspiel von genetischen und umweltbedingten Faktoren, das in den wenigsten
Assoziationsstudien bisher beriicksichtigt wurde. In dieser Arbeit hdtten unter Beriicksichtigung
bestimmter Umweltfaktoren moglicherweise signifikante Assoziationen mit MDD beobachtet

werden konnen.

HPA-Achsendysregulationen werden sowohl mit MDD in Verbindung gebracht als auch als Folge
von ELS beschrieben (Gillespie, Phifer, Bradley, & Ressler, 2009; Pariante & Lightman, 2008). So
wurden fiir die Art und Dauer des ELS, das Alter der Betroffenen zum Zeitpunkt des ELS, die
vergangene Zeit seit dem traumatisierenden Ereignis und zusétzliche Stressereignisse
Auswirkungen auf den Stresshormonhaushalt beschrieben (Heim & Nemeroff, 2001).

Die meisten Studien auf diesem Gebiet haben sich mit Interaktionen zwischen Umweltfaktoren und
Genen der CRH-Regulation und Glukokortikoidfunktion beschéftigt.

Interaktionen zwischen Polymorphismen des CRHRI (CRH Rezeptor 1)-Gens und
Kindesmissbrauch erhohen beispielsweise die Wahrscheinlichkeit fiir depressive Symptome im
Erwachsenenalter (Bradley et al., 2008). Bei den zwei signifikantesten Polymorphismen (rs7209436
und rs110402) im CRHR1-Gen war nach Korrektur fiir multiples Testen in Kombination mit
Kindesmissbrauch ein Allel mit jeweils besonders schweren, das andere Allel mit besonders
leichten Verldufen von MDD assoziiert. Diese sogenannten Risikoallele und protektiven Allele
ermOglichen Prognosen ob im Kindesalter misshandelte Personen im Erwachsenenalter eine MDD
entwickeln oder nicht. Bei leichten Formen des Kindesmissbrauchs oder keinem Missbrauch im
Kindesalter wurden keine Effekte der Genotypen auf das Auftreten bzw. die Schwere einer MDD
beobachtet (Bradley et al., 2008).

In einer Studie von Tyrka et al. wurde die Interaktion von CRHRI-Polymorphismen und
Kindesmissbrauch und deren Vorhersagekraft fiir die Cortisolausschiittung im Dex-/CRH-Test bei

Gesunden untersucht. Die Ergebnisse bestétigen die Beobachtungen von Bradley, da bei Trigern
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der Risikogenotypen der SNPs rs110402 und rs242924 (jeweils G/G), die Missbrauch in der
Kindheit erfahren haben, erhohte Cortisolwerte im Dex-/CRH-Test gemessen wurden (Tyrka et al.,
2009). Die Ergebnisse von Bradley konnten folglich auf eine Dysregulation der HPA-Achse
zurlickzufiihren sein.

Die Interaktion von Genen und Umweltfaktoren konnte die bisher kontroverse Beurteilung des
Dex-/CRH-Tests als diagnostisches oder prognostisches Werkzeug erkldren (Mokhtari, Arfken, &
Boutros, 2013). So wurde beispielsweise in einer Studie bei weiblichen Patienten eine stirkere
Korrelation der Plasma-ACTH-Spiegel mit ELS als mit der Schwere von MDD festgestellt (Heim et
al., 2000). Der Dex-/CRH-Test widre unter Einbeziehung von traumatischen Ereignissen im

Kindesalter der Probanden fiir den Einsatz im Klinikalltag mdglicherweise von groBerer Relevanz.

Da sowohl Zusammenhidnge von ELS mit Dysregulationen der HPA-Achse als auch mit dem
Auftreten einer MDD beschrieben wurden, sind traumatische Erlebnisse im Kindesalter ein
Confounder, der weder im Rahmen dieser Arbeit noch in der Studie von Schuhmacher et al.
beriicksichtigt wurde. Diesbeziiglich waren keine umfassenden Informationen zu den MARS-
Patienten vorhanden, daher wurde ELS nicht in die durchgefiihrten Analysen eingeschlossen. Falls
diese Informationen zuginglich gewesen wiren, hitten dadurch mdglicherweise signifikante
Assoziationen beobachtet werden konnen. Allerdings wére eine weitaus groflere Stichprobe notig
gewesen, da fiir die Beurteilung von Gen-Interaktionen, z.B. mit Umweltfalktoren, ein 4x grofBeres
Probandenkollektiv notwendig ist als fiir die alleinige Beurteilung von Genmerkmalen oder

Umweltfaktoren (Smith & Day, 1984).

Bisher lag der Forschungsschwerpunkt im Bereich Gen x Umweltinteraktionen auf negativen
Umwelteinfliissen wie ELS und traumatisierenden Erlebnissen im Erwachsenenalter. Allerdings
wurde festgestellt, dass auch ein positives Umfeld (sozialer Riickhalt etc.) einen groB3en Einfluss auf
die Wahrscheinlichkeit hat im Laufe des Lebens eine MDD zu entwickeln (Nugent et al., 2011). In
zukiinftigen Studien sollten neben negativen daher auch positive Umweltfaktoren untersucht
werden.

Sowohl in den Studien von Kohli et al., Schuhmacher et al. als auch in dieser Arbeit wurden keine
positiven Umweltfaktoren beriicksichtigt. Moglicherweise hat der rs1545843 Risikogenotyp (A/A)
nur in Kombination mit negativen Umweltfaktoren negative Eigenschaften beziiglich der
Entwicklung einer MDD. Das Vorhandensein von positiven Umwelteinfliissen konnte die negativen

Effekte des Risikogenotyps verhindern.
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Fazit

Um signifikante Aussagen iiber den Effekt eines einzelnen SNPs treffen zu konnen, braucht man
mehrere tausend Probanden und damit weitaus groflere Stichproben als die von Kohli et al.,
Schuhmacher et al. und die in dieser Arbeit untersuchten Probandengruppen. In sehr groBen
Probandenkollektiven wird eine ausreichende Teststirke (0,8-1) erzielt, um signifikante genetische

Assoziationen detektieren zu konnen.

Dariiber hinaus ist die Betrachtung bestimmter Endophénotypen sinnvoll. In diesem Studiendesign
wurde die Reaktion des Korpers auf die Einnahme von Dex und CRH als Endophénotyp gewihlt.
Der Dex-/CRH-Test unterliegt allerdings Einfliissen, die die HPA-Achse verdndern. Sowohl ELS
als auch Medikamente spielen eine grofle Rolle bei der Regulation der HPA, sodass diese Faktoren
folglich im Studiendesign beriicksichtigt werden miissen. Eventuell wiren bei den Untersuchungen
des SLC6A15 Gens signifikante Ergebnisse beobachtet worden, wenn bestimmte Umweltfaktoren

und/oder weitere Genvarianten beriicksichtigt worden wiren.

Die Medikation der Probanden hat in dieser Studie mdglicherweise den Effekt des Genotyps
maskiert und dadurch zu den von Kohli et al. und Schuhmacher et al. abweichenden ACTH- und

Cortisolwerten im Dex-/CRH-Test bei MDD-Patienten gefiihrt.

Selbst beim Fokus auf bestimmte Endophinotypen ist es bei genetischen Assoziationsstudien

schwierig signifikante Effekte von einzelnen SNPs zu beobachten.

Ausblick

Zukiinftige Studien zu &hnlichen Fragestellungen zeichnen sich vermutlich durch ein sehr
komplexes Studiendesign aus. Zum einen sollten Endophénotypen und deren Einflussfaktoren
berticksichtigt werden, zum anderen sollten negative und positive ELS inklusive Alter, Geschlecht,
Entwicklungsphase bei Auftreten des ELS und parallel auftretende ELS ebenfalls nicht
vernachldssigt werden. Mogliche Interaktionen zwischen rs1545843 und anderen genetischen
Polymorphismen und deren Interaktion mit Umweltfaktoren sollten zusitzlich untersucht werden.
Metaanalysen, die die Interaktionen zwischen Genetik und Umweltfaktoren und deren Einfluss auf
die Diagnose MDD (Risch et al., 2009) untersuchen, wurden bereits durchgefiihrt, allerdings keine,
die ausschlieBlich ELS als Umweltfaktoren betrachten (Nugent et al., 2011) oder die sich mit dem
Kandidatengen SLC6A415 beschiftigen. Zukiinftige Forschungsprojekte sollten unter

Beriicksichtigung der erwidhnten Aspekte die Erstellung umfassender und vergleichbarer
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Studiendesigns zu rs1545843 und anderen SNPs ermdoglichen. Obwohl die Verwirklichung mit
einem groBen Aufwand verbunden sein wird, konnten dadurch wichtige Erkenntnisse auf den

Gebieten der MDD-Genetik und Biomarkerentwicklung erlangt werden.

Ahnliches gilt fiir die Analyse des Dex-Suppressionsversuchs. Um aussagekriftige Ergebnisse zu
erhalten, miissten ELS, Gen x Gen- und Gen x Gen x Umweltinteraktionen beriicksichtigt werden.
Um bei einer solchen Analyse statistische Signifikanz zu erreichen, muss eine groere Stichprobe
untersucht werden. In zukiinftigen Metaanalysen wére es interessant, neben den Zusammenhéngen
zwischen SLC6A415, Umweltfaktoren und Stresshormonhaushalt auch Informationen zu deren

Auswirkungen auf die HPA-Achse bei Gesunden zu erhalten.
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7 Zusammenfassung
Depressive Storungen (MDD) sind durch genetische und endokrine Verdnderungen charakterisiert.

In einer genomweiten  Assoziationsstudie (GWAS) wurde der FEinfluss des
Einzelnukleotidpolymorphismus (SNP) rs1545843 auf die Expression des SLC6415 Gens bei
MDD-Patienten untersucht. Dabei wurde unter Verwendung von Microarrays bei Risikogenotyp
Trigern (AA) eine verminderte SLC6A15-Expression festgestellt. In anderen Studien wurde eine
Hyperaktivitdit der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren(HPA)-Achse bei MDD-Patienten
festgestellt, was auf eine erhohte Stresshormonbelastung bei MDD hindeutet.

Basierend auf diesen Daten wurde im Rahmen der vorgelegten Arbeit die SLC6415-Expression
mittels RT-qPCR untersucht, um weitere Informationen iiber dieses Gen zu gewinnen und seine
Verwendbarkeit als zukiinftigen Biomarker fiir MDD zu beurteilen.

AuBlerdem wurden Genotyp abhingige Verdnderungen des adrenocorticotropen Hormon (ACTH)
und Cortisolblutspiegels im dexamethasone/corticotrophin-releasing hormone test (Dex/CRH-Test)
bei 311 unipolar depressiven Patienten des Munich Antidepressant Response Signature (MARS) -
Projekts untersucht. Bei einer Gruppe von 25 gesunden ménnlichen Probanden wurde die Genotyp
abhéngige Stresshormonreaktion nach einmaliger Dex-Einnahme nédher betrachtet. AbschlieBend
wurde durch eine Varianzanalyse mit Messwiederholungen in SPSS die Hypothese, rs1545843-
Risikogenotyptriger (AA) wiesen eine erhdhte Stressvulnerabilitét auf, iiberpriift.

Die RT-qPCR ergab keine im Vollblut messbaren Mengen an SLC6A415-mRNA-Transkript (CP
>30). Daher konnte keine Methode zur Messung der SLC6A415 Genexpression etabliert werden, um
diese als kiinftigen Biomarker fiir die psychiatrische Diagnostik zu verwenden. Die im Dex-/CRH-
Test gemessenen ACTH- und Cortisolwerte bei MDD-Patienten zeigten keine rs1545843
Genotypabhdngigkeit. Bei der statistischen Analyse der Cortisolwertmessungen wurde ein
statistischer Trend (p=0,09) beobachtet, der allerdings mit erhdhten Stresshormonleveln bei Nicht-
Risikogenotyptragern (AG, GG) in eine unerwartete Richtung geht. Die Auswertung der
Stresshormonlevel bei Gesunden nach Dex-Einnahme zeigte ebenfalls keine rs1545843-Genotyp
abhéngige HPA-Achsenregulation.

Die Beurteilung mdglicher Kandidatengene fiir MDD, die in GWAS identifiziert wurden, ist
schwierig. Um signifikante Ergebnisse zu erhalten sind weitaus grof8ere Kohorten notwendig als
die, die in den bisherigen Assoziationsstudien beziiglich rs1545843 untersucht wurden. Zusitzlich
miissen Umweltfaktoren, Medikation und Gen x Gen Interaktionen in kiinftigen Studiendesigns

berticksichtigt werden, um valide Aussagen treffen zu konnen.
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9 Anhang

9.1 Datenanalyse zum Zusammenhang zwischen
Stresshormonhaushalt und rs1545843-Risikogenotyp

9.1.1 MARS-Projekt

Tab. 9.1: Test auf signifikante Kovariaten fiir Cortisol-Messungen:

Tests der Zwischensubjekteffekte

Quelle Quadratsumme vom | df Mittel der Quadrate |F Sig.
Typ Il
Konstanter Term 38193,409 1 38193,409 2,971 ,086
Alter 356,135 1 356,135 ,028 ,868
Geschlecht 56613,471 1 56613,471 4,404 ,037
bmi_00 59205,437 1 59205,437 4,606 ,033
HMD17_00 17715,629 1 17715,629 1,378 ,242
Vorepi 97428,194 1 97428,194 7,579 ,006
Genotyp