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1 Einleitung

1.1 Fruhkindliche Traumata

Frihkindliche Traumata (Early Life Adversities [ELA] und Early Life Stress [ELS])
und die daraus folgenden Konsequenzen sind ein grofRes Problem des
offentlichen Gesundheits- und Sozialsystems, verbunden mit hohen
gesellschaftlichen Kosten (1, 2). Die daraus resultierenden negativen Effekte
beeinflussen die Betroffenen nicht nur unmittelbar nach Erleben des Traumas,
sondern persistieren bis ins Erwachsenenalter (1, 3) und erhéhen das Risiko fur
eine Reihe von physischen und psychischen Erkrankungen. Dies betrifft
insbesondere die Angst- und affektiven Stérungen, zu denen auch die Major
Depressive Disorder (MDD), die schwere Depression gehort (4).

Die zuverlassige Aufzeichnung von Pravalenzraten von Traumata in der Kindheit
gestaltet sich schwierig. Dies ist mitunter begrindet in uneinheitlichen
Erfassungssystemen (1, 2). Kindliche Traumatisierung ist jedoch ein weit
verbreitetes Phanomen. In retrospektiven Befragungen von reprasentativen
Stichproben in Landern mit hohem Einkommen erlitten im Schnitt circa 30 bis
35% der erwachsenen Bevolkerungen ein frihkindliches Trauma (1, 2, 5, 6). Oft
zeigt sich eine grol3e Diskrepanz zwischen den von Kinderschutzbehérden
angegebenen niedrigeren Pravalenzraten und deutlich hoheren Raten aus

retrospektiven Befragungen von reprasentativen Stichproben (1).

Der Begriff ,Trauma“ umfasst nach dem Diagnostischem und Statistischem
Manual Psychischer Stérungen V (DSM-V) ein breites Spektrum an Erlebnissen
oder der Beobachtung von Ereignissen, die auf unterschiedliche Weise mit dem
Tod, der Androhung des Todes, schweren Leids, einer schweren Verletzung oder
einer Bedrohung der korperlichen Unversehrtheit von einem selbst oder einer
anderen Person und dem Erleben von Angst, Hilflosigkeit und Entsetzen

einhergehen (7).
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Early Life Stress oder Early Life Adversities beinhalten ein breites Spektrum von
schon frih im Leben erlebter traumatischer Ereignisse, beginnend mit pranatalen
Stressfaktoren, die die Entwicklung des Kindes in Utero beeinflussen kdnnen (8,
9), bis hin zu traumatischen Erlebnissen in der Kindheit und Adoleszenz (10-14).
In der vorliegenden Studie sind vor allem traumatische Erlebnisse in der Kindheit
bis zum Abschluss der Adoleszenz von Bedeutung, wie zum Beispiel
korperlicher, seelischer und sexueller Missbrauch, Gewalt, Verlust der Eltern
oder korperliche oder emotionale Vernachlassigung (10-14). Zur Vereinfachung

wird in die folgenden flinf Kategorien eingeteilt:

1. Sexueller Missbrauch: Sexueller Missbrauch beschreibt jegliche Art sexueller
Handlungen mit einem Kind. Das Kind ist aufgrund seiner
entwicklungstechnischen  Unterlegenheit unfahig Zustimmung oder
Ablehnung zu erteilen oder die Handlungen zu verstehen. Als Tater kommen
jegliche Personen in Frage, die in einem Art Machtverhaltnis gegenuber dem
Kind stehen, das heil3t Tater kbnnen erwachsene Manner oder Frauen, sowie
andere Kinder und Jugendliche sein. Der Tater nutzt dabei seine
Machtposition und beutet die Verletzlichkeit des Kindes aus (15).

2. Korperlicher Missbrauch: Unter kdrperlichem Missbrauch werden alle
korperlichen Ubergriffe, die in einer Verletzung der Gesundheit, Entwicklung
oder Wirde des Kindes resultieren oder resultieren konnten,
zusammengefasst.

3. Emotionaler Missbrauch: Emotionaler Missbrauch sind nicht-physische
Angriffe auf den Selbstwert oder das Wohlbefinden eines Kindes, sowie
erniedrigendes, bedrohliches oder beschdmendes Verhalten gegentber dem
Kind.

4. Korperliche Vernachlassigung: Die korperliche Vernachlassigung beschreibt
das Versagen der Eltern, eines Elternteils, des Erziehungsberechtigten oder
einer anderen fur das Kind verantwortlichen Person die physischen
Grundbedirfnisse des Kindes, wie Nahrung, Obdach und Schutz zu

gewabhrleisten.
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5. Emotionale Vernachlassigung: Emotionale Vernachlassigung beschreibt
erganzend dazu das Versagen die psychischen Grundbedirfnisse des

Kindes, wie Liebe, Zuneigung, Gesundheit und Unterstitzung zu sichern.

Nicht aufgefuhrt in der oben genannten kategorischen Einteilung frihkindlicher
Traumata ist der Verlust eines Elternteils oder eines Elternteilersatzes durch Tod,
Trennung oder Scheidung der Eltern, das Verlassen werden durch die Eltern
oder psychiatrische Erkrankungen der Eltern. Aber auch diese Faktoren
frhkindlicher Traumatisierung sind mit gravierenden Auswirkungen auf mitunter
die psychische Gesundheit bis ins Erwachsenenalter assoziiert. So erhoht
beispielsweise der Verlust eines Elternteils in der Kindheit durch Tod oder
dauerhafte Trennung von den Eltern die Wahrscheinlichkeit im Erwachsenenalter
an einer Depression, Bipolaren Stérung oder an Schizophrenie zu erkranken (16,
17). Somit ist auch der Verlust eines Elternteils in der Kindheit ein wichtiger
Faktor frihkindlicher Traumatisierung.

Der Begriff Early Life Stress (ELS) oder Early Life Adversities (ELA) bezeichnet
wie oben genannt nicht nur die aufgeflhrten traumatischen Erlebnisse in der
Kindheit und Adoleszenz, sondern auch pranatale Stressfaktoren, die die
Entwicklung des Kindes nachhaltig beeinflussen. Dazu gehéren belastende
Lebensereignisse, Krankheit und Drogenabhangigkeit der werdenden Mutter
oder Umweltfaktoren, mit negativen Auswirkungen auf die Gesundheit der
Mutter. So fiuhren beispielsweise Depressionen und Stress wahrend der
Schwangerschaft zu Defiziten der frihen Gehirnentwicklung des Fotus mit
dauerhaften Veranderungen der neuroendokrinen Funktionen resultierend in
einer beeintrachtigten neurologischen, kognitiven und motorischen Entwicklung
des Kindes, sowie zu einer Uberempfindlichkeit gegeniiber Stress (9). Auch
Mangelernahrung wahrend der Schwangerschaft hat gravierende Auswirkungen
auf das heranwachsende Kind und fuhrt spater zu einem erhdhten Risiko des
Kindes selbst an Schizophrenie oder Depressionen, Koronarer Herzkrankheit

oder an Diabetes Mellitus Typ 2 zu erkranken (8).

Zahlreiche Studien belegen, dass ELA, einschlieB3lich der oben genannten

traumatischen Erlebnisse wie sexuelle, korperliche und emotionale
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Misshandlung, korperliche und emotionale Vernachléassigung oder Verlust eines
Elternteils, das Risiko im spéateren Leben psychische oder physische Krankheiten
zu entwickeln deutlich erh6hen (1, 18-20).

Korperlicher Missbrauch in der Kindheit ist mit einem erhdhten Risiko fir
Gastrointestinale Ulzera, Rheumatoide Arthritis und Lungenerkrankungen, wie
Asthma bronchiale oder Bronchitis assoziiert. Sexueller Missbrauch im
Kindesalter ist mit einem erhdhten Risiko fur Herzerkrankungen verbunden und
Vernachlassigung in der Kindheit steigert das Risiko im spateren Leben an
Diabetes Mellitus und anderen Autoimmunerkrankungen, wie Lupus zu
erkranken (21). Auch leiden durch ELA traumatisierte Erwachsene haufiger an
altersbedingten Krankheiten, unabhangig von familidrer Pradisposition oder
personlichem gesundheitlichem Risikoverhalten. Betroffene weisen gehéauft hohe
Entzindungswerte, gemessen am hs-CRP und gehéauft metabolische
Risikofaktoren, wie unter anderem Adipositas, arterielle Hypertonie, ein hohes
Gesamtcholesterin  oder ein erniedrigtes HDL-Cholesterin auf. Diese
anhaltenden emotionale, immunologischen und metabolischen Abweichungen,

tragen zur Erklarung des Risikos fir altersbedingte Krankheiten bei (22).

Frihkindliche Traumata bedingen vor allem auch ein erhdhtes Risiko an
psychischen Krankheiten (23), die umgekehrt ebenfalls mit zahlreichen
negativen korperlichen und sozialen Effekten einhergehen, wie ein geringeres
Einkommen, eine héhere Rate an Scheidungen, Alleinlebenden, Rauchen und
wiederrum gehauft korperliche Erkrankungen (17). Sexueller und koérperlicher
Missbrauch, Gewalt innerhalb der Familie, sowie emotionale und korperliche
Vernachlassigung zeigen unter anderem die signifikantesten Effekte auf das
spatere Auftreten einer psychischen Erkrankung. Es konnten sogar subadditive
Effekte in Bezug auf das Auftreten psychischer Stérungen nachgewiesen
werden, wenn diese Traumata gemeinsam auftreten (24, 25).

Es spielen vor allem Angst- und affektive Stérungen eine besonders grof3e Rolle
(4, 22). Das Risiko nach erlebtem sexuellem Missbrauch an einer Depression zu
erkranken ist dreifach erh6ht im Vergleich zu nicht betroffenen Kontrollen und

das Suizidrisiko ist sogar achtfach erhéht (26). Bei einer von vier Frauen und 24%
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der Manner mit affektiver Stérung, wie der MDD oder auffalligen
psychopathologischen Befunden sind diese bedingt durch das Erleben von
frihkindlichen Traumata (27).

ELA erhdhen nicht nur das Risiko eine psychische Erkrankung zu erleiden, sie
zeigen auch statistisch signifikante Auswirkungen auf die Persistenz und
Chronifizierung einer solchen (24) und verlangern die Dauer depressiver
Episoden (28, 29). Zusatzlich zeigt sich, dass die Wahrscheinlichkeit an einer
Depression zu erkranken auch von Schwere, Haufigkeit und Dauer des
Missbrauchs abhangt. Nehmen diese Faktoren zu, steigt auch die
Wabhrscheinlichkeit der Entwicklung einer Depression (30). Sexueller
Missbrauch, sowie korperliche und emotionale Vernachlassigung fuhren
beispielsweisen schon in jungem Erwachsenenalter und der Adoleszenz zu
vermehrtem Auftreten, friherem Krankheitsbeginn sowie lebenslanger
Persistenz einer MDD (29). Auch der Verlust eines Elternteils fuhrt zu einem
erhbhten Risiko an einer Depression, einer bipolaren Personlichkeitsstorung

oder an einer Schizophrenie zu erkranken (17).

Kinder reagieren besonders empfindlich auf schadliche Einflisse, die das
Depressionsrisiko erhdhen da ELA persistierende  neurobiologische
Auswirkungen auf das sich entwickelnde Gehirn haben (17, 30-32). Dies fuhrt im
Erwachsenenalter zu einem Phanotyp der anfallig fir Stress, Depression und
Angst ist. Auch Kendler et al 2004 zeigen, dass sexueller Missbrauch an
Madchen in der Kindheit die Stresssensitivitdit gegenlber depressiogenen
Faktoren im spateren Leben erhoht. So erkranken die betroffenen Frauen spéter
in belastenden oder fordernden Lebenssituationen gehauft an einer MDD (32).

Als Ursache der erhohten Vulnerabilitdt gegentber psychischen Erkrankungen
wird angenommen, dass ELA Auswirkungen auf verschiedene Systeme des
Korpers haben, die eine chronische Uberaktivierung der Stressreaktivitat
bedingen (30). Dieser Effekt ist sogar unabhéngig von méglichen vorhandenen
klinischen Komorbiditdten (33). In der Stressantwort des Koérpers wird unter
anderem der Zusammenhang zwischen ELA und dem Auftreten vieler der oben

genannten Krankheiten, aber vor allem der MDD vermutet: Es liegt eine
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dauerhafte Veranderung des endogenen Stressregulationssystems und des
Immunsystems des Korpers vor, vermittelt unter anderem durch eine
Uberaktivitat der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (HPA-Achse).
Die HPA-Achse und die zugehorigen hormonellen Schaltkreise stellen das
wichtigste neuroendokrine Stressreaktionssystem von Saugetieren dar. Bei
Exposition gegeniber Stress wird das Corticotropin-Releasing Hormon (CRH)
aus dem Hypothalamus freigesetzt. CRH fihrt  daraufthin @ im
Hypophysenvorderlappen zur Freisetzung von u.a. Adrenocorticotropin (ACTH),
das wiederum die Produktion und Freisetzung in den Blutkreislauf von
Glukokortikoiden aus der Nebennierenrinde stimuliert. Zwei Arten von
Glukokortikoidrezeptoren, der Glukokortikoid- und der
Mineralokortikoidrezeptoren im Hypothalamus, im Hippocampus und in der
Hypophyse vermitteln eine negative Rickkopplung, um die HPA-Stressreaktion
zu regulieren. Der Corticotropin-Releasing-Hormon-Rezeptor 1 (CRH-R1)
vermittelt die Stressreaktion und der Corticotropin-Releasing-Hormon-Rezeptor
2 (CRH-R2) hilft dabei diese abzuschwéchen. Fruhkindliche Traumata und die
MDD gehen mit schwerwiegenden bleibenden Veranderungen der HPA-Achse
einher: Die Aktivitdt des CRH-R1 ist dauerhaft beeintrachtigt und es lasst sich
u.a. eine erhohte Liquorkonzentration von CRH bei depressiven Patienten
nachweisen. Im Vergleich zu nicht traumatisierten Erwachsenen weisen
Traumatisierte eine hohere ACTH- und Cortisol-Antwort auf Stressereignisse auf.
Zusammengenommen fuhren diese Veradnderungen in der CRH-vermittelten
Stressreaktion aufgrund eines frihkindlichen Trauma bei genetisch
pradisponierten Personen zu einer erhdhten Stressempfindlichkeit und einem
erhohten Risiko fur Depressionen (30, 33-36).

Zum anderen bedingen ELA hdhere grundsatzliche Spiegel proinflammatorischer
Zytokine wie IL-6, des CRP oder TNF-a. Dies kann bei Betroffenen zu einer
hoheren Stressanfalligkeit, einem sogenannten proinflammatorischen Phanotyp

und somit Vulnerabilitét gegenitiber depressiogenen Faktoren fuhren (37, 38).

Eine Ursache des Zusammenhangs zwischen frihkindlichen Traumata, also

externen beeinflussbaren Stimuli und verschiedenen stressassoziierten
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psychischen Krankheiten wie der MDD sind mdglicherweise epigenetische
Modifikationen: Die Grundlage der vorliegenden Studie (39-41). Epigenetische
Modifikationen sind ein Mechanismus, durch den Umwelteinflisse zu
Verdanderungen der Genexpression fiihren konnen, wovon manche
langanhaltend sind. Man glaubt, die Empfindlichkeit des Einzelnen gegentber
Stressereignissen ist teilweise von seinem Genotyp abhangig (4). Die Epigenetik
in Kombination mit der genetischen Ausstattung eines Individuums konnte so die
Ubersetzung von psychischen Stressfaktoren in langanhaltende biologische
Veranderungen bieten (39). Die genauen Mechanismen der Epigenetik und die
bisher bekannten Zusammenhéange zwischen ELA, psychischen Krankheiten

und epigenetischen Veranderungen werden in Kapitel 1.3 beschrieben.

1.2 Schwere Depression (Major Depressive Disorder)

Depressive Storungen gehéren nicht nur zu den haufigsten Erkrankungen mit
einer Lebenszeitpravalenz von 16-20% (42), sie gehdren auch zu den
Erkrankungen, die in einkommensstarken Landern das beschwerdefreie und
normale Leben der Betroffenen am starksten einschranken. Dies wird gemessen
an ,Years lost due to Disability (YLD)" als Mal} der Belastung durch das Leben
mit der Krankheit und an den ,Disability adjusted life years (DALYs)“ die
zusatzlich zu den YLD noch verlorene Lebensjahre durch friihzeitigen Tod
miteinbeziehen (43, 44). Auch die wirtschaftliche Belastung durch Patienten mit
einer MDD st erheblich. Grund sind zum einen die Inanspruchnahme
medizinischer Dienstleistungen wie z.B. stationdre Aufenthalte, Arztbesuche
oder Rehabilitationsmalinahmen und zum anderen Ausfalle am Arbeitsplatz (45-
47). Allein in Deutschland verursachen depressive Stérungen 8717 Mio. Euro der
jahrlichen direkten Krankheitskosten (48). Die hohen Kosten sind nicht
ausschlief3lich durch die MDD bedingt, sondern in den meisten Fallen zuséatzlich
verursacht durch verschiedene Komorbiditaten einhergehend mit einer MDD (45,
46). Die haufigsten Komorbiditaten depressiver Storungen sind andere
psychische  Erkrankungen, wie Angst- und Panikstdrungen oder

Suchterkrankungen, aber auch Essstérungen, Zwangsstérungen oder
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Personlichkeitsstorungen werden héufig im Zusammenhang mit einer MDD
beobachtet (42, 49-51). Lebenszeitpravalenzen unter Patienten mit einer MDD
fur beispielsweise Angststérungen liegen bei bis zu 37,7%, fur
Suchterkrankungen bei bis zu 57,9% und fur Personlichkeitsstérungen bei bis zu
31,9% (52). Zudem sind zahlreiche Wechselwirkungen zwischen kardialen,
vaskularen oder onkologischen somatischen Erkrankungen, wie z.B. Diabetes
Mellitus, koronarer Herzkrankheit oder Parkinson und depressiven Stérungen
bekannt (42, 53, 54). Zum einen treten Depressionen gehauft aufgrund der
psychischen Belastung dieser somatischen Erkrankungen auf und zum anderen
fordern Depressionen das Auftreten ebensolcher und wirken gleichzeitig als
negativer Pradiktor fur Mortalitat und Krankheitsverlauf (49).

Depressive Stérungen gehoren zu der Gruppe der affektiven psychischen
Stérungen, gekennzeichnet durch eine Anderung der Affektivitat hin zu
gedruckter Stimmung. Innerhalb der Gruppe der depressiven Stérungen gibt es
zahlreiche Formen angefangen mit der Dysthymia, einer leichten depressiven
Verstimmung bis hin zu rezidivierenden depressiven Episoden auch Major
Depressive Disorder (MDD) (49). Nach dem ICD-10, ein von der WHO
herausgegebenes Klassifikationssystem fur medizinische Diagnosen, sind die
Hauptsymptome depressiver Episoden gedrickte, depressive Stimmung,
Interessensverlust und Freudlosigkeit sowie eine Verminderung des Antriebs mit
erhohter ErmUdbarkeit, haufig verbunden mit einer starken Einschrankung der
Aktivitat. Zusatzlich auftreten konnen verminderte Konzentration und
Aufmerksamkeit, vermindertes Selbstwertgefiihl und  Selbstvertrauen,
Schuldgefiihle und Gefuhle von Wertlosigkeit, Schlafstérungen, suizidale
Gedanken, Handlungen oder Selbstverletzungen. Weiterhin werden haufig
sogenannte ,somatische® Symptome wie Friherwachen oder ein morgendliches
Tief, deutliche psychomotorische Hemmung, Agitiertheit, verminderter Appetit,
Gewichtsverlust oder Libidoverlust beobachtet. Entscheidend fur die Diagnose
einer depressiven Episode ist das Vorhandensein von mindestens zwei
Symptomen Uber einen Zeitraum von zwei Wochen. Weiterhin wird je nach
Anzahl, Schwere der vorhandenen Symptome und Einschrdnkung der

Alltagsaktivitditen zwischen einer leichten, mittelgradigen oder schweren
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depressiven Episode unterschieden. Bestehen bei einer schweren depressiven
Episode zusatzlich ausgepragte, den Alltag einschrankende psychotische
Symptome wie Halluzinationen, Wahnideen, psychomotorische Hemmung oder
Stupor wird von einer schweren depressiven Episode mit psychotischen
Symptomen gesprochen. Diese konnen so weit reichend sein, dass
Lebensgefahr durch Suizid oder unzureichende FlUssigkeits- oder
Nahrungsaufnahme fur den Patienten besteht. Auch bei Depressionen ohne
psychotische Anteile sind Suizide haufig. Bei circa 30% der durch Suizid
bedingten Tode liegt eine affektive Stérung vor, zu der auch die MDD gehort (55).
Bei mindestens einmaliger Wiederholung ebensolcher depressiver Episoden in
der Vorgeschichte des Patienten wird von rezidivierenden depressiven Episoden
unterschiedlichen Schweregrades gesprochen (49, 56). Der ICD-10 klassifiziert
noch zahlreiche weitere Formen depressiver Storungen, wie beispielsweise die
Dysthymia, als anhaltende depressive Verstimmung oder beispielsweise
depressive Verhaltensstérungen im Wochenbett (56). Nach dem weltweit
angewandten diagnostischen und statistischen Manual psychischer Stérungen-
V (DSM-V) mussen zur Diagnosestellung einer depressiven Episode mindestens
funf der im DSM-V aufgefihrten Symptome an fast jedem Tag wahrend
derselben zweiwdchigen Periode bestehen. Die aufgefihrten Symptome
stimmen annéhrend mit dem ICD-10 dberein. Analog zum ICD-10 wird nach
einmaligen oder wiederkehrenden Episoden mit unterschiedlichem Schweregrad
unterschieden. Auch das DSM-V bietet weitere Kategorien zur zusatzlichen
Einteilung depressiver Stérungen, wie zusatzlich vorhandene angstliche,

manische oder psychotische Symptome oder peripartalem Beginn (57).
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Tabelle 1: Einteilung und Diagnosekriterien depressiver Episoden nach dem ICD-10 (42,

56
Schweregrad nach ICD-10 Diagnosekriterien
Leichte depressive Episode e 2 Hauptsymptome und 2

Zusatzsymptome
e Fortsetzen alltaglicher Aktivitaten

maoglich

Mittelgradige depressive Episode e 2 Hauptsymptome und 2-4
Zusatzsymptome
e Fortsetzen alltaglicher Aktivitaten

nur sehr schwierig moglich

Schwere depressive Episode e 3 Hauptsymptome und min. 4
Zusatzsymptome

e Verlust des Selbstwertgefinhls,

Schuldgefiihle und
Suizidgedanken und -handlungen
typisch

e Meist mit somatischen
Symptomen

Rezidivraten depressiver Storungen sind hoch und die Wahrscheinlichkeit erneut
zu erkranken liegt bei ca. 50% und steigt mit der Anzahl der bereits
durchgemachten depressiven Episoden. Nach der dritten Episode erleiden ca.
90% der Patienten ein Rezidiv (42, 49). Depressive Storungen treten familiar
gehauft auf, mit einer Konkordanzraten bei eineiigen Zwillingen von bis zu 50%
(42).

Die Pathogenese depressiver Stoérungen kann nicht abschlieRend geklart
werden. Angenommen wird ein multifaktorielles Zusammenspiel zwischen
biologischen Faktoren (wie genetische Veranlagung, Gleichgewichtsstérungen
von neuronalen Transmittern, erhohte Stressanféalligkeit oder strukturelle
Gehirnveranderungen) und umweltbedingten Faktoren (wie traumatische

Erlebnisse und die Fahigkeit diese zu bewaéltigen oder hormonelle Faktoren) (42).
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Die genetische Disposition an einer MDD zu erkranken kann 40% bis 50%
betragen (58). Einzelne MDD verursachende Gene konnten bisher nicht
identifiziert werden, vielmehr ist die MDD eine polygene Erkrankung, die durch
Veranderungen auf verschiedenen Genen mit verursacht wird (59). Diese
genetischen Veranderungen kdnnen als genetische Risikofaktoren fungieren, die
Im Zusammenspiel mit umweltbedingten externen Faktoren das Auftreten einer
MDD begunstigen oder abschwachen (60). Die Pathogenese der MDD ist also
ein Zusammenwirken zwischen der variablen Verletzlichkeit des Individuums
basierend auf genetischer Pradisposition mit umweltbedingten Einflussfaktoren,
die einerseits die Erkrankung begunstigen kénnen und andererseits protektiv
wirken kénnen.

Umweltbedingte Einflussfaktoren und Risiken beinhalten vor allem das familiare
und soziale Umfeld, aber auch religiose, moralische, arbeitsplatz- oder
ausbildungsbezogene Aspekte, die Auswirkungen auf das einzelne Individuum
haben. Wichtige negative umweltbedingte Einflussfaktoren stellen die oben
genannten frihkindlichen Traumata dar. Bei genetisch anfalligen Personen
erhoht die Exposition gegentuber frihem Stress, insbesondere wéahrend
neurobiologisch anfalliger Entwicklungsphasen die Wahrscheinlichkeit einer
Depression. Auf der anderen Seite kann beispielsweise familiare Unterstitzung
die Folgen von sexuellem und emotionalem Missbrauch in der Familie
abschwéachen. Eine MDD ist somit haufig die Folge genetischer Veranlagung,
friher kindlicher Traumata und kurzlicher Stressereignisse, wie z.B. finanzielle
Probleme, Scheidung, schwere Krankheit oder Schwierigkeiten am Arbeitsplatz
(32).

Diese sogenannte Gen-Umwelt-Interaktionen beinhalten verschiedene
Mechanismen: Dazu gehodren Variationen der Erblichkeit je nach
Umweltbedingungen, Gen-Umwelt Korrelationen und Wechselwirkungen
zwischen spezifischen identifizierten Genen und spezifischen umweltbedingten
Risiken. Ebenfalls dazu zahlen epigenetische Modifikationen, als Mechanismus
durch den Umwelteinflisse zu bleibenden Veranderungen der Genexpression

fuhren koénnen. Aufgrund der besonderen Relevanz fir die vorliegende Studie
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werden epigenetische Modifikationen im Zusammenhang mit ELA und der MDD

in Kapitel 1.3 gesondert vorgestellt.

Die Auswirkungen von diesen externen umweltbedingten Einflissen hangen von
der individuellen genetischen Ausstattung ab. In genomweiten Analysen (GWAS)
konnten einige mit einer MDD assoziierte Gen-Loci und SNPs identifiziert werden
(39, 60-64). Dazu gehoren beispielsweise die genetischen Polymorphismen des
Serotonin-Transporter-Gens (SLC6A4), des CRH-Rezeptors, des FK506-
Bindungsproteins 5 (FKBP5) und der Gene des Brainderived Neurotrophic Factor
(BDNF), sowie die Gen-Loci HOMER1 und Microorchidia 1 (MORC1), einem
CW-Typ Zink Finger Protein.

Bei einigen Gen-Loci dieser SNPs konnte bereits in Tierexperimenten und auch
beim Menschen ein Zusammenhang zur MDD und zu dem Erleben frihkindlicher
Traumata als wichtiger umweltbedingter Einflussfaktor geschaffen werden. Auch
iIm Zusammenhang mit dem Erleben von Stress konnten durch genomweite
Screenings verschiedene Gen-Loci identifiziert werden, die mit dem HPA-Achsen
System in Verbindung stehen und somit mit Depressionen assoziiert sind (65)
oder die in verschiedene Signalwege involviert sind, wie der
Entziindungsregulation, der Immunantwort, der Apoptose oder der Transkription
(66, 67). Nach dem Erleben von ELA erhoht die kurze Form der Promotorregion
5HTTLPR des Serotonin-Rezeptorgens SLC6A4 die Anfalligkeit von Kindern,
Jugendlichen und jungen Erwachsenen an einer anhaltenden MDD zu erkranken,
wobei die lange Form eben dieser Promotorregion einen protektiven Faktor
darstellt. Dieser Effekt wird allerdings durch andere Polymorphismen moderiert
und sowohl steigendes Alter als auch Geschlechtsunterschiede spielen
maoglicherweise eine Rolle bei der Interaktion zwischen 5-HTTLPR, ELA und der
MDD. Weiterhin konnte auch in Bezug auf den CRH-H1-Rezeptor eine protektive
Genvariante festgestellt werden. Trager des protektiven CRH-R1-
Polymorphismus weisen eine weniger ausgepragte Uberreaktivitat der HPA-
Achse nach dem Erleben von kérperlichem Missbrauch auf (30). FKBP5 kodiert
fur das Bindungsprotein FKBP51. Dieses greift als Kofaktor in den Signalweg der

Stressantwort ein und verringert durch Bindung an Glukokortikoidrezeptoren im
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ZNS die Empfindlichkeit dieser Rezeptoren fur Cortisol. Unterschiedliche
Varianten des FKBP5-Gens moderieren ebenfalls das Risiko an einer MDD nach
dem Erleben von ELA zu erkranken (39), dartiber hinaus weisen Non-Responder
einer Therapie mit Antidepressiva eine steigende Expression des FKBP51-
Proteins auf. Wohingegen bei Patienten, die gut auf die Therapie ansprachen
eine verminderte Expression beobachtet werden konnte. Dieser Effekt ist
ebenfalls zurickzufihren auf einen SNP des Gens FKBP5 (68).
Zusammengenommen implizieren diese Ergebnisse, dass das FKBP5-Gen
ebenfalls stark in die Pathogenese der stressbedingten Depression eingreift,
wahrscheinlich vermittelt durch Eingreifen in den Glukokortikoid-Rezeptor-
Signalweg und so durch Eingreifen in die Stressantwort des Korpers (39).

Auch Gen-Gen-Interaktionen kdnnen zum Depressionsrisiko beitragen. Bei
frihkindlich traumatisierten Individuen interagiert z.B. der BDNF-Gen
Polymorphismus Val66Met mit der Promotorregion SHTTLPR des Serotonin-
Rezeptorgens SLC6A4 und erhoht bei Tragern des s/sSHTTLPR-Genotyps das
Risiko an einer Depression zu erkranken zusatzlich (30). Auch SNP des CRH-
H1-Rezeptors interagiert mit SHTTLPR bei der Vorhersage einer MDD nach dem
Erleben von ELA (39). Zuletzt zeigen MORC1 und HOMER1 knockout Mause

einen depressionsahnlichen Phanotyp (63, 64).

1.3 Epigenetik

Die Epigenetik umfasst verschiedene stabile Mechanismen funktioneller
Veranderungen in der Genregulation ohne Veranderung der zugrundeliegenden
DNA-Sequenz. Epigenetische Veranderungen beeinflussen die Gentranskription
und somit Genexpression und verandern dadurch den Phanotyp des Organismus
ohne entsprechende Verdnderungen des Genotyps hervorzurufen. Sie sind
mitotisch und meiotisch vererblich, bleiben Uber die Zellteilung hinaus und
teilweise auch zwischen Generationen erhalten (69-72). Folgende Mechanismen
gehdren unter anderem zu diesen Verdnderungen: posttranslationale
Histonmodifikationen, die Aktivitat von nichtcodierenden RNAs, DNA-

Methylierung und Hydroxymethylierung (70, 72-74).
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Aufgrund der Relevanz fur die vorliegende Studie wird im Folgenden genauer auf
den Prozess der DNA-Methylierung, die funktionelle Bedeutung dieser, sowie
den bisher bekannten Zusammenhang zwischen epigenetischen
Veréanderungen, frihkindlichen Traumata und der MDD eingegangen.

Von allen epigenetischen Mechanismen sind DNA-Methylierungen mitunter am
besten erforscht und man glaubt somit, dass sie ausschlaggebende
Auswirkungen auf die Regulation der Genexpression (75) haben. Die DNA-
Methylierung ist ein aktiver, anpassungsfahiger und beeinflussbarer Vorgang,
der in vulnerablen Phasen pra- und sogar postnatal die Adaptation des Genoms
auf Umweltanforderungen darstellt (72, 76, 77).

In eukaryotischen Zellen wird eine Methylgruppe (CHs) des S-Adenosin-
Methionins (SAM) zu dem Kohlenstoffatom an Position 5 des Cytosin-
Pyrimidinrings addiert. Es entsteht ein 5-Methylcytosin (5-mC). Diese Reaktion
wird durch DNA-Methyltransferase-Enzyme (DNMT1, DNMT3A und DNMT3B)
katalysiert und findet vor allem an sogenannten CpG-Sites statt:
Nukleotidsequenzen, bei denen ein Guanin auf ein Cytosin folgt. Sie befinden
sich hauptsachlich in sogenannten CpG-Islands: Abschnitte des DNA-Stranges
mit einem hohen Gehalt an Cytosin und Guanin. Diese sind im Gesamtbild des
Genoms unterreprasentiert, kommen jedoch gehauft in Promotorregionen vor
(70, 72, 78-80). 56% davon Uberlappen dort Startpunkte der Transkription und
haben potentielle regulative Funktionen (81). In Promotorregionen fihren hhere
DNA-Methylierungen funktionell meist zu verminderter Gen-Transkription, bzw.
zu ,Gene-Silencing®, also zu einer verminderten Genexpression oder sogar zu
einem Abschalten des entsprechenden Gens (72), (82). Aufgrund der
chemischen Modifikation der DNA kdnnen Transkriptionsfaktoren nicht mehr
binden, gleichzeitig werden Proteine die an Methylgruppen binden (z.B. Methyl-
CpG-Binding-Protein 2 (MeCP2) angezogen und fungieren als zusatzliche
Repressoren der Transkription (72, 78, 80, 83-85). DNA-Methylierungen im
,Gene Body*, also innerhalb von Introns und Exons, fihren meist wiederrum zum

gegenteiligen Effekt: der Hochregulierung der Genexpression (80, 86).
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Epigenetische Verédnderungen eignen sich ideal fur die Untersuchung von
Umweltfaktoren, die potentiell Einfluss auf die Entstehung von Krankheiten
haben kdnnten, da sie erstens der Regulierung interner und externer Stimuli
unterliegen und zweitens zumindest teilweise in peripheren Zellen, wie
beispielsweise in Blutzellen nachweisbar sind (76). Zu den oben genannten
Stimuli gehdren, neben Geschlecht, Alter und vor allem genetischen Variationen
auch extern beeinflussbare Faktoren, wie Essverhalten, Rauchen,
Drogenabusus oder sogar psychosoziale Einflisse (87-89). Einige Studien
deuten darauf hin, dass epigenetische Modifikationen das Bindeglied zwischen
externen beinflussbaren Stimuli, wie das Erleben von frihkindlichen Traumata
und verschiedenen stressassoziierten psychischen Krankheiten, zu denen auch
die MDD gehort, sein kdnnten (39, 40). Epigenetische Mechanismen spielen eine
entscheidende Rolle in der Verknupfung von Umwelteinflissen mit der Biologie

des Menschen.

Zahlreiche vorangegangene Studien konnten nicht nur eine Verbindung
zwischen verschiedenen DNA-Methylierungsmustern und dem Erkranken an
einer MDD zeigen (90), sondern auch zahlreiche Gene identifizieren, die
aufgrund frihkindlicher Traumata verschieden methyliert sind (40, 62, 91, 92).
Zum Teil beeinflussen diese Gene die Regulation des Stresshormonsystems des
Korpers und sind so in der pathophysiologischen Entwicklung affektiver
Storungen involviert (93-95). Die Gene beeinflussen beispielweise die neuronale
Plastizitat und Konnektivitat (z.B. Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) oder
die Regulation von Neurotransmitter Signalwegen (z.B. den Serotonin Rezeptor
5-HT, Serotonin Transporter SCL6A4, 5-HHT; Catechol-o-methyltransferase
COMT,; Glukokortikoid-Rezeptor NR3C1; Bindungsprotein FKBP5). ELA und
familiar auftretende MDD, hohe Stressanfalligkeit und auffallige weitere
psychopathologische Befunde sind so beispielsweise mit einer hoheren
prozentualen Methylierung der SLC6A4-Promotorregion assoziiert (92). Das
Glukokortikoid-Rezeptor-Gen NR3C1 ist ein wichtiger Bestandteil der
Stressregulationssystems des Korpers, der HPA-Achse. Ein Link zwischen der

lebenslang veranderte Stressreaktion bei Mensch und Tier nach dem Erleben
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von frihkindlichen Traumata sind mdglicherweise neben verminderten Leveln
der Glukokortikoid-Rezeptor NR3C1 mRNA (bei Ratten des homologen
Glukokortikoid-Rezeptors 17GR) ebenfalls Methylierungsunterschiede des
Glukokortikoid-Rezeptorgens NRC3C1: Zum einen innerhalb der NRC3C1
Promotorregion, zum anderen fernab von Promotorregionen dieses Gens. So
war die Expression der Glukokortikoid-Rezeptoren, vermittelt durch die
unterschiedliche Methylierung bei Selbstmordopfern mit Kindesmissbrauch
signifikant niedriger als bei Selbstmordopfern ohne Missbrauch in der Kindheit.
Auch korreliert die Schwere von sexuellem Missbrauch in der Kindheit und die
Anzahl der Misshandlungen positiv mit der NR3C1-Methylierung (96-99).
Bestimmte Risikovarianten des FKBP5-Gens erhthen das Risiko fir die
Entwicklung stressbedingter psychiatrischer Stérungen im Erwachsenenalter in
Abhéngigkeit vom Erleben frihkindlicher Traumata durch allelspezifische DNA-
Demethylierung. Diese Demethylierung ist mit einer erhdhten stressbedingten
Gentranskription  verbunden und somit mit einer Aktivierung von
Glukokortikoidrezeptoren und fuhrt so zu einer langfristigen Dysregulation des
Stresshormonsystems (100).

Mittlerweile konnten in Genomweiten Methylierungsanalysen auch zahlreiche
Gene identifiziert werden die unabhangig von der Stressantwort des Korpers
unterschiedliche Methylierungsmuster nach dem Erleben frihkindlicher
Traumata aufweisen und fernab von Gen-Loci liegen die bisher mit der MDD in
Verbindung gebracht wurden (93, 101, 102). ALS2 ist beispielsweise ein Gen,
dass vor allem in zentralnervosen Motorneuronen exprimiert wird und so an der
zellularen und neuronalen Plastizitat beteiligt ist. Es kodiert fur das Protein Alsin,
das GTPasen aktiviert. Suizidopfer mit frihkindlicher Traumatisierung zeigen
eine  vermehrte ALS2 Methylierung und so eine verminderte
Promotortranskriptionsaktivitéat, die mit einer verminderte ALS2 Expression im
Hippocampus verbunden ist (102). Ein weiteres Beispiel ist das Gen PM20D1.
Es kodiert fir das Enzym Peptidase M20 Domain Containing 1, ein Enzym, dass
die Biosynthese von Aminosauren katalysiert (103). Die Hypermethylierung von

PM20D1 konnte ebenfalls in Verbindung mit kindlichem Missbrauch gebracht

27



werden. Zusatzlich besteht eine Assoziation zu Adipositas im spateren Leben
(101).

Die Grundlage der vorliegenden Studie, das von Nieratschker et al. (2014) (62)
identifizierte Gen Microorchidia 1 (MORCL1), ist innerhalb der Promotorregion in
drei verschiedenen Spezies (Rhesusaffe, Ratte und Mensch), in verschiedenen
Gewebearten (CD34+ und CD3+ T-Blutzellen, Gewebe aus dem Prafrontalen
Cortex, Zellen aus Nabelschnurblut) und zu verschiedenen Zeitpunkten (Geburt,
Kindheit/Adoleszenz, Erwachsenenleben) im Zusammenhang mit dem Erleben
von frahkindlichen Traumata hypomethyliert. MORCL1 ist dadurch das erste
identifizierte Gen, dass in Antwort auf ELA sowohl in Progenitorblutzellen bei
Geburt als auch im adulten Gehirn verschieden methyliert ist. Dies suggeriert,
dass einmal etablierte epigenetische Veradnderungen von MORC1 von der
Geburt bis ins Erwachsenleben persistieren. Allerdings wurde die Persistenz der
epigenetischen Veranderungen von MORC1 assoziiert mit dem Erleben von ELA
nur bei Tieren untersucht. Zusatzlich konnten Nieratschker et al. (2014), durch
eine weiterfuhrende Analyse mit Daten einer vorangehenden genomweiten MDD
Assoziationsstudie einen signifikanten Zusammenhang des Gens MORC1 mit
einer MDD zeigen (62).

MORC1 ist ein CW-Typ Zink Finger Protein und ist sowohl bei Pflanzen, Tieren
und Menschen involviert in epigenetischen Mechanismen, wie dem ,Gene
Silencing”® wund spielt bei Pflanzen ebenfalls eine Rolle in der
Heterochromatinkondensation (104-106). MORC1 mRNA wird in fast jedem
menschlichen somatischem Gewebe exprimiert unter anderem im mannlichen
Hoden und spielt eine Rolle in der Spermatogenese (107-109). Vorangegangene
Genomweite Analysen entdeckten eine Assoziation der MORC Familie mit dem
spateren Auftreten einer MDD, sowie weiteren neuropsychiatrischen Krankheiten
(61, 62, 109, 110). Diese Assoziation zwischen depressiven Symptomen und der
spezifischen Methylierung der Promotorregion von MORC1 konnte auch in Zellen
der Wangenschleimhaut beim Menschen gezeigt werden (111). Aul3erdem

zeigen MORC1 Knockout Mause einen depressionsahnlichen Phanotyp (63).
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Im Rahmen dieser Studie soll durch die Beantwortung im folgenden Kapitel
beschriebener Fragestellungen an die genannten Entdeckungen angeschlossen

werden.

1.4 Studiendesign

Bisher wurde die Persistenz der epigenetischen Veranderungen von der Geburt
bis ins Erwachsenenalter von MORC1 assoziiert mit dem Erleben von ELA nur
bei Tieren untersucht. Nun stellt sich die Frage, ob das Gen MORC1 auch beim
psychisch gesunden erwachsenen Menschen im Zusammenhang mit dem
Erleben von ELA unterschiedlich methyliert ist. Daraus ergibt sich das priméare
Ziel dieser Studie: Epigenetische Modifikationen von drei CpG-Sites
(Chr3.108838388, Chr3.108838285 und Chr3.108838104, hgl9) innerhalb der
Promotorregion des Gens MORC1 im Zusammenhang mit dem Erleben
frihkindlicher Traumata mittels peripherer Vollblutproben an gesunden
menschlichen Probanden zu replizieren.

Von den zuvor aufgefihrten ELA lag der Fokus in der vorliegenden Studie
ausschlie3lich auf postnatalen, in der frihen Kindheit bis Jugend erlebten
Stressfaktoren: Sexueller, korperlicher und emotionaler Missbrauch, kérperliche
und emotionale Vernachlassigung, wie beispielsweise der Mangel an elterlicher
Fursorge sowie der Verlust eines Elternteils. Dies hat zum einen praktische
Grunde: Die Studie wurde an einer Kohorte erwachsener Probanden
durchgefihrt, somit ist es kaum moglich pranatale Stressfaktoren zuverlassig und
valide zu erheben, wohingegen postnatale Stressfaktoren mittels
Selbstbeurteilungsfragebdgen erfasst werden kdénnen. Zum anderen gehdren
insbesondere die genannten postnatalen Stressoren zu den starksten
Risikofaktoren spéter an einer Depression zu erkranken (26, 34). Des Weiteren
wurde die differentielle DNA-Promotormethylierung des Gens MORCI1, die
Grundlage der vorliegenden Studie, bisher im Menschen nur als Folge von
vorgeburtlichem Stress gezeigt (62). Die unterschiedliche Methylierung soll auch

bei erwachsenen ELA-exponierten Menschen nachgewiesen werden.
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Die Auswahl der genannten CpG-Sites erfolgte ebenfalls anhand Nieratschker et
al. (2014) (62): Hier wurden sechs CpG-Sites innerhalb der MORC1
Promotorregion mittels Pyrosequenzierung analysiert (CRCh37 (hg19), Position:
108.838.104-108.383.644). Hiervon wurden fur die vorliegende Studie die drei
oben genannten CpG-Sites ausgewahlt.

Bei der vorliegenden Kohorte handelt es sich ausschlieRlich um gesunde
Erwachsene ohne manifeste klinische Depression und ohne andere manifeste
psychische Erkrankung. Ziel der Untersuchung von gesunden Probanden und
somit subklinischen Phénotypen ist es, einen madglichen Zusammenhang
zwischen vermehrter subklinischer depressiver Symptomatik und spezifischer
Methylierung zu detektieren und aufzukléaren wie sich die epigenetischen
Veranderungen auch bereits in einer gesunden Kohorte manifestieren. Es muss
geklart werden, ob die unterschiedlichen Methylierungsmuster auch an
peripheren menschlichen Vollblutproben gesunder Individuen mittels
Pyrosequenzierung reproduzierbar sind. Das Gen MORC1 konnte somit
maoglicherweise als peripherer Proxymarker fur das Erleben von frihkindlichen
Traumata dienen und gleichzeitig auf Vulnerabilitdt des Kandidaten beziglich
einer Depression hindeuten. Basierend auf diesen Ergebnissen konnten
klinische Screenings entwickelt werden, um Hochrisikopatienten zu identifizieren,
um frih praventive Malinahmen, vor Ausbruch einer MDD, ergreifen zu kénnen.
Zusatzlich sollen moégliche Effekte fruhkindlicher Traumata auf das Empfinden
von Angst, depressiven Symptomen, Stress und auf die Wahrnehmung
alltaglicher psychischer Belastung aufgezeigt werden.

Hierzu wird den Probanden peripher vendses Blut entnommen und die drei CpG-
Sites (Chr3.108838388, Chr3.108838285 und Chr3.108838104, hg19) innerhalb
der Promotorregion von MORC1 werden analysiert. Zusétzlich beantworten die
Probanden eine Reihe von psychometrischen Fragebdgen, um Aufschluss tber
verschiedene weitere Faktoren, wie beispielsweise Stressreaktivitat, die im
Zusammenhang mit frihkindlichen Traumata stehen kdnnte, zu untersuchen.
Das Probandenkollektiv besteht aus zwei Gruppen: Probanden mit erlebten
frihkindlichen Traumata und Kontrollen ohne solche Erfahrungen. Keiner der

Probanden leidet unter einer manifesten klinischen psychischen Erkrankung, alle
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Probanden sind somit psychisch gesund. Beide Gruppen sind bezuglich ihres
Alters, Geschlechts und einiger weiterer Faktoren (z.B. Rauchverhalten), die

Einfluss auf die Epigenetik haben konnten, gleich.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien, Gerate und Hersteller

Materialien und Gerate Hersteller

Agarose

GE Healthcare, Amersham, UK

Borséaure krist.

MERCK KGaA, Darmstadt

Cyanfarbstoff SYBR®Safe DNA-Gel Stain,
lifetechnologies™, Carslbad, CA, USA
(=Invitrogen)

DNA-Ladder Promega, Fitchburg, WI, USA

EDTA Titriplex®, MERCK KGaA, Darmstadt

EDTA-ROhrchen

S-Monovette®, SARSTEDT, Nirnbrecht

Elektrophorese-Kamme

PEQLAB, Darmstadt

Eppendorf- Eppendorf, Hamburg

Reaktionsgefald

Ethanol AnalaR NORMAPUR Ethanol absolute, VWR
Chemicals, Prolab

Falcons BD, Heidelberg

Fluorometer

Qubit® 2.0 Fluorometer, ThermoFisher scientific,
Waltham, MA, USA

Geldokumentation

E-Box, PEQLAB, Darmstadt

Heizblock

RSM-10HS, Phoenix Instruments, Garbsen

IBM® SPSS® Statistics

Version 26, IBM Corp., Armonk, NY, USA

Loading Dye

Blue/Orange 6x Loading Dye, Promega,
Fitchburg, WI, USA

PCR-MasterMix

GoTag-MasterMix, 2x, Promega, Fitchburg, WI,
USA
PyroMark PCR-MasterMix, 2x, QIAGEN, Hilden

PCR-Platte

96 Multiply PCR-Platte, SARSTEDT, Nurnbrecht
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PCR-Tubes 8 strip-reaction tube (0,2ml) + domed caps,
Biometra, Gottingen

RNAse-freies Wasser Promega, Fitchburg, WI, USA

Schttler DPC MicroMix® 5, DPC, Los Angeles, CA, US

Sepharose Beads GE-Healtcare, Amersham, UK

Stromquelle fur Electrophoresis Power Supply EPS 300, GE

Elektrophorese Healthcare, Amersham, UK

Thermocycler peqSTAR 96 Universal Gradient Thermocycler,
PEQLAB, Darmstadt

Tris Trizma®-base, SIGMA-ALDRICH, St.Louis, MO,
USA

Vortexer VortexMixer  neolab®  7-2020, neolab®,
Heidelberg

Waage Mettler PM 4600 DeltaRange®, Mettler Toledo,
Giel3en

Wasserbad GFL®, Burgwedel

Zentrifuge HERAEUS Multifuge 3L-R, Heraeus Holding,
Hanau

2.2 Probandenkollektiv

Das Aktenzeichen des Ethikvotums der Eberhard-Karls-Universitat Tubingen
lautet 431/2014BO2. Das Probandenkollektiv beinhaltet insgesamt 61
erwachsene Probanden. Mogliche Kandidaten wurden mittels 6ffentlichen
Aufrufes Uber den E-Mailverteiler der Eberhard-Karls-Universitat Tabingen
rekrutiert. Die Auswahl und Einteilung der Probanden erfolgte anhand des
Vorhandenseins oder der Abwesenheit frihkindlicher Traumata, ermittelt durch
den CTQ. AulRerdem wurden alle potenziellen Probanden anhand der Kriterien
des Mini International Neuropsychiatric Interviews M.LN.I. auf das
Vorhandensein von psychischen Vorerkrankungen, wie z.B. Angst, Sucht und

Depression (MDD) gescreent und bei Hinweisen auf eben solche aus dem
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Kollektiv ausgeschlossen. Auf die Kriterien des CTQ und des M.I.N.I. wird in
Unterkapitel 2.3.1 und in Unterkapitel 2.2.2 spezifisch eingegangen.

Bei unauffalligem M.I.N.I. erfolgte eine einmalige vendse Blutentnahme mittels
einer Butterfly Kanule. Verwendet wurden EDTA-R6hrchen. Der Chelatbildner
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) verhindert die Blutgerinnung innerhalb des
Roéhrchens.

Anhand von insgesamt acht Fragebogen, der Basisdokumentation in der
Psychotherapie (Psy-BaDo), dem Beck’s Depression Inventory Il (BDI-1I), dem
Beck’s Anxiety Inventory (BAI), der Stress-Reaktivitatsskala (SRS), der
Symptom-Checklist-90-Revised (SCL-90-R), dem Childhood Expierence of Care
and Abuse Questionnaire (CECA.Q) und der Life-Stressor-Checklist-Revised
(LSC-R) wurde ein Eindruck der generellen und aktuellen psychischen
Verfassung der Probanden gewonnen. In diesem Zusammenhang wurden
spezifisch frihkindliche Traumata (ELA) mittels des Childhood Trauma
Questionnaire (CTQ) abgefragt.

2.2.1 Gruppeneinteilung (Gruppe mit ELA und Kontrollgruppe)

Aufgrund der Ergebnisse des CTQ wurden die Probanden in zwei Gruppen
eingeteilt, Probanden mit ELA (ELA=1) und Probanden ohne ELA (ELA=0) als
Kontrollgruppe. Als Grenzwert dient ein Wert grol3er oder gleich 43 Punkten.
Dieser Cut-Off Wert wurde basierend auf zwei deutschen Studien ausgewahlt,
die den CTQ anhand unterschiedlicher Stichproben validieren: Zum einen
handelt es sich um eine bevdlkerungsreprasentative Stichprobe, zum anderen
um eine Stichprobe psychiatrischer Patienten (112, 113). Aus den dort
identifizierten Durchschnittswerten des Gesamtsummenscore wurde ein
Mittelwert gebildet und grundlegend auf diesem Mittelwert der Grenzwert von 43
Punkten fir die Gruppeneinteilung ausgewahlt (siehe Kapitel 2.3.1.).

Insgesamt wurden im Rahmen der Studie 25 Probanden mit einem Score grofer
oder gleich 43 Punkten rekrutiert und somit in die Gruppe der Probanden mit ELA
(ELA=1) eingeschlossen. 36 Teilnehmer erreichten im CTQ einen Score kleiner

als 43 Punkte und wurden somit in die Kontrollgruppe (ELA=0) eingeschlossen.
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2.2.2 Mini International Neuropsychiatric Interview M.I.N.I.

Das Mini International Neuropsychiatric Interview M.LLN.l. ist ein kurzes
strukturiertes diagnostisches Interview (114).

Es erfasst psychiatrische Achse-I-Storungen klassifiziert im Diagnostischen und
Statistischen Manual Psychischer Stérungen IV (DSM-IV) und in der
internationalen Klassifikation der Krankheiten und verwandter
Gesundheitsprobleme 10 (ICD-10). Generell gehéren alle klinischen psychischen
Stérungen und alle anderen relevanten psychischen klinischen Probleme, mit
Ausnahme von Personlichkeitsstorungen und geistigen Behinderungen zu den
Achse-I-Stérungen.

Das Diagnostische und Statistische Manual Psychischer Storungen DSM-1V ist
ein weltweit angewandtes System fur die Klassifikation psychischer Stérungen
und enthalt diagnostische Kriterien fur jede psychische Stérung mit
korrespondierenden ICD-10 Kodierungen (115). Das ICD-10 ist ein von der WHO
herausgegebenes Klassifikationssystem fir medizinische Diagnosen. Unter
Kapitel V: FOO bis F99 sind Psychische und Verhaltensstérungen aufgefihrt
(116).

Die Durchfiihrung des Interviews dauert im Mittel 15 Minuten. Damit ist das
M.L.LN.I. ein geeignetes Instrument, um eine kurze, aber akkurate Einschatzung
der psychischen Verfassung der Probanden durchzufiihren und eventuelle
relevante psychische Vorerkrankungen grob zu erfassen (114).

Im Folgenden werden alle Stérungsbilder aufgefiihrt, die im M.L.N.Il. abgefragt
werden. Erfragt werden affektive Stérungen (Episode einer Major Depression,
Melancholie, Dysthymie, Suizidalitat, Hypomanische Episode); Angststérungen
(Panikstérung, Agoraphobie, Soziale Phobie, Generalisierte Angststorung);
Storungen der Impulskontrolle (Zwangsstorung), dissoziative Stdrungen
(Posttraumatische Belastungsstorung), Stérungen im Zusammenhang mit
psychotropen Substanzen (Alkoholabhangigkeit/-Missbrauch,
Drogenabhangigkeit/-Missbrauch); Schizophrenie und andere psychotische
Stérungen sowie Essstérungen (Anorexia Nervosa, Bulimia Nervosa). Zusatzlich
wird das Bestehen einer antisozialen Persdnlichkeitsstorung abgefragt. Relevant

fur die Stellung einer Diagnose ist ebenfalls der Zeitraum, in dem die Kriterien
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der einzelnen Storungsbilder erfullt sein missen. Dabei handelt es sich immer
um das aktuelle Befinden, sowie je nach Stérungsbild ZeitrAume zwischen den
letzten zwei Wochen bis hin zu den letzten zwei Jahren. Zur besseren Ubersicht
werden die abgefragten Stérungsbilder und die fir die Diagnosestellung
relevanten Zeitraume noch einmal in Tabelle 2 aufgefihrt.

Die meisten Fragen sind vom Interviewer wortlich vorzulesen. Vereinzelte extra
gekennzeichnete Fragen konnen paraphrasiert werden.

Die Fragen sind fast ausschlielich mit Ja oder Nein zu beantworten und
erlauben es so dem M.I.N.I. genau zu folgen und ihn vom Interviewer unabhangig
objektivierbar zu machen (7, 114). Von der Studie ausgeschlossen wurden
Probanden, bei denen im Rahmen des Interviews eine Auffalligkeit festgestellt

werden konnte.
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Tabelle 2: M.L.N.1.: Stérungsbilder und die fur die Diagnosestellung relevanten Zeitraume
in dem die Kriterien des Storungsbild erfillt werden missen.

Storungsbild Zeitraum, in dem die

Kriterien erfillt werden

mussen

Episode einer Major Depression Aktuell (2 Wochen) +
Lifetime

Episode mit melancholischem Anteil Aktuell (2 Wochen)
Dysthymie Aktuell (letzte 2 Jahre)
Suizidalitat Aktuell (letzter Monat)

Aktuell + Lifetime

(Hypo-) manische Episode

Panikstérung Lifetime + im vergangenen

Monat

Agoraphobie Aktuell

Aktuell (letzter Monat)
Aktuell (letzter Monat)
Aktuell (letzter Monat)
Letzte 12 Monate

Soziale Phobie

Zwangsstorung

Posttraumatische Belastungsstorung

Alkoholabhéngigkeit/ -Missbrauch

Letzte 12 Monate

Aktuell + Lifetime

Drogenabhangigkeit/ -Missbrauch

Psychotische Stérungen

Anorexia Nervosa

Aktuell (letzte 3 Monate)

Bulimia Nervosa

Aktuell (letzte 3 Monate)

Generalisierte Angststoérung

Aktuell (letzte 3 Monate)

Antisoziale Personlichkeitsstorung Lifetime

2.2.3 BaDo- Dokumentation der Lebensgewohnheiten

Der BaDo-Fragebogen wurde von der Abteilung ,Molekulare Psychiatrie“ der
Eberhard-Karls-Universitat ~ Tubingen entwickelt und dient  dazu
soziodemographische Eckdaten, sowie die Gesundheits-, Alkohol- und
Rauchanamnese zu erfassen.

Zu den soziodemographischen Eckdaten gehort das Aller, das Geschlecht, die

Nationalitat laut Pass, der hochste Schul- und Berufsabschluss, die derzeitige
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berufliche Situation, die derzeitige Tatigkeit, der derzeitige Familienstand und der
Tag-Nacht-Rhythmus. Bei der Gesundheitsanamnese werden neben
KdrpergréRe und -gewicht verschiedene jemals und in den letzten drei Monaten
diagnostizierte Krankheiten abgefragt, sowie die derzeitige Einnahme von
Medikamenten, Antidepressiva oder Neuroleptika. Aul3erdem wird erfasst, ob der
Proband jemals regelmaRig illegale Drogen oder Benzodiazepine konsumiert
hat.

Bei der Alkohol- und der Rauchanamnese wird erfasst wie haufig und wie viel
konsumiert wird und wann zum ersten Mal konsumiert wurde. Bei der
Alkoholanamnese wird zuséatzlich abgefragt, ob eine Abhangigkeit besteht und
bei der Rauchanamnese wird zusatzlich erfasst, ob Bezugspersonen in der
Kindheit geraucht haben.

Es wurde versucht die beiden Gruppen anhand dieser Daten weitestgehend
bezlglich der Faktoren Alter, Geschlecht, Rauch- und Trinkverhalten zu paaren.
In der vorliegenden Studie wurde das Rauch- und Trinkverhalten der Probanden
folgendermal3en ausgewertet. Nichtraucher und Probanden die seltener als
einmal pro Woche Zigaretten konsumieren werden als Nichtraucher gewertet,
jede andere angegebene Haufigkeit (1-4x pro Woche; 1-2x taglich; 3x taglich
oder haufiger) fiel in die Gruppe der Raucher. Probanden die nie oder seltener
als einmal monatlich Alkohol trinken wurden in die Gruppe der ,Lkein
Alkoholkonsum® eingeschlossen und jede andere angegebene Haufigkeit (1-4x
pro Woche; 1-2x monatlich; 3x pro Woche; 4x pro Woche oder haufiger) fiel in

die Gruppe der Probanden die regelméaf3ig Alkohol konsumieren.

2.3 Psychometrische Skalen

Jeder Proband hat folgende Fragebdgen ohne bestimmte zeitliche Vorgabe
ausgefullt: Beck’s Depression Inventory-1l (BDI-IlI) und Becks’ Anxiety Inventory
(BAI): Die beiden Fragebdgen erheben spezielle psychiatrische
Vorerkrankungen. Symptom Checklist 90-R (SCL-90-R): Die SCL-90-R erfragt
die derzeitige psychische Verfassung. Stress-Reagibilitdts-Skala (SRS): Die
SRS gibt Auskunft Gber die Reagibilitat auf Stress. Childhood Experience of Care
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and Abuse Questionnaire (CECA.Q), Childhood Trauma Questionnaire (CTQ)
und Life Stressor Checklist Revised (LSC-R): Diese drei Fragebdgen bestimmen
traumatische Erfahrungen in der Kindheit, in der Jugend und im weiteren Leben.

Im Folgenden werden die einzelnen Fragebdgen detailliert beschrieben.

2.3.1 Childhood Trauma Questionnaire (CTQ)

Der Childhood Trauma Questionnaire (CTQ) ist ein Screeninginstrument zur
retrospektiven Selbstbeurteilung von traumatischen Erfahrungen bis zum 18.
Lebensjahr (11, 12, 117). Der CTQ umfasst 28 Items, die funf verschiedenen
Kategorien (korperlicher, sexueller und emotionaler Missbrauch, sowie
korperliche und emotionale Vernachlassigung) zugordnet werden. Verwendet

wurde die deutsche Version, validiert von Klinitzke et al. (113).

Die einzelnen Kategorien bestehen aus jeweils funf Items, plus zuséatzlich drei
Items, die Uberprifen, ob der Proband zu einer Bagatellisierung, d.h.
Verharmlosung oder Verleugnung der traumatischen Ereignisse tendiert. Die
jeweiligen Kategorien und die zugehdorigen Iltems sind in Tabelle 3 aufgefiihrt. Die
Items sind jeweils auf einer Skala nach der H&aufigkeit ihres Auftretens von 1
(,uberhaupt nicht*) bis 5 (,sehr haufig“) zu bewerten (12, 117). Die Haufigkeiten
der einzelnen Items der funf Skalen werden addiert und zum Teil vor der Addition
invertiert, d.h. 5 wird zu 1, 4 wird zu 2 usw. Die zu invertierenden Werte sind in
mit einem R fur ,Reversed” markiert (12, 113, 117). In jeder Skala kdnnen 5 bis
25 Punkte erreicht werden. Je hoher die Punktzahl, um so traumatischer hat der
Proband das Erlebte wahrgenommen (118) und das Trauma kann anschlie3end
je nach Punktzahl einem entsprechenden Schweregrad (,Nicht bis minimal“=1,
,aering bis maRig“=2, ,Malig bis Schwer‘=3, ,Schwer bist Extrem“=4)
zugeordnet werden (siehe Tabelle 4) (113).

In dieser Studie dient der CTQ als zentrales Instrument um die Probanden in zwei
Gruppen einzuteilen: Probanden mit frihkindlichen Traumata und Probanden
ohne erlebte ELA. Hierzu verwendeten wir einen Cut-Off Wert von 43 Punkten.

Alle Probanden mit einem Wert grof3er oder gleich 43 Punkten wurden in der
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Gruppe mit ELA (ELA=1; n=25) zugeordnet und alle Probanden mit einem Score
kleiner 43 Punkten wurden der Kontrollgruppe (ELA=0; n=36) zugeordnet. Ein
genereller Cut-Off Wert des Gesamtsummenscore, um traumatisierte von nicht
traumatisierten Personen zu unterscheiden existiert fir den CTQ nicht. Der CTQ
wurde mehrfach fir verschiedene Stichproben validiert (12, 112, 113, 119, 120).
Im deutschsprachigen Raum validierten Klinitzke et al. den CTQ anhand einer
bevolkerungsreprasentativen Stichprobe. Hier zeigte sich im Schnitt ein
Gesamtsummenscore von 35,97 Punkten (113). Wingenfeld et al. validierten den
CTQ anhand einer Stichprobe psychiatrischer Patienten, zusammengesetzt aus
Patienten mit Borderline-Personlichkeitsstorung, Abhéngigkeitserkrankungen,
depressiven Storungen, Schizophrenie und verwandten Stérungen, Angst- und
Zwangserkrankungen, sowie dissoziative und somatoforme Stérungen. Fur den
CTQ Gesamtsummenscore konnte innerhalb Stichprobe psychiatrischer
Patienten ein Durchschnitt von 48,3 Punkten ermittelt werden (112). Basierend
auf diesen beiden vorangehenden Studien wurde der Cut-Off Wert von 43
Punkten fur die vorliegende Studie ausgewahlt. Bildet man einen Mittelwert aus
dem durchschnittichen Gesamtsummenscore der bevdlkerungsreprasentativen
Stichprobe und dem  durchschnittichen  Gesamtsummenscore  der
psychiatrischen Patienten erhalt man einen Wert von 42,1 Punkten. Bei einem
Gesamtsummenscore von >43 Punkten kann somit davon ausgegangen werden,
dass der Proband schwerwiegende Traumata erlebte und oberhalb des
Mittelwertes zwischen Bevolkerungsdurchschnitt und dem Durchschnitt

psychiatrischer Patienten liegt.

40



Tabelle 3: CTQ: Kategorien der frihkindlichen Traumatisierung und die jeweiligen
zugehdrigen Items

Iltems markiert mit R werden bei der Auswertung invertiert
Kategorie Item

Emotionaler Missbrauch 3,8, 14, 18, 25

Korperlicher Missbrauch 9,11,12,15,17

Sexueller Missbrauch 20, 21, 23, 24, 27

Emotionale Vernachlassigung 5(R),7(R),13(R), 19
(R), 28 (R)

Korperliche Vernachlassigung 1,2 (R), 4,6, 26 (R)

Bagatellisierung 10, 16, 22 (,1“ Bis ,4°
werden zu ,0%, ,5“ wird
zu 19

Tabelle 4: CTQ: Kategorien der frihkindlichen Traumatisierung und Einteilung in

Schweregrade der Misshandlung (121)
Die Einteilung erfolgt nach Punkten. Schweregrad ist abgekirzt mit SG.

Nicht bis Gering MaRig bis Schwer bis

minimal bis maRig schwer extrem
(SG=1) (SG=2) (SG=3) (SG=4)
Emotionaler Missbrauch | 5-8 9-12 13-15 16-25
Kdorperlicher 5-7 8-9 10-12 13-25
Missbrauch
Sexueller Missbrauch 5 6-7 8-12 13-25
Emotionale 5-9 10-14 15-17 18-25
Vernachlassigung
Korperliche 5-7 8-9 10-12 13-25
Vernachlassigung
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2.3.3 Beck’s Depression Inventory Il (BDI-II)

Das Beck Depression Inventory Il (BDI-Il) dient als Indikator fur das
Vorhandensein depressiver Symptomatik. Er wird vor allem dazu verwendet,
nach stattgehabter Diagnosestellung die klinische Schwere einer Depression zu
bestimmen. Der BDI-Il entstammt aus einer Uberarbeitung des BDI-l und wurde
1996 veroffentlicht. Der BDI wurde Uberarbeitet, um ihn an die im DSM-IV
aufgeflihrten Kriterien einer Depression anzupassen. Er ist bei Jugendlichen ab
13 Jahren und bei Erwachsenen durchfuhrbar. Der Fragebogen erfasst das
Befinden der Probanden innerhalb der letzten zwei Wochen einschlie3lich des
Tages, an dem der Fragebogen ausgefullt wird. Die 21 Aussagen sind in Tabelle
5 aufgefiihrt. Jede Aussage wird vom Probanden auf einer aufsteigenden Skala
von 0 bis 3 bewertet. Diese Zahlen werden bei der Auswertung addiert und es
ergibt sich, je nach Hohe der Punktzahl, die aktuelle Schwere depressiver
Symptomatik: von keiner Depression oder klinisch remittierter bis milder, mittlerer

und schwerer Depression (122, 123).

In der vorliegenden Studie wurden Probanden mit manifesten psychischen
Erkrankungen vom Probandenkollektiv ausgeschlossen (siehe Kapitel 2.2.2).
Probanden die laut dem BDI-II an einer Depression leiden wurden nicht aus dem
Probandenkollektiv ausgeschlossen, da Screening Instrumente wie der BDI-II
zwar verlassliche Hinweise auf das Vorliegen depressiver Symptomatik geben
konnen, allerdings ist eine entsprechende Diagnosestellung nur durch die
klinische Erfassung aller relevanten Haupt- und Zusatzsymptome nach dem ICD-
10 oder DSM-V und der zuséatzlichen Erfassung der Dauer und des Verlaufs der
Symptome moglich (124). Fir die spatere statistische Auswertung wurden die
einzelnen Schweregrade von 0 bis 3 aufsteigend durchnummeriert (siehe Tabelle
6).
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Tabelle 5: Abgefragte Aussagen im BDI-II
Nummer Aussage

1. Traurigkeit

2. Pessimismus im Bezug auf die Zukunft

3. Versagensgefihle

4, Verlust an Freude

5. Schuldgefuhle

6. Bestrafungsgefihle

7. Selbstablehnung

8. Selbstkritik

9. Suizidgedanken

10. Weinen

11. Unruhe

12. Interessensverlust

13. Entschlusslosigkeit

14. Wertlosigkeit

15. Energieverlust

16. Veranderung des Schlafverhaltens

17. Reizbarkeit

18. Appetitveranderung

19. Konzentrationsschwierigkeiten

20. Ermudung

21. Verlust an sexuellem Interesse
Tabelle 6: BDI-Il: Einteilung in Schweregrade einer Depression und Gruppeneinteilung in

SPSS
Einteilung der Schweregerade erfolgt nach Punkten. Die Gruppeneinteilung in SPSS
dient der spateren Auswertung. n=Anzahl der Probanden.

Punkte Schweregrad Gruppeneinteilung SPSS
0 bis 13 Keine Depression oder remittiert | O
14 bis 19 Milde Depression 1
20 bis 28 Mittlere Depression 2
29 bis 63 Schwere Depression 3
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2.3.4 Beck’s Anxiety Inventory (BAI)

Das Beck Anxiety Inventory (BAI) bestimmt die Schwere von Angst in Form eines
Fragebogens zur Selbstbeurteilung. Er wurde 1988 von Beck et al. veroffentlicht
(125).

Grundlage fur den BAI sind im DSM-IV aufgefiihrte diagnostische Kriterien fur
eine Panikstorung und eine (generalisierte Angststdrung, sowie drei
vorbestehende Fragebdgen: Die Anxiety Checklist, die Physician's Desk
Reference Checklist, und die Situational Anxiety Checklist. Dadurch sind BAI
Werte weniger hoch als andere allgemeine Angstmalie mit Depressivitat
korreliert und der BAI kann zwischen &ngstlichen Gruppen (mit Panikstérungen
oder generalisierter Angststorung, etc.) und nichtangstlichen Gruppen (MDD,
Dysthymie, etc.) unterscheiden. Der Test besteht aus 21 Items, die sowohl
physiologische Aspekte der Angst (z.B. Herzrasen/ -klopfen, Schwitzen, Zittern)
sowie kognitive Aspekte der Angst (z.B. ,Angst zu Sterben®, ,Angst, die Kontrolle
zu verlieren®) verbinden. Jedes Item ist auf einer vierstufigen Skala von 0
(,Uberhaupt nicht) bis 3 (,Stark®) zu bewerten und bezieht sich auf die letzten
sieben Tage, einschlie3lich des Tages, an dem der Test ausgefullt wird. Die
Durchfihrung dauert circa 5 bis 10 Minuten (125, 126).

Die Auswertung erfolgt in der Regel Uber die Addition der einzelnen Werte und
somit Bildung eines Summenwerts (0 bis 63 Punkte) der einzelnen Items. Daraus
ergibt sich, je nach Hohe der Punktzahl, die Schwere der Angst: von keiner Angst
bis milde, moderate und schwere Angst (siehe Tabelle 7). Ab 12 Jahre (126)
existieren Normen zur Auswertung und Einschatzung der Intensitat der Angst
(227).
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Tabelle 7: BAI: Einteilung in Schweregrade der Angst und Gruppeneinteilung in SPSS
Einteilung der Schweregerade erfolgt nach Punkten. Die Gruppeneinteilung in SPSS

dient der spateren Auswertung. n=Anzahl der Probanden.
Punkte Schweregrad

0-9 Keine Angst

10- 18 Milde bis Moderate Angst
19- 29 Moderate bis Schwere Angst
30- 63 Schwere Angst

2.3.5 Stress-Reaktivitats-Skala (SRS)

Die Stress-Reaktivitats-Skala (SRS) misst die individuelle Stressanfalligkeit in
dem sie Stressreaktionen auf verschiedene Belastungssituationen in Ausmaf}
und Dauer erfasst.

Sie beinhaltet 29 Items mit je drei Antwortmdglichkeiten, die verschiedene
Auspragungen von Stressanfalligkeit auf die beschriebene Situation darstellen.
Die Auspragungen entsprechen in etwa keiner bzw. leichter, mittlerer oder
schwerer Stressanfalligkeit. Zur Auswertung existieren 6 Subskalen
(Stressreaktivitat bei Arbeitsiberlastung, sozialen Konflikten und sozialer
Bewertung, Misserfolg, in der Vorbereitungsphase und in der Post-Stress-
Phase), aus denen kann jeweils ein Summenwert gebildet werden, sowie ein
gesamter Summenwert fur alle Subskalen (allgemeine Stressreaktivitat). Fir jede
dieser Skalen wurden Normwerte festgelegt. Allerdings gibt es keine Grenzwerte,
die eine pathologische von einer normalen Stressreaktivitat trennen wurden.
Allgemein gilt: hohe Summenwerte deuten auf eine erhdhte Stressreaktivitat,
also Stressanfalligkeit hin (128).

In der vorliegenden Studie wurde die SRS verwendet, um die gesamte
Stressanfélligkeit zwischen den beiden Gruppen Probanden mit ELA (ELA=1;
n=25) und Probanden ohne ELA (ELA=0; n=36) zu vergleichen. Es wurden also

die Summenwerte aller ltems miteinander verglichen.
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2.3.6 Symptom-Checklist-90-Revised (SCL-90-R)

Die Symptom-Checklist-90-Revised (SCL-90-R) ist ein Fragebogen zur Messung
der individuell empfundenen psychischen Belastung innerhalb der letzten sieben
Tage einschliel3lich des Tages, an dem der Fragebogen ausgefullt wird. Es
handelt sich um ein Selbstbeurteilungsverfahren, das 90 Items umfasst, die 9
Skalenniveaus zugeordnet werden. Sieben der Fragen werden keiner Skala
zugeordnet. Es handelt sich um Zusatzitems, sie behandeln unter anderem
Appetit, Schlaf und Gedanken an den Tod/ Suizid. Die einzelnen Items mussen
auf einer Likert-Skala von 0 (,uberhaupt nicht) bis 4 (,sehr stark®) beurteilt
werden. Die einzelnen Skalen sind naher in Tabelle 9 beschrieben.

Die Auswertung erfolgt Uber die Bildung verschiedener Werte (siehe Tabelle 8)
fur jede Skala, die anschlieBend unter Berucksichtigung von
soziodemographischen Faktoren (Alter und Geschlecht) zu T-Werten von 0-80
transformiert werden. Dadurch lassen sich Abweichungen vom Durchschnitt
besser beurteilen und so der Einzelfall besser einordnen. Im Allgemeinen gilt, ein
T-Wert groR3er 60 ist als erhoht einzustufen. Die drei globalen Kennwerte (Global
Severity Index [GSI], Positive Symptom Distress Index [PSDI], Positive Symptom
Total [PST]) dienen dazu, Auskunft Gber das Antwortverhalten bei allen 90 Items
zu erhalten (125, 129, 130). Die Autoren beschreiben einen genauen Ablaufplan
der Auswertung, in der vorliegenden Studie wurde jedoch hauptsachlich der GSI-
Rohwert und T-Wert, als Mal3 der grundsatzlichen psychischen Belastung mit in
die Auswertung einbezogen (125, 129, 130).
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Tabelle 8: SCL-90-R: Auswertung mit Hilfe von Globalen Kennwerten und Parametern
Die globalen Kennwerte und die Parameter werden gebildet aus den verschiedenen

Skalen. Zuséatzlich wird die Bedeutung der Kennwerte beschrieben.
Wert Beschreibung

Summenwert Sy, Addition der einzelnen Items

Skalenwert Gnp Summenwert geteilt durch die Anzahl

der Items der Skala

Belastungstendenz Pp, Anzahl der Items mit einem Wert
groRer null
GSI Mal3 der grundsatzlichen psychischen

Belastung, bzw. ein Indikator fur das
Ausmall der aktuellen gesamten
Belastung (Summe der Summenwerte

geteilt durch die gesamte Anzahl der

Items)
PST Anzahl der mit Belastung angegeben
Items (Summe der

Belastungstendenzen)

PSDI Ausmald/ Schwere der Belastung bei

den Items mit Belastung (Summe der

Summenwerte geteilt durch den PST)

Tabelle 9: SCL-90-R: Skalenniveaus und zugehdrige Beschreibung der Symptome
Beschreibung

Skala 1 Somatisierung Symptome der Dysfunktion in
autonomen Systemen
(kardiovaskular, gastrointestinal,

respiratorisch)

Skala 2 Zwanghaftigkeit Mit Zwanghaftigkeit assoziierte
Symptome (Gedanken, Impulse
Handlungen die als konstant
vorhanden, unveranderbar und
ungewollt empfunden werden)

Die Items umfassen leichte
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Konzentrationsstérung bis hin zur

ausgepragten Zwangsstorung.

Skala 3

Unsicherheit

Sozialkontakt

Symptome der Unsicherheit,
Selbstabwertung,

Minderwertigkeit, Unvermdgen
der sozialen Kommunikation und

Interaktion

Skala 4

Depressivitat

Symptome der Traurigkeit bis zur
ausgepragten Depression und
ihrer Bandbreite an klinischen

Manifestationen

Skala 5

Angstlichkeit

Symptome von Nervositat und

manifester Angst

Skala 6

Aggressivitat/
Feindseligkeit

Symptome  von  Gereiztheit,
Unausgeglichenheit,

Aggressivitat (Arger, Zorn,
Verstimmung) und Feindseligkeit

Skala 7

Phobische Angst

Symptome des Geflhls von
Bedrohung bis zur phobischen

Angst

Skala 8

Paranoides Denken

Symptome von  paranoidem
Verhalten als inhaltliche
Denkstorung uber Misstrauen

und Minderwertigkeitsgefihle

Skala 9

Psychozitismus

Symptome der Entfremdung und
Isolation bis zu psychotischem

Erleben
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2.3.7 Childhood Experience of Care and Abuse Questionnaire
(CECA.Q)

Das Childhood Experience of Care and Abuse Questionnaire (CECA.Q) ist ein
strukturierter, retrospektiver Fragebogen zur Erfassung verschiedener erlebter
Traumata bis zum 17. Lebensjahr und wurde als Screening Methode aus dem
gleichnamigen Interview CECA entwickelt.

Er bezieht sich vor allem auf den Verlust eines Elternteils, sowie auf die Eltern-
Kind- Beziehung und behandelt den Mangel an elterlicher Flrsorge im Sinne von
Vernachlassigung materieller (z.B. angemessene Kleidung), koérperlicher (z.B.
ausreichend Nahrung) und emotionaler (z.B. Desinteresse der Eltern an dem
Kind) Bedurfnisse des Kindes und Antipathie in Bezug auf die Menge an Kritik,
Feindseligkeit, Kalte und Aversion gegentber dem Kind. AuRerdem behandelt
der CECA.Q korperlichen, im Rahmen von Schlagen und daraus resultierenden
Verletzungsfolgen und sexuellen Missbrauch, im Rahmen von Berlhrungen der
eigenen Geschlechtsteile, Berthrungen der Geschlechtsteile der anderen
Person bis hin zu Geschlechtsverkehr. Abgefragt wird auch der Missbrauch
durch andere Autoritatspersonen. Im Falle des Verlustes eines Elternteils
beziehen sich die Fragen nicht nur auf die leiblichen Eltern, sondern auch auf
maogliche Ersatzelternteile. Zudem werden wichtige unterstiitzende Beziehungen
im Leben des Kindes evaluiert.

In Kapitel 2.3.1 beschriebenen CTQ wird der Verlust eines Elternteils nicht
abgefragt. Da dieser Faktor fruhkindlicher Traumatisierung fur die vorliegende
Studie ebenfalls bedeutsam ist, liegt der Fokus der Auswertung des CECA.Q auf
dem Verlust eines Elternteils. Hierflir wurden die Probanden je nach Aspekt
frihkindlicher Traumatisierung in jeweils zwei Gruppen eingeteilt: Probanden mit
erlebtem Trauma und einer Kontrollgruppe, ohne erlebtes Trauma. Eine Gruppe
bilden Probanden, die angeben ein Elternteil oder beide Elternteile verloren zu
haben (Parentalloss=1; n=19). Die ubrigen Probanden, die kein Elternteil
verloren haben (Parentalloss=0; n=42) bilden die zugehdérige Kontrollgruppe.
Diese Einteilung erfolgt unabhangig davon, ob die Probanden Auffalligkeiten bei

der Beantwortung der restlichen Fragen des CECA.Q zeigen und unabhangig
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von der Einteilung anhand des CTQ. AuRerdem erfolgte eine weitere
Gruppeneinteilung anhand der anderen abgefragten Aspekte frihkindlicher

Traumatisierung und der zugehorigen Cut-Off-Werte (siehe Tabelle 10) (131-

134).
Tabelle 10: CECA.Q: Cut-Off-Werte nach erreichter Punktzahl
Probanden, die Werte gréRer oder gleich der angegeben Cut-Off Punktzahl erreichen
erkranken mit hoherer Wahrscheinlichkeit an einer MDD im Erwachsenenalter.
Skala Cut-Off
Antipathie der Mutter =28
Antipathie des Vaters =30
Vernachlassigung durch die Mutter =25
Vernachlassigung durch den Vater =26
Korperlicher Missbrauch durch die Mutter =3
Korperlicher Missbrauch durch den Vater =3
Sexueller Missbrauch =l
Schwere des sexuellen Missbrauchs  (wird zu | =22
SevereSexualAbuse)

2.3.8 Life Stressor Checklist-Revised (LSC- R)

Die Life Stressor Checklist-Revised (LSC-R) erfasst 30 potenziell traumatische
Lebensereignisse aus verschiedenen Bereichen (z.B. Naturkatastrophen,
physische oder sexuelle Ubergriffe/ Missbrauch/ Vernachlassigung, Tod naher
Angehdriger oder von Freunden, lebensbedrohliche Erkrankungen der Person
selber oder naher Angehdoriger/ Freunde, bei Frauen Fehlgeburt und oder Abort
etc.).

Fur bestatigte Erlebnisse folgen weitere Fragen um das Ereignis besser
einordnen zu kénnen: Alter des Probanden bei Beginn und am Ende bzw. Dauer
des Ereignisses (Fragen a und b), Gefiihle der potentiellen Bedrohung,
Hilfslosigkeit, Angst vor schweren Verletzungen oder Todesangst (Fragen ¢ und
d), sowie Auswirkungen auf das Leben der Betroffenen im letzten Jahr (Frage e)
(135, 136).

Fur die Auswertung kdnnen verschiedene Methoden verwendet werden (136):
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1. Furjedes bestatigte Erlebnis wird ein Punkt verteilt. Diese Punkte werden
addiert und die Summe ergibt einen sogenannten Life Stressor Score mit
einem moglichen Umfang von 0 bis 30 Punkten.

2. Die zweite Option bezieht die Auswirkungen der traumatischen Ereignisse
auf das Leben der Betroffenen mit ein (Frage e). Die angegebene
Punktzahl in Frage e wird addiert. Dieser Score rangiert zwischen 0 und
150 Punkten.

3. Die dritte Option bezieht sich auf die Kriterien des DSM-IV fiur eine
Posttraumatische Belastungsstérung. Nur wenn das Ereignis selbst und
die Fragen c und d positiv beantwortet werden wird ein Punkt vergeben.
Aus diesem Grund werden Fragen c und d nur bei Ereignissen aufgeflhrt,
die die Kriterien des DSM-IV erfillen. Diese Methode ist in Verbindung mit

Option 1 anwendbar.

2.4 Aufbereitung der Blutproben

Um die verschiedenen Genabschnitte aus den vorliegenden Blutproben mittels
Pyrosequenzierung (siehe Kapitel 2.5) analysieren zu kdnnen, missen zuerst
einige Verfahren angewendet werden, um die DNA aufzubereiten.

Als Erstes wird die DNA aus dem Vollblut extrahiert, dann wird durch eine Bisulfit-
Konvertierung die Analyse des Unterschieds zwischen Cytosin und 5-
Methylcytosin vereinfacht und als finaler Schritt vor der Analyse wird die DNA

vervielfaltigt.

2.4.1 DNA-Extraktion aus Vollblut

Fur die DNA-Extraktion aus Vollblut wurde das QlAamp DNA Blood Maxi Kit
verwendet und nach Herstellerangaben durchgefuhrt.

Grundsatzlich beginnt das Verfahren mit der Lyse der Blutzellen durch eine
Protease (frei von Desoxyribonuklease DNase- und Ribonuklease RNase-
Aktivitat) in Kombination mit einem Lysepuffer (AL). Nach Ubertragen des Lysats
in einen geladenen Filter (Spin Column), kann die negativ geladene DNA an die

Membran der Spin Column binden und durch zwei Waschvorgange von
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Unreinheiten befreit werden. Abschliel3end wird die DNA in 1ml des Puffers AE
eluiert (von der Membran gelost) und kann so gelagert werden. Verwendet
wurden Blutproben von jeweils 5- 10ml.

Zu Beginn werden 500ul QIAGEN Protease in ein 50ml Falcon pipettiert, die
Blutprobe hinzugefigt und gemischt. Nach anschlielendem Hinzugeben von
12ml Puffer AL wird die Probe erneut gut durchgemischt. Um eine adaquate Lyse
der Blutzellen und somit spater eine mdglichst maximale DNA-Ausbeute zu
gewahrleisten, ist darauf zu achten die Probe fiir mindestens 1 Minute stark zu
schitteln sowie mehrmals zu invertieren. Anschlielend werden die Proben in
einem Wasserbad bei 70°C fur 10 Minuten inkubiert.

Danach werden 10ml Ethanol (100%) hinzugefuigt und die Probe erneut sorgfaltig
durch starkes Schutteln gemischt, bevor die Hélfte der Losung in eine QlAamp
Maxi Column tberfiihrt und bei 3000 rpm (1850x g) 3 Minuten lang zentrifugiert
wird. Das Filtrat wird verworfen. Derselbe Schritt wird mit der anderen Halfte der
Losung wiederholt. Das Filtrat wird ebenfalls verworfen.

Anschliel3end wird die DNA von Unreinheiten (z.B.: restlichen Zellbestandteilen)
befreit. Hierzu werden 5ml Puffer AW1 auf die Maxi Column gegeben und sie
wird bei 5000 rpm (4500 x g) fur 1 Minute zentrifugiert. Im zweiten Waschvorgang
wird die Maxi Column mit 5ml des Puffers AW2 gefiillt und bei 5000rpm (5000 x
g) fur 15 Minuten zentrifugiert. Als letzter Schritt erfolgt die Elution der DNA. 1ml
Puffer AE wird auf die Maxi Column pipettiert und fur 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und daraufhin bei 5000 rpm (4500 x g) fir 2 Minuten
zentrifugiert. Das entstandene Filtrat wird erneut auf die Maxi Column gegeben
und ebenfalls zentrifugiert (5000rpm fir 2 Minuten).

Die eluierte DNA wird anschlieRend in ein 1,5ml Eppi Uberfihrt und nach

Messung der DNA-Konzentration (siehe Kapitel 2.4.2) bei -20°C gelagert.

2.4.2 Messung der DNA-Konzentration

Um eine ausreichende Ausbeute an extrahierter DNA aus den Vollblutproben
sicherzustellen, wird die DNA-Konzentration der Elution durch Lichtabsorption

bei 260nm mit Hilfe des Qubit 2.0 Fluorometers gemessen.
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Vor der Messung wird 1l der eluierten DNA mit 199ul Qubit Working Solution
(bestehend aus Working Buffer und Fluoreszenzfarbstoff) durch einen
Vortexmischer gemischt und fur 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Verwendet wird ein Farbstoff, der in Verbindung mit DNA fluoresziert und es so
dem Gerat ermoglicht die DNA-Konzentration anhand des Vergleichs mit einer

Standartkurve zu bestimmen.

2.4.3 Bisulfit-Konvertierung

Die Bisulfit-Konvertierung dient dazu, bei der spateren Analyse durch
Pyrosequenzierung (siehe Kapitel 2.5) den Unterschied zwischen nicht-
methyliertem und methyliertem Cytosin sichtbar zu machen und somit den
genauen Methylierungsstatus bestimmen zu kdénnen.

Nicht-methylierte Cytosin Nukleotide werden durch Bisulfitsalze zu Uracil-
Nukleotiden entmineralisiert. Methyliertes 5-Methylcystosin zeigt sich hingegen
resistent gegenuber Bisulfit und bleibt erhalten. Um eine vollstandige
Konvertierung nicht-methylierter Cytosin Nukleotide zu gewéhrleisten werden
hohe Konzentrationen an Bisulfitsalzen, hohe Temperaturen und ein niedriger
pH-Wert bendtigt.

In der vorliegenden Studie wurde das EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit von QIAGEN
verwendet und nach Herstellerangaben durchgefinhrt.

Zunachst wird ein Reaktionsgemisch aus der extrahierten DNA, einer Bisulfit-
Losung, sowie verschiedene Puffer in PCR-Tubes vorbereitet. Das
Reaktionsgemisch inkubiert dann im Thermocycler nach einem bestimmten
Programm (siehe Tabelle 11). Anschliel3end folgt eine Reinigung der Proben, um
Bisulfitsalze und andere Chemikalien des Reaktionsgemisches zu entfernen, die

eine spatere Analyse mittels Pyrosequenzierung verhindern.
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Tabelle 11: Bisulfitkonvertierung: Schritte, Dauer und Temperatur des
Inkubationsprogramms im Thermocycler
VVerwendet wurde das EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit von QIAGEN

Schritt Temperatur
Denaturierung 5 min 95°C
Inkubation 15 min 60°C
Denaturierung 5 min 95°C
Inkubation 15 min 60°C
Lagerung Unendlich -20°C

In einer PCR-Tube wird je nach Konzentration der vorliegenden DNA-Probe die
DNA auf ein Volumen von 20 oder 40ul mit RNAse freiem Wasser aufgefiillt.
Zusatzlich werden in das PCR-Tube 85ul Bisulfite Solution, sowie 35 oder 15pl
DNA-Protect Buffer pipettiert, so dass jede Tube ein Gesamtvolumen von 140yl
Reaktionsgemisch enthélt. DNA-Protect Buffer und die Bisulfite Solution sind im
Kit enthalten. AnschlieRend werden die PCR-Tubes geschlossen und kraftig
durchmischt, bevor sie im Thermocycler inkubiert werden.

Fur die sich anschlieRende Reinigung wird der Inhalt der Tubes in ein 1,5ml Eppi
uberfuhrt.

Nach jedem der folgenden beschriebenen Zentrifugationsschritte wird der
entstandene Durchfluss verworfen. Falls nicht anders angegeben wird 1 Minute
bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert.

Es werden 310ul Buffer BL zur Losung hinzugefugt, kurz gevortext, dann 250yl
Ethanol (100%) hinzugefiigt, ebenfalls kurz gevortext (15 Sekunden) und kurz
zentrifugiert. Anschlie3end werden die Proben in Spin Columns, die sich in 2ml
SammelgefaRen befinden Ubertragen und flir 1 Minute bei maximaler
Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Durchfluss wird verworfen. Es folgt die Zugabe
von 500ul Buffer BW und eine erneute Zentrifugation. Der Durchfluss wird
ebenfalls verworfen. Es werden 500ul Buffer BD hinzugegeben, die Probe bei
Raumtemperatur fir 15 Minuten inkubiert, dann unter denselben Bedingungen
zentrifugiert. Der Buffer BD dient dem letzten Schritt der eigentlichen Bisulfit-

Konvertierung der Desulphonierung (siehe Abbildung 1).
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Sulphonation Hydrolytic deamination Desulphonation

NH, NH,
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Cytosine Cytosinesulphonate Uracilsulphonate Uracil
Abbildung 1: Reaktion der Bisulfit-Konvertierung (137)

Der Durchfluss wird erneut verworfen. 500ul Buffer BW werden zugegeben und
ebenfalls zentrifugiert. Dieser Schritt wird einmal wiederholt. Im nachsten Schritt
wird ebenfalls der Durchfluss verworfen, 250ul Ethanol hinzugeflgt und erneut
zentrifugiert. Die Spin Columns werden in ein neues Sammelgefald tberfiuhrt und
nochmals zentrifugiert, um eventuelle Flussigkeitsriickstande zu entfernen, bevor
die Spin Columns in ein 1,5ml Eppi Uberflihrt werden und 20ul Elutionspuffer EB
zugegeben werden. Nach 1 Minute Inkubation bei Raumtemperatur wird zum
Abschluss 1 Minute bei 15000 x g zentrifugiert. AbschlieRend wird die Spin
Column verworfen und die eluierte DNA im Eppi bei minus 20°C gelagert.

2.4.4 DNA-Vervielfaltigung

Vor der finalen Analyse der Methylierung einzelner Genabschnitte mittels
Pyrosequenzierung (siehe Kapitel 2.5) werden spezifische Abschnitte der

vorliegenden DNA mittels Polymerasekettenreaktion PCR vervielfaltigt.

2.4.4.1 Polymerasekettenreaktion PCR

Die PCR beginnt mit der Trennung des DNA-Doppelstrangs in seine zwei
Einzelstrange durch Hitze (,Denaturierung®). Dadurch kdnnen
sequenzspezifische Primer an die Strange binden (,Annealing“) und so kann eine
hitzestabile Tag-DNA-Polymerase erneut doppelstrangige DNA synthetisieren, in
dem sie die Primer verlangert (,Elongation). Dieser Vorgang wird im
Thermocycler in mehreren Amplifikationszyklen wiederholt. Die PCR wurde mit
dem PyroMark PCR-Kit von QIAGEN nach Herstelleranleitung durchgefuhrt. Die
zugehorigen Primer finden sich im Anhang. Eine PCR-Tube enthalt pro Ansatz
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20ng Bisulfit konvertierte DNA, je 0,4uM Primer, 12,5yl PyroMark PCR Master
Mix und 25ul RNAse freies Wasser. Der PyroMark PCR Master Mix enthalt die
hitzestabile Tag-Polyermase (HotStarTag DNA-Polymerase), einen 3mM MgCI2
haltigen Reaktionspuffer sowie Desoxyribonukleotide (dNTPs). Die Ansatze
wurden in PCR-Tubes pipettiert und nach der Inkubation im Thermocycler bei

minus 20°C aufbewahrt.

Tabelle 12: PCR-Programm: Schritte, Dauer und Temperatur im Thermocycler.
Schritt Dauer Temperatur
Initialer PCR 15min 95°C
Aktivierungsschritt
Denaturierung 30s 94°C
Anlagerung/ Annealing 30s 56°C
Extension 30s 72°C

45 Amplifikationszyklen
Finale Extension 10min 72°C

2.4.4.2 Gelelektrophorese

Das Gelingen der PCR wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese uberprift.
Hierbei galt es vor allem Verunreinigungen der DNA auszuschliel3en. Dazu
wurde zuvor bei jedem PCR-Zyklus eine Negativ-Kontrolle, die keine DNA
enthielt, angefertigt.

Die Gelelektrophorese funktioniert mittels der Anlage eines elektrischen Feldes
an das mit DNA-Proben gefiillte Gel. Die negativ geladenen DNA-Fragmente
wandern zum Pluspol. Hierbei werden die DNA-Fragmente ihrer Gré3e nach
aufgetrennt, da kleinere Fragmente schneller durch die Gelmatrix wandern als
groRere. Folglich ist es ebenfalls mdoglich die GréRe und Masse der Fragmente
anhand einer Referenz DNA-Ladder mit bekannter Grof3e zu bestimmen.

In der vorliegenden Studie reicht der positive Nachweis von DNA in den
einzelnen Proben und der Nachweis einer DNA freien Negativkontrolle aus.

Fur das zweiprozentige Agarosegel werden 2g Agarose in 100ml TRIS-Borsaure-
EDTA Puffer (TBE-Puffer) durch mehrmaliges Aufkochen geldst. Zu 40 bis 50ml
des hergestellten Tragermediums wird 1l Cyanfarbstoff hinzugefugt, dieser farbt
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spater die DNA. Anschlie3end wird das Gel in eine Form gegossen und circa 20
Minuten bis zur Aushértung ruhen gelassen. 5ul des PCR-Produktes werden mit
1pl Loading Dye vermengt und anschlie3end in die Geltaschen pipettiert. Als
Referenz dient eine 100bp DNA Ladder. Dann wird eine Spannung von circa
150V fur circa 30 Minuten angelegt. Das Gel wird abschlielend unter

ultraviolettem Licht analysiert (siehe Abbildung 2).

L

Abbildung 2: Gelektrophorese einer PCR fur MORC_CpG2
Eine Negativkontrolle (Feld markiert mit 1) und vier Proben (Felder markiert mit 2 bis 5).

2.5 Pyrosequenzierung

Die Pyrosequenzierung dient zur finalen Analyse der Methylierungsmuster
bestimmter Genabschnitte. In der vorliegenden Studie wurde der PyroMark Q24
Pyrosequencer und die PyromMark Gold Reagents von QIAGEN verwendet.

Bei der Pyrosequenzierung handelt es sich um ein Verfahren, das sich die DNA-
Synthese durch DNA-Polymerase zu Nutzen macht. Wird ein Nukleotid

erfolgreich in den DNA-Strang eingebaut, kommt es durch verschiedene
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enzymatische Reaktionen zur Konvertierung von Pyrophosphat zu
Adenosintriphosphat (ATP). Dies wird mit Hilfe von Luciferase in ein Licht

(Biolumineszenz) Ubersetzt und registriert.

Vor der eigentlichen Analyse im Pyrosequenzer wird das Bisulfit-konvertierte
PCR Produkt wie folgt fur die Sequenzierung vorbereitet. Das PCR-Produkt wird
an Streptavidin Sepharose-Beads gebunden. Dieser Vorgang ist moglich, da bei
der vorangegangenen PCR biotinylierte Reverse-Primer verwendet wurde. So
konnte ein DNA-Strang mit Biotin markiert werden und kann nun spezifisch an
die Sepharose-Beads binden. In jedes PCR-Tube (10ul Inhalt) wird 1ul der
Beads, 40ul Binding Puffer und 29ul Wasser pipettiert und auf einem Schuttler
bei 1.410rpm fur 10 Minuten durchmischt.

Im nachsten Schritt erfolgt die Denaturierung der beiden DNA-Strange auf der
PyroMark Work Station. Die Station wird mit Ethanol (70%), Denaturierungspuffer
und Waschpuffer beflllt und die PCR-Platte eingelegt. AuRerdem wird eine
PyroMark Platte vorbereitet in der spater der biotinmarkierte Einzelstrang an den
Sequenzierungs-Primer bindet. Dazu werden in jedes Well der Platte 24pl des
Annealing Puffers und je 1l des Sequenzierungs-Primers gefiillt.

Zunachst werden die Beads mit Hilfe eines Vakuum-Kamms der Station an
spezielle Filterprobes gebunden. Daraufhin werden sie fur finf Sekunden in
Ethanol, finf Sekunden in Denaturierungspuffer sowie fur zehn Sekunden im
Waschpuffer inkubiert. Durch Ausschalten des Vakuums und leichtes Schiitteln
des Kammes lassen sich die Beads nun in die PyroMark Platte abschutteln.
Damit der Sequenzierungs-Primer an den biotinylierten Einzelstrang binden
kann, werden die Proben anschlie3end fiir zwei Minuten auf einem Heizblock bei
80°C erhitzt und dann fir 15 Minuten abgekunhlt.

Anschlie3end erfolgt die Analyse der Proben im Pyrosequencer. Mit der
PyroMark Q24 Software wurde zuvor ein spezielles ,Run File® erstellt. Es enthalt
die Sequenz des Genabschnittes nach der Bisulfitkonvertierung und die Assay
Form (hier ein CpG-Assay), sowie die von der Software erstellte
Dispensierungsreihenfolge der Nukleotide. Entsprechend dieser Reihenfolge

wird das erste der vier Nukleotide zur Reaktion hinzugefugt. Ist das Nukleotid
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komplementar zur Base des Matrizenstrangs wird es mit Hilfe der DNA-
Polymerase an den Sequenzierungsprimer angeknupft. Dies fuhrt zur
Freisetzung von Pyrophosphat (PPi) in aquimolarer Quantitat zur Menge der
eingebauten Nukleotide. Katalysiert durch ATP-Sulfurylase dient das
Pyrophosphat nun zur Bildung von ATP in Anwesenheit von Adenosin 5’-
Phosphosulfat. Die durch ATP bereitgestellte Energie ermoglicht die
Umwandlung von Luciferin in Oxyluciferin durch Luciferase. Hierbei entsteht
sichtbares Licht, proportional zur Menge von ATP und somit zur Menge der
eingebauten Nukleotide. Die Lichtintensitat wird mit Hilfe von ,,Charged Coupled
Devices (CCD)" detektiert und im Pyrogramm als positiver Ausschlag dargestellt.
Somit lasst sich die Sequenz des komplementaren Stranges aus den positiven

Ausschlagen (Peaks) des Pyrogramms ablesen.

Ist das eingespritzte Nukleotid nicht komplementar zum Matritzenstrang wird es
zusammen mit Uberschissigem ATP durch Apyrase abgebaut. Erst dann kann
erneut ein Nukleotid eingespritzt werden. Anstelle von
Desoxyadenosintriposphat (dATP) wird Desoxyadenosin-Alpha-Thio-
Triphosphat (dATPaS) verwendet, da dATPaS durch DNA-Polymerase in den
Komplementaren Strang einbaut werden kann, aber nicht falschlicherweise eine
Reaktion mit Luciferase eingeht.

Aufgrund der zuvor erfolgten Bisulfit-Konvertierung ist es dem Gerat mdglich den
Grad der Methylierung zu bestimmen. Ein nicht methyliertes Cytosin in der
Ursprungssequenz wurde bei der Bisulfit-Konvertierung zu Uracil modifiziert
(siehe Kapitel 2.4.3). Komplementar zu Uracil ist Adenosin, folglich ist dieses in
der komplementéren Sequenz der PCR zu finden. Da bei der Pyrosequenzierung
erneut ein komplementéarer Strang synthetisiert wird, erfolgt der Einbau von
Thymin. Im Gegensatz dazu befindet sich komplementéar zu einem methylierten
Cytosin erneut die Base Cytosin im komplementdren Strang des
Sequenzierungsvorgangs, tber den Zwischenschritt Guanin in der PCR.

Die PyroMark 24 Software berechnet aus dem Verhéltnis von Thymin und
Cytosin die prozentuale Methylierung der CpG-Islands.

Um exakte Methylierungswerte zu erhalten, wurde die Pyrosequenzierung fur

jede Probe mehrmals wiederholt. Toleriert wurde ein Unterschied von weniger
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als 3% im Methylierungsstatus der einzelnen CpG-Sites zwischen zwei
Durchgangen. Traf diese Bedingung zu wurde Kkeine weitere Analyse
vorgenommen und der Mittelwert aller durchgefuhrten Analysen als Wert

akzeptiert.

In der Auswertung der gesammelten Daten wurde ebenfalls eine Analyse ohne
mogliche Ausreil3er durchgefuhrt. Hierflr wurden prozentuale
Methylierungswerte, die mehr als das 1,5-fache des Interquartilabstandes (IQR)
von der 25. und 75. Perzentile entfernt lagen von der Analyse ausgeschlossen.
Fir die Analyse ohne Ausrei3er der CpG-Site Chr.3.108838388 (MORC_CpG2)
wurden drei Werte entfernt. Dabei handelte es sich um zwei Ausreil3er die sich
mehr als das 1,5-fache des IQR unterhalb der 25. Perzentile befanden mit
Methylierungswerten von 91,24% und 91,82% und um einen Ausreiler, der sich
mehr als das 1,5-fache des IQR oberhalb der 75. Perzentile befand mit einem
Methylierungswert von 99,33%.

Fur die Analyse ohne Ausreil3er der CpG-Site Chr.3.108838285 (MORC_CpG3)
wurden zwei mdogliche Ausreil3er entfernt. Dabei handelte es sich um zwei
Ausreil3er die sich mehr als das 1,5-fache des IQR unterhalb der 25. Perzentile
befanden mit Methylierungswerten von 96,65% und 95,83%.

Fur die Analysen ohne Ausreil3er der CpG-Site Chr.3.108838104 (MORC_CpG5)
handelt es sich um vier mdgliche Ausreil3er. Darunter fielen zwei Ausreil3er die
sich mehr als das 1,5-fache des IQR unterhalb der 25. Perzentile befanden mit
Methylierungswerten von 93,17% und 93,49%, sowie ein Ausreil3er der mehr als
das 3-fache des IQR unterhalb der 25. Perzentile lag mit einer prozentualen
Methylierung von 91,92%, sowie ein Wert der sich mehr als das 1,5-fache
oberhalb der 75. Perzentile befand mit einem Methylierungswert von 98,14%.
Aus den Werten der gemittelten prozentualen Methylierung aller drei analysierten
CpG-Sites (MORC_Mittelwert) wurden insgesamt zwei Ausreil3er entfernt. Ein
Ausreil3er befand sich mehr als das 1,5-fache des IQR unterhalb der 25.
Perzentile, mit einem Wert von 94,71% und ein Ausreil3er befand sich mehr als
das 1,5-fache des IQR oberhalb der 75. Perzentile mit einem Methylierungswert
von 98,203% (siehe Abbildung 3).
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Abbildung 3: Prozentuale Methylierungswerte der analysierten CpG-Sites zur Darstellung

maoglicher AusreilRer

Dargestellt sind Chr.3.108838388 (MORC_CpGZ2), Chr.3.108838285 (MORC_CpG3),
Chr.3.108838104 (MORC_CpG5) und die gemittelte prozentuale Methylierung der drei
analysierten CpG-Sites (MORC_Mittelwert). Werte, die mehr als das 1,5-fache des
Interquartilabstandes (markiert mit einem °) von der 25. und 75. Perzentile entfernt
lagen, wurden als AusreiRer eingestuft und von der Analyse ausgeschlossen. Werte
mit 3-fachem IQR sind mit einem Stern (*) markiert.

2.6 Genotypisierung

Mit der extrahierten DNA wurde auf3erdem eine Genotypisierung mit der TagMan
SNP Genotyping Technologie nach Herstellerangaben durchgefiuhrt.
Genotypisierung dient dazu Unterschiede in der genetischen Information
einzelner Individuen zu analysieren. Mit den TagMan SNP Genotyping Assays
lassen sich Einzelnukleotid Polymorphismen, d.h. Unterschiede einzelner
Basenpaare innerhalb eines Genabschnittes, untersuchen.

Zunachst verdinnt man die extrahierte DNA auf 10ng/pl. Anschlieend wird ein
Assay Mix vorbereitet. Fur eine Reaktion enthélt der Assay Mix 3ul Master Mix,
0,15ul des Assays und 1,85ul RNAse freies Wasser. In eine StepOne Genotyping
Platte mit 96 Wells werden nun 2ul der verdinnten DNA pro Well nach einem
zuvor erstellten Plan vorgelegt. AnschlieRend werden 5ul Assay Mix pro Well

hinzugegeben und die Platte wird kurz zentrifugiert, um mogliche Luftblasen zu
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entfernen. Im nachsten Schritt erfolgt die Real Time PCR mit dem StepOne
System nach in Tabelle 13 aufgefihrtem Programm. Anschlielend kann die

Platte mit der TagMan Genotyper Software analysiert werden.

Tabelle 13: Genotypisierung: StepOne-Inkubationsprogramm der Real Time PCR im
Thermocycler

Stage Wiederholungen Temperatur Dauer

1 1x 60°C 00:30 min

2 1x 95°C 10:00 min

3 40x 95°C 00:15 min
60°C 01:00 min

4 1x 60°C 00:30 min

Bei der TagMan SNP Genotypisierung wird die 5 Nuklease Aktivitat der Taq-
Polymerase ausgenutzt, um durch ein fluoreszierendes Signal spezifische
Polymorphismen in DNA-Proben zu detektieren.

Jedes Assay enthéalt zwei Primer und zwei TagMan Minor Groove Binder Probes
(MGB-Sonde), um beide Auspragungen des Alleles detektieren zu kénnen: eine
komplementar zum Wild Typ, die andere komplementar zur Variante des Allels.
Das 5’ Ende der Sonde ist mit einer spezifischen fluoreszierenden Farbe (siehe
Tabelle 14) markiert. Am 3’ Ende befindet sich ein Non-Fluorescent Quencher

(NFQ), der in der Lage ist die Fluoreszenz der beiden Farben am 5 Ende zu

unterdriicken.

Tabelle 14: Senbotypisierung: Korrelation zwischen Floureszenzsignal und Genotyp der
VIC. signal Homozygosity for Allele 1
FAM™ signal Homozygosity for Allele 2
VIC. and FAM™ signals Heterozygosity Allele 1-Allele 2

Ist die MGB-Sonde also noch intakt, d.h. ungebunden und beide Enden sind nah
beieinander, unterdriickt der NFQ die jeweilige fluoreszierende Farbe (Reporter
Dye). Wahrend dem Annealing Schritt der PCR kann die Sonde an eine

komplementare Sequenz zwischen Forward und Reverse Primer binden. Wird
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der DNA-Strang nun wéahrend der Elongation durch die Exonuklease-Aktivitat der

Gold DNA-Polymerase gespalten, erfolgt eine Trennung der Reporter Dye vom

NFQ. Dies erlaubt es der Reporter Dye zu fluoreszieren. Eine vermehrte

Fluoreszenz ist also nur sichtbar, wenn die MGB-Sonde komplementéar zur

Zielsequenz der DNA ist. Diese Fluoreszenz wird folglich durch die PCR

vermehrt, kann detektiert werden und es kann bestimmt werden welche Allele

sich in der DNA- Probe befinden. Zur Vereinfachung siehe Abbildung 4.

1. Assay Components and DNATemplate

GB GB
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Abbildung 4:

TagMan Reagents Detection Process
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2.7 Statistik

Die Auswertung der Fragebtgen sowie der Pyrosequenzierung erfolgte mit IBM
SPSS Statistics Version 26. Die vorliegenden Daten wurden mit dem Shapiro-
Wilk Test und dem Kolmogorv-Smirnov Test und der bildlichen Darstellung durch
Histogramme auf Normalverteilung geprift und entsprechend dem Ergebnis
weitere Testverfahren ausgewahlt. Um die Daten deskriptiv darzustellen wurden
Mittelwert und Standardabweichungen ermittelt.

Bei den vorliegenden Daten handelt es sich ausschlie3lich um nicht
normalverteilte Stichproben, deshalb wurde mit dem Mann-Whitney-U Test und
dem Kruskal-Wallis Test als nicht parametrische Verfahren zur Varianzanalyse
gearbeitet. Um relative Haufigkeiten zu vergleichen wurde der Chi-Quadrat-Test
verwendet. Rangkorrelationen wurden bivariat mittels Spearman-Rho berechnet.

Die Signifikanzniveaus wurden auf a< 0,05 festgelegt.

64



3 Ergebnisse

Das Hauptaugenmerk der Datenanalyse ist der Vergleich zwischen Probanden
mit erlebten ELA (ELA=1; n=25) und der Kontrollgruppe (ELA=0; n=36). Mégliche
Zusammenhange oder Unterschiede in der Beantwortung der Fragebtgen und
in der prozentualen Methylierung der untersuchten CpG-Sites, ermittelt durch
Pyrosequenzierung, sollen identifiziert werden. So erfolgte ein Vergleich der
Ergebnisse der ausgefillten Fragebtgen zwischen Probanden mit ELA und der
Kontrollgruppe. So sollen mogliche Effekte frihkindlicher Traumata auf das
Empfinden von Angst, Depressiven Symptomen, Stress und auf die
Wahrnehmung alltdglicher psychischer Belastung aufgezeigt und statistisch
belegt werden. Des Weiteren wurden Effekte von ELA auf die prozentuale

Methylierung der spezifischen CpG-Sites des Gens MORCL1 betrachtet.

Die Einteilung in die Gruppen ELA=0 und ELA=1 erfolgte mittels des CTQ und
wurde bereits im Kapitel 2.2.1 ausfihrlich beschrieben. Insgesamt wurden im
Rahmen der Studie 25 Probanden mit einem Score groRRer oder gleich 43
Punkten rekrutiert und somit in die Gruppe der Probanden mit ELA (ELA=1,;
n=25) eingeschlossen. Innerhalb dieser Gruppe sind 20 Probanden weiblich und
5 Probanden ménnlich mit einem Durchschnittsalter von 31,48 Jahren (SD
11,565). 36 Teilnehmer erreichten im CTQ einen Score kleiner als 43 Punkten
und wurden somit in die Kontrollgruppe (ELA=0; n=36) eingeschlossen. Hiervon
waren 23 Probanden weiblich und 13 Probanden mannlich. Das
Durchschnittsalter der Gruppe betrug 27,06 Jahre (SD 9,988).

Da depressive Symptomatik maoglicherweise in epigenetische
Regulationsmechanismen involviert ist, soll auch unabhangig von dem Erleben
frihkindlicher Traumata zuséatzlich ein moglicher Zusammenhang zwischen
vermehrter depressiver Symptomatik und der spezifischen Methylierung von
MORC1 uberpriuft werden. Diese Analyse erfolgt also unabhéngig von der

Gruppeneinteilung in ELA=0 und ELA=1.
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3.1 BaDo- Dokumentation der Lebensgewohnheiten

Mittels der BaDo wurden soziodemographische Eckdaten, wie Alter und
Geschlecht der Probanden, sowie bestimmte Lebensgewohnheiten, die
potenziellen Einfluss auf die Epigenetik haben, abgefragt. Dazu gehort das
Rauch- und Trinkverhalten, sowie die Einnahme von Benzodiazepinen, illegalen
Drogen, Neuroleptika und Antidepressiva.

Anhand dieser Informationen wurden die Probanden beziglich der Faktoren
Alter, Geschlecht und Rauchverhalten gepaart. Der Mann-Whitney-U Test zeigt
bei p=0,068 keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen
ELA=1 (n=25) und ELA=0 (n=36) bezuglich des Alters. Allerdings befinden sich
78,7% der Studienteilnehmer in einem Alter zwischen 18 und 30 Lebensjahren.
Lediglich 21,3% der Studienteilnehmer befinden sich in einem Alter zwischen 31
und 65 Lebensjahren. In der Gruppe ohne ELA befinden sich 86,1% der
Probanden in einem Alter zwischen 18 und 30 Jahren. Innerhalb der Gruppe mit
ELA befinden sich 68% der Probanden in einem Alter zwischen 18 und 30
Jahren. Probanden innerhalb der Kontrollgruppe sind mit einem
Durchschnittsalter von 27,06 Jahren (SD: 9,988) im Durchschnitt jinger als
Probanden innerhalb der Gruppe mit ELA. In dieser Gruppe betragt das
Durchschnittsalter 31,48 Jahre (SD: 11,565). Aul3erdem zeigt sich, im Vergleich
mit der Kontrollgruppe innerhalb der Gruppe mit ELA eine grof3ere Varianz der
Altersverteilung (Varianz: ELA=0: 99,768; ELA=1: 133,760) (siehe Abbildung 5).
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Altersverteilung zwischen den Probanden mit ELA (ELA=1) und der
Kontrollgruppe (ELA=0)
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Abbildung 5: Altersverteilung zwischen Probanden mit ELA (ELA=1) und der Kontrollgruppe

(ELA=0)

ELA=0: n=36. ELA=1: n=25. Werte, die mehr als das 1,5-fache des
Interquartilabstandes von der 25. und 75. Perzentile entfernt lagen sind mit einem °
markiert. Werte mit 3-fachem IQR sind mit einem Stern (*) markiert.

Die Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant in Bezug auf das Geschlecht
(Chi-Quadrat Test: p=0,175) und das Rauchverhalten (Chi-Quadrat Test:
p=0,945) voneinander. Beim Alkoholkonsum unterscheiden sich die Gruppen.
Die Probanden mit ELA trinken signifikant weniger Alkohol als die Gruppe ohne
ELA (Chi-Quadrat Test: p=0,044).

Mit in die Auswertung einbezogen wurden aul3erdem die Einnahme von
Benzodiazepinen, illegalen Drogen, Neuroleptika und Antidepressiva. Keiner der
Probanden gab an Neuroleptika oder Antidepressiva einzunehmen. Vier der
Probanden mit ELA (ELA=1) und keiner der Probanden ohne ELA (ELA=0) gab
an Benzodiazepine einzunehmen. Es zeigt sich somit, dass signifikant mehr
Probanden mit ELA Benzodiazepine einnehmen als die Kontrollen (Chi-Quadrat
Test: p=0,013). Eine solche Auffalligkeit konnte in Bezug auf den Konsum

illegaler Drogen nicht nachgewiesen werden (Chi-Quadrat Test: p=0,184).
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3.2 Psychometrische Skalen

Alle Psychometrischen Skalen zeigen eine signifikante Divergenz zwischen
frihkindlich traumatisierten Probanden und der Kontrollgruppe ohne ELA.
Probanden mit ELA weisen ausnahmslos in allen Fragebdgen hohere
Summenwerte als die Kontrollgruppe auf. Zur besseren Ubersicht sind die
Unterschiede in Tabelle 15 aufgefuhrt und werden in den nachsten Kapiteln

naher beschrieben. Der CECA.Q fragt wie der CTQ ebenfalls eine Form von ELA

ab und wurde deshalb gesondert ausgewertet und erscheint nicht in folgender

Tabelle.
Tabelle 15:

Psychometrische Skalen: Ubersicht der Unterschiede zwischen Probanden mit
ELA und der Kontrollgruppe in der Beantwortung

ELA=0; n=36. ELA=1: n=25. Angegeben ist jeweils der Mittelwert in erreichter
Punktzahl oder zugehdrigem Wert. Die Ergebnisse wurden mittels einem Mann-
Whitney-U Test ermittelt.

Psychometrische ELA=0 ELA=1 Differenz

Skala (Mittelwerte) (Mittelwerte)

CTQ 31,06 Pkte. | 55,44 Pkte. | 24,38 Pkte. <0,001

BDI-lI 3,31 Pkte. 7,80 Pkte. 4,49 Pkte. 0,004

BAI 4,08 Pkte. 7,64 Pkte. 3,56 Pkte. 0,036

SRS 52,83 Pkte. | 59,72 Pkte. | 6,89 Pkte. 0,040

SCL-90-R (GSI) T-Wert: T-Wert: T-Wert: 4,60 | T-Wert:
48,08 52,68 Rohwert: 0,008
Rohwert: Rohwert: 0,2020 Rohwert:
0,3072 0,5092 0,005

3.2.1 Beck’s Depression Inventory Il (BDI-II)

Mittels des Beck’s Depression Index Il (BDI-Il) wurde das Vorhandensein und die
Schwere von Symptomen einer Depression abgefragt.

Im Mittel erreichen Probanden mit ELA (ELA=1; n=25) 7,80 Punkte im BDI-II. Bei
Probanden ohne Trauma (ELA=0; n=36) liegt der Mittelwert bei 3,31 Punkten und
somit signifikant niedriger (Mann-Whitney-U: p=0,004) (siehe Abbildung 6). Auch
nach zwischen  dem

die  Rangkorrelationsanalyse Spearman-Rho

Gesamtsummenscore des BDI-1l und dem Gesamtsummenscore des CTQ zeigt
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ein signifikantes Ergebnis (r=0,483; p<0,001). Ein hoher Summenwert im CTQ
korreliert somit signifikant mit einem héheren Gesamtsummenscore im BDI.

N=55 der Probanden erreichten eine Punktzahl zwischen Null und 13 Punkten
und zahlten somit zur Kategorie ,Keine oder remittierte Depression®. Fur alle
weiteren Kategorien erreichten jeweils n=2 Probanden die entsprechenden

Punktzahlen.

Vergleich der Mittelwerte des BDI Gesamtsummenscore zwischen den
Gruppen ELA=0 und ELA=1
12

**k

10

Punkten
=]

Mittelwert des Gesamtsummenscore in

ELA=0 ELA=1

Abbildung 6: Vergleich der Mittelwerte des BDI-Il Gesamtsummenscore zwischen den
Gruppen ELA=0 und ELA=1
ELA=0: n=36. ELA=1: n=25. Mittelwerte: ELA=0: 3,31 Punkte; ELA=1: 7,80 Punkte.
Fehlerbalken: +/- 2 SE.
** markiert einen p-Wert <0,05.

3.2.2 Beck’s Anxiety Index (BAI)

Mittels des Beck’s Anxiety Index (BAI) wurde das Vorhandensein und die
Schwere von Symptomen einer Angststérung abgefragt.

Im Mittel erreichen Probanden mit ELA (ELA=1: n=25) 7,64 Punkte im BAI. Bei
Probanden ohne Trauma (ELA=0; n=36) liegt der Mittelwert bei 4,08 Punkten und
somit signifikant niedriger (Mann-Whitney-U: p=0,036) (siehe Abbildung 7). Auch
die  Rangkorrelationsanalyse nach  Spearman-Rho  zwischen dem
Gesamtsummenscore des BAI und dem Gesamtsummenscore des CTQ zeigt
ein signifikantes Ergebnis (r=0,378; p=0,003). Ein hoher Summenwert im CTQ
korreliert somit signifikant mit einem héheren Gesamtsummenscore im BAI.
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Vergleich der Mittelwerte des BAl Gesamtsummenscore zwischen den
Gruppen ELA=0 und ELA=1
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Abbildung 7: Vergleich der Mittelwerte des BAl Gesamtsummenscore zwischen den Gruppen

ELA=0und ELA=1

ELA=0: n=36. ELA=1: n=25. Mittelwerte: ELA=0: 4,08 Punkte; ELA=1: 7,64 Punkte.
Fehlerbalken: +/- 2 SE.

** markiert einen p-Wert <0,05.

3.2.3 Stressreaktivitatsskala (SRS)

Die Stressreaktivitdtsskala SRS erfasst die individuelle Stressanfalligkeit einer
Person.

Hier zeigt sich, dass die Gruppe mit ELA (ELA=1: n=25; Mittelwert: 59,72 Punkte)
signifikant hoéhere Summenwerte in der SRS erreicht, also signifikant
stressanfalliger ist als die Kontrollgruppe (ELA=0: n=36; Mittelwerte: 52,83
Punkte) (Mann-Whitney-U: p=0,040) (siehe Abbildung 8). HOhere Summenwerte
in der SRS Kkorrelieren signifikant mit héheren Summenwerten im CTQ
(Spearman-Rho: r=0,314; p=0,014).
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Vergleich der Mittelwerte des SRS-Gesamtsummenscore zwischen den

" Gruppen ELA=0 und ELA=1
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Abbildung 8: Vergleich der Mittelwerte des Gesamtsummenscore der SRS zwischen den
Gruppen ELA=0 und ELA=1
ELA=0: n=36. ELA=1: n=25. Mittelwerte: ELA=0: 52,83 Punkte; ELA=1: 59,72 Punkte.
Fehlerbalken: +/- 2 SE. ** markiert einen p-Wert <0,05.

3.2.4 Symptom-Checklist-90-Revised (SCL-90-R)

Die Betrachtung des GSI der Symptom-Checklist-90-Revised SCL-90-R, als Mal3
der aktuellen grundsatzlichen psychischen Belastung, zeigt ebenfalls einen
signifikanten Unterschied zwischen den Probanden mit ELA (ELA=1: n=25) und
den Kontrollprobanden (ELA=0: n=36). Analysiert wurden sowohl die
standardisierten GSI T-Werte als auch die GSI- Rohwerte.

Probanden mit ELA (ELA=1: n=25) weisen eine signifikante hohere aktuelle
grundsatzliche psychische Belastung auf, nicht nur bei der Analyse der GSI-
Rohwerte (Mann-Whitney-U: p=0,005; ELA=0: 0,3072; ELA=1: 0,5092),
sondern auch bei der Analyse der standardisierten T-Werte (Mann-Whitney-U:
p=0,008; ELA=0: 48,08; ELA=1: 52,68) (siehe Abbildung 9).
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Vergleich der Mittelwerte des GSI T-Wertes zwischen den Gruppen
ELA=0 und ELA=1
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Abbildung 9: Vergleich der Mittelwerte des GSI T-Wertes zwischen den beiden Gruppen

ELA=0 und ELA=1
ELA=0: n=36. ELA=1: n=25. Mittelwerte: ELA=0: 48,08; ELA=1: 52,68. Fehlerbalken:
+/- 2 SE. ** markiert einen p-Wert <0,05.

3.2.5 Childhood Experience of Care and Abuse Questionnaire
(CECA.Q)

Mittels des Childhood Experience of Care and Abuse Questionnaire (CECA.Q)
wurden weitere Aspekte erlebter Traumata abgefragt. Insbesondere bezieht sich
der Fragebogen auf den Verlust eines Elternteils, sowie die Eltern-Kind-
Beziehung im Rahmen von Vernachlassigung und Antipathie gegentber dem
Kind.
Die Probanden wurden wie in Kapitel 2.3.7 beschrieben anhand der abgefragten
Aspekte fruhkindlicher Traumatisierung in verschiedene Gruppen eingeteilt:
Verlust eines oder beider Elternteile, Antipathie, Vernachlassigung oder
korperlicher Missbrauch jeweils mutterlicher- oder vaterlicherseits, sowie
sexueller Missbrauch und schwerer sexueller Missbrauch. Mittels Mann-Whitney-
U Test wurden die genannten Gruppen bezuglich mdglicher Unterschiede in der
Beantwortung der anderen erhobenen psychometrischen Skalen verglichen, um
die Auswirkungen dieser Traumata auf das Empfinden von Angst (BAI),
Depressiven Symptomen (BDI-II), Stress (SRS) und auf die Wahrnehmung
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alltaglicher psychischer Belastung (SCL-90-R) zu untersuchen. Es zeigen sich
nur vereinzelt signifikante Unterschiede in der Beantwortung der Fragebégen.
Probanden, die korperlichen Missbrauch durch die Mutter erlebten (n=3)
erreichten signifikant héhere Summenwerte im BDI-Il (Mann-Whitney-U:
p=0,045), in der SRS (Mann-Whitney-U: p=0,027), sowie signifikant hOhere GSI-
Rohwerte der SCL-90-R (Mann-Whitney-U: p=0,042) als die Kontrollgruppe.
Probanden, die korperlichen Missbrauch durch den Vater erlebten (n=2)
erreichten lediglich hbhere Summenwerte im BDI-1I (Mann-Whitney-U: p=0,047)
als die Kontrollgruppe.

Probanden, die sexuellen Missbrauch erlebten (n=13) erreichen in allen
erhobenen Fragebdgen signifikant hohere Summenwerte. Der Mann-Whitney-U
Test zeigte fur den BDI-11 p=0,023, fur den BAI p=0,022, fir die SRS p=0,007 und
bei der Betrachtung des GSI der SCL-90-R fiir den T-Wert p=0,007 und flr den
Rohwert p=0,002. Ein &hnliches Ergebnis zeigt sich bei Probanden, die schweren
sexuellen Missbrauch erlebten (Severity of Sexual Abuse =2 Punkte; n=9). Der
Mann-Whitney-U Test zeigte fur den BDI-Il p=0,011, fir den BAI p=0,003 und bei
der Betrachtung des GSI der SCL-90-R fur den T-Wert p=0,015 und fir den
Rohwert p=0,006. Hier zeigt sich allerdings kein signifikanter Unterschied in der
SRS.

Probanden, die starke Antipathie der Mutter erlebten (n=12) erreichten signifikant
hohere GSI-Rohwerte der SCL-90-R (Mann-Whitney-U: p=0,039) als die
Kontrollgruppe.

Zwischen Probanden die ein oder beide Elternteile verloren haben
(Parentalloss=1; n=19) und der zugehotrigen Kontrollgruppe (Parentalloss=0:
n=42) zeigen sich in der Beantwortung aller oben genannten Fragebdgen keine
signifikanten Unterschiede. Bei der Auswertung wurden die Hintergriinde des
Verlustes eines Elternteils nicht miteinbezogen. Bei n=8 Probanden, des
vorliegenden Kollektivs verstarb ein Elternteil. Nur einer der Probanden gibt an
dauerhaft von einem Elternteil getrennt gewesen zu sein. N=9 Probanden

verloren ein Elternteil zeitweise durch Trennung/ Scheidung der Eltern.
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3.3 Epigenetik: Die prozentuale Methylierung der CpG-
Sites Chr3.108838388, Chr3.108838285 und
Chr3.108838104

Innerhalb des Gens MORC1 wurden drei CpG-Sites (Chr3.108838388,
Chr3.108838285 und Chr3.108838104) analysiert.

Zuerst erfolgte der Vergleich zwischen Probanden mit ELA und der
Kontrollgruppe.

Die Gruppen ELA=1 und ELA=0 unterscheiden sich im Konsum von Alkohol und
bei der Einnahme von Benzodiazepinen (siehe Kapitel 3.1). Deshalb wurde
ebenfalls untersucht, ob das Trinkverhalten oder der Konsum von
Benzodiazepinen einen Effekt auf die prozentuale Methylierung hat.

Aullerdem erfolgte unabhé&ngig von dem Erleben von ELA, eine weitere
statistische Analyse des BDI-Il als Mal3 depressiver Symptomatik, um auch hier
maogliche Unterschiede oder Zusammenhange der Methylierungswerte zu
entdecken.

Wie in Kapitel 2.5 beschrieben wurden die Analysen anschliel3end noch einmal

unter Ausschluss von mdglichen Ausreif3ern durchgefinhrt.

3.3.1 Early Life Adversities

In der vorliegenden Studie wurden verschiedene Aspekte frihkindlicher
Traumata mittels CTQ und CECA.Q abgefragt. In den folgenden zwei Kapiteln
werden maogliche Effekte auf die prozentuale Methylierung der analysierten CpG-
Sites von ELA insgesamt, abgefragt mit dem CTQ, von den einzelnen Kategorien
des CTQ und mogliche Effekte mit dem CECA.Q zusatzlich erhobener Aspekte

frihkindlicher Traumata vorgestellt.

3.3.1.1 Childhood Trauma Questionnaire CTQ
Probanden mit frihkindlichen Traumata (ELA=1) weisen fir alle analysierten

CpG-Sites eine geringere mittlere prozentuale Methylierung auf als die
Kontrollprobanden (ELA=0) (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: Prozentuale Methylierungswerte der analysierten CpG-Sites im Vergleich
zwischen den Gruppen ELA=0 und ELA=1.
Dargestellt sind die CpG-Sites Chr.3.108838388 (MORC_CpG2), Chr.3.108838285
(MORC_CpG3), Chr.3.108838104 (MORC_CpG5) und die gemittelte prozentuale
Methylierung der drei analysierten CpG-Sites (MORC_Mittelwert). ELA=0: n=36.
ELA=1: n=25. Werte, die mehr als das 1,5-fache des Interquartilabstandes von der 25.
und 75. Perzentile entfernt liegen sind mit einem ° markiert. Werte mit 3-fachem IQR
sind mit einem Stern (*) markiert. ** markiert einen p-Wert <0,05.

Einen signifikanten Unterschied zeigt der Mann-Whitney-U Test fir die CpG-
Sites Chr3.108838388 (MORC_CpG2) (Mann-Whitney-U: p=0,005; ELA=0
[n=36]: 95,7317% [SD 1,13193]; ELA=1 [n=21]: 94,6751% [SD 1,39818];
Differenz: 1,0566%) und Chr3.108838285 (MORC_CpG3) (Mann-Whitney-U:
p=0,029; ELA=0 [n=36]: 99,0491% [SD 0,66723]; ELA=1 [n=25]: 98,5625% [SD
0,95037]; Differenz: 0,4866%), sowie fur die gemittelte prozentuale Methylierung
aller drei analysierten CpG-Sites (MORC _ Mittelwert) (Mann-Whitney-U: p<0,001;
ELA=0 [n=36]: 96,7141% [SD 0,5738044]; ELA=1 [n=25]: 96,1592% [SD
0,5599274]; Differenz: 0,5549%). Jedoch nicht fur die CpG-Site Chr3.108838104
(MORC_CpG5) (Mann-Whitney-U: p=0,305; ELA=0 [n=36]: 95,3617 % [SD
0,99139]; ELA=1 [n=25]: 95,24% [SD 0,67327]; Differenz: 0,1217%).

Bei der Analyse der Daten ohne Ausreil3er zeigt sich ebenfalls ein signifikanter
Unterschied der zentralen Tendenzen von ELA=1 und ELA=0 fur die CpG-Sites
Chr3.108838388 (MORC_CpG2) (Mann-Whitney-U: p=0,007; ELA=0 [n=33]:
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95,7239% [SD 0,20467]; ELA=1 [n=24]: 94,6751% [SD 0,28540]; Differenz:
1,0488%) und Chr3.108838285 (MORC_CpG3) (Mann-Whitney U: p=0,026;
ELA=0: [n=35] 99,0536% [SD 0,67641]; ELA=1: [n=23] 98,5393% [SD 0,96479];
Differenz: 0,5143%), sowie fur die gemittelte prozentuale Methylierung aller drei
analysierten CpG-Sites (MORC_Mittelwert) (Mann-Whitney-U: p=0,001; ELA=0:
[n=33] 96,725842% [SD 0,58990]; ELA=1: [n=23] 96,161582% [SD 0,5723874];
Differenz: 0,5643%). Jedoch abermals nicht fir die CpG-Site Chr3.108838104
(MORC_CpG5) (Mann-Whitney-U: p=0,234; ELA=0 [n=33]: 95,4159% [SD
0,99236]; ELA=1 [n=23]: 95,2435% [SD 0,68818]; Differenz: 0,1724%).

Die einzelnen Items des CTQ werden funf verschiedenen Kategorien
(korperlicher, sexueller und emotionaler Missbrauch, sowie kdrperliche und
emotionale Vernachlassigung) zugeordnet. Der genaue Aufbau, die
kennzeichnenden Items und die zugehoérigen Schweregrade (1 [,Nicht bis
minimal“] bis 4 [,Schwer bis extrem*]) der einzelnen Kategorien sind in Kapitel
2.3.1 beschrieben. Es erfolgte ebenfalls ein Vergleich der prozentualen
Methylierungswerte innerhalb dieser Kategorien. Es wurde Uberprift ob
bestimmte Methylierungsmuster vorhanden sind, wie beispielsweise die Zu- oder
Abnahme der prozentualen Methylierung mit steigendem Schweregrad. Diese
Analyse erfolgte fur jede der untersuchten CpG-Sites.

Ein klares Methylierungsmuster zeigt sich nur vereinzelt. Bei der Analyse der
CpG-Site Chr3.108838388 (MORC_CpG2) =zeigt sich in der Kategorie
.Emotionale Vernachlassigung“ ein kontinuierlicher Abfall der prozentualen
Methylierung (SG1 [n=31]: 95,6453% |SD 0,88053], SG2 [n=10]: 95,6380% [SD
1,7199], SG3 [n=9]: 94,7034% [SD 1,28721], SG4 [n=11]: 94,5028% [SD
1,72418]). Bei der Analyse der CpG-Site Chr3.108838285 (MORC_CpG3) zeigt
sich ein solcher kontinuierlicher Abfall der prozentualen Methylierung mit
steigendem Schweregrad fur die Kategorien ,Sexueller Missbrauch® (SG1
[n=48]: 98,9917% | SD 0,63964], SG2 [n=3]: 98,6550% [SD 1,12531], SG3 [n=8]:
98,5211% [SD 1,02430], SG4 [n=2]: 97,26% [SD 2,02233]) und ,Emotionaler
Missbrauch® (SG1 [n=32]: 98,9540% |SD 0,82453], SG2 [n=7]: 98,7971% [SD
0,99671], SG3 [n=11]: 98,7226% [SD 0,55468], SG4 [n=11]: 98,7212% [SD
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0,96186]). Bei der Analyse des gemittelten prozentualen Methylierungswertes
aller analysierten CpG-Sites (MORC_Mittelwert) zeigt sich in der Kategorie
,Emotionale Vernachlassigung“ ein kontinuierlicher Abfall der prozentualen
Methylierung (SG1 [n=31]: 96,6225% [SD 0,55374], SG2 [n=10]: 96,4845% [SD
0,83122], SG3 [n=9]: 96,3140% [SD 0,49936], SG4 [n=11]: 96,2614% [SD
0,68119]).

Bei der Analyse ohne Ausreif3er kdnnen lediglich bei der Analyse der CpG-Site
Chr3.108838285 (MORC _CpG3) und dem gemittelten prozentualen
Methylierungswertes aller analysierten CpG-Sites (MORC_Mittelwert) Muster im
Sinne eines kontinuierlichen Abfalls der prozentualen Methylierung gezeigt
werden. Fir die CpG-Site Chr3.108838285 (MORC_CpG3) gilt dies fur die
Kategorie ,Sexueller Missbrauch® (SG1 [n=46]: 98,9917% [SD 0,65365], SG2
[n=3]: 98,655% [SD 1,12531], SG3 [n=8]: 98,5211% [SD 1,02430], SG4 [n=2]:
97,26% [SD 2,02233]) und fur den gemittelten Methylierungswert gilt dies fir die
Kategorie ,Emotionale Vernachlassigung“ (SG1 [n=29]: 96,6119% [SD 0,56829],
SG2 [n=10]: 96,4845% [SD 0,8312197], SG3 [n=8]: 96,314028% [SD 0,49936],
SG4 [n=11]: 96,261439% [SD 0,6811928])

Fur diese vereinzelten Kategorien, die einen Abfall der prozentualen
Methylierung mit steigendem Schweregrad aufwiesen, wurde eine
Rangkorrelationsanalyse nach Spearman-Rho durchgefihrt, um maogliche
signifikante lineare Korrelationen aufzudecken. Es zeigen sich jedoch lediglich
signifikante Ergebnisse fir die CpG-Site Chr3.108838388 (MORC_CpG2) und
fur den gemittelten prozentualen Methylierungswert aller analysierten CpG-Sites
(MORC_Mittelwert) in der Kategorie ,Emotionale Vernachlassigung®
(MORC_CpG2: r=-0,300; p=0,02; MORC_Mittelwert: r=-0,284; p=0,028. Ohne
Ausreil3er: MORC_Mittelwert: r=-0,267; p=0,047) Die prozentuale Methylierung
sinkt jeweils signifikant mit steigendem Schweregrad in der Kategorie

,Emotionale Vernachlassigung“ (siehe Abbildung 11).
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Vergleich der prozentualen Methylierung von MORC_Mittelwert zwischen den
Schweregraden der Kategorie "Emotionale Vernachlassigung"
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Abbildung 11: Vergleich der prozentualen Methylierung von MORC_Mittelwert zwischen den

Schweregraden der Kategorie ,,Emotionale Vernachlassigung“

Mit steigendem Schweregrad (1 bis 4) sinkt die prozentuale mittlere Methylierung.
MORC_Mittelwert beschreibt die gemittelte prozentuale Methylierung der drei
analysierten CpG-Sites (Chr3.108838388, Chr3.108838285 und Chr3.108838104).
Mittelwerte: SG1 (n=31): 96,6225%, SG2 (n=10): 96,4845%, SG3(n=9): 96,3140%,
SG4 (n=11): 96,2614%. Fehlerbalken: +/- 2 SE. ** markiert einen p-Wert <0,05.

Die Einnahme von Benzodiazepinen und das Vorhandensein einer Depression
(MDD) kénnen Auswirkungen auf die Epigenetik haben. Um einen solchen
potenziellen Einfluss auf die spezifische Methylierung der analysierten CpG-Sites
zu betrachten wurde der Datensatz anschlielRend noch einmal unter Ausschluss
von Probanden die Benzodiazepine einnehmen und gleichzeitig unter
Ausschluss von Probanden die im BDI-II einen Score von >14 Punkten erreichten
analysiert. Ein Score von >14 Punkten im BDI-II deutet auf das Vorhandensein
depressiver Symptomatik innerhalb der letzten zwei Wochen hin (siehe Kapitel
2.3.2).

Probanden mit ELA weisen flr die CpG-Sites Chr.3.108838388 (MORC_CpG2),
Chr.3.108838285 (MORC_CpG3), sowie fur den gemittelten Wert
(MORC_Mittelwert) abermals eine geringere mittlere prozentuale Methylierung
auf als die Kontrollprobanden. Der genannte Unterschied zeigt sich signifikant fur
die CpG-Site Chr3.108838388 (MORC_CPG2) (Mann-Whitney U: p=0,004;
ELA=0: [n=34] 96,6769% [SD 0,5282735]; ELA=1: [n=19] 94,6495% [SD
1,22549]; Differenz: 0,9893%. Ohne Ausreil3er: p=0,004; ELA=0: [n=31]
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95,6216% [SD 1,01275]; ELA=1: [n=19] 94,6495% [SD 1,22549]; Differenz:
0,9721%) und flur die gesamten mittleren Methylierung aller analysierten CpG-
Sites (MORC_Mittelwert) (Mann-Whitney U: p=0,003; ELA=0: [n=34] 95,6388%
[SD 0,97621]; ELA=1: [n=19] 96,2282% [SD 0,67327]; Differenz: 0,4487%. Ohne
Ausreil3er: p=0,001; ELA=0: [n=34] 96,710539% [SD 0,58801]; ELA=1: [n=24]
96,15192% [SD 0,5599274]; Differenz: 0,55862%). Der genannte Unterschied ist
jedoch nicht signifikant fur die CpG-Site Chr.3.108838285 (MORC_CpG3)
(Mann-Whitney U: p=0,0110; ELA=0: [n=34] 99,1108% [SD 0,59813]; ELA=1:
[n=19] 98,7279% [SD 0,91500]; Differenz: 0,3829%. Ohne Ausreil3er: p=0,0110;
ELA=0: [n=33] 99,1175% [SD 0,60612]; ELA=1: [n=18] 98,7075% [SD 0,93707];
Differenz: 0,41%).

Auffallig ist, dass die CpG-Site Chr3.108838104 (MORC_CpG5), sowohl bei der
Analyse vor Ausschluss der Ausreil3er als auch unter Ausschluss der Ausreil3er,
bei Probanden mit ELA geringfigig hoher methyliert ist als bei der
Kontrollgruppe. Dieser Unterschied ist allerdings nicht signifikant (Mann-Whitney
U: p=0,656; ELA=0: [n=34] 95,2810% [SD 0,89589]; ELA=1: [n=19] 95,3071%
[SD 0,69496]; Differenz: -0,0261%. Ohne Ausreil3er: p=0,561; ELA=0: [n=31]
95,3310% [SD 0,89234]; ELA=1: [n=18] 95,3153% [SD 0,71417; Differenz: -
0,0157%).

3.3.1.2 Childhood Experience of Care and Abuse Questionnaire CECA.Q
Der CECA.Q erhebt ebenfalls Aspekte frihkindlicher Traumatisierung: Verlust

eines oder beider Elternteile, Vernachlassigung, Antipathie und korperlichen
Missbrauch, jeweils mutterlicher und véaterlicherseits und sexuellen Missbrauch.
Die Probanden wurden wie in Kapitel 2.3.7 beschrieben anhand der abgefragten
Aspekte in verschiedene Gruppen eingeteilt. Mittels Mann-Whitney-U Test wurde
Uberprift, ob sich die oben genannten Gruppen bezuglich der prozentualen
Methylierung der analysierten CpG-Sites unterscheiden.

Bei Probanden, die ein oder beide Elternteile verloren, ist die mittlere prozentuale
Methylierung aller analysierten CpG-Sites (MORC_Mittelwert) signifikant
geringer als bei der Kontrollgruppe (Mann-Whitney-U: p=0,010; Parentalloss=0
[n=42]: 96,5978% [SD 0,506803]; Parentalloss=1 [n=19]: 96,1996% [SD
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0,680855]; Differenz: 0,3982%) (siehe Abbildung 12). Dies zeigt sich ebenfalls
bei der Analyse ohne AusreiRer (Mann-Whitney-U: p=0,034; Parentalloss=0
[n=38v]: 96,609064% [SD 0,5720703]; Parentalloss=1 [n=19]: 96,24174% [SD
0,6809313]; Differenz: 0,3673%).

Vergleich der Mittelwerte von MORC_Mittelwert zwischen den Gruppen
Parentalloss=0 und Parentalloss=1
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Abbildung 12: Vergleich der Mittelwerte der Methylierung von MORC_Mittelwert zwischen den
Gruppen Parentalloss=0 und Parentalloss=1
Parentalloss=0: n=42. Parentalloss=1: n=19. Mittelwerte: ELA=0: 3,31 Punkte; ELA=1:
7,80 Punkte. Fehlerbalken: +/- 2 SE. ** markiert einen p-Wert <0,05.

Bei Probanden, die starke Antipathie der Mutter erlebten ist die mittlere
prozentuale Methylierung aller analysierten CpG-Sites (MORC_Mittelwert)
ebenfalls signifikant geringer als bei der Kontrollgruppe (Mann-Whitney-U:
p=0,042;  Mutter_Antipathie=0  [n=49]: 96,5294% [SD 0,617714];
Mutter_Antipathie=1 [n=12]: 96,2295% [SD 0,437412]; Differenz: 0,2999%). Dies
zeigt sich nicht bei der Analyse ohne Ausrei3er (Mann-Whitney-U: p=0,053;
Mutter_Antipathie=0 [n=46]: 96,54836% [SD 0,66375]; Mutter_Antipathie=1
[n=12]: 96,2295% [SD 0,437412]; Differenz: 0,3189%).

Bei Probanden, die sexuellen Missbrauch erlebten ist die prozentuale
Methylierung der CpG-Site Chr3.108838285 (MORC_CpG3) signifikant geringer
als bei der Kontrollgruppe (Mann-Whitney-U: p=0,023; Sexueller_Missbrauch=0
[n=46]: 99,057% [SD 0,599307]; Sexueller_Missbrauch=1 [n=13]: 98,301% [SD
1,124255]; Differenz: 0,7565%). Ebenso zeigt sich dies bei Probanden die
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schweren sexuellen Missbrauch erlebten (Mann-Whitney-U: p=0,011;
Schwerer_Sexueller_Missbrauch=0 [n=50]: 99,044% [SD 0,602311];
Schwerer_Sexueller_Missbrauch=1 [n=9]: 98,04% [SD 1,207886]; Differenz:
1,004%). Dies lasst sich auch bei der Analyse ohne Ausreil3er reproduzieren
(Mann-Whitney-U: Sexueller_Missbrauch: p=0,017; Sexueller_Missbrauch=0
[n=44]: 99,0612% [SD 0,69569]; Sexueller_Missbrauch=1 [n=12]: 98,2347% [SD
1,14750]; Differenz: 0,8265%. Schwerer_Sexueller_Missbrauch: p=0,002;
Schwerer_Sexueller_Missbrauch=0 [n=48]: 99,0555% [SD 0,61198];
Schwerer_Sexueller_Missbrauch=1 [n=8]: 97,8556% [SD 1,14794]; Differenz:
1,1999%).

Innerhalb der dbrigen genannten Kategorien zeigen sich fur keine der

analysierten CpG-Sites signifikanten Unterschiede.

3.3.2 Lebensgewohnheiten: Alkoholkonsum und
Benzodiazepine

Fur die  statistische Analyse der Auswirkung unterschiedlicher
Lebensgewohnheiten auf die prozentuale Methylierung wurden die Probanden,
wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben in je zwei Gruppen eingeteilt.
Zwischen Probanden, die Alkohol trinken (Alkoholkonsum=1: n=49) und solchen
die es nicht bzw. selten tun (Alkoholkonsum=0: n=12) zeigt sich kein signifikanter
Unterschied in der prozentualen Methylierung der untersuchten CpG-Sites
(Mann-Whitney-U:  MORC_CpG2: p=0,091. MORC_CpG3: p=0,344.
MORC_CpG5: p=0,626. MORC_Mittelwert: p=0,280). Unter Ausschluss der
AusreilRer andert sich dieses Ergebnis nicht (Mann-Whitney-U: MORC_CpG2:
p=0,085; Alkoholkonsum=0 [n=10]; Alkoholkonsum=1 [n=47]. MORC_CpG3:
p=0,364; Alkoholkonsum=0 [n=11]; Alkoholkonsum=1 [n=47]. MORC_CpGS5:
p=0,490; Alkoholkonsum=0 [n=11]; Alkoholkonsum=1 [n=45]. MORC_Mittelwert:
p=0,326; Alkoholkonsum=0 [n=11]; Alkoholkonsum=1 [n=47]).
Bei der Analyse der Einnahme von Benzodiazepinen fallen lediglich signifikante
Unterschiede in Bezug auf die Methylierung der CpG-Site Chr3.108838285
(MORC_CpG3), sowohl bei der Analyse mit als auch ohne Ausreil3er auf. Bei der

Analyse wurde der Unterschied der prozentualen Methylierung der untersuchten
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CpG-Sites zwischen Probanden die Benzodiazepine einnehmen und Probanden,
die dies nicht tun untersucht (Mann-Whitney-U: MORC_CpG3: p=0,014;
Benzodiazepine=1 [n=4]: 97,811%; Benzodiazepine=2 [n=57]: 98,929%;
Differenz: 1,1176%. MORC_CpG2: p=0,447. MORC_CpG5: p=0,447.
MORC_Mittelwert: p=0,156. Ohne AusreiBer: MORC_CpG3: p=0,021,;
Benzodiazepine=1 [n=4]: 97,8113%; Benzodiazepine=2 [n=54]: 98,9266%;
Differenz: 1,1153%. MORC_CpG2: p=0,423; Benzodiazepine=1 [n=4];
Benzodiazepine=2 [n=53]. MORC_CpG5: p=0,396; Benzodiazepine=1 [n=4];
Benzodiazepine=2 [n=52]. MORC_ Mittelwert: p=0,179; Benzodiazepine=1 [n=4];
Benzodiazepine=2 [n=54]).

3.3.3 Depressive Symptomatik

Es soll ein mdglicher Zusammenhang zwischen vermehrter depressiver
Symptomatik und der spezifischen Methylierung von MORC1 Uberprift werden.
Depressive Symptomatik wurde anhand des BDI-Il erhoben. Fir den BDI-II
existieren Richtwerte, die helfen die Schwere depressiver Symptomatik innerhalb
der letzten zwei Wochen einzuordnen (siehe Kapitel 2.3.2). Um die
Auswirkungen depressiver Symptome auf die DNA-Methylierung zu analysieren,
wurden die Probanden dementsprechend noch einmal in zwei Gruppen
eingeteilt: Probanden mit einem Score <13 Punkten und Probanden mit einem
Score >14 Punkten. Vergleicht man die prozentuale Methylierung der CpG-Sites
zwischen den oben genannten Gruppen (BDI >14 Punkte und BDI <13 Punkte)
zeigt sich ein signifikanter Unterschied fur die CpG-Site Chr3.108838285
(MORC_CpG3) (Mann-Whitney-U: p=0,006; BDI<13 [n=55]: 98,9426% [SD
0,75911]; BDI>14 [n=5]: 97,885% [SD 0,93829]; Differenz: 1,0576%). Probanden
mit depressiver Symptomatik (BDI>14) weisen fir die CpG-Site Chr3.108838285
(MORC_CpG3) eine geringere prozentuale Methylierung auf. Dies lasst sich
auch bei der Analyse ohne Ausreil3er fur die CpG-Site Chr3.108838285
(MORC_CpG3) reproduzieren (Mann-Whitney-U: p=0,008; BDI<13 [n=53]:
98,9407% [SD 0,77325]; BDI>14 [n=5]: 97,885% [SD 0,93829]; Differenz:
1,0557%).
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Fur die anderen analysierten CpG-Sites kann, sowohl bei den Analysen mit als
auch ohne AusreilRer kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden
(Mann-Whitney-U: MORC_CpG2: p=0,585; BDI<13 [n=55]: 95,2844% [SD
1,15582]; BDI>14 [n=5]: 95,5805% [SD 2,88698]; Differenz: -0,2961%.
MORC_CpG5: p=0,756; BDI<13 [n=55]: 95,2821% [SD 0,81853]; BDI>14 [n=5]:
95,6530% [SD 1,43428]; Differenz: -0,3709%. MORC_Mittelwert: p=0,498;
BDI<13 [n=55]: 96,5030% [SD 0,5589038]; BDI>14 [n=5]: 96,3728% [SD
1,2473379]; Differenz: 0,130177%. Ohne Ausreil3er: MORC_CpG2: p=0,555;
BDI<13 [n=52]: 95,2536% [SD 1,17702]; BDI>14 [n=5]: 95,5805% [SD 2,88698];
Differenz: -0,3269%. MORC_CpG5: p=0,677; BDI<13 [n=51]: 95,3149% [SD
0,81958]; BDI>14 [n=5]; 95,6530% [SD 1,43428]; Differenz: -0,3381%.
MORC_Mittelwert: p=0,535; BDI<13 [n=53]: 96,49274% [SD 0,56515]; BDI>14
[n=5]: 96,3728% [SD 1,24734]; Differenz: -0,1199%:;). Probanden mit depressiver
Symptomatik weisen bei der Analyse der CpG-Sites Chr3.108838388
(MORC_CpG2) und Chr3.108838104 (MORC_CpGb5) sogar eine geringfugig
hohere prozentuale Methylierung auf.

Erfolgt eine Gruppeneinteilung anhand der méglichen Schweregrade des BDI-II
zeigt sich eine signifikante negative lineare Korrelation zwischen der
prozentualen Methylierung der CpG-Site Chr3.108838285 (MORC_CpG3) und
den unterschiedlichen Schweregraden des BDI (Spearman-Rho: r= -,343;
p=0,007; Schweregrad 0 [n=55]: 98,9426%; Schweregrad 1: [n=2]: 98,6375%;
Schweregrad 2 [n=2]: 98,355%; Schweregrad 3: [n=2]: 96,8975%). Auch in der
grafischen Darstellung mittels Balkendiagramm ist ein Abwartstrend mit
steigendem Schweregrad zu beobachten (siehe Abbildung 13). Dies qilt
allerdings nicht fir die anderen analysierten CpG-Sites oder den gemittelten
prozentualen Methylierungswert. Hier lasst sich weder ein linearer Abwartstrend
mit steigendem Schweregrad im BDI-Il erkennen, noch ist ein signifikanter
Zusammenhang zwischen den Schweregraden und Methylierungswerten
messbar (Spearman-Rho: MORC_CpG2: p=0,514. MORC_CpG5: p=0,797.
MORC_Mittelwert: p=0,521). Bei der Analyse der Daten ohne Ausreil3er zeigt
sich ebenfalls lediglich bei der Analyse der CpG-Site Chr3.108838285
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(MORC_CpG3) eine signifikante negative lineare Korrelation zwischen der
prozentualen Methylierung und den unterschiedlichen Schweregraden des BDI
(Spearman-Rho: MORC_CpG3: r= -,344; p=0,008; Schweregrad 0 [n=53]:
98,9407%; Schweregrad 1. [n=2]: 98,6375%; Schweregrad 2 [n=1]: 98,355%;
Schweregrad 3: [n=2]: 96,8975%. MORC_CpG2: p=0,468. MORC_CpG5:
p=0,740. MORC_ Mittelwert: p=0,560).

Vergleich der prozentualen Methylierung von MORC-CpG3 zwischen den
Schweregraden des BDI-lI

99
*%k

98

Mittelwert der Methylierung in
Prozent %

97
96
0 1 2 3
Schweregrade des BDI-lI
Abbildung 13: Vergleich der prozentualen Methylierungswerte der CpG-Site MORC_CpG3

zwischen den einzelnen Schweregraden des BDI-II

MORC_CpG3 ist CpG-Site Chr3.108838285. Mittelwerte: SGO (n=55): 98,9426%;
SG1 (n=2): 98,6375%; SG2 (n=1): 98,3350; SG3 (n=2): 98,8975%. Fehlerbalken: +/-
2 SE. SG=2 ergibt sich aus n=1, deshalb ergibt die Fehlerbalkenberechnung fir SG=2
ein unendliches Ergebnis. Dieser Fehlerbalken wurde aus dem Diagramm entfernt. **
markiert einen p-Wert <0,05.

84



4 Diskussion

Fundament der vorliegenden Studie sind die Ergebnisse der genomweiten
Methylierungsanalyse von Nieratschker et al.: Dort konnte das Gen MORCL1 als
erstes Gen identifiziert werden, das zusammenhéangend mit dem Erleben
frihkindlicher Traumata sowohl in Progenitorblutzellen bei der Geburt als auch
im adulten tierischen Gehirn eine reduzierte prozentuale Methylierung aufweist.
Zusatzlich zeigte eine tiefergehende Analyse mit Daten aus einer vorangehenden
GWAS-MDD Studie eine signifikante Assoziation von MORC1 mit einer MDD
(62).

Primare Intention dieser Studie war es nun, diese Ergebnisse an erwachsenen
menschlichen Probanden Zu reproduzieren. Es sollten
Methylierungsunterschiede zwischen Probanden mit ELA und der Kontrollgruppe
ohne ELA detektiert werden, um so die Frage zu beantworten, ob das Gen
MORC1 auch beim erwachsenen Menschen im Zusammenhang mit ELA
unterschiedlich methyliert ist. AuRerdem sollte eine mdgliche Assoziation
zwischen vermehrter depressiver Symptomatik und spezifischer Methylierung
Uberpruft werden, um aufzukléaren wie sich die epigenetischen Veranderungen
auch bereits in einer gesunden Kohorte manifestieren. Nicht zuletzt sollten in der
vorliegenden Studie mdgliche Effekte frihkindlicher Traumatisierung auf die
psychische Gesundheit belegt werden. Diesbeziiglich erfolgte ein Vergleich
zwischen Probanden mit ELA und der Kontrollgruppe hinsichtlich dem Empfinden
von Angst, depressiven Symptomen, Stress und der Wahrnehmung alltaglicher

psychischer Belastungen.
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4.1 BaDo- Unterschiede der Lebensgewohnheiten

In der BaDo zeigten sich fir die Faktoren Geschlecht, Rauchverhalten und dem
Konsum illegaler Drogen keine signifikanten Unterschiede zwischen Probanden
mit ELA und der Kontrollgruppe ohne ELA.

Auch in Bezug auf das Alter zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen
den beiden Gruppen. Allerdings befindet sich der Grofteil (78,7%) der
Studienteilnehmer in einem Alter zwischen 18 und 30 Lebensjahren. Dies ist vor
allem in der Methodik der Probandenrekrutierung begriindet. Mdgliche
Probanden wurden mittels offentlichen Aufrufes via E-Mailverteiler der Eberhard-
Karls-Universitat Tubingen rekrutiert. Dadurch erreichte der Aufruf hauptsachlich
junge Studierende und Mitarbeiter/innen der Universitat. Aul3erdem ist der
Altersdurchschnitt der Gruppe mit ELA hdher und es zeigte sich eine groRRere
Varianz der Altersverteilung innerhalb dieser Gruppe. Vermutlich ist dieses
Phanomen darin begrindet, dass Probanden mit ELA auch im héheren Alter
vermehrtes personliches Interesse daran haben, einen Beitrag zur Forschung
bezuglich ELA zu leisten.

AuBBerdem auffallig war, dass die Gruppe der Probanden mit ELA signifikant
weniger Alkohol konsumiert als die Kontrollgruppe. Dies suggeriert, dass ELA
womaoglich ein protektiver Faktor in Bezug auf den spateren Alkoholkonsum ist.
Diese Vermutung kann in der Literatur nicht eindeutig belegt oder widerlegt
werden. Viele vorrangegangene epidemiologische Studien und Studien
Alkoholabhéngiger in Behandlung berichten Uber eine starke Assoziation
zwischen dem Erleben von ELA und dem spateren Missbrauch von Alkohol
(138). Andererseits zeigen Konkoly Thege et. al in einem Literaturreview, dass
bei 3054 eingeschlossenen Studien nur bei 35.1% positive Assoziationen
zwischen dem Auftreten einer Suchterkrankung und dem Erleben
interpersoneller Traumata bestehen, 1,3% kommen zu einem negativen
Ergebnis und der Groldteil 63,6% zeigt keine Signifikanz. Allerdings finden
Studien, die fruhkindliche Traumata untersuchen héaufiger eine positive
Assoziation (39,7% versus 29,7%) (139).
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Eine weitere Auffalligkeit ist, dass Probanden mit frihkindlicher Traumatisierung
signifikant haufiger die Einnahme von Benzodiazepinen bejahen. Allerdings
handelt es sich um nur insgesamt vier Probanden, die Benzodiazepine
einnehmen. Trotz der schwachen Aussagekraft solch geringer Fallzahlen deckt
sich diese Feststellung mit vorangegangen Studien, die sowohl bei Tier und
Mensch klar eine Wechselbeziehung zwischen der Neigung zur

Drogenabhangigkeit und dem Erleben von ELA belegen (140, 141).

4.2 Psychometrische Skalen

Alle Psychometrischen Skalen weisen eine Divergenz zwischen frihkindlich
traumatisierten Probanden und der Kontrollgruppe ohne ELA auf. Die

Unterschiede sind wie erwartet.

4.2.1 Beck’s Depression Inventory Il (BDI-ll) und Beck’s
Anxiety Index (BAI)

Sowohl beim BDI-Il als auch dem BAI, zeigen sich signifikante Unterschiede
zwischen Probanden mit ELA und Probanden ohne ELA. Obwohl keine der
beiden Gruppen im Schnitt eine Punktzahl erreicht, die darauf hindeuten wirde,
dass die Probanden an einer Angst- oder affektiven Stérung leiden, erreicht die
Gruppe mit ELA signifikant hdhere Summenwerte. Probanden mit einem héheren
Summenwert im CTQ erreichen signifikant héhere Summenwerte im BDI-Il und
im BAI. Diese Erkenntnisse decken sich mit der Literatur. ELA bedingen ein
erhohtes Risiko an einer Angst- oder affektiven Storung zu erkranken (siehe
Kapitel 1.1). Ein hoher Score im BDI-Il oder im BAI deutet auf eine vermehrte
Belastung mit Symptomen einer solchen Stérung hin. Allerdings gilt es dabei zu
beachten, dass beide Fragebdgen nur eine Momentaufnahme des psychischen
Befindens darstellen. Sie wurden entwickelt um, die Schwere einer Angststérung
bzw. MDD zu ermitteln (122, 123, 125, 126) und erfillen keinesfalls die nach ICD-

10 notwendigen Kriterien der Diagnosestellung (116).
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Aufgrund der hohen Relevanz fur die vorliegende Studie werden Auffalligkeiten
im Rahmen unterschiedlicher Methylierungsmuster in Bezug auf den BDI-II in
einem gesonderten Kapitel diskutiert (siehe Kapitel 4.3.3). Fur den BAI zeigten

sich keine Auffalligkeiten bezuglich der prozentualen Methylierung.

4.2.2 Stressreaktivitatsskala (SRS)

Die Stressanfalligkeit, gemessen mit der Stressreaktivitatsskala SRS ist fur die
Gruppe mit ELA signifikant hoher und korreliert positiv linear mit dem
Summenwert des CTQ: Diese Erkenntnisse fiigen sich gutin die aus der Literatur
bekannten Hypothesen ein. Fruhkindliche Traumata schédigen die korperlichen
Mechanismen der Stressantwort. Die HPA-Achse (Hypothalamus-Pituitary-
Adrenal-Achse) reagiert uberempfindlich mit erhéhter Reaktivitat und Aktivitat.
Daraus folgt spater ein erhdhtes Risiko an einer mitunter durch Stress induzierten
Depression zu erkranken (35, 66, 142). Es konnten keine verdnderten
Methylierungsmuster im Zusammenhang mit héheren Summenwerten im SRS

beobachtet werden.

4.2.3 Symptom-Checklist-90-Revised (SCL-90-R)

Probanden mit frihkindlich erlebten Traumata zeigen eine signifikant héhere
grundsatzliche psychische Belastung gemessen am GSI der SCL-90-R.
Probanden mit ELA weisen signifikant hthere standardisierte T-Werte und
Rohwerte des GSI auf, jedoch erreicht keine der Gruppen einen
durchschnittlichen T-Wert grof3er als 60. Bei einem T-Wert > 60 ist von einer
starken psychischen Belastung auszugehen (129, 130). Bisher gibt es keine
vorangehenden Studien die speziell den GSI in Verbindung mit dem Erleben von
ELA verwenden. Trotzdem ist bekannt, dass ELA mit einer h6heren psychischen
Belastung und damit auch Vulnerabilitat fur zahlreiche psychische Krankheiten
assoziiertist (13, 19, 21). Das Ergebnis deckt sich also mit den Erwartungen und

auch mit bekanntem Wissen.
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4.2.4 Childhood Experience of Care and Abuse Questionnaire
(CECA.Q)

Mittels des CECA.Q wurden weitere Aspekte frihkindlicher Traumatisierung
abgefragt. Auch diese Faktoren von ELA wurden bezlglich mdglicher
Unterschiede in der Beantwortung der anderen erhobenen psychometrischen
Skalen verglichen, um die Auswirkungen dieser Traumata auf das Empfinden von
Angst (BAI), Depressiven Symptomen (BDI-Il), Stress (SRS) und auf die
Wahrnehmung alltaglicher psychischer Belastung (SCL-90-R) zu untersuchen.
Es zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen Probanden die korperlich
durch die Mutter misshandelt wurden und der Kontrollgruppe bei der
Beantwortung des BDI-Il, der SRS und des GSI-Rohwertes der SCL-90-R.
Interessant ist, dass Probanden die kdrperlich durch den Vater misshandelt
wurden lediglich im BDI-II einen signifikant hoheren Summenwert erreichen,
obwohl sich die Fallzahlen (Vater: n=2; Mutter: n=3) kaum unterscheiden.
Probanden, die starke Antipathie der Mutter erlebten erreichten signifikant
hohere GSI-Rohwerte. Ebenfalls interessant ist, dass sich in Bezug auf starke
Antipathie des Vaters keine signifikanten Unterschiede sich in der Beantwortung
der anderen Fragebégen zeigten. Dieses Ergebnis suggeriert, dass Missbrauch
und Ablehnung von Seiten der Mutter einen starkeren Effekt auf die psychische
Verfassung haben konnte. Dies ist allerdings in der Literatur weder belegt noch
widerlegt, somit ist hier weiterfuhrende Forschung mit héheren Fallzahlen
notwendig, um diese Hypothese zu Uberprifen.

Probanden, die sexuellen Missbrauch erlebten zeigten signifikant hdhere
Summenwerte bei der Beantwortung des BAI, des BDI-Il, der SRS und einen
hoéheren GSI T-Wert und hohere GSI-Rohwerte. Ahnlich verhalt es sich bei
schwerem sexuellem Missbrauch, ausgenommen von der Beantwortung der
SRS: Hier zeigt sich keine Signifikanz. Diese Ergebnisse decken sich mit der
Literatur: Sexueller Missbrauch hat u.a. den betrachtlichsten Effekt auf das
spatere Auftreten psychischer Erkrankungen (24, 25) und auf die
Stresssensitivitat gegeniber depressiogenen Faktoren (32). Insbesondere eine

MDD beginnt friher und persistiert bis zu lebenslang (29).
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Probanden, die ein Elternteil verloren haben, unterscheiden sich wieder erwarten
nicht signifikant in der Beantwortung der anderen psychometrischen Skalen. Der
Verlust eines Elternteils scheint in der vorliegenden Studie somit keine
Auswirkung auf die jetzige psychische Verfassung zu haben. Eine Erklarung
konnte die Art der Datenauswertung sein. Es erfolgte keine Trennung der
verschiedenen Verlustgrinde, Zeitpunkte oder Zeitraume, da diese nur vage mit
dem CECA.Q erfasst werden. Jedoch spielt der Hintergrund des Verlustes eines
Elternteils beim Risiko im Erwachsenenalter an z.B. einer MDD zu erkranken eine
entscheidende Rolle: dauerhafte Trennung und Verlust vor dem 9. Lebensjahr
fallt starker ins Gewicht als der Tod eines Elternteils oder Verlust in der Jugend
(17). Vermutlich kann der Verlust eines Elternteils bei vielen Probanden des
vorliegenden Kollektivs durch das andere Elternteil oder Ersatzelternteile
kompensiert werden. Auch gibt nur einer der Probanden an dauerhaft von einem
noch lebenden Elternteil getrennt gewesen zu sein. Bei den restlichen Probanden
verstarb entweder ein Elternteil oder die Trennung erfolgte lediglich zeitweise
aufgrund von zumeist Scheidung. Wie beschrieben stellen Tod oder zeitweise
Trennung weniger ausschlaggebende Faktoren in Bezug auf die Vulnerabilitat

spater an psychischen Stérungen zu erkranken dar.
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4.3 Epigenetik: Die prozentuale Methylierung der CpG-
Sites Chr3.108838388, Chr3.108838285 und
Chr3.108838104

In den folgenden Kapiteln wird zuerst auf die allgemeinen Unterschiede der
prozentualen Methylierung der drei analysierten CpG-Sites in Abhangigkeit der
Ergebnisse des CTQ eingegangen, dann werden die verschiedenen Kategorien
des CTQ einzeln betrachtet und anschlielend wird auf die Unterschiede der
prozentualen Methylierung bei Probanden mit depressiver Symptomatik
eingegangen.

4.3.1 Der Einfluss von Early Life Adversities

Probanden mit frihkindlichen Traumata weisen fir alle analysierten CpG-Sites
(Chr3.108838388, Chr3.108838285 und Chr3.108838104) eine geringere
mittlere prozentuale Methylierung auf als die Kontrollprobanden. Allerdings ist
dieser Unterschied nur fir die CpG-Site Chr3.108838388 und Chr3.108838285,
sowie flr die gemittelte prozentuale Methylierung aller analysierten CpG-Sites
signifikant.

Drogenabhangigkeit (36-38) oder das Vorhandensein einer MDD bzw.
depressiver Symptomatik kénnen epigenetische Modifikationen stimulieren
(143). Deshalb wurden die Analysen noch einmal nach Ausschluss von
Probanden, die Benzodiazepine einnehmen und die depressive Symptomatik
(Score im BDI-Il von >14 Punkten) zeigen wiederholt, um moégliche kumulative
oder interferierende Effekte auszuschlie3en. Die prozentuale Methylierung der
CpG-Site Chr3.108838285 unterscheidet sich nach Exklusion des oben
genannten nicht mehr signifikant zwischen Probanden mit ELA und der
Kontrollgruppe.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie kdnnen teilweise an die Studie von
Nieratschker et al. (62) anknupfen und lassen die Vermutung zu, dass die
Hypomethylierung des Gens MORC1 im Zusammenhang mit ELA auf

erwachsene Menschen Ubertragbar sind, die epigenetischen Veranderungen bis
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ins Erwachsenenalter persistieren und mittels peripherer Vollblutproben
reproduzierbar sind. Damit kdnnte sich die CpG-Site Chr3.108838388 oder der
mittlere Methylierungswert der drei analysierten CpG-Sites als peripherer,
dauerhafter Indikator fir das Erleben von ELA eignen. Auf der Basis eines
peripheren Proxymarkers konnen beispielsweise Kklinische Screenings oder
Tests zur Fruherkennung entwickelt werden und so Hochrisikopatienten
identifiziert oder praventive Malinahmen ermoglicht werden, die das Auftreten
ELA assoziierter Erkrankungen verhindern.

Allerdings sind diese Ergebnisse nicht ohne Einschréankungen zu betrachten.
Thomas et al. analysierten bis zu 56 weitere CpG-Sites des Gens MORC1 unter
Einschluss einer weit hoheren Anzahl von Probanden und konnten keinen
signifikanten Zusammenhang zwischen dem Erleben von ELA und spezifischen
DNA-Methylierungen des Gens MORC1 zeigen. Es handelt sich um eine Studie
multipler Kohorten, die zum Teil die Daten der Probanden der vorliegenden
Studie in der Tuebingen Cohort (n=151) miteinschliel3t. AuRerdem wurden die
Daten anderer Kohorten (Grady Trauma Project Cohort [n=310], PReDICT
Cohort [n=299]) in der Studie analysiert. Zur Erfassung frihkindlicher Traumata
wird ebenfalls der CTQ verwendet und es wurden zur Analyse der
Methylierungsunterschiede ebenfalls Methoden gewabhlt die einzelne CpG-Sites
hochauflosen koénnen (Bisulfit Konvertierung, Pyrosequenzierung und 450k
llumina Bead Chip Analyse) (144-146).

Eine Erklarung der verschiedenen Ergebnisse kénnte die Stichprobengrol3e sein.
Die vorliegende Stichprobe beinhaltet lediglich n=61 Probanden und es wurden
insgesamt nur drei CpG-Sites des Gens MORCL1 analysiert. Naturlich ist es
maoglich, dass die statistische Aussagekraft der Analysen aufgrund zu kleiner
Stichproben und zu wenig analysierter CpG-Sites leidet.

Zur vorangehenden Studie von Nieratschker et al. gibt es neben der deutlich
kleineren Stichprobe zahlreiche methodische Unterschiede. Diese konnen
ebenfalls mdgliche Einschrankungen in der Aussagekraft der vorliegenden
Ergebnisse erklaren. In der vorliegenden Studie wurde eine andere Methodik
verwendet als in der vorherigen Studie. Methylierungsunterschiede wurden

mittels Bisulfit-Konvertierung sichtbar gemacht und anschlieBend mittels
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Pyrosequenzierung analysiert. Nieratschker et al. verwendeten methylierte DNA-
Immunoprazipitation (MeDIP). Die Methoden ermitteln die prozentuale
Methylierung auf unterschiedliche Weise. Bei der Bisulfitkonvertierung werden
sowohl Signale von methyliertem als auch hydroxymethliertem 5-Methylcytosin
(5-hmC) empfangen. Im Gegensatz dazu detektiert die MeDIP-
Immunoprazipitation lediglich Signale von methyliertem 5-Methylcytosin (147-
149). Das Enzym TET1 katalysiert die Oxidation von 5-mC zu 5-hmC. Bis heute
ist die Rolle von 5-hmC umstritten. 5-hmC ist unter den Cytosinen
unterreprasentiert (ca. 10% der 5-mC und ca. 0,4% aller Cytosine), aufgrund
dessen konnte es lediglich ein Zwischenprodukt bei der Demethylierung von
DNA, also bei der Beseitigung von 5-mC sein. Entgegengesetzt zu dieser
Annahme kénnte 5-hmC eine neuartige autonome epigenetische Modifikation
sein, die selbststandig Chromatin- oder Transkriptionsmodifikatoren anzieht und
so eine eigenstandige Rolle in der Epigenetik spielt (150). Mogliche Unterschiede
zwischen beiden Studien kdnnten somit in hydroxymethlyiertem 5-Methylcytosin
liegen.

Ferner erlebten die Probanden in der vorliegenden Studie andere frihkindliche
Traumata (postnataler Missbrauch und Vernachlassigung), es wurde ein anderer
Zeitpunkt der Analyse ausgewahlt (mehrere Jahre nach dem Erleben von ELA)
und anderes Gewebe (periphere Vollblutproben) analysiert. Nieratschker et al.
untersuchten hauptsachlich die Effekte von pranatalem Stress und Stress kurze
Zeit nach der Geburt, wie mutterliche Trennung. Mdglicherweise findet sich auch
hier eine Fehlerquelle. Die vorliegende Studie erhebt frihkindliche Traumata
mittels eines retrospektiven Fragebogens, dem CTQ: Abgefragt werden nur
postnatale Stressfaktoren, die dem Probanden ausdriicklich erinnerlich sind.
Dies konnte dazu fuhren, dass traumatisierte Probanden Ubersehen werden.
Zum einen durch die allgemein bekannte Tendenz, dass die retrospektive
Beurteilung von ELA dazu neigt die Schwere des Traumas zu unterschatzen
(151). Zum anderen da préanataler Stress oder frihkindlicher Stress, bevor das
Erinnerungsvermégen einsetzt durch retrospektive Fragebdgen schwierig, bis
gar nicht abgefragt werden kdnnen. Somit werden diese Formen von ELA in der

vorliegenden Studie kaum bis nicht erfasst. Aul3erdem ist bis dato unklar, ob
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pranatale und postnatale ELA miteinander vergleichbar sind. Die vom CTQ
ermittelten Stressoren rufen evtl. nicht die vermuteten epigenetischen
Modifikationen hervor. Zwischen dem Erleben des Traumas und der Analyse der
Probe vergingen in der vorliegenden Studie mehrere Jahre. Es lasst sich nicht
ausschliel3en, dass andere nicht erhobene, sowie hier nicht kontrollierbare
Umweltfaktoren, wie Lebensumstande, physische Krankheiten oder Ernéhrung
die zuvor entstandenen epigenetischen Modifikationen veranderten.

Zuletzt bestehen periphere Vollblutproben hauptsachlich aus Erythrozyten und
anderen kurzlebigen Zelltypen wie Monozyten und Granulozyten, die die
gesuchten epigenetischen Verdnderungen womoglich nicht tragen.
Gegensatzlich dazu sind weil3e Blutzellen (T-Zellen) langlebig und stammen von
Progenitorblutzellen ab, die bereits bei der Geburt existieren und deshalb mit
einer hoheren Wahrscheinlichkeit epigenetische Veranderungen aufgrund von
pranatalem Stress aufweisen (152). Auch konnte zuvor gezeigt werden, dass
DNA-Methylierungen gewebespezifisch sind (111). Es bleibt also offen ob
periphere Blutzellen die spezifische Methylierung der davor analysierten Gewebe

(T-Zellen, prafrontaler Kortex, Zellen aus Nabelschnurblut) widerspiegeln.

Es erfolgte ebenfalls eine Analyse der prozentualen Methylierungswerte
innerhalb der einzelnen Kategorien des CTQ. Von besonderem Interesse war
dabei die lineare Zu- oder Abnahme der prozentualen Methylierung mit
steigendem Schweregrad der Traumatisierung. Es zeigten sich allerdings nur
vereinzelt signifikante Ergebnisse. Fur die CpG-Site Chr3.108838388 und den
Mittelwert aller analysierten CpG-Sites zeigte sich ein signifikanter linearer Abfall
der prozentualen Methylierung mit steigendem Schweregrad in der Kategorie
,=Emotionale Vernachlassigung®. Dies wurde in vorherigen Studien weder belegt
noch widerlegt und stellt damit einen Ansatzpunkt weiterer Forschung dar. Auch
hier muss abermals auf die geringen Fallzahlen und die Notwendigkeit der
Bestatigung mit gro3eren Probandenkollektiven hingewiesen werden.

Innerhalb der Kategorie ,Sexueller Missbrauch® zeigt sich ebenfalls ein
kontinuierlicher Abfall der prozentualen Methylierung mit steigendem
Schweregrad fur die CpG-Site Chr3.108838285. Dieser Trend ist jedoch nicht
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signifikant, aber trotzdem erwdhnenswert, da sexueller Missbrauch in der
Literatur unter den ELA als starkster und von anderen Einflissen unabhangigster
Risikofaktor flr das spatere Auftreten einer MDD, Suizidalitdt oder einer
posttraumatischen Belastungsstérung identifiziert werden konnte (26, 153).

Bei der Auswertung des CECA.Q zeigt sich die CpG-Site Chr3.108838285
signifikant hypomethyliert bei Probanden die sexuellen oder schweren sexuellen
Missbrauch erlebten im Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese Beobachtung deckt
sich mit der zuvor beschriebenen Literatur. Eine geringere prozentuale
Methylierung nach dem Erleben von sexuellem Missbrauch und sogar ein
kontinuierlicher Abfall je nach Schwere des Missbrauchs kdnnte ein zugrunde
liegender Mechanismus fir die grofRe Signifikanz dieses Risikofaktors sein oder
wie 0.g. konnte die geringere Methylierung als peripherer Proxymarker dienen.
Tiefergehende Forschung ist also notwendig, um zu beweisen, dass die Folgen
sexuellen Missbrauchs durch epigenetische Veranderungen vermittelt werden.
Bei der Auswertung des CECA.Q zeigt sich aul3erdem, dass der Verlust eines
oder beider Elternteile einen Einfluss auf die Methylierungswerte des Gens
MORC1 zu haben scheint: Die mittlere prozentuale Methylierung aller
analysierten CpG-Sites ist bei Probanden, die ein oder beide Elternteile verloren,
signifikant geringer ist als bei der Kontrollgruppe. Dies kdnnte abermals wie 0.g.
daraufhin deuten, dass die unterschiedliche prozentuale Methylierung des Gens
MORC1 ein Marker fir das Erleben von ELA, in diesem Fall der Verlust eines
Elternteils sein kdnnte.

Interessant ist, dass die mittlere prozentuale Methylierung aller analysierten
CpG-Sites auch bei Probanden die starke Antipathie der Mutter (n=12) erlebten
signifikant geringer ist als bei der Kontrollgruppe. Dies lasst sich jedoch nicht fur
das Erleben von Antipathie des Vaters nachweisen. Dieses Ergebnis suggeriert,
dass Ablehnung von Seiten der Mutter einen starkeren Effekt auf die Epigenetik
und damit womdglich auch auf das Auftreten von spateren psychischen
Erkrankungen hat. Dafir gibt es in der Literatur bisher keinen Nachweis, somit
ist auch hier weiterfilhrende Forschung mit hoheren Fallzahlen notwendig, um
diese Hypothese zu Uberprifen. Allerdings kénnte dieser Unterschied zwischen

Vater und Mutter auch durch die unterschiedlichen Fallzahlen bedingt sein: Bei
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n=3 Probanden, die starke Antipathie des Vaters erlebten, erreicht der Test
womaglich keine ausreichende statistische Aussagekraft. N=12 Probanden
erlebten starke Antipathie der Mutter. Auch lasst sich die Signifikanz nach

Ausschluss der AusreilRer nicht mehr nachweisen.

4.3.2 Der Einfluss unterschiedlicher Lebensgewohnheiten:
Alkoholkonsum und Benzodiazepine

Im vorliegenden Datensatz zeigt sich, dass die Einnahme von Benzodiazepinen
mit einer geringeren prozentualen Methylierung der CpG-Site Chr3.108838285
korreliert. Da Drogenabusus ein nachgewiesener Stimulus epigenetischer
Verédnderungen (88) ist, konnte auch die Einnahme eines Benzodiazepins die
geringere Methylierung bedingen. Allerdings fragt die BaDo lediglich mit einer Ja-
oder Nein-Frage, ob der Proband jemals Schlaf-oder Beruhigungsmittel
(Benzodiazepine) eingenommen hat. Deshalb stellt neben den geringen
Fallzahlen, auch die unprazise Fragestellung eine Einschréankung dar. Es bleibt
also offen, ob das unterschiedliche Methylierungsmuster tatsachlich auf die
Einnahme eines Benzodiazepins zurlckzufihren ist. Um eine genaue
Beantwortung der Frage zu erzielen, mussten die Umstande der Einnahme,
beispielsweise beziiglich Frequenz, Dosierung, Dauer oder tatsachlicher
Abh&ngigkeit genauer abgefragt werden, sowie die Anzahl der Probanden erhoht

werden.

4.3.3 Der Einfluss von depressiver Symptomatik

Die CpG-Site Chr3.108838285 ist bei Probanden mit einem Summenwert von
>14 Punkten im BDI-II signifikant geringer methyliert als bei Probanden mit einem
Summenwert von <13 Punkten. Auf3erdem zeigt sich eine signifikante negative
Korrelation zwischen der prozentualen Methylierung dieser CpG-Site und
steigendem Schweregrad depressiver Symptomatik im BDI-II.

Es lasst sich also schlussfolgern, dass die prozentuale Methylierung der CpG-
Site Chr3.108838285 umso geringer ist, je mehr depressive Symptome
vorhanden sind. Dies suggeriert einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten

depressiver Symptomatik und der spezifischen Methylierung des Gens MORC1.
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Auch Nieratschker et al. (2014) konnten eine signifikante Assoziation zwischen
dem Auftreten einer MDD und der spezifischen Methylierung des Gens MORC1
zeigen (62). Allerdings deckt sich das vorliegende Ergebnis beziglich des
Methylierungsmusters nicht immer mit vorangegangenen Studien. Zuvor konnte
mehrfach eine héhere prozentuale Methylierung in Verbindung mit vermehrter
depressiver Symptomatik gezeigt werden (62, 63, 111, 144). So konnten
beispielsweise Mundorf et al. eine Hypermethylierung des Gens MORCL1 in
Zellen menschlicher Wangenschleimhaut in Assoziation mit vermehrter
depressiver Symptomatik nachweisen (111). Da vermehrte prozentuale
Methylierung in Promotorregionen generell mit verminderter Gen-Transkription
und somit auch Expression des entsprechenden Proteins assoziiert (82) ist, deckt
sich die Annahme dass die Hypermethylierung von MORC1 mit vermehrten
depressiven Symptomen zusammenh&ngt auch mit dem Ergebnis von Schmidt
et al.,, dass MORC1-Knockout Méause einen depressionsahnlichen Phanotyp
zeigen (63).

Thomas et al., schlossen wie zuvor beschrieben die Daten der vorliegenden
Probanden (Tuebingen Cohort) in ihre Analyse mit ein. Signifikante
Assoziationen der mittleren DNA-Methylierung mit depressiver Symptomatik
zeigten sich fur die Grady und die PReDICT Kohorte. Fir die PReDICT Kohorte
zeigte sich eine geringere mittlere DNA-Methylierung bei Probanden mit einem
hoéheren Score im BDI-I wohingegen sich fir die Grady Kohorte im Mittel eine
Hypermethylierung mit starkerer depressiver Symptomatik zeigte. In der
Tuebingen Kohorte zeigte sich im Mittel keine signifikante Assoziation, allerdings
zeichnete sich ein positiver Trend im Sinne von steigender Methylierung mit
steigender depressiver Symptomatik ab. AuRerdem konnten in der Tuebingen
und der Grady Kohorte einzelne CpG-Sites identifiziert werden, die mit dem
Depressions-Score assoziiert waren (144). Insgesamt kann also kein eindeutiges
Methylierungsmuster von MORC1 im Sinne einer durchweg positiven oder
negativen Korrelation detektiert werden.

Die Grunde hierfir bleiben unklar. Es ist bis heute nicht geklart, ob verschiedene
Methylierungsmuster auch im Falle des Gens MORCL1 einen Einfluss auf die

Gen-Transkription und Expression haben. AulRerdem erfolgte die
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Blutuntersuchung mit einer Blutprobe, die direkt nach Beantwortung der
Fragebtgen entnommen wurde. Der BDI-II stellt eine Momentaufnahme der
psychischen Verfassung dar und fragt lediglich den Zeitraum der letzten zwei
Wochen ab. Es ist unklar in wie weit sich die letzten zwei Wochen in der
Epigenetik der untersuchten Blutzellen wiederspiegelt, wie kurzfristig eine solche
Verédnderung stattfinden kann und ob diese Zellen Uberhaupt die gesuchten
epigenetischen Veranderungen abbilden. Da in den vorangegangen Studien zum
Teil andere Gewebe untersucht wurden, wie Zellen der Wangenschleimhaut
(111) oder Zellen aus dem prafrontalen Kortex, aus Nabelschnurblut oder T-
Zellen (62) konnte auch darin ein moglicher Unterschied begriindet sein. Es lasst
sich nicht ausschlie3en, dass die gefundenen epigenetischen Verdnderungen
Zell- oder Gewebespezifisch sind und sich das Methylierungsmuster nichtin allen
Zellen gleich verhalt.

Des weiteren handelt es sich bei der vorliegenden Kohorte um Probanden ohne
klinische Diagnose einer MDD. In vorangegangenen Studien wurden sowohl
Probanden mit manifester MDD (144) als auch ohne analysiert (111). Es ist also
maoglich, dass sich das Methylierungsmuster mit steigender oder langer
anhaltender depressiver Symptomatik nicht linear verhalt. Zuvor wurden bereits
nicht lineare Formen unterschiedlicher Methylierung beschrieben: Eine
invertierte U-Form wurde beispielsweise zuvor im Zusammenhang mit der
MGMT-Hypermethylierung nach persistierender Exposition gegeniber
organischen Schadstoffen beobachtet (144, 154, 155). Aul3erdem wurden in der
vorliegenden Kohorte andere aktuelle manifeste psychische Erkrankungen und
Medikamenteneinnahme ausgeschlossen. Allerdings wurde nicht Gberprift, ob
die Probanden jemals Antidepressiva 0.A. einnahmen. Aber auch solche
Einflussfaktoren, wie die Einnahme oder Nicht-Einnahme von Antidepressiva
konnen die Ergebnisse beeinflussen (156). Es ware dementsprechend sinnvoll,
die genannten Ergebnisse mit gréf3eren Fallzahlen und einheitlicheren Kohorten,
unter Ausschluss anderer Einflussfaktoren, wie beispielsweise die Einnahme von
Medikamenten zu validieren. Ebenso gilt es detaillierter das Vorhandensein

depressiver Symptome abzufragen sowie mittels z.B. einer Follow-Up-
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Methylierungsanalyse zu ermitteln, ob die epigenetischen Veranderungen

dauerhaft bestehen.
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5 Zusammenfassung

Fruhkindliche Traumata und die daraus folgenden Konsequenzen beeinflussen
Betroffene lebenslang. Eine erhéhte Anfélligkeit flr verschiedene psychische
Erkrankungen, darunter vor allem die MDD zahlt zu den gravierendsten Folgen
von ELA. Diese erhohte Vulnerabilitat bleibt auch Jahre nach Erleben des
Traumas bestehen. Auf der Suche nach einem moglichen Erklarungsansatz
geriet die Epigenetik stark in den Fokus der Forschung. Epigenetische
Modifikationen unterliegen u.a. der Regulierung durch modifizierbare externe
Stimuli zu denen auch ELA gehdren und stellen somit ein potenzielles Bindeglied
im Zusammenspiel zwischen Umweltfaktoren und der Entstehung von
Krankheiten dar.

Die genomweite Methylierungsanalyse von Nieratschker et al. identifizierte das
Gen MORC1 als solchen epigenetischen Marker im Zusammenhang mit ELA und
zeigte eine Assoziation des Gens mit dem Auftreten einer MDD. Ziel der
vorliegenden Studie war es diese Erkenntnisse mittels insgesamt n=61
peripherer menschlicher Vollblutproben von Probanden mit erlebten ELA und
einer Kontrollgruppe zu reproduzieren. Zusétzlich beantworteten die Probanden
verschiedene psychometrische Fragebtgen, um mogliche Unterschiede in der
psychischen Verfassung zu detektieren. Nach Elimination potenzieller
Einflussfaktoren zeigten in der Methylierungsanalyse der einzelnen CpG-Sites
die CpG-Site Chr3.108838388 und der Mittelwert der drei analysierten CpG-Sites
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. Vereinzelt konnten auch
signifikante Abwartstrends der prozentualen Methylierung innerhalb einzelner
Kategorien frihkindlicher Traumatisierung nachgewiesen werden. So zeigte sich
bei der Auswertung des CTQ ein signifikanter linearer Abfall der prozentualen
Methylierung mit steigendem Schweregrad in der Kategorie ,Emotionale
Vernachlassigung® fur die CpG-Site Chr3.108838388 und den Mittelwert aller
analysierten CpG-Sites und bei der Auswertung des CECA.Q zeigt sich die CpG-
Site Chr3.108838285 signifikant geringer methyliert bei Probanden, die sexuellen
Missbrauch erlebten. Deckungsgleich mit der Literatur scheint schwerer sexueller

Missbrauch mitunter die grof3te Auswirkung auf die prozentuale Methylierung der
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CpG-Site Chr3.108838285 zu haben. Auch der Verlust eines Elternteils und
starke Antipathie der Mutter fuhrt in der vorliegenden Kohorte zu einer signifikant
geringeren prozentualen mittleren Methylierung.

Angesichts dieser Ergebnisse konnten die CpG-Sites Chr3.108838388,
Chr3.108838285 oder der Mittelwert der Methylierung der drei analysierten CpG-
Sites somit einen mdoglichen peripheren Proxymarker fir das Erleben
frihkindlicher Traumata oder das Erleben spezifischer frihkindlicher Traumata
darstellen. Somit kdnnen bisherige Vermutungen, dass es sich bei MORC1 um
einen peripheren Indikator von ELA handeln kdnnte fir zwei der untersuchten
CpG-Sites und den Mittelwert aller analysierten CpG-Sites belegt werden. Die
gefundene Assoziation des Gens mit depressiver Symptomatik kann in der
vorliegenden Studie ebenfalls statistisch belegt werden. Die CpG-Site
Chr3.108838285 ist bei Probanden mit vermehrter depressiver Symptomatik
signifikant geringer methyliert als bei Probanden mit wenig depressiver
Symptomatik. AufRerdem zeigt sich eine signifikante negative Korrelation
zwischen der prozentualen Methylierung dieser CpG-Site und steigendem
Schweregrad depressiver Symptomatik im BDI-Il. Dies suggeriert einen
Zusammenhang zwischen dem Auftreten depressiver Symptomatik und der
spezifischen Methylierung des Gens MORC1. Das Gen MORC1 kénnte somit
maoglicherweise als peripherer Proxymarker fir das Erleben von frihkindlichen
Traumata dienen und gleichzeitig auf Vulnerabilitdét des Kandidaten beziglich
einer Depression hindeuten. Aufgrund kleiner Fallzahlen dieser Studie, zum Teil
fehlenden Informationen bezlglich potenzieller Einflussfaktoren der Epigenetik
und aufgrund zum Teil widersprichlicher Ergebnisse mit vorangehenden Studien
ist tiefergehende Forschung mit zusatzlichen Datensatzen und gréf3eren
Fallzahlen unabdingbar. Probanden mit ELA erreichten in allen
psychometrischen Skalen signifikant hohere Summenwerte: Sie zeigten
vermehrt depressive Symptomatik, die Symptome einer Angststbrung, eine
vermehrte Stressanfalligkeit, sowie eine hohere grundsatzliche psychische

Belastung.
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Anhang

1 MORC1 Promotor DNA-Sequenz

Die  CpG-Sites  Chr3.108838388 (MORC_CpG2), Chr3.108838285
(MORC_CpG3) und Chr3.108838104 (MORC_CpG5) sind jeweils in fetter
Schriftart markiert und in Grau hinterlegt. Die verwendete forward und reverse
Primer-Sequenz ist jeweils in fetter Schriftart markiert. Alle anderen CpG-Sites
der MORC1-Promotor Sequenz sind nummeriert und mit den entsprechenden

hochgestellten Zahlen nummeriert.

>hgl9 dna range=chr3:108835789-108839063 5'pad=0 3'pad=0 strand=-
repeatMasking=none
ATTTGTCTTGAGTTCAATATGTTTGTGAAGAGCAATGAAACACTGGTTCATA
TAATAGCTGTTTAAATGAGAGGGAAAGTGTAGTCTGAAAGATTTGAGCCAT
TATTTGTGACTACAATATGAATTTTACAAATCTGAAATGTTAAGTTAGGAAG
AGCTGATGAGTCTTTTATCCCAAACAGGCTTTCCTTAATATCAGTACCAATC
ATTAGATGATCAAATGGCATTCTTATTTTAAATTTCCCCTCCCTGCCACTCC
CCCAGTATTTTTTTTTTTACCATGAAATAATGTTAAAATGAATCTTGAGGCA
GGGTTGAGGGATATGGCTGAAATAAGCAATCACAAAAGTACTCCTTGTGGA
GAAACAAGGTTTGCCTTTATGATGGCAGAGTGGCTAAACAGTGTTGAAATG
GGGAGGCGIGGGAATGGCTTTTGGTGGATTCTGTGCAGTGACTTTCAGGC
CTCTTTTTAAGCACAATCTAATGGATTCTCTCTGTCCCTGTCATCCAGGCTA
ACCAGTACTGTCTGGTGCTTTGGGGCTGGCCACTTACTGTAGGAAGTCTC
TGCTCAGATTATAAGAAGGAGTGCTTCTGCAATAATCACACCCTTCCCTCT

GATAAAAATTAGATATTACAGCCTTTACTAATTATAGGCTGGTGG'™"

wardcTCCGMORC_CPE2GTGCTCTTCCGMORC_CPEGIATAGTAAATTGCTTTGAG
ATAGCAGCTGGAAATTGGGTAGTAAAATAAATCCAGAAGAGACTTGTCAAG
CTTTTCTTGCTCATAAAATGAAAATAAAATATCGATATTTGTGAAGTTCTATA
GAAGGAAAAATTGGAAAGATCGMORC CPCSCTCAAGTTGCTTAGTAAAGAGA
ATTTTGCTGTCAAAACATCACCACATCAGCCACTGTTAAAACAAAAATGCAA
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TCAGGAAAATTACTTGAAATGTTTATGTTTACTTCCAGTTTTGAAATTAGAAC
ATCATGTTCCTTCGOPGGTTGCCATTCAAATTCTCTCTTCCTCTCCTGATTCC

CATAAATGTAGTAGTTGATAAACTCCTCTCTTTGGAAGTAGAATGACT

ACTCCAAAACTATVESeTTTTTTTTTCTTTTCTGAGAGCTTCACTGCCTG
TATGATGCCTGGAAATTACAAACACATCTAGTTCAAGTTCTTTATTTAATAG
ATGTTTGTTTCTGACTTTATGACTATCATGTAAAATCTTTGCTGAGTATTATT
GAACTACCTTGGTTTCCAAGTCAAAAGACATTGAATCAGCTTGGGTTTTGG
TGACTTAAGAACTCAGGGCTTTGTGAGTAGAGAAACACCATTTATTTATACA
GCTGTTCTACACATCTGCG'CAGTCCTTCCTCATATTTATCTACCCGECCCC
AACCCCG°CACCCCTACCTTCTACCTGCCTAGTTCTATCTTTTGGAGCAATA
CCGP°AATATCTAGGCATTGAGCCAGGCCAGCAAGTGCAATAGTCG!ICATG
TCAGCTGACAGGTAAAAAAGGTTAGTGATCCATTCAGGTGGGGGCAGCTA
TTCTCACCTAGGGACAAGCCG’CTATATTAAAGTCCAAATTCTGTTCTGATT
GTCTTTAGTTATTCCTTTTGTTTTCTCTCCG®BGCTTGTCACTTTTGTTTTTCA
TTTTTTCCTCCAAATAGAAAAAACATGATCAACTCAAGAGACACAGGAAGG
TAAGTGCTAGGATTACAGGACAGAGCACTCTTACCTCTGTTCTATGTAACA
CAATGGACAAGCAAAGAGAACTACCCACTCACCTTCCCCG™CACTGTCCT
GCCTTGCCGCCCACGITTCCCCCACCATCTTGTGTGAATGTGTAATCATT
TCGYAATCAAATTTTAATACCAGTTTTGGGCTCCATTTTCCAGCTGGGGAG
TGATTGAGAGGAGCAGGGTGGGGAACAACCGITCTGAAAAAGTTACATAA
ACCTCAATTCCAGGAGACTCTAACTCAGATACGY®TCATTCTCAAATTGTGG
CTCCAAGACCAAGCAACAAACCTCG?CG**AGACAACTGAGTCG*ACG?AC
G*CAGTGGGAGCTTCG?**CG?*GTCCCG?'CCG?CAAGGGGGAGCACG?°TG
TTTGCTGAACCCG3CCCTCTGCG3ICG**TGAGCGRTGGGCG*H*TGGGAGTG
GGCG*CG*GGCG3'CAGGCG®AACG*GCTGCCGOGTCAGGTGTCCTTGT
CCCCTTGAGTTGCG*CG*?GGTCGH®TGTTCG*AGGGCATGGACG*ACAGG
TACCCTGCG*CTTCAGCG*'GGCCCAGCTGCG*®TCTGGATTTCATCCACG*®
CCAACTCG®TGAGTGCCG*AGGTGGGGTCG*>GGGTCG>*®*GGGAGGGTCT
CTGCG>**CCCG®*CCATGAAGAAAGGTTTTGCCCG®TCCCCTGAGGAATACT
CAGCAAGTGAACTTGATTTATGGATTTATTTATTTATTTGAGCTGTATAGGC
TTTTTTTAAAACGS’ ATGAAAGCATAATAAAGATATATTCTGGGCCAGGCTGA
ACCCTTTAGGTGCTCTTCAGTGAACACCAAGTGGTTGGAAGGCCCTACATT
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TATCATTTAACACAACTGTTTAATTGTTGGTCAGCAGAACTGTGATTCTACC
AATCCTGCCTAACCTTAGTCTGCCTAACACACTGACAATTTAAACATTAAAG
TTGCCCTTCAAACAGAGTAATTTGCATATATTGATTTCAAACTCTATGGCCT
CCTGAGTCTTTTCAAAAATGTAACCTCTCTAAGGATAGGAATCTCACCTTTT
AGTTATTTGGTCATTTCTTCTTCTCTGCCATGCCTGTCTGCCTTTTAGAGCT
TCTCAGGTGTCATTTCAGATAGTCAGATTGCAGAGGGGAATGACAGAGGTT
TTTTCTCTCATCTGCCATTTCCCATACAGCAAATTATAGCAGTTAGTGCTAT
TTAATTCACAGTGGAACGSTCCG*®GGTTTTTCTTTATGTTTCTTTTTTTTTT]
[TTTTTTTTTTGACATCTTTTGGTAATTTGGATTTACTAAATATAGGAACAGA
TATCAGGGATGTACCAAATTTGAAACCACAGAAATGGAGGTATAAAGAAAG
CCAGGGAAGGCCACCCTTGCTCTGTGGGACAGACTGTATAATTTTAACATA
GCAGAGTTAAACAGGCAATATTCAGCAGATACTCAGTTTTCATCTCTCTTTA
GAGAATGATGTCAAGCTGGAAAAGGTGGAACAAAAAGTTAAAAGGTAGCT
GAGGTGGAAGACAAATGAAGAAATAATAGTTTCG®AGTGAGTTTAAGAAAA
ATGCTCAGGGCAGTGCTGGAAGGACTGTGAATTTTATCTCAGAAAAATTCC
TCAGCCTCAGTTTTATATGGATTTTGTGGCTACTGCTTCACAA

2 Sequenzierungs-Primer

CpG-Site Primer-Sequenz

Chr3.108838388 (MORC_CpG2) 5-ATTTTTAGTTGTTATTTTAAAGT-3’
Chr3.108838285 (MORC_CpG3) | 5-ATTTTTAGTTGTTATTTTAAAGT-3’
Chr3.108838104 (MORC_CpG5) | 5-AATTTTTTTTATTAAGTAATTTGAG-3’
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