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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ACP = alkoholinduzierte chronische Pankreatitis
ALZ = alkoholinduzierte Leberzirrhose
GWAS = Genomweite Assoziationsstudie

PCA = Principal Component Analysis

(= Hauptkomponentenanalyse)

SNP = Single Nucleotide Polymorphism

(= Einzelbasenaustausch)

TRS = treatment resistant schizophrenia;
Behandlungsresistente Schizophrenie:

Erfordernis der Behandlung mit Clozapin

ETRS = extreme treatment resitant schizophrenia
extrem behandlungsresistente Schizophrenie:
Nicht-Ansprechen auf Clozapin

ETRS+ = ETRS und zusatzlich:

friher und schleichender Krankheitsbeginn sowie

schlechte pramorbide soziale Anpassung

SCZ = Schizophrenie
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2 EINLEITUNG

2.1 Suche nach genetischen Faktoren bei psychiatrischen Erkrankungen

durch genomweite Assoziationsuntersuchungen.
2.1.1 Ausgangslage

Psychiatrische Storungen sind haufig. Sie beginnen in der Regel im frihen
Erwachsenenalter und zeigen oftmals einen rezidivierenden Verlauf. Sie gehdren
weltweit zu den Hauptverursachern der Globalen Krankheitslast (Vigo, Thornicroft, &
Atun, 2016). Das Wissen um die genauen Ursachen ist allerdings noch unzureichend

und somit auch die Pravention und Therapie der Stérungen.

Wie alle Volkskrankheiten sind psychiatrische Stérungen komplex bedingt,
d.h. dass sowohl genetische als auch Umweltfaktoren an der Krankheitsentstehung
beteiligt sind. Im Gegensatz zu anderen Volkskrankheiten, wie Krebs, Diabetes oder
Bluthochdruck, gibt es jedoch bislang keine objektiven biologischen Marker, welche
die Diagnosestellung oder die Vorhersage des Verlaufes unterstitzen kdonnten (Sul-
livan, Daly, & O’Donovan, 2012). So stltzt sich die Diagnose bislang ausschliellich
auf klinisch beobachtbare Symptome. Eine Diagnose wird dann gestellt, wenn eine
definierte Mindestanzahl von Symptomen — aus einem Katalog von spezifischen
Symptomen — Uber einen definierten Zeitraum aufgetreten sind. Daraus ergibt sich,
dass Patienten mit den gleichen Diagnosen unterschiedliche Symptome und Ver-

laufsformen aufweisen konnen.

Daruber hinaus besteht eine hohe Komorbiditat zwischen den psychischen
Storungen untereinander. So zeigen insbesondere affektive Stérungen eine hohe
Komorbiditat mit schizophrenen Stérungen (Buckley, Miller, Lehrer, & Castle, 2009;
Laursen, Agerbo, & Pedersen, 2009) und Alkoholabhangigkeit (Lynskey, 1998). Es
ist davon auszugehen, dass diese klinische Heterogenitat auch mit einer genetischen
Heterogenitat einhergeht. Andererseits zeigen Familienstudien, wie z.B. bei Schizo-
phrenie, dass Angehdrige ein erhdhtes Risiko fur Spektrumsstérungen haben, also,
dass eine erhdhte genetische Belastung flr Schizophrenie mit einer Vielzahl von kli-
nischen Symptombildern einhergehen kann, die noch nicht einmal die Diagnose ei-

ner Schizophrenie erflillen mussen.
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Formalgenetische Untersuchungen belegen weiterhin den substantiellen Bei-
trag genetischer Faktoren bei der Entstehung dieser Stérungen. Bei der Schizophre-
nie, den bipolaren Stoérungen oder den Autismus Spektrum Stérungen ist die
Erblichkeit, also der Anteil, der durch genetische Faktoren erklart wird, sehr hoch und
liegt bis Uber 80% (Cardno et al.,, 1999; Sullivan et al., 2012; Hilker et al., 2017;
McGuffin et al., 2003). Bei den sehr haufig in der Population vorkommenden Stérun-
gen wie Alkoholabhangigkeit liegt sie niedriger aber immerhin noch bei ca. 40-50%
(Sullivan et al., 2012)

Deshalb erwartet man von der Identifizierung der genetischen Faktoren auf
der molekularen Ebene, ganz neue Einblicke in die biologischen Krankheitsprozesse
zu gewinnen. Hierbei wird untersucht, ob sich Patienten hinsichtlich des Vorkom-

mens von genetischen Varianten von nicht betroffenen Personen unterscheiden.

Die genetischen Varianten betreffen Veranderungen in der Desoxyribonu-
cleinsdure (DNA) und zwar in Abfolge der insgesamt 3,2x10° Basenpaare (A, T, C,
G; zur Nomenklatur siehe http://varnomen.hgvs.org/recommendations/DNA/). Die
grofldte Quelle genetischer Variabilitat beruht auf Austauschen einzelner solcher Ba-
sen, sogenannter Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs, Abbildung 1) auf mindes-
tens einem der beiden Chromosomen gegeniber dem Referenzgenom

ACTGAATATGGGCATCGCAGATACCCGATTTAGGAAACTGTTTTTGGGCTCCCCCGGGAATATCGCGCGTT

ACTGAATATGGGCATTGAAGATACCCGATTTAGCAAACTGTTTTTGGGCTACCCCGGGAATATCGCGCGTT
ACTGAATATGGGCATCGAAGATACCCGATTTAGCAAACTGTTTTTGGGCTCCCCCGGGAATATCGCGCGTT

Abbildung 1: Darstellung von Einzelbasenaustauschen in einer genomischen Sequenz. Oben in
blau der Referenzstrang, unten in schwarzer Schrift die Sequenzen fiir beide Chromosomen
eines Individuums an demselben Genlocus. Es kénnen entweder beide Allele ersetzt sein (ho-

mozygot), oder auch nur eines davon (heterozygot).

Schatzungsweise enthalt das menschliche Genom 11 Millionen solcher SNPs,
hiervon weisen ca. 7 Millionen eine Frequenz von Uber 5% und der Rest eine Fre-
quenz von 1-5% in der europaischen Normalbevdlkerung auf (Frazer, Murray,
Schork, & Topol, 2009).

Bislang ist noch ungeklart, in wieweit bei einzelnen Stérungen und bei einzel-

nen Patienten spezifische seltene Varianten mit gréf3eren oder grofen Effekten oder
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aber Kombinationen mehrerer haufiger/seltener genetischer Varianten eine Rolle
spielen, und ob eine Vielzahl von ganz unterschiedlichen Varianten zu dem gleichen

klinischen Erscheinungsbild fihren kann.

Anfangs wurde angenommen, dass — ahnlich wie bei monogenen Erbkrank-
heiten — seltene Varianten mit gro3en Effekten ursachlich fir die psychiatrischen St6-
rungen seien. Deshalb konzentrierten sich die genetischen Studien auf Familien mit
mehrfach Betroffenen. Hier sollten mittels Kopplungsuntersuchungen Genregionen
gefunden werden, in denen sich diese seltenen Varianten befinden. Entgegen den
Erwartungen konnten hierbei allerdings keine eindeutigen Loci mit starken Risikoef-
fekten identifiziert werden. Eine Ausnahme bildete bei Alkoholabhangigkeit eine Re-
gion auf dem langen Arm des Chromosom 4 in der Gene lokalisiert sind, die fur
Isoformen der Alkohldehydrogenase kodieren, die mit unterschiedlichen Geschwin-
digkeit Alkohol verstoffwechseln (Tawa, Hall, & Lohoff, 2016). Auch wenn sich somit
keine neuen Erkenntnisse auftaten, konnte zumindest gezeigt werden, dass mit die-
ser Methode prinzipiell auch bei komplexen Erkrankungen Risikogene gefunden

werden kdonnen — falls diese ausreichend grol3e Effekte aufweisen.

Theoretische Uberlegungen zeigen, dass es unwahrscheinlich ist, dass haufi-
ge Erkrankungen, die mit Selektionsnachteilen einhergehen, wie dies durch die empi-
risch belegten verminderten Fertilitatsraten bei schizophrenen Patienten nahe liegt,
durch hochfrequente Risikovarianten mit gro3en Effekten bedingt sind. Insbesondere
wenn Verwandte erhohte Fertilitatsraten zeigen, wie dies bei den meisten psychiatri-
schen Stérungen der Fall ist, weist dies auf die Beteiligung von haufigen Risikovari-

anten mit kleineren positiven Effekten hin (Power et al., 2013).

Demgemal} verlagerten sich die Anstrengungen auf Untersuchungen von hau-
fig vorkommenden Varianten mit kleineren Effekten bei unverwandten Patienten und
Kontrollen. Diese Untersuchungen konzentrierten sich in der Vergangenheit, als es
noch nicht moglich war, das gesamte Genom zu untersuchen, auf sogenannte Kan-
didatengene, das heil3t Gene von denen man auf Grund pharmakologischer oder
anderer Beobachtungen annahm, dass sie bei der Erkrankung eine Rolle spielen. Da
beim Kandidatengenansatz allerdings auf bereits vorliegende Hypothesen zuriickge-
griffen wird, ist der Erkenntnisgewinn Uber die weiteren molekulargenetischen Ursa-
chen der Stérungen gering. Zudem waren die meisten der Ergebnisse inkonsistent
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(Sullivan et al., 2012), wobei die Befunde bei Alkoholabhangigkeit mit Varianten in
den Alkohol metabolisierenden Genen Stoffwechselgenen ADH und ALDH eine Aus-
nahme bilden (Tawa et al., 2016).

Durch sinkende Genotypisierungskosten wurde es ab 2005 faktisch moglich,
in zunehmend gréRerer Zahl genomweite Assoziationsstudien (GWAS) durchzufih-
ren (Hirschhorn & Daly, 2005). Dies bedeutet, dass zeitnah genomweit eine Vielzahl
von SNPs, heute in der Regel ein bis zwei Millionen, bei einer grol’en Zahl von Per-
sonen untersucht werden, um so Unterschiede in der Haufung von genetischen Vari-
anten zwischen Gruppen festzustellen (Burton et al., 2007). Mit Hilfe dieses
Untersuchungsansatzes wurden in den letzten zehn Jahren bei einer Vielzahl von
komplexen Erkrankungen eine zunehmende Anzahl an Varianten, Genen, Pathways

und bislang unbekannte biologische Prozesse identifiziert (Abbildung 2)

@ Digestive system disease

. Cardiovascular disease

() Metabolic disease

() Immune system disease

() Nervous system disease

@ Liver enzyme measurement

O Lipid or lipoprotein measurement
() Inflammatory marker measurement
O Hematological measurement

() Body measurement

() Cardiovascular measurement

@ Other measurement

() Response to drug

() Biological process

{) Cancer

@ Other disease

() Other trait

Abbildung 2: Oberblick liber bereits publizierte genomweit signifikante Assoziationsbefunde (ab-

gerufen von https://www.ebi.ac.uk/gwas/diagram am 15.11.2018

2.1.2 Statistische Power von GWAS

Ein Nachteil dieses systematischen genomweiten Screenings ist es, dass fur

diese grol’e Anzahl von durchgefuhrten Assoziationstests statistisch korrigiert wer-
6
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den muss (Yang et al., 2010). Dies fuhrt dazu, dass die meisten echten Assoziati-
onsbefunde nicht als solche erkannt werden, weil sie die Signifikanzgrenze von 5x10
8 (Pe’er, Yelensky, Altshuler, & Daly, 2008) nicht erreichen (Zondervan & Cardon,
2007). Durch VergroRerung der untersuchten Stichprobe kann eine erhdhte statisti-
sche Aussagekraft erreicht werden (Spencer, Su, Donnelly, & Marchini, 2009). Hier-
bei wird geschatzt, dass bei einer bei einer Stérung wie Schizophrenie, die eine
Erblichkeit von ca. 80% und eine Pravalenz von ca. 1% aufweist, eine Stichproben-
groRe von etwa 50 000 Patienten und ebenso vielen Kontrollen bendtigt wird, um
einen Effekt von etwa 10% Aufklarung der phanotypischen Varianz durch die typisier-
ten SNPs mit einer ausreichenden Wahrscheinlichkeit zu entdecken (Wray, Purcell,
& Visscher, 2011), wie es ahnlich fur Korpergrofde berichtet wurde (Lango Allen et
al., 2010). Solche groflen Stichprobenzahlen kénnen aber nur durch die Zusam-

menarbeit vieler Zentren erreicht werden.

Wahrend bei GWAS bei Tumorerkrankungen objektive Parameter zur Phano-
typisierung herangezogen werden kénnen, beschrankte sich der Krankheitsphanotyp
bei psychiatrischen GWAS bislang Ublicherweise auf die Diagnosen. Dies fuhrt wie
oben aufgeflhrt dazu, dass Patienten mit unterschiedlicher Symptomatik und Krank-
heitsverlaufen in einer Patientengruppe zusammengefasst werden. Prinzipiell ware
es naturlich sinnvoll, gro3e Patientenstichproben mit vergleichbarer klinischer Symp-
tomatik zu untersuchen. Dies ware allerdings mit einer verminderten Stichproben-
grélke verbunden und wirde vor allem eine Zentren-ubergreifende systematische
Erfassung der Symptome und Verlaufe notwendig machen. Angesichts des daflr
erforderlichen grol3en Aufwandes wurde in der Praxis bislang darauf weitgehend ver-
zichtet. Kritiker argumentieren, dass der Zuwachs an der Samplegrofe mit einer er-
héhten klinischen und genetischen Heterogenitat erkauft wird. Das flhrt dazu, dass
die statistische Power mit Anwachsen der Samplegréfie nicht automatisch zunimmt,
und im ungunstigsten Falle sogar abnimmt (Bigdeli et al., 2017). Die Beflrworter des
Ansatzes argumentieren hingegen, dass sich ein solcher eventueller Verlust der
Power durch das Anwachsen der Samplegréf’e ausgeglichen werden kdénne (Sul-
livan, 2012)
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2.1.3 GWAS Befunde

Durch solche Zentren-ubergreifenden Studien gelang 2008 erstmals die Identi-
fikation zweier signifikanter Befunde durch diesen genomweiten Ansatz und zwar fur
eine Variante im Zinc finger protein 804A (ZNF804A) Gen in einem Sample von 479
schizophrenen Patienten und 2 937 Kontrollen flr Schizophrenie (O’Donovan et al.,
2008) und bei 1233 bipolaren Patienten und 1439 Kontrollen im Diacylglycerol
Kinase Eta (DGKH) Gen fur bipolare Stérungen (Baum et al., 2008), 2009 folgte der
erste genomweite Befund fur Alkoholabhangigkeit bei 487 Patienten und 1358 Kon-
trollen mit einer intergenischen Variante in nachster Nahe zum Peroxisomal trans-2-
enoyl-CoA reductase (PECR) Gen. Diese, durch unsere Arbeitsgruppe durchgefuhrte
Studie unterschied sich von den ublichen GWAS-Analysen dadurch, dass wir uns auf
klinisch und genetisch homogenere Sample konzentrierten, indem wir fur Ethnizitat,
Geschlecht, Krankheitsschwere und Krankheitsbeginn stratifizierten. Eine weitere
Untersuchung durch unsere Arbeitsgruppe — die Bestandteil der hier vorliegenden
Dissertation ist — an einem vergrof3erten Sample von 1333 Patienten und 2168 Kon-
trollen, zeigte einen weiteren genomweit signifikanten Befund mit einem Marker im
ADH-Gencluster (Frank et al., 2012). Nachfolgende GWAS unterstiutzen diesen Be-
fund mit nominell als auch genomweit signifikanten Assoziationsbefunden mit Varian-
ten in den ADH- und ALDH-Clustern (Park et al., 2013; Gelernter et al., 2014).

In den nachfolgenden Jahren wurden durch kontinuierliche Vergrof3erung der
Stichproben weitere genomweit signifikante Varianten bei psychiatrischen Stérungen
identifiziert. Diese Befunde bildeten die Grundlage fur eine Vielzahl von Studien, die
die differentiellen Effekte dieser Varianten — insbesondere auf Hirnfunktion und Hirn-
struktur — ermoglichten. Allerdings wuchs, im Gegensatz zu anderen komplexen Er-
krankungen, wie z.B. Makuladegeneration (Black & Clark, 2016) oder Cholitis
Ulcerosa (The NIDDK IBD Genetics Consortium et al., 2010), die Anzahl der ge-
nomweit signifikanten Varianten bei psychiatrischen Stérungen nur relativ langsam
und lag beispielsweise im Jahre 2012 bei insgesamt 15 Varianten fur Schizophrenie
und Bipolare Stérung und bei 2 fir Alkoholabhangigkeit. Eine zunehmende Zahl von
Kritikern gelangten zu der Meinung, dass psychiatrische Stérungen zu komplex flr

den GWAS Ansatz waren (Goldstein, 2009), wahrend die Befurworter darauf verwie-
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sen, dass die hierflr notwendigen Samplegro3en noch nicht erreicht waren (Sullivan
et al., 2012).

Der Durchbruch gelang 2014, als eine insgesamt 36 989 Patienten und
113 075 Kontrollprobanden umfassende multizentrische Studie — an der unsere Ar-
beitsgruppe beteiligt war — 108 unabhangige Loci fur Schizophrenie identifizieren
konnte (Ripke et al., 2014). 2017 lag diese Zahl bereits bei 145 Loci (Pardifas et al.,
2018). Bei bipolaren Stérungen liegt die berichtete Anzahl genomweit signifikanter
Loci zwischenzeitlich bei 30 (Stahl et al., 2017), und auch bei den hochheritablen
Autismusspektrumsstérungen und dem Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitats-
Syndrom (Demontis et al., 2018) werden eine zunehmende Anzahl an genomweit

signifikanten Varianten identifiziert.

Bei Depression, die wie oben erwahnt, eine weitaus geringere Heritabilitat
aufweist, gelang die ldentifikation von 44 genomweit signifikanten Varianten erst
nach einer substantiellen Vergrofierung der Stichprobe auf tGber 100 000 Betroffene
(Wray et al., 2018). Fur die in einem ahnlich niedrigen Heritabilitatsbereich liegende
Alkoholabhangigkeit wurden solche Befunde noch nicht erzielt. Neben den Loci im
Bereich der beiden Stoffwechsel-Gene ADH und ADLH wurden bislang nur drei wei-
tere Regionen berichtet (Gelernter et al., 2014; Treutlein et al., 2009; Wang et al.,
2012), die allerdings in der Metaanalyse des Substance Abuse PGC Konsortium
(Walters et al., 2018) nicht mehr genomweite Signifikanz erreichen. Es steht abzu-
warten, ob die Zahl der Loci mit zunehmender SamplegroRe im gleichen Ausmal wie
bei der Depression ansteigen wird. Diese Frage kann zum jetzigen Zeitpunkt noch

nicht beantwortet werden.

Die genomweit signifikanten Befunde stellen allerdings nur einen Teil der In-
formation dar, die in den Daten der GWAS enthalten sind. Durch neu entwickelte sta-
tistische Auswertungsverfahren kann zunehmend auch die Information der Befunde
genutzt werden, die unter der genomweiten Signifikanzschwelle liegen. Hierzu zah-
len Gen- und Genset-basierte Auswertemethoden sowie die Anwendung polygener

Risikoscores auf die im Methodenteil eingegangen wird.
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2.2 Ziele der Arbeit
2.2.1 Schizophrenie
2.2.1.1 Spezifischer Hintergrund zur Fragestellung zur Schizophrenie

Schizophrenie ist eine schwere psychiatrische Storung, die in Deutschland ei-
ne Lebenszeitpravalenz von ca. 0,7%-1,4% aufweist (Gaebel & Wdlwer, 2010), und
zu den Hauptverursachern des Global Burden of Disease zahlt (Hay, 2017) Die
Krankheit, die mit tiefgreifenden Storungen des Denkens, Fuhlens und Handelns
einhergeht, zeigt individuell Verlaufsformen. Im gunstigsten Fall erfahren manche
Patienten nur eine einzelne Episode mit vollstandiger Remission, im ungunstigsten

Fall hingegen findet eine kontinuierliche Verschlechterung statt.

Bislang ist es allerdings weder auf der Basis klinischer noch biologischer Pa-
rameter moglich, individuelle Vorhersagen Uber den Verlauf der Erkrankung zu ma-
chen. Allerdings ist bekannt, dass eine schlechte pramorbide soziale Anpassung
(Schennach, Riedel, Musil, & Mdller, 2012) und ein friher Krankheitsbeginn die Er-
folgsaussichten der Behandlung verschlechtern, wohingegen eine fruhzeitige Be-
handlung diese verbessern (Marshall et al., 2005). Zudem deutet der
Zusammenhang von familiarer Vorbelastung mit dem Behandlungserfolg (Crespo-

Facorro et al., 2013) auf den Einfluss genetischer Faktoren hin..

Ca. 30% aller Patienten weisen eine Therapieresistenz auf. Diese ist dadurch
definiert, dass eine medikamentdse Therapie trotz ausreichender Behandlungsdauer
mit verschiedenen Substanzen in ausreichend hohen Dosen zu unzureichenden oder
zu gar keiner Besserung der Symptome flihrt. In diesem Fall ist eine Behandlung mit
Clozapin angezeigt, welches bislang das einzige Medikament ist, fur welches eine
Wirksamkeit bei dieser schweren Verlaufsform belegt ist (Essali, Al-Haj Haasan, Li, &
Rathbone, 2009).

Allerdings kénnen bei Behandlung mit Clozapin ernste, z.T. lebensbedrohliche
Nebenwirkungen wie die sog. Agranulozytose auftreten, die zu einem Zusammen-
bruch des Immunsystems fuhrt. Clozapin wird daher nur dann verordnet, wenn zuvor
mindestens zwei Behandlungsversuche mit anderen Medikamenten gescheitert sind
(Nielsen, Nielsen, & Correll, 2012). Dieser Prozess kann sich jedoch tber Jahre hin-
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ziehen (Taylor, Young, & Paton, 2003). Gleichzeitig sind aber ein langeres Fortbe-
stehen der Krankheit ohne adaquate Behandlung sowie fehlende Wirksamkeit der
Erstbehandlung mit schlechteren Erfolgsaussichten verbunden (Schennach et al.,
2012). Es erscheint daher angezeigt, fruhzeitig die Patienten zu identifizieren, die
nicht auf die klassischen antipsychotischen Medikamente ansprechen, und bei denen
nach einem langeren erfolglosen Therapieverlauf schliel3lich doch eine Behandlung
mit Clozapin erforderlich sein wird, um durch einen frihzeitigen Begin die Erfolg-

saussichten verbessern zu kdnnen.
2.2.1.2 Fragestellung und Ziele der Untersuchung bei Schizophrenie

Publikation: Identification of increased genetic risk scores for schizophrenia in

treatment-resistant patients

Frage 1: Ist eine erhéhte genetische Belastung fiir Schizophrenie mit dem The-
rapieansprechen bzw. dem Krankheitsverlauf schizophrener Patienten assozi-
iert?

Fir die Beantwortung dieser Frage, wird untersucht, ob der Krankheitsverlauf
und das Therapieansprechen von schizophrenen Patienten eine Assoziation mit ei-
nem erhbhten polygenen Risikoscore aufweist. Zudem wird der Beitrag bekannter

klinischer Faktoren in Kombination mit genetischen Faktoren untersucht.
2.2.2 Alkoholabhangigkeit
2.2.2.1 Spezifischer Hintergrund fiir die Fragestellung zur Alkoholabhéngigkeit

Alkoholabhangigkeit ist eine weltweit sehr verbreitete Storung, die in Deutsch-
land eine Pravalenz von ca. 4% (Meyer, Rumpf, Hapke, Dilling, & John, 2000) bis 6
% (Beesdo-Baum et al., 2015) aufweist. Die Stérung, die mit einer Reihe von Komor-
biditaten, wie z.B. Depression und Angststorungen (Kessler et al., 1996; Regier,
1990) als auch mit alkoholinduzierten Folgestérungen wie Leberzirrhose, Pankreatitis
etc. (Schoepf & Heun, 2015) einhergeht, zahlt zu den zehn fuhrenden Ursachen des
sog. Global Burden of Disease (Connor, Haber, & Hall, 2016; World Health Organiza-
tion, 2009).
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Trotz ausgiebiger Forschung ist immer noch unklar, warum ein Teil der Perso-
nen, die Alkohol konsumieren, eine Abhangigkeit entwickeln, der Rest aber nicht.
Zwillingsstudien belegen eine genetische Komponente von ca. 40-60% (Enoch &
Goldman, 2002).

Epidemiologische Untersuchen belegen daruber hinaus die Komorbiditat zwi-
schen Alkoholabhangigkeit und Depression und zeigen, dass das Vorliegen einer
Alkoholabhangigkeit das Risiko fur das Auftreten einer Depression erhoht und umge-
kehrt (Crum et al., 2008; Foulds, Adamson, Boden, Williman, & Mulder, 2015; Kess-
ler et al., 1996; Swendsen & Merikangas, 2000; Woodruff, Guze, Clayton, & Carr,
1973). Es wurde vermutet, dass diese Komorbiditat eine gemeinsame Ursache ha-
ben konnte die teilweise auf gemeinsame genetische Faktoren zurlckzufuhren sein
konnte (Kendler et al., 1995; Lyons et al., 2006; Maier, Lichtermann, & Minges, 1994;
Nurnberger, Foroud, Flury, Meyer, & Wiegand, 2002; Prescott, Aggen, & Kendler,
2000; Winokur & Coryell, 1991). In einer kurzlich erschienenen Studie konnten An-
dersen et al (2017) zeigen, dass ein polygener Risikoscore fur Depression, der auf
den MDD Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium (PGC) (PGC-
MDD1: npatienten=9 240; Nkontroen=92 519) GWAS (Ripke et al., 2013) beruhte, mit ei-
nem erhohten Risiko flr Alkoholabhangigkeit in vier unabhangigen GWAS Datensat-

zen (mit 317 bis 2 135 Patienten) assoziiert war.

Die Aufklarung dieser genetischen Faktoren kdnnte zu einem verbesserten
Verstandnis der Atiologie und hierdurch zur Entwicklung erfolgversprechender An-

satze zu Pravention und Behandlung beitragen.

Wie in der Einleitung aufgeflhrt sind die einzigen Gene, die durch systemati-
sche Genomuntersuchungen repliziert nachgewiesen werden konnten solche, die bei
der Verstoffwechslung von Alkohol eine Rolle spielen. Diese Befunde sind allerdings
konsistent und weisen in manchen Populationen sehr starke Effekte auf. Wahrend
also — anders als bei den anderen psychiatrischen Erkrankungen — bereits einige
Varianten mit starken Effekten identifiziert werden konnten, ist die Gesamtzahl ge-
nomweit signifikanter Varianten gering. Dies wird sich wahrscheinlich mit wachsen-
der statistischer Power durch Vergroflerung der Samples andern. Andererseits ist

bislang nur wenig Uber die genetische Architektur der Alkoholabhangigkeit bekannt.

12



Einleitung

2.2.2.2 Fragestellung und Ziele der Untersuchungen bei Alkoholabh&ngigkeit

2.2.2.2.1 Publikation: ~Genome-wide significant association between alcohol de-

pendence and a variant in the ADH gene cluster

Frage 2: Handelt es sich bei der Alkoholabhadngigkeit ebenfalls um eine
komplexe genetische Storung mit einem polygenen Anteil und tragen Genvari-
anten, die haufig in der Bevolkerung vorkommen, zur Entstehung von Alkohol-

abhangigkeit bei?

Durchfihrung einer Alkohol-GWAS bei 1 333 Patienten und 2 168 Kontrollen
und Suche nach signifikant mit Alkohol assoziierten Genvarianten, Genen und Pa-
thways. Basierend auf den Individual-Genotypdaten wird in unabhangigen Fall-
Kontrollstichproben Uberpruft, ob Alkoholpatienten mehr Risikovarianten als Kontrol-

len tragen, d.h. einen héheren polygenen Risikoscore aufweisen.

2.2.2.2.2 Publikation: Genetic contribution to alcohol dependence: Investigation of a
heterogeneous German sample of individuals with alcohol dependence,

chronic alcoholic pancreatitis, and alcohol-related cirrhosis

Frage 3: Ist eine VergréBerung der Stichprobe auch auf Kosten der klini-

schen Homogenitat zielfiihrend, um weitere Gene und Pathways zu finden?

Die oben genannte Stichprobe von 1 333 Patienten und 2 168 Kontrollen wird
um weitere 1 510 Patienten und 1 750 Kontrollpersonen erweitert, wobei es sich bei
den alkoholabhangigen Patienten um solche mit komorbiden Stérungen, d.h. mit
Leberzirrhose und chronischer Pankreatitis handelt. An Hand des gesicherten ADH
Assoziationsbefundes wird untersucht, ob der Befund durch die Stichprobenvergro-

Rerung robuster wird.
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2.2.2.2.3 Publikation: Shared genetic etiology between alcohol dependence and ma-

jor depressive disorder

Frage 4: Zwischen Alkoholabhéngigkeit und Depression ist auf klinischer
Ebene eine Komorbiditat belegt, wobei sich die Krankheiten gegenseitig be-
dingen kénnten und/oder beide Krankheiten einen gemeinsamen genetischen
Hintergrund haben. Hier soll die Frage beantwortet werden, ob Risikovarianten

fiir Depression auch das Risiko fiir Alkoholabhéangigkeit erhéhen.

Basierend auf den Daten der neuesten Depressions-GWAS (PGC-MDD2),
wird in der Kohorte von 1 333 alkoholabhangigen Patienten und 2 168 Kontrollen
untersucht, ob alkoholabhangige Patienten einen erhéhten polygenen Risikoscore flr

Depression aufweisen.
2.3 Beitrag des Doktoranden

Die Stichproben wurden im Rahmen groRerer Forschungsprojekte erhoben,
untersucht und gemessen, und die Arbeiten z.T. im Rahmen internationaler Koopera-
tionen publiziert. Der Anteil des Autors der vorliegenden Arbeit umfasst dabei insbe-

sondere:

a) die inhaltliche Erarbeitung der oben genannten Fragestellungen, Erstellung von
Erklarungsmodellen, Operationalisierung und Uberpriifung der Anséatze.

b) die Vorbereitung der Datenanalyse. Diese beinhaltet die Anforderung, Sammlung
und Harmonisierung der Phanotypdaten der einzelnen Teilkollektive, die Anfor-
derung und Beantragung notwendiger zusatzlicher externer Datensatze (Trai-
ningsstrichproben fir Schizophrenie- und Depressions-Scores), fur die
Alkoholstichprobe dartber hinaus die Auswahl der zu typisierenden Individuen.

c) die Vorverarbeitung der im Labor bestimmten Genotyp-Daten, fur die Studie zur
Alkoholabhangigkeit zusatzlich die Extraktion der Genotypen aus den Intensitats-
Rohdaten und die Filterung derselben im Rahmen der Qualitatskontrolle sowie
die lokale Imputation von zusatzlichen nicht typisierten genetischen Markern.

d) fur die Fragestellungen 1 und 2 die komplette alleinige Durchfiihrung der statisti-
schen Analyse, fur Frage 3 die Anleitung und gemeinsame Durchfihrung der
Analyse mit dem Co-1st-Autor der zugehorigen Publikation, fur Frage 4 die Anlei-
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tung zur Daten-Analyse und die gemeinsame Durchflhrung derselben mit den
beiden Erstautoren der genannten Publikation.

e) die Interpretation der Ergebnisse zu den genannten Fragestellungen

f) die Abfassung der jeweils zugehorigen Publikationen (Erstautor bei den Publika-

tionen zu Fragen 1 und 2, geteilte Erstautorenschaft fur Frage 3, Seniorautor bei
Frage 4)
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Stichproben

Fur die vorliegende Arbeit wurden in Kooperation mit dem Humangenetischen
Institut der Universitat Bonn Genotypdaten durch genomweite Assoziationsstudien zu
Alkoholabhangigkeit und Schizophrenie generiert. Die Patienten und Kontrollkollekti-
ve wurden durch unsere Arbeitsgruppe bzw. durch Kooperation mit klinischen Part-
nern im Rahmen von DFG und BMBF gefoérderten Projekten rekrutiert und

charakterisiert.

Alle Individuen waren ausfuhrlich aufgeklart worden und hatten danach Ihr
schriftliches Einverstandnis erteilt. Die Einzelstudien, im Rahmen derer die Rekrutie-
rung erfolgte, wie auch die Studien zur Auswertung der gesammelten genetischen
Daten waren von den jeweils zustandigen Ethik-Kommissionen positiv votiert wor-

den. Der Studienablauf erfolgte in Ubereinstimmung der Deklaration von Helsinki.
3.1.1 Schizophrenie-Studie

Die Patienten stammen aus der BoMa Stichprobe (Rietschel et al., 2011).
Hierbei handelt es sich um 1 540 stationar behandelte Patienten mit Schizophrenie,
welche sukzessive in verschiedenen psychiatrischen Kliniken in Deutschland fir ge-
netische Studien rekrutiert wurden. Die Lebenszeitsymptome der Patienten wurden
mit einem umfangreichen Instrumentarium, der IPGS (Fangerau et al., 2004) erho-
ben. Die Diagnose wurde basierend auf einem strukturierten SCID (First, New York
State Psychiatric Institute, & Biometrics Research Department, 1997) bzw. SADS
(Endicott, 1978) -Interview nach DSM-IV gestellt. Hauptquelle fur die klinischen In-
formationen im Rahmen der vorliegenden Studie ist die Operational Criteria Checklist
(OPCRIT; McGuffin, 1991). Die Kodierung der Response auf Clozapin erfolgte binar,
basierend auf einer urspringlich vierstufigen Einteilung in O=keine Veranderung oder
sogar Verschlechterung, 1=leichte Besserung der Symptome, 2=deutliche Verbesse-
rung der Symptome, und 3=fast vollstandige Remission (N6then et al., 1995), wobei

Clozapinresponse hier mindestens einen Wert von 2 auf der obigen Skala erforderte.

Als Kontrollstichprobe dienten populationsbasierte Kontrollen aus mehreren

groRen Kohortenstudien: Heinz Nixdorff Recall Studie, (HNR; Erbel et al., 2012),
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popgen (N6thlings & Krawczak, 2012), aus der Kooperative Gesundheitsforschung in
der Region Augsburg (KORA; Holle, Happich, Léwel, & Wichmann, 2005), sowie ei-
ner weiteren populationsbasierten Kontrollstichprobe aus der Region Augs-
burg/Ingolstadt, bei der nur psychiatrisch Gesunde eingeschlossen wurden (Lucae et
al., 2006).

3.1.2 Studien zur Alkoholabhangigkeit

Es wurden ca. 1600 Patienten mit der Diagnose Alkoholabhangigkeit nach
DSM-IV rekrutiert. Diese waren in funf verschiedenen Universitats-Kliniken in Re-
gensburg, Mannheim, Minchen, Bonn/Essen/Dusseldorf/Homburg und Mainz zur
stationaren Behandlung aufgenommen worden. Alle Patienten wiesen eine schwere
Alkoholabhangigkeit gemal® DSM-IV-Kriterien auf, wobei fur die vorliegende Studie
eine Konsens-Diagnose von zwei Psychiatern erforderlich war. Die Patienten waren

mittels semistrukturierten Interviews erhoben worden.

Wegen finanzieller Ressourcenknappheit erfolgte die Genotypisierung der Pa-
tienten und der Kontrollsamples sukzessive: In der ersten Welle wurden zunachst
487 Patienten und 1 358 Kontrollen genomweit typisiert. In der zweiten Welle waren
es weitere 900 Patienten. Die Daten von 861 weiteren Kontrollen wurden vom MPI
fur Psychiatrie in Minchen zur Verfligung gestellt. Der kombinierte Datensatz aus
beiden Wellen umfasste nach Qualitatskontrolle 463 044 autosomale SNPs von ins-
gesamt 1 333 Fallen und 2 168 Kontrollen. Die Patienten dieser kombinierten Stich-
probe waren im Durchschnitt bei der Erhebung 41,9 + 8,4 Jahre alt und mit 30,2 £ 8,0
Jahren erkrankt. Die Kontrollen waren zum Zeitpunkt des Interviews im Mittel 50,5 +
12,1 Jahre alt.

Also Kontrollstichprobe dienten dieselben populationsbasierten Kohorten, die

bereits in Abschnitt 3.1.1 beschrieben wurden.

Fur die Erweiterung der Patienten-Stichprobe wurden Patienten mit alkohol-
bedingter Leberzirrhose (n=400) bzw. alkoholinduzierter chronischer Pankreatitis
(n=1110) eingeschlossen. Als Kontrollstichprobe flr diese Teilstichproben konnte
eine weitere Kontrollstichprobe einbezogen werden aus der Heinz-Nixdorff-Recall-
Studie (Erbel et al., 2012), die vom zustandigen Studienzentrum zur Verfliigung ge-

stellt wurde. Alle eingeschlossenen Personen sind mitteleuropaischer Abstammung.
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FUr die Untersuchung der polygenen Risikoscores in unabhangigen Case-
Control Samples mit Alkoholabhangigkeit wurden zusatzlich 6ffentlich zugangliche
Datensatze aus den USA und Australien herangezogen. Dies umfasste namentlich
die Datensatze folgender Kollektive: (1) ‘Alcohol Research using Australian twins and
their families’ (OZ-ALC; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gap/cgi-
bin/study.cgi?study_id=phs000181.v1.p1&phv=73489&phd=1551&pha=&pht=793&p
hvf=&phdf=&phaf=&phtf=&dssp=1&consent=&temp=1); (2) ‘CIDR: Collaborative
Study on the Genetics of Alcoholism’ (COGA;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gap/?term=CIDR%3A+Collaborative+Study+on+the+Ge
netics+of+Alcoholism) und (3) ‘Study of Addiction: Genetics and Environment’
(SAGE;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gap/?term=Study+of+Addiction%3A+Genetics+and+En
vironment). Bei allen drei wurden nur Individuen mit Europaischer Abstammung in

die vorliegende Arbeit eingeschlossen

FUr die Untersuchung der polygenen Risikoscores fur Depression in Case-
Control Samples mit Alkoholabhangigkeit wurden die Patienten und Kontrollen aus
Abschnitt 2.1.1 mit 597 Patienten mit Major Depression nach DSM-IV zusammen

gefuhrt. Die Kontrollstichprobe umfasste final 1292 Individuen.

Als Trainingsstichprobe fur die Erstellung der Polygenen Risikoscores fur De-
pression diente die PGC-MDD2-Stichprobe (Wray et al., 2018). Diese ist etwa acht
Mal so grof3 (Npatienten=59 851, Nkontrollen=113 154) wie die, welche von Andersen et al.
(2017) zu Grunde gelegt wurde. Insbesondere wurde untersucht, ob ein Zusammen-
hang sichtbar ist, wenn nur eine Teilstichprobe des Alkohol-Samples verwendet wird,

die explizit unter Ausschluss komorbider Depression erhoben wurde.
3.2 Probengewinnung und Genetische Analyse

Fir die Genotypisierung wurde den Patienten Vollblut entnommen, mittels
Standardmethoden DNA extrahiert und Uber mehrere Wellen mit den jeweils aktuel-
len verfugbaren Illumina Arrays HumanHap 550v3, Human 610 und Human 660quad

bei lllumina, bzw. bei der Life & Brain GmbH in Bonn Individualgenotypen bestimmt.
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3.3 Benutzte Programme/Softwarepakete

Folgende Programme und Programmpakete wurden im Rahmen der in diese

Arbeit einflieRenden Studien benutzt:

PLINK Versionen 1.07 (Purcell et al., 2007) und 1.9 (Chang et al., 2015); und R
Versionen 2 und 3 (R Development Core Team, 2010) fur die Qualitatskontrolle
(QC), die Erstellung von Polygenen Risiko-Scores und die Assoziationstestung
von Einzelmarkern und Scores

SMARTPCA (Patterson, Price, & Reich, 2006) sowie PLINK 1.9 fur die Haupt-
komponentenanalyse zur Outlierfilterung und Stratifikationskorrektur

Magma (de Leeuw, Mooij, Heskes, & Posthuma, 2015) fur Gen und Gen-Set
bzw. Pathway-basierte Analysen

PRSice (Euesden, Lewis, & O’Reilly, 2014) fur Score-basierte Analysen zu
Frage 4

3.4 Statistische Verfahren

3.4.1 Qualitatskontrolle (QC) der Genetischen Daten

3.4.1.1 Technische QC — Filterung von Proben und Markern

Es wurden folgende Kriterien fur die Filterung verwendet

a)

Fir die DNA-Proben: Missing-Rate < 2% und Ubereinstimmung von dem in der
Akte vermerkten mit dem aus den Genotypen bestimmten Geschlecht. Im Falle
von Duplikaten oder kryptischen Verwandtschaften (ldentity by State (IBS) tber
autosomale Marker > 1,6), wurde die Probe mit der hoheren Missing-Rate ent-

fernt.

Getestete Marker: Nur die SNPs, die gleichzeitig auf allen fir die jeweilige Stich-
probe benutzten Chips vorhanden waren, wurden in die Analyse einbezogen.
Zum Verbleib im Datensatz waren folgende Kriterien erforderlich: Call rate (CR) =
0,98; Frequenz des selteneren Allels (minor allele frequency MAF) = 0,01; Uber-
einstimmung mit dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE; P = 1E-6) in allen

Teilstichproben, und kein signifikanter Unterschied in der Allelfrequenz zwischen
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den verschiedenen Kontroll-Teilstichproben. Fur die starksten Befunde wurden
am Schluss die Clusterplots mit den Farbintensitatsrohwerten fur eine abschlie-
Rende Absicherung zur Uberpriifung der Typisierungsqualitat herangezogen, und

SNPs mit schlechter Clusterqualitat wurden entfernt.
3.4.1.2 Filterung von genetischen ,AusreiBern® mittels Hauptkomponenten-Analyse

Hierfir wurde eine Teilmenge der SNPs verwendet mit folgenden Charakteris-
tika: Nur autosomale Marker, paarweise unabhangig (r* < 0,05) innerhalb eines Fens-
ters von 200 SNPs Breite, Frequenz des seltenen Allels > 5%, Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht der Genotypverteilung (Pywe> 0,01).

Es wurde iterativ gefiltert, indem Uber die genannten SNPs eine PCA durchge-
fuhrt wurde und jeweils alle Proben mit einer Abweichung auf mindestens einer der
ersten 10 Hauptkomponenten um mehr als 6 Standardabweichungen vom Mittelwert
aus dem Datensatz entfernt wurden, so lange, bis entweder keine Probe mehr auffal-
lig war oder eine Maximalzahl von funf Durchgangen erreicht war. Abschlielend
wurde die PCA auf dem gefilterten Datensatz erneut durchgefuhrt. Die bei diesem
letzten Durchgang extrahierten Hauptkomponenten wurden als Kovariaten in das
Regressionsmodell eingeschlossen um die Variablen fir die nachfolgende Stratifika-

tionskorrektur zu gewinnen.
3.4.2 Testverfahren
3.4.2.1 Einzelmarkeranalyse

Einzelmarker wurden in einem ein logistischen Regressionsmodell auf ihren
Zusammenhang mit dem jeweiligen Phanotyp getestet. Dabei wurde jeweils fir Po-
pulationsstratifikation korrigiert durch Einbezug der ersten beiden Hauptkomponen-
ten aus der PCA

3.4.2.2 Multimarkeranalysen

Das Hauptproblem bei genomweiten Einzelmarkertestungen ist die hohe An-
zahl an durchgefuhrten Tests, fur die korrigiert werden muss (mehrere 100 000 bis
Millionen). Dies hat zur Folge, dass nur Marker mit sehr starken Effekten gefunden

werden kénnen, wenn man nicht eine hohe Zahl falsch positiver Befunde in Kauf
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nehmen will. Gleichzeitig geht man aber bei komplexen Erkrankungen von vielen be-
teiligten Markern mit jeweils nur kleinen Effekten aus. DarUber hinaus ignoriert man
bei diesem Verfahren mogliche synergistische Effekte zwischen den beteiligten Mar-
kern, die evil. gemeinsam in einem Gen oder einem Pathway von mehreren mitei-

nander interagierenden Genen enthalten sind.

Um diese Probleme zu l6sen, wurden verschiedene Ansatze entwickelt, die
zum einen die Anzahl der durchgefuhrten Tests deutlich verringern, zum zweiten bio-
logische Hintergrund-Information berucksichtigen, wie z.B. welche Varianten zu-
sammen im gleichen Gen vorkommen oder auch, welche dieser Gene zu gréfReren
Einheiten wie biologischen Pathways oder Funktionskategorien zusammengefasst

werden kdnnen.
Haupt-Herausforderungen bei diesen Verfahren sind

a) Die Pathways beinhalten unterschiedlich viele Gene. Diese wiederum sind unter-
schiedlich grol3 und mit unterschiedlich guter Abdeckung auf den Typisierung-
schips vertreten. D.h. Gene wie Pathways sind mit unterschiedlich vielen SNPs
im Datensatz reprasentiert.

b) Die auf den Chips vorhandenen Marker weisen eine heterogene Korrelations-
struktur auf, bei manchen Genen sind stark interkorrelierende Marker vorhanden,

bei anderen nur schwach zusammenhangende.

Daher beinhalten die aktuellen Verfahren Methoden, um fur jeweils wenigs-

tens eine der beiden genannten Fehlerquellen zu korrigieren.
3.4.2.2.1 Gen-basierte Analysen

In der vorliegenden Arbeit wurde hier der Ansatz einer Hauptkomponentenre-
gression gewahlt: Zunachst wurde fur jedes Gen eine PCA Uber die enthaltenen
SNPs durchgeflihrt. Nach der Entfernung von Komponenten mit sehr kleinen Eigen-
werten wurde dann eine Regression des Phanotyps auf die extrahierten Hauptkom-
ponenten vorgenommen, jeweils mit Stratifikationskorrektur durch Einbindung
entsprechender Kovariaten. Dieser Ansatz berucksichtigt implizit auch die z.T. sehr

hohe Interkorrelation der untersuchten Marker.
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3.4.2.2.2 Genset-basierte Analysen

Hier gibt es grob zwei verschiedene Ansatze, zum einen sog. ,self-contained®-
Methoden, die testen, ob das Genset, also die Gesamtheit aller im Set enthaltenen

Gene, im Schnitt eine Uberzufallig starke Assoziation mit dem Zielphanotyp aufweist.

Die zweite Gruppe ist die der ,kompetitiven“ Vergleiche. Dort wird nicht die
Assoziation des Gensets fur sich mit dem Phanotyp getestet, sondern sie wird mit
der Assoziation der Gesamtheit aller Gene verglichen, die nicht Bestandteil des Sets

sind.

In der vorliegenden Arbeit wurde hierbei dem kompetitiven Ansatz der Vorzug
gegeben, um eine Aussage zu gewinnen, welches der Gensets im Vergleich zu den

anderen am starksten assoziiert war.

FUr den hier gewahlten Ansatz wurden die Ergebnisse der genbasierten Ana-
lyse in Z-Werte transformiert, und dann wurde fir alle 678 in der Reactome Pathway-
Datenbank Version 5.1 verzeichneten Gensets der oben beschriebene Vergleich

durchgefuhrt. Die gewahlte Methode berlcksichtigt auch ungleiche Genset-GroRen.

Um adaquate Behandlung des z.T. kompletten Kopplungsungleichgewichts
der SNPs in den Genen zu sicherzustellen wurde der Datensatz vorgefiltert und alle
SNPs mit einem Varianzinflationsfaktor VIF>10 innerhalb eines Fensters von 200
SNPs Breite entfernt.

3.4.2.2.3 Polygener Risikoscore

Es besteht auch die Mdglichkeit die Information der im Datensatz vorhande-
nen Marker in ihrer Gesamtheit zu nutzen und ein genomweites Mal} flr die geneti-
sche Belastung eines Individuums fur eine bestimmte Storung zu konstruieren. Der

Polygene Risikoscore (Purcell et al., 2009) stellt ein solches Mal} dar.

Fur die Konstruktion eines solchen Scores sind zunachst genomweite Ergeb-
nisse aus einer unabhangigen Studie (Trainings- oder Discovery-Sample) erforder-
lich. Aus diesen lasst sich fur jeden Marker ein Risiko-Allel fur die Stoérung
bestimmen, sowie ein Effektmal} fir den Zusammenhang des Markers mit der St6-

rung. Die Berechnung des Scores fir eine Person in der eigentlichen Zielstichprobe
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geschieht in folgender Weise: Zunachst wird eine Auswahl der einzubeziehenden
Marker anhand ihrer Testergebnisse in der Trainingsstichprobe getroffen (z.B. an-
hand des dort erzielten p-Werts, indem genau die SNPs betrachtet werden, deren
Ergebnis unterhalb einer best. Fehlerwahrscheinlichkeit bleibt). Dann wird fur jeden
eingeschlossenen Marker errechnet, wie viele Risiko-Allele die betrachtete Person
jeweils aufweist. Diese werden Uber alle einbezogenen Marker aufsummiert, wobei
bei jedem einzelnen Marker noch eine Gewichtung mit der in der Trainings-
Stichprobe ermittelten Effektstarke erfolgen kann, und am Schluss durch die gewich-
tete Gesamtzahl der flr diese Person vorhandenen Genotypen im betrachteten Mar-
ker-Set geteilt. Um nicht einzelne Regionen des Genoms mit vielen hochkorrelierten
SNPs Uberzugewichten, trifft man eine Teilauswahl aus dem Gesamtset der ange-

dachten SNPs, welche paarweise moglichst unabhangig sind.

Die Testung des Polygenen Scores auf Assoziation mit dem Krankheitsstatus
in der Zielstichprobe wurde mittels eines logistischen Regressionsmodells Ansatz
durchgefuhrt. Dazu wurden zwei Modelle miteinander verglichen: (1) nur die aus der
PCA ermittelten Hauptkomponenten als Pradiktoren und Krankheitsstatus als Ant-
wortvariable, (2) das gleiche Modell, aber mit dem polygenen Score als zusatzlichem
Pradiktor. Es wurde dann getestet, ob das zweite Modell eine signifikant bessere

Vorhersage des Phanotyps ermdglicht.

Fur die Studie zur Schizophrenie diente die Stichprobe aus der Arbeit von
Ripke et al (Ripke et al., 2011) als Trainingsstichprobe, da hier genomweite Assozia-
tionsergebnisse fur Uber 21 000 Personen vorlagen. Da speziell bei kleineren Stich-
proben abhangig vom gewahlten Vererbungsmodell die Teststarke mit der Anzahl
der einbezogenen SNPs tendenziell ansteigt (Purcell et al., 2009), wurde fur die pri-
mare Fragestellung ein einzelner Grenzwert fur die SNP-Auswahl angenommen

(p<0,5) und nur autosomale, paarweise unabhangige (r’<0.25) SNPs einbezogen.

Fur die Alkoholstudie wurde die eigene Stichprobe im Rahmen einer
Kreuzvalidierung stratifiziert (gleicher Anteil von Patienten und Kontrollen) in zwei
Halften geteilt und jede Halfte als Trainingsstichprobe flir die jeweils andere verwen-
det. Daruber hinaus wurde auf Basis der Assoziationsergebnisse in der deutschen
Gesamtstichprobe von 1 333 Patienten und 2 168 Kontrollen ein polygener Risiko-
Score fur Alkoholabhangigkeit in den aus dbGaP (Mailman et al., 2007) abgerufenen
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Datensatzen zu den Studien COGA, SAGE und OZALC berechnet und getestet. Fur
die Konstruktion des polygenen Risiko-Scores wurden nur autosomale, paarweise
unabhangige (r’<0.25) SNPs mit einer MAF>0.02 benutzt, die in der Trainingsstich-

probe jeweils mit der Diagnose mit P<0.5 assoziiert waren.

Fir die Studie zum gemeinsamen genetischen Hintergrund von Depression
und Alkoholabhangigkeit diente als Trainingsstichprobe die kurzlich erschienene Me-
ta-Analyse des PGC zu Depression (Wray et al., 2018). Dabei wurden alle Individu-
en, die Teil einer der beiden Zielstichproben waren (Patienten wie auch Kontrollen)
ausgeschlossen, sodass am Schluss 59 265 Patienten und 112 092 fiur die Trai-
ningsstichprobe enthalten waren. Fir die Konstruktion des polygenen Risiko-Scores
wurden nur autosomale, paarweise unabhangige (r*<0.1) SNPs einbezogen. Es wur-
den verschiedene P-Wert-Grenzen fur die Filterung von SNPs nach ihren Assoziati-
onssignalen in Betracht gezogen: 5x107%, 1x107%, 1x10™*, 0.001, 0.01, 0.05, 0.1, 0.2,
0.5, 1.0. Als Zielstichprobe diente zum einen die komplette Stichprobe von 1 333
alkoholabhangigen Patienten und 2 168 Kontrollen aus Abschnitt 2.1.1, sowie in ei-
nem zweiten Schritt eine Teilstichprobe von 331 dieser Patienten, bei denen komor-
bide Depression explizit ausgeschlossen worden war. Zur Validierung des polygenen
Risiko-Scores fir Depression wurde eine Stichprobe von 597 Patienten mit Depres-

sion sowie 1 295 Kontrollen (siehe Abschnitt 2.1.1) als Zielstichprobe gesetzt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Schizophrenie-Studie

4.1.1 Ergebnisse der Publikation: Identification of increased genetic risk scores for

schizophrenia in treatment-resistant patients

4.1.1.1 Verteilung klinischer Risikomerkmale in den Teilstichproben

Patienten, bei denen Clozapinbehandlung erforderlich war, waren bereits vor

Krankheitsbeginn haufiger sozial schlecht angepasst (p=8,1x 10°, OR=1,85;

Cl=[1,35-2,55]; siehe Tabelle 1). Darlber hinaus begann in dieser Gruppe die
Krankheit im Mittel friher (x=23,0; SD=8,26) als bei den Patienten, die auf Erstmedi-
kation ansprachen (z=25,5, SD=9,12; p=3,0x10°), und auch haufiger schleichend

(p=4,4x107).

Tabelle 1: Assoziation von Behandlungsresistenz mit pramorbiden klinischen Symptomen (signifikante

Items nach Bonferroni-Korrektur grau hinterlegt:

Adjustierter Odds Ratio
OPCRIT-ltem p-Wert p-Wert [Konfidenzinterval]
3 Sex 0,56 1 1,08 [0,84, 1,39]
4 Age of onset 3,0x10™ 3,0x10™? NA
5 Mode of onset 4,4x10° 0,04 NA
9 Pg%zz:a'gﬁtrb'd work 0,83 1 1,04 [0,74; 1,45]
10 :gj‘l’]';f;]ee':“:"b'd social g 1x10°  81x10* 1,85 [1,35; 2,55]
11 Premorbid personally 60 1 1,13 [0,69; 1,86]
12 AI_co_hoI / Drug abuse 0.28 1 0,84 [0,6: 1,17]
within year of onset
13 E;rr]nrgii;lstory of schiz- 0,95 1 1,01[0,74; 1,38]
14 Family hi§tory of other 0.59 1 1,07 [0,83: 1,39]
psychiatric disorder
16 Definite psychosocial 048 1 1,11 [0,82; 1,52]

stressor prior to onset
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4.1.1.2 Polygener Risiko-Score

In die Berechnung des polygenen Risiko-Scores gingen 58 663 SNPs mit ein.
Der polygene Risiko-Score fur Schizophrenie ist in Patienten deutlich erhoht gegen-

{iber populationsbasierten Kontrollen (p=1,1x10™*'

)- Behandlungsresistente Patienten
wiederum haben hoéheren polygenen Risiko-Score als Patienten bei denen keine
Clozapinbehandlung erforderlich war (p=0,02). Den hochsten polygenen Risiko-
Score fur Schizophrenie wiesen Patienten auf, bei denen neben der Clozapin-
Resistenz noch zusatzliche klinische Risikomerkmale wie friher und schleichender
Krankheitsbeginn, sowie schlechte pramorbide soziale Anpassung vorliegen

(Abbildung 3).
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Abbildung 3: Vergleich der polygenen Risiko-Scores fiir Schizophrenie in den einzelnen Teilstichproben:
(A) populationsbasierte Kontrollen vs. Patienten; (B) Patienten ohne vs. Patienten mit behandlungsresis-
tenter Schizophrenie (TRS); (C) Patienten ohne vs. mit extremer TRS; (D) Patienten nur mit ETRS vs. Pati-
enten mit ETRS und zusiatzlich schlechter soziale Anpassung vor Krankheitsbeginn sowie friihem und
schleichendem Einsetzen der Krankheit; die jeweilige Fallkohorte rot und die zugehérigen Kontrollen
griin dargestellt; gezeigt sind geschiatzte Randmittel mit 95%-Konfidenzintervallen. Die gestrichelte Linie

zeigt den Mittelwert der populationsbasierten Kontrollstichprobe als Referenz
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Zusatzlich wurden Sekundar-Analysen mit den oben genannten pramorbiden
Merkmalen durchgefuhrt, um zu sehen, ob und inwieweit diese die genetische Ge-

samtbelastung reprasentieren (Tabelle 2).

Tabelle 2: Assoziation von pridmorbiden klinischen Merkmalen mit polygenen Risiko-Scores (‘logistische
Regression; ‘lineare Regression; °schleichender Beginn, definiert als 2-stufige Einteilung der
OPCRIT-Variablen ,,mode of onset“ in <6 Monate vs. > 6 Monate)

Untersuchte Poor premorbid Age at onset Ir(1j§|d|ous Family
: . a e b isease : a
Gruppe social adjustment (quantitativ) ac history
onset
Alle Patienten mit
GWAS-Daten 0.08 0.005 0.95 0.10
(n=1540)
TRS (Clozapin-
patienten; n=434) 0.02 0.002 0.15 0.15
ETRS (Clozapin-Non-
Responder) 0.10 0.06 0.13 0.62

(n=45)

Innerhalb der extrem behandlungsresistenten Patienten, d.h. bei Clozapin-
Non-Respondern (ETRS) wird das Assoziationssignal durch Adjustierung fur obige

klinische Merkmale nicht aufgehoben (Tabelle 3).

Tabelle 3: Einseitige p-Werte aus der logistischen Regression zum Zusammenhang zwischen (extremer)
Behandlungsresistenz und polygenen Risikoscores fiir Schizophrenie nach Korrektur fiir assoziierte
klinische Risikofaktoren aus Tabelle 2 (*Grenzwert der Einzelstatistik fiir den Einschluss betreffender
genetischer Marker in den Score; ®in Klammern zum Vergleich ohne Adjustierung aber nach Ausfilterung
von Beobachtungen mit fehlenden Daten fiir mind. eine der pramorbiden klinischen Variablen um die

gleiche StichprobengroBe zu gewahrleisten

p-Wert cut-off® TRS ETRS
<0,01 0,58 (0,46)° 0,80
<0,05 0,05(0,01) 0,35
<0,1 0,10 (0,03) 0,20
<0,2 0,04 (0,01) 0,06
<0,3 0,05(0,02) 0,07
<0,4 0,07 (0,02) 0,07
<0,5 0,06 (0,02) 0,05
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4.1.1.3 Beantwortung der Frage 1: Ist eine erhdohte genetische Belastung fur
Schizophrenie mit dem Therapieansprechen bzw. dem Krankheitsver-

lauf schizophrener Patienten assoziiert?

Die Ergebnisse zeigen, dass eine durch den polygenen Risiko-Score abgebildete
erhdhte genetische Belastung fur Schizophrenie mit einem schlechteren Therapiean-

sprechen einhergeht.
4.2 Studien zur Alkoholabhangigkeit

4.2.1 Ergebnisse der Publikation: Genome-wide significant association between

alcohol dependence and a variant in the ADH gene cluster

Die mittlere Call Rate der SNPs (Falle und Kontrollen kombiniert) lag bei
99,94% (SD = 0,12%). Abbildung 4 zeigt die Scores der Probanden auf den ersten
beiden in der PCA extrahierten Hauptkomponenten nach Entfernung der genetischen
Outlier.
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Abbildung 4: Scatterplot der ersten beiden aus der PCA resultierenden Hauptkomponenten

28



Ergebnisse

Um das die Auswirkung der QC-Schritte bei der Filterung der SNPs zu visuali-
sieren, sind die P-Werte vor und nach QC in Abbildung 5 als Quantil-Quantil-
Diagramm veranschaulicht. Eine ganze Reihe von genomweit signifikanten Befunden
im Rohdatensatz ist auf Genotypisierungs-Artefakte zurickzufuhren, die durch die

Filterung entdeckt und entfernt wurden.

-log10(observed p-value)

-log10(expected p-value)

Abbildung 5: QQ-Plot zum Vergleich der genomweiten Einzelmarker-Ergebnisse vor (grau) und nach Qua-

litatskontrolle (rot). P-Werte < 10 wurden am oberen Rand angetragen

4.2.1.1 Einzelmarkeranalyse

Die Ergebnisse der Einzelmarker-Analyse sind dargestellt in Abbildung 6. Ein
SNP, rs1789891, lag unter der etablierten genomweiten Signifikanzgrenze von
5x10® (p=1,3x10®, OR=1,46). Dieser SNP ist zwischen den Genen ADH1B und
ADH1C lokalisiert und befindet sich im kompletten Kopplungsungleichgewicht mit der
funktionellen Variante Arg272GIn.
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Abbildung 6: Manhattan-Plot zum Uberblick iiber die genomweiten Einzelmarker-Ergebnisse

4.2.1.2 Polygener Score

In die Berechnung des polygenen Risiko-Scores gingen nach Filterung
schlieRlich jeweils Uber 84 000 SNPs mit ein (aulder bei OZALC, da dort ein anderer
Chip mit geringerer Abdeckung verwendet worden war. Hier gingen 48 952 SNPs in
die Score-Berechnung ein). In jeder der beiden Halften der deutschen Primarstich-
probe wiesen die Patienten einen signifikant hoheren polygenen Risiko-Score auf als
die populationsbasierten Kontrollen (p=1,3x10°, Abbildung 7A; p2=9,7x10°, Abbil-
dung 7B). In den beiden davon unabhangigen Stichproben von COGA und SAGE
konnte diese Ergebnis repliziet werden (pcoca=3,9x102, Abbildung 8A; psa.
ce=1,1x10, Abbildung 8B). In der Australischen Stichprobe dagegen ergab sich kein
signifikanter Zusammenhang des polygenen Risiko-Scores mit Alkoholabhangigkeit
(PozaLc=0,56 Abbildung 8C).
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Abbildung 7: Standardisierte polygene Risiko-Scores fiir Alkoholabhédngigkeit in den beiden deutschen
durch stratifizierte Randomisierung fiir die 2-fach-Kreuzvalidierung erzeugten Teilstichproben; dargestellt
sind geschatzte Randmittel der Gruppen mit 95%-Konfidenzintervallen, Scores sind standardisiert an den

Werten der jeweils dargestellten Kontrollteilstichprobe
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Abbildung 8: Standardisierte polygene Risiko-Scores fiir Alkoholabhéngigkeit in den aus dbGaP abgeru-
fenen Datenséatzen zu COGA (A), SAGE (B) und OZALC (C) ; dargestellt sind geschatzte Randmittel der
Gruppen mit 95%-Konfidenzintervallen, Scores sind standardisiert an den Werten der jeweils dargestell-

ten Kontrollteilstichprobe

4.2.1.3 Beantwortung der Frage 2: Handelt es sich bei der Alkoholabhangigkeit
ebenfalls um eine komplexe genetische Stérung mit einem polygenen Anteil
und tragen Genvarianten, die haufig in der Bevolkerung vorkommen, zur

Entstehung von Alkoholabhangigkeit bei?

Der polygene Score, der auf Basis der deutschen Fall-Kontroll-Stichprobe in

unabhangigen Case-Control Samples berechnet wurde, ist dort mit Alkoholabhangig-
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keit assoziiert. Dieser Befund zeigt, dass eine Vielzahl haufiger Varianten zur Atiolo-
gie der Alkoholabhangigkeit beitragen, und belegt somit eine polygene Komponente
der Alkoholabhangigkeit.

Durch den GWAS Ansatz konnte eine haufig vorkommende Risikovariante

identifiziert werden, die im ADH-Gen-Cluster lokalisiert ist.

4.2.2 Ergebnisse der Publikation: Genetic contribution to alcohol dependence: in-
vestigation of a heterogeneous German sample of individuals with alcohol depend-

ence, chronic alcoholic pancreatitis, and alcohol-related cirrhosis
4.2.2.1 Einzelmarker-Analyse

Uber die kombinierte Alkoholstichprobe hinweg konnten keine genomweit sig-
nifikanten Signale gefunden werden. Die Variante rs1789891 welche in Abschnitt
4.2.1.1 genomweit signifikant war, erzielt in der kombinierten Stichprobe nur noch ein
deutlich abgeschwichtes Signal (p=1,3x10°, OR=1,23). In den Teilstichproben mit
ALZ/ACP war kein Signal erkennbar (p=0.70, OR=1,03; siehe Tabelle 4)

Tabelle 4: Genotypzahlen, Allelfrequenzen und Hardy-Weinberg-Testwerte fiir rs1789891 in der erweiter-
ten Stichprobe

Gesamtstichprobe Originalstichprobe Zusatzsample
p-Wert 1,3x10° 1,6x10® 0,64
Odds ratio 1,23 1,47 1,03
MAF (alle) 0,17 0,16 0,17
MAF (Patienten) 0,19 0,19 0,18
MAF (Kontrollen) 0,15 0,14 0,17
gﬁg‘)’typzah'e“ 200/1782/4507 94/872/2298 106/910/2209
Genotypzahlen 102/850/1879 53/410/868 49/440/1011
(Patienten)
Genotypzahlen 08/932/2628 41/462/1430 57/470/1198

(Kontrollen)

4.2.2.2 Genbasierte Analyse

Hier ergab sich nach Bonferroni-Korrektur auf eine Anzahl von 16 835 beruck-

sichtigten Genen (pi=2,6x10°) eine genomweite signifikante Assoziation mit dem
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Gen ADH1B (p=1,2x10®). Diese Assoziation wurde vom urspriinglichen Sample ge-
tragen (6,5x107'°), der neu hinzugekommene Teil der Stichprobe (ALZ und ACP-
Patienten) lieferte kein Signal (p=0,69). Da der SNP rs1789891 von beiden Genen,
ADH1B und ADH1C, weniger als 20kb entfernt liegt, wurde dieser SNP auch beiden

Genen zugeordnet (Abbildung 9), und er liefert in der genbasierten Analyse den

grofiten Beitrag zum Assoziationssignal.
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Abbildung 9:Regionaler Assoziationsplot der ADH1B/ADH1C-Region in der erweiterten Stichprobe
4.2.2.3 Genset-basierte Analyse

Der starkste Befund in der kombinierten Stichprobe ergab sich fur das Genset ,Etha-

nol Oxidation®, welches wiederum das Gen ADH1B enthélt (p=2.2x10™).

4.2.2.4 Beantwortung der Frage 3: Ist eine VergroRerung der Stichprobe auch
auf Kosten der klinischen Homogenitat zielfhrend, um weitere Gene und

Pathways zu finden?

Die Studie belegt, dass eine Erh6hung der Stichprobenanzahl unter Hinzunahme von
klinisch heterogenen Samples nicht automatisch zu einer Zunahme der Power, son-

dern sogar zu einem Verlust der Power und gegenlaufigen Effekten fihren kann.
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4.2.3 Ergebnisse der Publikation: Shared genetic etiology between alcohol de-

pendence and major depressive disorder

4.2.3.1 Assoziation von Alkoholabhédngigkeit mit genetischer Belastung fiir Depres-

sion

Es ergab sich eine signifikante Assoziation von Alkoholabhangigkeit mit dem
polygenen Risiko-Score fur Depression (siehe Abbildung 10), sowohl basierend auf
PGC-MDD1 (P=1,4x10'4) als auch fur den von PGC-MDD2 abgeleiteten polygenen
Risiko-Score (P=6.3x107). Bemerkenswerterweise ergab sich fiir die vergroRerte
Trainingsstichprobe keine bessere Aufklarung der Varianz (R*=0,53%) als fir die
urspriinglich Stichprobe (R?=0,66%).

Im Gegensatz dazu war wie erwartet die Teststarke fur die Vorhersage von
Depression mit diesem Score mit der groReren Trainingsstichprobe deutlich verbes-
sert (P=3,8x107°, R?=1,34%), verglichen mit PGC-MDD1 (P=1,3x10", R?=0,81%).
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Abbildung 10: Assoziation von Diagnose mit polygenem Score fiir Depression: a) PGC-MDD2 auf Alkohol,
b) PGC-MDD1 auf Alkohol, ¢c) PGC-MDD2 auf BoMa MDD, d) PGC-MDD1 auf MoBa MDD
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4.2.3.2 Assoziation nach Stratifizierung flir komorbide Depression

In einer Teilstichprobe der alkoholholabhangigen Patienten war komorbide
Depression explizit ausgeschlossen worden (n=331, “PREDICT"-Teilstichprobe).
Wurde ein Test nur Uber diese Teilstichprobe durchgefuhrt, war die Assoziation im-
mer noch signifikant (P=0.042, R?>=0,40%, siehe Abbildung 11).

Allerdings war beim Rest der Patienten mit Alkoholabhangigkeit, bei denen
Depression kein Ausschlusskriterium darstellte, die Vorhersagekraft groRer
(P=0.0003, R?>=0.69%).
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Abbildung 11: Assoziation von Alkoholabhédngigkeit mit polygenem Risiko-Score fiir Depression, stratifi-

ziert nach komorbider Depression
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4.2.3.3 Beantwortung der Frage 4: Zwischen Alkoholabhangigkeit und Depression ist
auf klinischer Ebene eine Komorbiditat belegt, wobei sich die Krankheiten
gegenseitig bedingen konnten und/oder beide Krankheiten einen gemeinsa-
men genetischen Hintergrund haben. Hier soll die Frage beantwortet werden,
ob Risikovarianten flr Depression auch das Risiko fir Alkoholabhangigkeit

erhohen.

Die Ergebnisse zeigen, dass es zahlreiche, haufig vorkommende Varianten
mit kleinem Effekt gibt, die sowohl zum Risiko fur Depression als auch zum Risiko fur

Alkoholabhangigkeit beitragen
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5 DISKUSSION

5.1 Schizophrenie

5.1.1 Publikation: Identification of increased genetic risk scores for schizophrenia in

treatment-resistant patients

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass Patienten mit einem schwereren
Krankheitsverlauf einen hoheren Risikoscore fur Schizophrenie aufweisen als Patien-
ten mit einem gunstigeren Krankheitsverlauf, bei denen Medikamente besser an-
sprechen. Die Gruppe der Patienten mit den klinischen Symptomen eines friihen und
schleichenden Krankheitsbeginns und schlechten Ansprechens auf Medikamente
wiesen den hdchsten Risikoscore im Vergleich zu den anderen Patienten auf. Wur-
den klinische Symptome und Risikoscore als Pradiktoren fir den Krankheitsverlauf
genutzt, waren die klinischen Symptome weitaus starkere Pradiktoren, wobei sich die
Effekte nur teilweise Uberlappten. Fur eine individuelle Pradiktion ist die Aussagekraft
naturlich noch viel zu gering (Area under the Curve = 63%). Aber die genetischen
Befunde deuten darauf hin, dass Patienten, die eine Therapieresistenz aufweisen,
madglicherweise an einer atiologisch unterschiedlichen Form der Schizophrenie lei-
den, als solche, die gut respondieren, eine Beobachtung, die in Einklang mit neueren
klinischen Befunden steht (Gillespie, Samanaite, Mill, Egerton, & MacCabe, 2017).

Zu bemerken ist, dass das Trainings-Set, auf dem die Analysen beruhen, eine
entscheidende Rolle fir die Ergebnisse spielt. Die hier berichteten Befunde beruhen
auf Daten, die auf dem PGC-Schizophrenia1 als Trainings-Set basieren. Nach Ver-
grolRerung des Training Sets um weitere Schizophrenie-Patienten wurde die Assozia-
tion des polygenen Risiko-Scores mit der Diagnose Schizophrenie tatsachlich
starker, da das Trainingsset um Patienten mit der Diagnose Schizophrenie angerei-
chert wurde und daher der pradiktive Wert fir Schizophrenie zunahm. Allerdings
nahm die Assoziation mit dem Therapieansprechen gleichzeitig ab. Eine plausible
Erklarung dafur ware, dass fur die Aufstockung des Trainingssets eine populations-
basierte Kohorte von Patienten aus der schwedischen Bevolkerung hinzugefiugt wur-
de. Das Einschlusskriterium fur diese schwedische Kohorte war, an mindestens zwei
Episoden einer Schizophrenie gelitten zu haben. Es ist davon auszugehen, dass die-
se Kohorte sich von der ersten Patientengruppe unterscheidet, die das urspringli-
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che, kleinere Trainingsset darstellte. Die letztere war Uber Jahrzehnte hinweg fur ge-
netische Studien rekrutiert worden und fur schwer erkrankte Patienten mit einer ho-
hen familidaren Belastung angereichert. Dies kdnnte dazu gefuhrt haben, dass in der
ersten Stichprobe eine Anreicherung von Varianten fur einen schweren Verlauf vor-
handen war, nicht aber in der zweiten Kohorte. Dieser Befund weist auf die Bedeu-
tung der Zusammensetzung/Homogenitat und Grole von Stichproben fur genetische
Studien hin.

5.2 Alkoholabhangigkeit

5.2.1 Publikation: Genome-wide significant association between alcohol depend-

ence and a variant in the ADH gene cluster

In dieser GWA Studie wurde nur ein genomweit signifikantes Resultat erzielt
und zwar eine Assoziation mit dem intergenisch, in der Region des ADH-Gen-
Clusters zwischen den ADH1B und ADH1C Genen lokalisierten SNPs rs1789891.
Wie biochemische Untersuchungen zeigen, spielen die Stoffwechselenzyme bei dem
enzymatischen Abbau von Alkohol eine Rolle und fihren zu dem toxischen Interme-
diarprodukt Acetaldehyd (Edenberg, 2007). Dieses wird normalerweise rasch durch
das Enzym Aldehyddehydrogenase zu Acetat weiter verstoffwechselt. Eine Anhau-
fung von Acetaldehyd im Blut fluhrt zu der sogenannten ,Flushing“-Reaktion. die als
aulerst unangenehm erlebt wird, und es wird angenommen, dass zu deren Vermei-

dung auf weiteren Alkoholkonsum verzichtet wird.

Assoziationen zwischen Alkoholabhangigkeit und Varianten in den ADH- und
ALDH- Genen wurden auf die protektiven Effekte solcher Stoffwechselwirkungen zu-
ruckgefuhrt (Ball, 2008; Edenberg, 2007; Eng, Luczak, & Wall, 2007; Enomoto,
Takase, Yasuhara, & Takada, 1991; Li, Zhao, & Gelernter, 2011; Macgregor et al.,
2008, p. 200; Tawa et al., 2016). Insbesondere bei asiatischen Populationen ist die
Auswirkung dieses Effekts besonders ausgepragt: in dieser Population hat eine im
ALDHZ2 Gen liegende Variante, Glu504Lys, eine hohe Pravalenz. Sie flihrt zu einer
starken Reduktion der Aktivitat des Enzymes und erhdht so die Konzentration von
Acetaldehyd nach Alkoholkonsum im Blut. Ahnliche Effekte werden auch fiir Varian-
ten in den ADH Genen vermutet, wie z.B. fur die funktionelle, haufiger in der Bevol-

kerung vorkommende Variante Arg272GIn, die mit der Trinkmenge assoziiert
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gefunden wurde (Macgregor et al., 2008). Diese Variante ist nicht auf den fur die Ge-
notypisierung verwendeten Chips vorhanden, konnte aber erfolgreich lokal imputiert
werden. Das Ergebnis nach lokaler Imputierung ist im vorliegenden Sample in Uber-
einstimmung mit dem von Macgregor et al. (2008) berichteten Befund: das dort als
protektiv berichtete Allel ist auch in der vorliegenden Stichprobe das protektive Allel.
Da die Assoziation mit der funktionellen Variante jedoch nicht starker ist als mit dem
hier berichteten genomweit signifikanten, intergenisch gelegenen SNP und beide
SNPs in komplettem Kopplungsungleichgewicht zueinander stehen, kann nicht ent-
schieden werden, auf welcher Variante der Assoziationsbefund beruht. In der vorlie-
genden Studie lagen insgesamt sechs der 15 Top-SNPs (p<10°) der GWAS in
dieser Region. Eine im Anschluss durchgefuhrte konditionelle Analyse legt zumindest
kleine unabhangige Effekte dieser Varianten nahe. Fruhere Studien haben gezeigt,
dass Varianten im ADH-Cluster unabhangig voneinander wirken kénnen (Macgregor
et al., 2008).

Bisherige genetische Untersuchungen d.h. Kandidatengenuntersuchungen
(durch biochemische Evidenz und Untersuchungsergebnissen an Mausen getrieben)
und auch genomweite Kopplungsuntersuchungen implizieren konsistent die Bedeu-
tung dieser Region mit der Atiopathogenese von Alkoholabhangigkeit (Birley et al.,
2009).

Dass eine in diesem Cluster liegende Variante auch durch eine systematische
GWAS zu Alkoholabhangigkeit identifiziert werden konnte, belegte hier zum ersten
Mal, dass der GWAS-Ansatz bei Alkoholabhangigkeit zur Identifikation von Risikoge-
nen prinzipiell sinnvoll sein kann. Dieser Befund wurde danach in unabhangigen
Samples repliziert (Park et al., 2013; Gelernter et al., 2014; Way et al., 2015). Dar-
Uber hinaus stellt auch in der gerade erschienenen Meta-Analyse des PGC zu Alko-
holabhangigkeit (Walters et al., 2018) diese Region immer noch den starksten
Befund dar.

Allerdings ist es, trotz der hohen Pravalenz von Alkoholabhangigkeit weltweit
bisher noch nicht gelungen, wirklich ausreichend grof3e Patientenzahlen fur GWAS
zu erheben, Im Gegensatz dazu gibt es fur einen verwandten Alkoholphanotyp, nam-
lich Alkoholkonsum inzwischen GWAS mit bis zu 500.000 Personen umfassenden
Stichproben aus der Normalbevolkerung (Clarke et al., 2017). Alkoholkonsum Uber-
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lappt genetisch zwar nur inkomplett mit Alkoholabhangigkeit (Grant et al., 2009).
Dennoch stellt die ADH-Region nun auch einen der Hauptbefunde fur Alkoholkonsum
dar (Clarke et al., 2017).

Da es sich allerdings um einen prinzipiell bekannten Befund handelt und in der
vorliegenden Arbeit mit relativ kleinen SamplegroRen keine neuen Varianten identifi-
ziert werden konnten, stellte sich die Frage, ob es sich bei der Alkoholabhangigkeit
tatsachlich, wie vermutet, um eine komplexe genetische Stérung handelt, d.h., ob

tatsachlich eine Kombination weiterer haufiger Gene das Krankheitsrisiko erhoht.

Diese Vermutung wurde durch die vorliegende Studie zum ersten Mal auf mo-
lekularer Ebene bestatigt: Haufige Varianten, die in einem polygenen Score zusam-
mengefasst wurden, konnten den Krankheitsstatus in einer unabhangigen Kohorte
von Patienten und Kontrollen bestatigen. Allerdings ist die Vorhersagekraft dufRerst
gering und die Konfidenzintervalle sehr grol3, was auf die kleinen Patientenzahlen
zurtckzufihren ist. Eingedenk dessen war es auch nicht das Bestreben der Arbeit,
prominente Vorhersagewerte zu generieren, sondern prinzipiell zu belegen, dass es
weitere haufige Risikovarianten fir Alkoholabhangigkeit gibt, die bei ausreichender

Stichprobengrolie identifiziert werden kénnen.

5.2.2 Publikation: Genetic contribution to alcohol dependence: investigation of a
heterogeneous German sample of individuals with alcohol dependence, chronic al-

coholic pancreatitis, and alcohol-related cirrhosis

Angesichts der im vorigen Abschnitt genannten Schwierigkeiten und in Anbe-
tracht der Tatsache, dass in der vorliegenden Arbeit bereits mit einem eingeschrankt
grollen Sample ein genomweiter Befund erzielt werden konnte, wurde fur eine weite-
re GWAS zur Alkoholabhangigkeit die StichprobengroRe verdoppelt. Allerdings stan-
den von den klinischen Kooperationspartnern hierfir nur Patienten mit

alkoholinduzierten Folgekrankheiten zur Verfligung.

Es stellte sich somit die Frage, ob eine weitere VergroRerung der bisherigen
Stichprobe um 1 510 Patienten und 1 750 Kontrollen — allerdings auf Kosten der kli-

nischen Homogenitat — zur Identifikation weiterer Gene und Pathways fiihren wirde.
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Trotz des grolkeren Stichprobenumfangs wurde auf der Ebene einzelner SNPs
kein genomweit signifikanter Befund erzielt. Genweit wurde ein einziger genomweit
signifikanter Befund erzielt und zwar wiederum mit dem ADH1B Gen. Allerdings wur-
de dieser Befund alleinig von der urspringlichen oben genannten Stichprobe getra-
gen (p=6.5x10"°) wahrend die neue Stichprobe der Patienten mit komorbider

Leberzirrhose bzw. Pankreatitis nicht zu dem Befund beitrug (p=0.69).

Dies mag — in Anbetracht des ansonsten robusten Beitrags der ADH Gene zur

Alkoholabhangigkeit — auf den ersten Blick erstaunen.

Allerdings zeigte sich, dass die Haufigkeit Risikoallels des — im urspringlichen
Sample genomweit assoziierten SNPs rs1789891 — dort im Patientensample héher
(19,4% vs. 17,9%) und in den Kontrollen niedriger (14,1% vs. 16,9%) war als in dem
Folgesample mit somatischen Alkoholfolgekrankheiten. Der fehlende Assoziationsbe-
fund im Folgesample kdnnte auf zufallige oder aber auf systematische Unterschiede

zwischen a) den Patienten und/oder b) den Kontrollstichproben zuriickzuflihren sein:

a) Patientenstichprobe:

e Fur die Folgestichprobe aus ACP und ALZ-Patienten war keine explizite AA-
Diagnose erforderlich. Daher kann sich die genetische Veranlagung unter-
scheiden. Diese Patienten wurden in Kliniken rekrutiert, die auf die Behand-
lung alkoholbedingter somatischer Erkrankungen spezialisiert sind. Bei all
diesen Patienten war die jeweilige Erkrankung durch tGbermafigen Alkohol-
konsum bedingt, und die Mehrheit der Patienten konnte dennoch nicht auf
Alkohol verzichten

e Die Unterschiede in der Genotypverteilung von rs1789891 in den Stichpro-
ben sind nicht zufallig: ADH1B wandelt Ethanol in Azetaldehyd um, dessen
negative Effekte vom weiteren Alkohol-Konsum abhalten. Die gleichen Allele,
die zu schnellerer Ethanolverstoffwechslung flihren, kénnen aber auch zu
Gewebeschaden beitragen (Eriksson, 2001)

b) Kontrollstichprobe:

Zufallige Schwankungen als Ursache scheinen hier sehr wahrscheinlich, wenn

man die Allelfrequenzen der verschiedenen Kontroll-Teilstichproben vergleicht.

Bei naherer Betrachtung speziell der Allelfrequenzen von rs1789891 zeigt sich:

Obwonhl die Kontrollen fur das Folgesample aus der gleichen Population stam-
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men wie eine der Teilstichproben der urspringlichen Kontrollen, liegt hier die
Frequenz des Risikoallels von rs1789891 hoher (16,9%) als in der entsprechen-

den Teilstichprobe, die im Ursprungssample benutzt wurde (13.9%)

Die Ergebnisse der Untersuchung zeigen also, dass bei Alkoholabhangigkeit
selbst starke Befunde Ubersehen werden kdnnen, wenn die Stichproben klein und
klinisch heterogen sind, zumal wenn gegenlaufige Effekte zum Tragen kommen kon-
nen. Da solche gegenlaufigen Effekte bei der Entstehung von Alkoholabhangigkeit
schon seit langerem vermutet werden (z.B. impulsiver (Rogers, Moeller, Swann, &
Clark, 2010) vs. stress-coping Alkoholgenuss (Keyes, Hatzenbuehler, Grant, &
Hasin, 2012). und diese Traits auch in der Kontrollbevdlkerung in hoher Frequenz
vorkommen), sind ausreichend grof3e und gleichzeitig gut charakterisierte Patienten-

und Kontrollstichproben fur den GWAS Ansatz unabdingbar.

5.2.3 Publikation: Shared genetic etiology between alcohol dependence and major

depressive disorder

Die Ergebnisse dieser Studie belegen unabhangig die Ergebnisse einer kurz-
lich veroffentlichten Studie von Andersen et al. (2017), namlich, dass Risikogene fur

Depression auch das Risiko fur Alkoholabhangigkeit erhéhen.

Das Problem solcher Untersuchungen liegt allerdings darin, wenn in dem
Training und/oder Targetsample die Komorbiditat nicht erfasst wurde. Weder das
PGC-MDD1 noch das PGC-MDD2 Sample, auf welchen die MDD-Scores beruhen,
wurde flr Komorbiditat fir Alkoholabhangigkeit phanotypisiert.

Es ist daher nicht auszuschliel3en, dass in dem MDD Score auch Risikogene
fur Alkoholabhangigeit enthalten sind, die auf Patienten mit komorbider Alkoholab-
hangigkeit zuriickzufiihren sind. Ahnlich kann es sich verhalten, wenn Patienten im
Alkoholabhangigkeits-Target Sample an komorbider Depression leiden. Fur letzteren
Fall konnte in der vorliegenden Studie kontrolliert werden, da bei einer Teilstichprobe
komorbide Depression explizit ausgeschlossen worden war, wie es auch Andersen et
al. (2017) fur Subgruppen berichtet hatten. Auch wenn fur die andere Teilstichprobe
eine komorbide Depression nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden konnte, so
stand diese mit Sicherheit nicht im Vordergrund des klinischen Bildes, da dann die

Diagnose einer Depression als Zweitdiagnose erstellt worden ware.
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Allerdings zeigte sich in der jetzigen Studie keine Verbesserung des Modells
durch die VergroRerung des Training Samples von N=8 148 Patienten im PGC-
MDD1 auf N=59 265 im PGC-MDD2 Sample. Dies belegt wiederum die Notwendig-
keit nicht nur genugend grof3er sondern auch homogener Stichproben fur aussage-

kraftige Ergebnisse.

Eine weitere Einschrankung liegt darin begriindet, dass fur beide Phanotypen
letztlich dieselbe Kontrollstichprobe benutzt wurde, sodass prinzipiell auch spezielle
Beschaffenheit des Kontrollsamples die Assoziationen der polygenen Risikoscores
mit beiden Phanotypen erklaren konnte, ohne dass hier von Pleiotropie, d.h. be-
stimmte genetische Merkmale sind fir mehrere Phanotypen ursachlich, auszugehen
ware, da die polygene Risikoscore-Analyse dies nicht trennen kann. Es gibt mittler-
weile jedoch ein Verfahren, das es ermdglicht, genetische Korrelationen zwischen
verschiedenen Stérungen zu berechnen, ohne dass durch geteilte Kontrollstichpro-
ben eine Verzerrung auftritt, namentlich die LD-Score-Regression (Bulik-Sullivan et
al., 2015).

Dieses Verfahren basiert auf Summenstatistiken und bendtigt aufgrund der
geringeren statistischen Effizienz deutlich groRere Stichproben (n>5 000). In der ge-
rade erschienen Meta-Analyse des PGC zu Alkoholabhangigkeit (Walters et al.,
2018), in welche die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Individuen mit einge-
gangen sind, konnte der hier erzielte Befund aber mit Hilfe der oben genannten Me-
thode bestatigt werden: Die genetische Korrelation von Alkoholabhangigkeit und
Depression liegt dort fir Europaer bei 56%. Dies bewegt sich im oberen Bereich der
genetischen Korrelationen von Alkoholabhangigkeit mit anderen psychiatrischen Sto-
rungen und liegt z.B. deutlich Uber der mit Schizophrenie (36%) oder Bipolarer Sto-
rung (19%).

Darlber hinausgehend kann durch spezielle Verfahren wie z.B. Buhmbox
(Han et al., 2016) echte Pleiotropie abgegrenzt werden von heterogener Sample-
Zusammenstellung. Mendelsche Randomisierung (Davey Smith & Ebrahim, 2003)
erlaubt zusatzlich sogar die Bildung eines Modells zur kausalen Richtung des Zu-
sammenhangs. Basierend auf den aktuellen Stichproben der Arbeitsgruppen zu De-

pression und Substanzgebrauchsstérungen des PGC wurde hierzu kirzlich eine
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Arbeit eingereicht, die genau das versucht, und an der der Autor der vorliegenden

Arbeit ebenfalls umfangreich mitgewirkt hat (Polimanti et al., 2018).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die hier vorliegenden Studien
belegen, dass GWAS prinzipiell geeignet sind, um bei psychiatrischen Storungen
Gene und Pathways zu identifizieren. Daruber hinaus liefern genomweite Daten die
Madglichkeit, Fragen hinsichtlich der genetischen Struktur von komplexen Stérungen,
genetischen Gemeinsamkeiten mit anderen Stérungen und biologischer Sub-

gruppierung mit beantworten zu helfen.

Die Ergebnisse zeigen, wie wichtig die Etablierung ausreichend groRer aber
gleichzeitig auch gut charakterisierter Stichproben ist. Die Bedeutung des Phanotyps

darf hier keinesfalls unbeachtet bleiben. Dies ist aus verschiedenen Grunden wichtig:

1. Wie am Beispiel ADH1B/ADH1C dokumentiert konnen durch Sampleheterogenitat
selbst robuste Effekte maskiert werden, wahrend entsprechend homogene Stich-
proben schon bei kleinerer Gréf3e zu validen Aussagen kommen kénnen.

2. Wenn das Trainingssample den vorherzusagenden Ziel-Phanotyp nicht adaquat
reprasentiert, wird auch der Pradiktionsgewinn mit vergroRerten Trainingssamples
insuffizient, wie am Beispiel des Therapieansprechens bei Schizophrenie zu se-
hen.

3. Wenn Informationen zur Komorbiditat von verschiedenen Diagnosen nicht oder
nur unzureichend erfasst sind, ist auch die Erkennung maglicher pleiotroper gene-
tischer Effekte erschwert, wie im Beispiel von Alkoholabhangigkeit und Depression
zu sehen. Dagegen kann eine entsprechend genaue Erfassung und Subgruppie-
rung der Stichproben u.U. schon bei vergleichsweise kleiner Anzahl die Identifika-

tion von solchen Zusammenhangen ermdglichen.

Um bei psychiatrisch-genetischen Untersuchungen das jeweils aktuelle genetische
Wissen adaquat nutzen zu konnen ist — Uber die bloRe Erhebung von DSM-
Kategorien deutlich hinausgehend — eine detaillierte Erfassung von weiteren klini-
schen Parametern und speziell Endophanytpen, wie z.B. im Rahmen des Research

Domain Criteria Frameworks, erforderlich.

In Anbetracht der heute zur Verfigung stehenden technologischen Mdglichkei-

ten wie z.B. Ecological Momentary Assessments, kostenglnstiger Genotypisie-
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rungsmaoglichkeiten und der gro3en Zahl von Patienten weltweit, ist dieser Ansatz
sicherlich geeignet, um zum besseren Verstandnis der Entstehung psychischer St6-

rungen, sowie zu deren Therapie und Pravention wesentlich beizutragen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

In den hier vorliegenden Arbeiten wurden genomweite Daten generiert und
genutzt, um einen Beitrag zum besseren Verstandnis der Beteiligung genetischer
Faktoren in der Atiologie von Alkoholabhéngigkeit und Schizophrenie zu leisten.

Hierbei wurden folgende Fragen gestellt:

Frage 1: Ist eine erhéhte genetische Belastung fiir Schizophrenie mit dem Therapie-

ansprechen bzw. dem Krankheitsverlauf schizophrener Patienten assoziiert?

Fur die Beantwortung dieser Frage wurde untersucht, ob der Krankheitsverlauf
und das Therapieansprechen von schizophrenen Patienten eine Assoziation mit ei-
nem erhdhten polygenen Risikoscore fur Schizophrenie zeigen, was der Fall war.
Zudem konnte gezeigt werden, dass Non-Responder mit zusatzlichen bekannten
klinischen Risiko-Faktoren, das heif3t frihem und schleichendem Krankheitsbeginn
die héchsten genetischen Risikoscores aufwiesen. (Identification of increased genet-

ic risk scores for schizophrenia in treatment-resistant patients)

Frage 2: Handelt es sich bei der Alkoholabh&ngigkeit ebenfalls um eine komplexe
genetische Stérung mit einem polygenen Anteil und tragen Genvarianten, die haufig

in der Bevélkerung vorkommen zur Entstehung von Alkoholabhéngigkeit bei?

Zur Beantwortung dieser Frage wurde eine genomweite Assoziationsuntersu-
chung zu Alkoholabhangigkeit in einer deutschen Fall-Kontroll-Stichprobe durchge-
fuhrt und basierend auf den Ergebnissen ein polygener Risikoscore gebildet. Dieser
Score war in zwei unabhangigen Case-Control Stichproben mit Alkoholabhangigkeit
assoziiert. Hiermit konnte zum ersten Mal auf molekularer Ebene gezeigt werden,
dass haufige Varianten zur Atiologie der Alkoholabhéngigkeit beitragen und somit
eine polygene Komponente der Alkoholabhangigkeit belegen. Dabei konnte eine
haufig vorkommende Risikovariante identifiziert werden, die im Alkoholdehydrogena-
se-Gen-Cluster lokalisiert ist, einer Gruppe von Genen, welche fur die Verstoffwechs-
lung von Alkohol verantwortlich sind. (Genome-Wide Significant Association between

Alcohol Dependence and a Variant in the ADH Gene Cluster).

Frage 3: Ist eine VergréBerung der Stichprobe auch auf Kosten der klinischen

Homogenitét zielfiihrend, um weitere Gene und Pathways zu finden?
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Zur Beantwortung dieser Frage wurde die GrolRe der Case-Control Stichprobe
verdoppelt, allerdings unter Einbezug von Patienten mit alkoholinduzierter Leberzir-
rhose/Pankreatitis. Die Studie belegt an Hand der Untersuchung einer durch viele
Kandidatengen- und Tierstudien gesicherten Assoziation des Alkoholdehydrogenase-
Genclusters mit Alkoholabhangigkeit, dass eine Erhdhung der Versuchspersonen-
zahl unter Hinzunahme von klinisch heterogenen Samples nicht automatisch zu einer
Zunahme der Teststarke, sondern sogar zu einem Verlust der Power durch gegen-
laufige Effekte fuhren kann, und verweist auf die Bedeutung sorgfaltiger Charakteri-
sierung der Patienten als auch Kontrollsamples. (Genetic Contribution to Alcohol
Dependence: Investigation of a Heterogeneous German Sample of Individuals with

Alcohol Dependence, Chronic Alcoholic Pancreatitis, and Alcohol-Related Cirrhosis)

Frage 4: Zwischen Alkoholabhéngigkeit und Depression ist auf klinischer Ebene
eine Komorbiditét belegt. Hier soll die Frage beantwortet werden, ob Risikovarianten

ftr Depression auch das Risiko flir Alkoholabhéngigkeit erh6hen.

Zur Beantwortung dieser Frage wurde ein polygener Risikoscore fur Depressi-
on berechnet. Es konnte gezeigt werden, dass dieser Score signifikant mit Alkohol-
abhangigkeit assoziiert ist. Dieser Befund wurde auch in einer Subgruppe
alkoholabhangiger Patienten gefunden, bei denen eine Komorbiditat mit Depression
sicher ausgeschlossen werden konnte. (Shared genetic etiology between alcohol

dependence and major depressive disorder)

Zusammenfassend kann gesagt werden: Die Arbeiten belegen, dass die Nut-
zung genomweiter Daten hilfreich ist, um neue Erkenntnisse hinsichtlich genetischer
Risikofaktoren zu gewinnen, Einblicke in die Ursachen der Komorbiditat psychischer
Storungen zu erzielen, sowie die Ursachen klinischer Unterschiede auf molekularer
Ebene zu untersuchen, wie hier am Beispiel unterschiedlichen Therapieansprechens.
Die Studienergebnisse zeigen auch deutlich, dass das Potential des Ansatzes nur
ausgeschopft werden kann durch ausreichend grofde aber gleichzeitig auch gut cha-

rakterisierte Stichproben.
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