Aus der Abteilung Rechtsmedizin
(Prof. Dr. med. W. Grellner)
im Zentrum Pathologie und Rechtsmedizin
der Medizinischen Fakultat der Universitat Gottingen

Genetische Polymorphismen im Serotonintransportergen und
Risikofaktoren fir das SIDS (Sudden Infant Death Syndrome)

INAUGURAL-DISSERTATION
zur Erlangung des Doktorgrades

der Medizinischen Fakultat
der Georg-August-Universitat zu Gottingen

vorgelegt von
Dorothee Geisenberger

aus
Landsberg am Lech

Gottingen 2010



Dekan: Prof. Dr. med. C. Frommel

|. Berichterstatter: Prof. Dr. med. M. Klintschar

[l. Berichterstatter: Prof. Dr. med. J. Brockmoller

[ll. Berichterstatterin: Prof. Dr. rer. nat. P. Virsik-Képp

Tag der miundlichen Priufung: 28. November 2011




Inhaltsverzeichnis

1. Einleitung
1.1 Der plotzliche Sauglingstod (SIDS)
1.2 Serotonin im zentralen Nervensystem
1.3 Der Serotonintransporter
1.4 Mdglicher Pathomechanismus beim SIDS
1.5 Ziele der Arbeit
2. Material und Methoden
2.1 Die Falle von plétzlichem Kindstod
2.1.1 Probenmaterial
2.1.2 Klinische Daten
2.2 Polymerase-Ketten-Reaktion zur Amplifikation der DNA-Sequenzen
2.3 Schneiden der DNA-Fragmente mit Enzymen
2.4 Fragmentlangenuntersuchung mittels Elektrophorese

2.4.1 Fluoreszenzmarkierter Primer zum Nachweis der Allele des VNTR
im zweiten Intron

2.4.2 Unmarkierte Primer

2.5 Statistik

3. Ergebnisse
3.1 Epidemiologie und Verteilung der Risikofaktoren
3.2 Haufigkeitsverteilung der Genotypen und Allele
3.2.1 Haufigkeit der gain-of-function-Mutation (lle425Val)

3.2.2 Analyse der Genotypen- und Allelverteilung des Promotor-
Polymorphismus

3.2.3 Analyse der Genotypen- und Allelverteilung des Polymorphismus
im zweiten Intron

3.3 Kombination der Genvarianten des Promotor-Polymorphismus und des
Polymorphismus im zweiten Intron

3.4 Genetische Polymorphismen des 5-HTT und Risikofaktoren fur das SIDS

Seite

10
16
17

19
19
19
22
23
28
30

30
31
33
35
36
38
38

39

41

45
47



4. Diskussion
4.1 Diskussion der Ergebnisse
4.1.1 Polymorphismen im Serotonintransportergen und das SIDS

4.1.2 Verteilung der Genotypen im Bezug auf epidemiologische
Risikofaktoren

4.2 Die Population der SIDS-Falle
4.3 Methoden zur Genotypisierung
4.4 Ausblick

5. Zusammenfassung

6. Anhang: Abbildung 25 bis 27

7. Literaturverzeichnis

50
50
52

61
63
63
65
66
68
70



Abbildungsverzeichnis Tabellenverzeichnis

Seite Seite
Abbildung 1 8 Tabelle 1 23
Abbildung 2 12 Tabelle 2 39
Abbildung 3 13 Tabelle 3 42
Abbildung 4 14 Tabelle 4 45
Abbildung 5 15 Tabelle 5 47
Abbildung 6 16 Tabelle 6 48
Abbildung 7 21 Tabelle 7 49
Abbildung 8 25
Abbildung 9 29
Abbildung 10 31
Abbildung 11 32
Abbildung 12 36
Abbildung 13 36
Abbildung 14 37
Abbildung 15 38
Abbildung 16 39
Abbildung 17 40
Abbildung 18 41
Abbildung 19 42
Abbildung 20 43
Abbildung 21 44
Abbildung 22 46
Abbildung 23 55
Abbildung 24 58
Abbildung 25 68
Abbildung 26 68

Abbildung 27 69



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Der ploétzliche Sauglingstod (SIDS)

Aus ,Salomons weises Urteil: 1. Kbnige 3, 16-20

,Damals kamen zwei Hurenweiber zum Konig und stellten sich vor sein Antlitz.
Das eine Weib sprach:

Ach mein Herr!

ich und dieses Weib sind ansassig in einem Haus,

und ich habe in ihrem Beisein im Hause geboren,

und am dritten Tag wars nach meinem Gebaren, dal3 auch dieses Weib gebar,
wir waren allein, kein Fremder mit uns im Haus,

nur wir zwei im Haus,

in der Nacht fand der Sohn dieses Weibes den Tod,

weil sie auf ihm gelegen hatte,

sie erhob sich mitten in der Nacht

und holte meinen Sohn von meiner Seite weg, wahrend deine Magd schlief,
und legte ihn an ihren Busen,

ihren Sohn aber, den toten, legte sie an meinen Busen!*

(aus der Bibel ins Deutsche ubersetzt von Buber und Rosenzweig 1929)

Dieser Auszug aus dem Urteil Salomons, das dem Alten Testament entstammt, steht
beispielhaft fur einen sehr frih beschriebenen Fall eines plétzlichen Sauglingstodes.
Schon zu dieser Zeit suchten die Menschen begreifliche Erklarungen fir das
plotzliche und unerwartete Versterben eines scheinbar gesunden Sauglings.

Im Urteil Salomons wird davon ausgegangen, dass es sich bei diesem Todesfall um
einen nichtnattrlichen Tod durch &uf3eres Ersticken handelte, was lange Zeit als
Ursache fir den plétzlichen Kindstod zugrundegelegt wurde. Hinzu kamen weitere
Theorien wie das Asthma thymicum oder der Status thymicolymphaticus, wobei
angenommen wurde, dass ein vergrol3erter Thymus zur Einschrdnkung der Atmung

fuhrte.
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Diese Hypothesen erwiesen sich als nicht haltbar und wurden im Laufe des letzten
Jahrhunderts durch andere abgel6st (Kleemann und Bajanowski 2003). Schlief3lich
zeigte Saternus 1985 als Erster, dass die Bauchlage in plotzlichen
Sauglingstodesféllen eine wichtige Rolle spielt. Trotz der Verringerung der Inzidenz
durch Aufklarungskampagnen, die vor der Bauchlage warnten, ist in den
Industriestaaten der pl6tzliche Kindstod nach wie vor die h&aufigste Todesursache
von Sauglingen. Ungeachtet aller neuen Erkenntnisse und Erkarungsmodelle, die in
den letzten Jahren auch auf molekularer Ebene gewonnen wurden, bleibt die
Ursache des plétzlichen Kindstodes bis heute ungeklart (Poets et al. 2003).

Die Obduktion eines plotzlich verstorbenen Sauglings obliegt Ublicherweise dem
Aufgabenbereich der Rechtsmedizin, wobei in obigem Urteil des Salomon deutlich
wird, welche differentialdiagnostischen Uberlegungen zu Todesursache und Todesart
seitens der Rechtsmedizin in Betracht kommen, namlich natirlich oder nichtnattrlich.
Im Salomonischen Urteil handelt es sich eher um einen natirlichen, unerwarteten,
plotzlichen Tod des Sauglings, als um AuReres Ersticken durch Uberliegen (so RiRe
1998).

Definition

Fur den Begriff des plotzlichen und unerwarteten Kindstods hat sich seit 1970 die
amerikanische Bezeichnung des Sudden Infant Death Syndrome (SIDS) weltweit
verbreitet.

Das Sudden Infant Death Syndrome einheitlich zu definieren, stellte ein Problem dar,
u.a. weil viele Fach- und Forschungseinrichtungen mit unterschiedlichen
Betrachtungsweisen und Interessen daran beteiligt sind (Ril3e 1998).

Beckwith schlug 1969 die erste standardisierte Definition des plotzlichen
Sauglingstodes als ,the sudden death of any infant or young child which is
unexpected by history, and in which a thorough postmortem examination fails to
demonstrate an adequate cause of death” (Beckwith zitiert nach Kinney und Thach
2009, S. 795) vor. Diese wurde auf der 2. internationalen Konferenz Uber die
Ursachen des plétzlichen Sauglingstodes in Seattle verabschiedet.

Nach dieser Definition ist fir die Diagnose eines SIDS sowohl eine unaufféllige
Anamnese, als auch das Fehlen einer adaquaten Todesursache nach grundlicher
Obduktion ndtig.
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In den letzten Jahren wurden verschiedene Definitionen vorgeschlagen, die die
Definition von 1969 erganzen sollten. So forderte 1989 ein Expertenforum in den
USA, einberufen vom National Institute of Child Health and Human Development
(NICHD), eine Altersbegrenzung der Definition bis zum 1. Lebensjahr und die
Beurteilung der Auffindesituation in die Definition mit aufzunehmen (Beckwith 2003;
Krous et al. 2004). Eine Konferenz, die 2004 in San Diego (Kalifornien) abgehalten
wurde, stimmte folgender, allgemeiner Definition zu: Das SIDS ist der pl6tzliche und
unerwartete Tod eines Sauglings mit Beginn der fatalen Episode im Schlaf, der auch
durch eine komplette Autopsie, Begutachtung der Umstdnde des Todes und die
klinische Anamnese nicht zu erklaren ist (Krous et al. 2004).

Bisher wurde jedoch keine dieser Anderungen und Definitionen allgemein anerkannt
(Kleemann und Bajanowski 2003; Kinney und Thach 2009) und Widerspriche unter
den SIDS-Studien grinden zum Teil im weltweiten Gebrauch mannigfaltiger
Definitionen (Kinney und Thach 2009).

Epidemiologische Risikofaktoren

Noch Ende der 80er Jahre ergaben Studien aus Landern mit hohem
Gesundheitsstandard im Mittel eine Inzidenz von einem bis drei SIDS-Féllen pro
1000 Lebendgeburten. Fur Deutschland lag die Inzidenzrate bei 1,6%.. Mit dem
Erkennen von Risikofaktoren, speziell der Bauchlage, und durchgefiihrten
Aufklarungskampagnen kam es Anfang der 90er Jahre in vielen Landern zu einem
Absinken der Inzidenz, die in Deutschland am Ende der 90er Jahre noch 0,6 bis 0,7
pro 1000 Lebendgeburten betrug (Kleemann und Bajanowski 2003). Obwohl die Zahl
der Falle stark abgenommen hat, ist in den Industrienationen der plétzliche Kindstod
immer noch die haufigste Todesursache von Kindern zwischen einem Monat und
einem Jahr (Moon et al. 2007). Laut Todesursachenstatistik ereigneten sich im Jahr
2008 in Deutschland insgesamt 220 Falle von pl6tzlichem Kindstod. Der Anteil des
plotzlichen Kindstodes an der gesamten Sauglingssterblichkeit lag bei 10,3% und die
Inzidenz bei 0,32%0 (Statistisches Bundesamt Wiesbaden 2010). Trotz des
weltweiten Rlckgangs des SIDS besteht ein grol3er Unterschied in der Inzidenz
zwischen den einzelnen Nationen und Ethnien (Moon et al. 2007). Japan hat unter
den Industrienationen die niedrigste SIDS-Rate mit 0,09 pro 1000 S&uglingen, in
Neuseeland liegt die Rate mit derzeit 0,80 pro 1000 am hochsten und in den USA
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liegt die SIDS-Rate bei 0,57 pro 1000 Sauglingen (Kinney und Thach 2009).
afroamerikanische Sauglinge versterben jedoch zwei bis drei Mal haufiger im
Vergleich zum Landesdurchschnitt (Moon et al. 2007).

Bei der Altersverteilung besteht ein Haufigkeitsgipfel des SIDS zwischen dem 2. und
4. Lebensmonat. Relativ wenige Todesfélle ereignen sich im ersten Lebensmonat.
Bei diesen Angaben findet man in der Literatur weitgehende Ubereinstimmung.
Althoff (1986) sieht in dieser typischen Altersverteilung der plétzlichen Todesfalle
keinen Zufall, sondern einen Zusammenhang mit den Entwicklungsbesonderheiten
der Sauglinge in diesem Lebensalter. Das Sterbealter ist unabhangig von
Risikofaktoren wie der Nationalitat oder dem Geschlecht (Goldberg et al. 1986).

Es konnte bei der Geschlechtsverteilung weltweit eine Jungenibersterblichkeit
festgestellt werden. Von den meisten Autoren wird ein Verhéltnis von etwa 6:4
respektive 60:40% zugunsten der Jungen angegeben. Dies ist nicht mit der héheren
Geburtenrate von Jungen in Zusammenhang zu bringen. Die hdhere Sterblichkeit
von Jungen ist allerdings kein spezifisches Phanomen des SIDS (Kleemann und
Bajanowski 2003), auch die Daten des Statistischen Bundesamtes Wiesbaden
zeigen einen erhohten Anteil von Jungen bei der Sterberate aller Kinder innerhalb

des ersten Lebensjahres.

Der plétzliche Kindstod tritt weltweit vermehrt in der kalten Jahreszeit auf. Diese
Verteilung ist fir das SIDS typisch und bei anderen Todesursachen nicht zu
beobachten (Kleemann und Bajanowski 2003). Eine Haufung der Félle tritt in der
Periode zwischen Oktober/November bis Marz/April auf (Althoff 1986). Dieser
Umstand lasst an einen Zusammenhang mit Atemwegsinfekten, aber auch mit
aulReren Faktoren denken, wie eine Hyperthermie durch zu warme Kleidung,
Uberhitzte Raume oder dicke Bettbedeckung (Kleemann und Bajanowski 2003).
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Exogene und endogene Risikofaktoren

Neben den epidemiologischen werden zahlreiche weitere Risikofaktoren fir den
plétzlichen Kindstod diskutiert. Von Saternus wurde 1985 die Bauchlage und die
Inzidenz des SIDS in Zusammenhang gebracht und eine signifikante Zunahme der
Falle in der untersuchten Region nach Propagierung und Verbreitung der Bauchlage
im Zeitraum von 1961 — 1981 festgestellt. Nachdem Ende der 80er Jahre vor der
Bauchlage als Hauptrisikofaktor gewarnt wurde, sank die Inzidenz drastisch (s.o.;
Kleemann und Bajanowski 2003). Dennoch bleibt diese Schlafposition ein wichtiger
Risikofaktor, da immer noch Kinder in die Bauchlage gelegt werden. Es wurde
gezeigt, dass die Uberwarmung des Schlafzimmers und das enge Einwickeln
wahrend des Schlafs gekoppelt mit der Bauchlage das Risiko fir das SIDS steigern.
Diese Gegebenheiten verhindern, dass Warme tber die Oberflache der Gesichtshaut
abgegeben werden kann, sodass es zu einem Warmestau kommt (Ponsonby et al.
1993). Weiche Schlafunterlagen sollten genauso wie Schlafen auf dem Sofa oder im
Bett der Eltern vermieden werden (Moon et al. 2007). Allerdings sinkt das Risiko,
wenn das Kind im Zimmer der Eltern im eigenen Bett schlaft (Blair et al. 1999,
Kleemann und Bajanowski 2003).

Zu den maternalen Risikofaktoren zahlt mitunter junges Alter, womit eine niedrigere
Schulbildung, Stillverzicht und unzureichende Schwangerschaftsvorsorge einher
gehen konnen (RiRe 1998, Schlaud 1998, Kleemann und Bajanowski 2003). Das
Rauchen wahrend der Schwangerschaft, aber auch die Nikotin-Exposition des
Kindes durch die Atemluft und dber die Muttermilch hat sich als einer der
bedeutsamsten Risikofaktoren erwiesen (Rif3e 1998, Schlaud 1998, Kleemann und
Bajanowski 2003, Horne et al. 2004, Saternus 2007, Moon et al. 2007, Kinney und
Thach 2009). Auch bei mutterlichem Konsum illegaler Drogen oder Alkohol wahrend
der Schwangerschaft, konnte eine deutliche Risikoerhohung fur das SIDS
nachgewiesen werden (Kleemann und Bajanowski 2003, Kinney und Thach 2009).
Fur Kinder, die zu frih geboren werden oder ein erniedrigtes Geburtsgewicht
aufweisen, besteht ein bis zu 4fach erhdhtes Risiko, am pl6tzlichen Kindstod zu
versterben (Moon et al. 2007). Eine familiare Haufung des SIDS ist fraglich, der
genaue Risikoanstieg fur Geschwister betroffener Kinder ist bis heute nicht bekannt
(RiRe 1998, Moon et a. 2007).



Einleitung

Auf genetischer Ebene wurden bestimmte Polymorphismen mit dem SIDS in
Zusammenhang gebracht. Dabei fokussierte sich die Forschung der letzten 20 Jahre
auf Polymorphismen in Genen, die an autonomen Funktionen, der
Neurotransmission, am Energiestoffwechsel und der Infektabwehr beteiligt sind
(Kinney und Thach 2009). Mutationen, die unmittelbar zum Tod fihren, missen von
Polymorphismen abgegrenzt werden, die Sauglinge unter besonderen Bedingungen
fur den plétzlichen Tod pradisponieren. Mogliche Kandidatengene fir das SIDS
wurden jungst identifiziert (Opdal und Rognum 2004), sie codieren beispielsweise flr
den Komplementfaktor 4 (C4; Schneider et al. 1989), Interleukin-10 (IL-10; Opdal et
al. 2003) oder fur die Tyrosin-Hydroxylase (THO1; Klintschar et al. 2008). Ein
weiteres Kandidatengen stellt der Serotonintransporter (SLC6A4) dar (Narita et al.
2001). Dabei konnten Assoziationen zwischen einem funktionellen Polymorphismus
im Promotor sowie einem Polymorphismus im zweiten Intron mit einem erhdhten

Risiko fur das SIDS gezeigt werden (Weese-Mayer et al. 2003b).

1.2 Serotonin im zentralen Nervensystem

Ein Groldteil des Serotonins im Korper ist im Gastrointestinaltrakt und in den
Thrombozyten gespeichert, lediglich 0,1% befinden sich im zentralen Nervensystem
(Hather und Rather 2000).

Storungen des zentralen serotonergen Systems werden mit einer Vielzahl
psychiatrischer und neurologischer Erkrankungen in Zusammenhang gebracht. Die
Serotoninstoffwechselwege sind auch von besonderem Interesse in der SIDS-
Forschung, da Serotonin eine breite Spanne von physiologischen Systemen
beeinflusst. In mehreren Studien konnten Anomalitaten in der Entwicklung und der
Funktion des Serotonin-Systems bei SIDS-Fallen festgestellt werden (Haas et al.
2009).

Serotoninsynthese und -abbau

Den Ausgangsstoff fur die Serotoninsynthese bildet Tryptophan, eine essentielle
Aminosaure, die durch die Tryptophan-Hydroxylase zu 5-Hydroxytryptophan
hydroxyliert wird. Im nachsten Schritt wird das 5-Hydroxytryptophan zu dem
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monoaminergen Neurotransmitter Serotonin, auch 5-Hydroxytryptamin (5-HT),
decarboxyliert (Starke 2009). Das Schliusselenzym fur die Umwandlung, die
Tryptophan-Hydroxylase, wird u.a. in den serotonergen Neuronen der Raphekerne
exprimiert (Huther und Rther 2000).

Das Serotonin wird Uber das prasynaptische Neuronenende in den synaptischen
Spalt freigesetzt und kann an die Serotonin-Rezeptoren der Postsynapse sowie an
Autorezeptoren der Prasynapse binden. Das extrazellulare Serotonin wird
anschlielend Uber den Serotonintransporter wieder in die Prasynapse aufgenommen
und entweder Uber die Enzyme Monoaminooxidase (MAO) A und B abgebaut oder
erneut vesikular gespeichert. Das Hauptendprodukt des Serotoninstoffwechsels im
Harn ist die 5-Hydroxyindolessigsaure (Starke 2009).

Einflusse auf die Entwicklung des serotonergen Systems

Schon bei der Geburt besitzt jedes Neugeborene ein gut ausgereiftes, voll
funktionsfahiges serotonerges System, mit weitreichenden Projektionen und einer
dichten Kollateralisierung (Huther und Ruther 2000).
Sehr frih in der Entwicklung der menschlichen, embryonalen Medulla oblongata
entstehen die 5-HT Neuronen, wodurch eine Stérung des serotonergen Systems
durch teratogene Noxen wie Nikotin oder Alkohol mdéglich ist. Tierexperimentelle
Studien zeigten, dass eine Nikotin- und Alkoholexposition (beides Risikofaktoren fir
das SIDS) wahrend der Schwangerschaft zu langanhaltenden Schaden in der 5-HT
Neurotransmission fuhren kénnen (Kinney 2005).
Nikotin hat neuroteratogene Effekte, was u.U. zu Veranderungen autonomer
Funktionen, einschliel3lich einer verzogerten Weckreaktion (Arousal) bei Hypoxie
oder anderen Stimuli, fuhrt (Horne et al. 2004). Diese Effekte kdnnen das SIDS-
Risiko direkt beeinflussen. Durch Unterlassen des Rauchens wahrend der
Schwangerschaft konnte moglicherweise ein Drittel der SIDS-Falle verhindert werden
(Moon et al. 2007).
Eine Beeinflussung des serotonergen Systems ist wahrscheinlich bis zur Ausreifung
seiner Projektionen, also etwa bis zum Erreichen des adulten Hirnvolumens, mdglich
(Huther und Rather 2000). Als besonders kritische postnatale Phase in der
Entwicklung des 5-HT Systems wird das Sauglingsalter angesehen, da im ersten
Lebensjahr schnelle und tiefgreifende Veranderungen bei der Weiterentwicklung der
7
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neuronalen Verknipfungen als Reaktion auf extrauterine Sinnesreize und Stimuli
auftreten, die die physiologische Selbstregulation betreffen, an der das serotonerge
System beteiligt ist (Kinney 2005, Duncan et al. 2010).

Kerngebiete und Projektionen

Das serotonerge System der Medulla oblongata besteht aus 5-HT Neuronen, die in
den median gelegenen Raphekernen (Nuclei raphes), in medialen respektive
lateralen Kerngebieten und in der ventralen Oberflache liegen (Paterson et al. 2006).
Die weitaus meisten serotonergen Neurone des Zentralnervensystems befinden sich
jedoch in den Raphekernen (Huther und Rither 2000).

Eingeteilt werden die serotonergen Nervenzellgruppen in einen rostralen und einen
kaudalen Bereich (s. Abb. 1). Die rostrale Gruppe umfasst den Ncl. raphes
medianus, den Nucleus linearis caudalis und den Ncl. raphes dorsalis sowie Zellen
aulRerhalb der Raphekerne in rostral gelegenen Kernen. Der Ncl. raphes magnus,
der Ncl. raphes obscurus, der Ncl. raphe pallidus und die 5-HT Neurone in
benachbarten Kernen bilden die kaudale Gruppe (Baumgarten und Grozdanovic
1997).

A
R Rostrale
f\\ Gruppe
: [ o Raphe-
N \kerne
Kaudale
Gruppe

Abbildung 1 Sagittale Ansicht des menschlichen Gehirns, wobei die Raphekerne (Nuclei
raphes; rote Kreise), die in eine rostrale und eine kaudale Gruppe eingeteilt
werden kénnen, sowie deren unterschiedliche Projektionen (rote Pfeile)
hervorgehoben sind. Modifiziert nach Kinney et al., 2009, S. 523

Diese beiden Bereiche, die miteinander in Verbindung stehen, unterscheiden sich
nicht nur in ihrer anatomischen Lage, sondern auch in ihrer Funktion und ihren

Innervationsgebieten. Neurone aus dem rostralen Bereich liegen im Mittelhirn und
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dem hoheren Pons (Kinney 2005). Ascendierende Axonstrange ziehen in das
laterale und mediale Vorderhirn, um Strukturen wie die Basalganglien, die Amygdala
und den Hippokampus zu versorgen. Weitere Axonstrange innervieren unter
anderem Anteile des Thalamus und des Hypothalamus sowie den Grol3hirnkortex
(Huther und Ruther 2000).

Afferenzen aus der kaudalen Gruppe der Raphekerne, in der Medulla oblongata und
dem kaudalen Pons ziehen zu den Kleinhirnkernen, zu anderen Hirnstammarealen
und zum Rickenmark (Baumgarten und Grozdanovic 1997, Kinney 2005).

Es wird heute davon ausgegangen, dass es im ZNS kaum Neuronen oder Astrozyten
gibt, die nicht direkt (synaptisch) oder indirekt (parakrin) von den Raphekernen
erreicht und beeinflusst werden konnen (Huther und Ruther 2000).

Funktion des zentralen serotonergen Systems

Die weitreichenden und diffusen Projektionen der serotonergen Perikarya des
kaudalen und rostralen Bereichs in oben genannte und zahlreiche andere kortikale
und subkortikale Strukturen ermdglichen die Modulation vieler zentralnervos
gesteuerter Funktionen durch das serotonerge System (Huther und Ruther 2000).
Die rostrale Neuronengruppe ist beteiligt an der Vermittlung der Weckreaktion
(Arousal), der Stimmung, der motorischen Aktivitat und des cerebralen Blutflusses.
Die kaudale Gruppe moduliert die Respiration, die Chemosensitivitat (pH-Wert und
CO,), die kardiovaskulare Funktion, die Temperaturregulation, die Reflexe der
oberen Luftwege, die motorische Aktivitat, die Schmerzwahrnehmung und die
Weckreaktion (Kinney 2005). Charakteristisch fur die serotonergen Neurone der
Raphekerne ist eine sehr regelmafige, rhythmische Eigenaktivitat. Wichtig ist jedoch
weniger die Aktivitat des serotonergen Systems an sich, sondern die Balance und die
Homoostase, in der die einzelnen Teilbereiche des zentralen Nervensystems durch
das serotonerge System gehalten werden (Huther und Rither 2000). Auf
Gleichgewichtsstorungen des Stoffwechsels reagiert das serotonerge System
modulierend Uber die Verbindungen zu benachbarten ,Effektor‘-Kernen. Zu diesen
Effektor-Kernen  gehdren  der  Ncl. tractus  solitarii  (Integration  der
kardiorespiratorischen Wahrnehmung), der Ncl. hypoglossus (Kontrolle der oberen
Atemwege, auch wahrend des Schlafs), der pra-Botzinger Komplex (wahrscheinlich
der Generator des Atemrhythmus), der Ncl. phrenicus (Innervation des Zwerchfells),
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Ncl. dorsalis nervi vagi (praganglionér parasympathische Innervation) und der Ncl.
ambiguus (Kontrolle des Pharynx und Larynx; Herzfrequenz und Ventrikelkontraktion;
Kinney 2005). Opfer des SIDS weisen Stoérungen in diesen vom serotonergen
System regulierten Funktionen auf. Ein Charakteristikum bei den SIDS-Féllen scheint
eine fehlerhafte Weck- oder Arousalreaktion zu sein (Kato et al. 2003), ebenso
zeigen sie feine Verdnderungen der Atmung sowie der autonomen

Kontrolimechanismen wahrend des Schlafes (Schlechtman et al. 1996).

1.3 Der Serotonintransporter

Der Effekt des ausgeschutteten Serotonins, inhibitorisch oder exhibitorisch, héangt
von den jeweiligen Rezeptorsubtypen (mittlerweile sind 17 bekannt) an der Pra- oder
Postsynapse ab (Kinney 2005).

Der Rucktransport des Serotonins in das prasynaptische Neuron durch ein einziges
Protein, den Serotonintransporter (5-HTT, SERT) stellt eine funktionelle
Schlisselstelle dar. Der Transporter nimmt 5-HT aus dem synaptischen Spalt auf
und reguliert somit die Starke und Dauer der Wirkung auf postsynaptische
Rezeptoren und spielt daher eine zentrale Rolle bei der Feinabstimmung der
Neurotransmission (Lesch und Mdssner 1998). Der Serotonintransporter gehort, wie
auch die Transporter fur Dopamin, Noradrenalin, Glycin und gamma-
Aminobuttersaure, zu der groRen Familie der Neurotransmitter-Natrium-Symporter
(NSS). Ihnen gemeinsam sind zwdlf hydrophobe Transmembrandoménen (Murphy et
al. 2004).

Lokalisation

Der Serotonintransporter wird im Gehirn und einigen peripheren Organen und
Geweben exprimiert (Lesch 1997). Er ist verantwortlich fur den aktiven Ricktransport
des Serotonins in Neuronen, Thrombozyten, enterochromaffinen und anderen Zellen.
Im Gehirn befindet sich der 5-HTT sowohl in der prasynaptischen Membran der
Nervenendigungen wie auch in benachbarten dendritischen Zellen (Murphy et al.
2004). Die hochste Dichte des 5-HTT zeigte sich auf den serotonergen Neuronen
des Raphe-Komplexes im Mittelhirn (Lesch 1997). Die Konzentrationen von 5-HTT

10



Einleitung

MRNA ist im Ncl. raphes dorsalis am ho6chsten, niedriger in den restlichen
Raphekernen und am niedrigsten in anderen Gebieten, wie dem Hypothalamus und
dem Cortex (Hoffman et al. 1998).

Funktion und Wirkmechanismus

Wie oben bereits erwahnt, terminiert der Serotonintransporter die Dauer und Stérke
der Transmitterwirkung.

Wahrscheinlich besitzt der Serotonintransporter an der ZellauRenseite eine einzige
Bindungsstelle (Murphy et al. 2004). Bei jedem Transportzyklus werden ein Na* und
ein CI" mit einem positiv geladenen 5-HT-Molekiil, im Austausch mit einem K,
gemeinsam transportiert (Lesch 1997). Wenn die Bindungsstelle voll besetzt ist,
kommt es zu einer Konformationsdnderung, wodurch die Bindungsstelle Zugang zur
intrazellularen Oberflache erhalt. Nachdem Na*, CI' und 5-HT abdissoziiert sind,
bindet K" an diese Stelle, um die erneute Konformationsanderung der Bindungstelle
in den Ausgangszustand zu erleichtern. Die Energie fiir den Transport der Substrate
des 5-HTT wird durch eine Na'/K*-ATPase generiert, die den lonengradienten tiber

der Zellmembran aufrecht erhalt (Murphy et al. 2004).

Molekulare Struktur

Das Protein des Serotonintransporters umfasst 630 Aminosauren (Ramamoorthy et
al. 1993, Lesch 1997, Murphy et al. 2004).
Auf struktureller Ebene ist die Funktion des membranstandigen Transporterproteins
noch nicht vollstandig verstanden (Murphy et al. 2004). Als einziges Transportprotein
aus der Familie der NSS konnte bislang der bakterielle Leucintransporter (LeuT), der
dem menschlichen SERT homolog ist, fir strukturelle Analysen herangezogen
werden (Singh et al. 2007, Zhou et al. 2007). Die beste Naherung an die Struktur des
5-HTT-Proteins bietet ein Modell mit 12 transmembranaren Doménen (Lesch et al.
1995, Lesch 1997, Kilic und Rudnick 2000, Murphy et al. 2004), intrazellularen
Amino- und Carboxylenden und einer grof3en extrazellularen Schleife zwischen den
Transmembrandoméanen 3 und 4 (s. Abb. 2), die fur Stabilitat sorgt und an der
Proteinfaltung sowie am Einbau in die Membran beteiligt ist (Lesch 1997). Der SERT
funktioniert in Form von Dimeren, wobei sich die interagierenden Untereinheiten zu
11
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Komplexen hoéherer Ordnung verbinden, mdglicherweise zu Tetrameren (Kilic und
Rudnick 2000).
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o
=
~
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G

Abbildung 2 Strukturmodell des menschlichen Serotonintransporters, wobei die Kreise
einzelne Aminosauren darstellen. Modifiziert nach Lesch et al., 1995, S. 220

Genetische Polymorphismen

Das humane Serotonintransportergen (SLC6A4) liegt auf Chromosom 17ql11.2
(Ramamoorthy et al. 1993), erstreckt sich tUber 37,8 kb (Murphy et al. 2004) und
enthélt 14 Exons (Heils et al. 1996, Lesch 1997).

Die regulatorische 5°-Region (Promotorregion) des 5-HTT-Gens enthélt ein TATA-
Box-ahnliches Motiv (wichtig fur die Transkriptions-Initiation) sowie einige
Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren, u.a. AP1, AP2, SP1 und CRE-ahnliche
Motive (Lesch 1997).

Zusatzlich zu diesen regulatorischen Bindungsstellen wird die Transkriptionsaktivitat
des Promotors von einer repetitiven Sequenz variabler Lange, 5-HTT linked
polymorphic region (5-HTTLPR) genannt, moduliert (Lesch 1997, Murphy et al.
2004). Diese repetitive Sequenz enthalt GC-reiche, 20 bis 23 bp lange repetitive
Elemente, die 14- respektiv 16-mal wiederholt werden, wobei der Polymorphismus
auf der Insertion bzw. Deletion eines 43-bp-Fragmentes beruht, das zwischen den
repetitiven Elementen 7 und 9 liegt (s. Abb. 3; Kraft et al. 2005). Die 5-HTTLPR bildet
Uber Guanin eine tetramere Struktur, die positive regulatorische Elemente enthalt,

aber als Silencer in nicht-serotonergen Zellen wirkt (Lesch 1997).
12
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Repetitive Sequenz

CCCCCCTGCACCCCCCAGCAT N Tetramere Struktur
GGGGGGACGTGGGGGGTCGTA
c T—A—G—G—G-—G—G—G A—\
PN -7 ~ \( o
K ~< T S ~er G ‘6 GAG-G—G—T—GJ
/ RN -7 ER H]
7/ ~ -
; P

7 ~
43 bp Deletion =
// - b ~ o \ ~ -

112|383 |4|5|6|78;9(10{11]{12/13({14[15]16 ~_ = e

-
N Humanes Serotonlntransportergen

Exonl -

IEEMH—I—I—I—H—I—W

VNTR 17 1 kb
Intron 2

Abbildung 3 Dargestellt ist das humane Serotonintransportergen mit der Promotorregion,
in der sich verschiedene Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren
befinden. VergroRert ist die 5-HTT linked polymorhic region, in der die 44-
bp-Deletion bzw. Insertion liegt. Gezeigt sind auch die repetitive Sequenz
der 16 Elemente, sowie die tetramere Struktur, die diese bildet. Modifiziert
nach Lesch, 1997, S. 683

Bei den 5-HTTLPR Allelen liegen gewohnlich 14 oder 16 repetitive Elemente vor,
Allele mit 18 bis 20 Wiederholungen wurden zwar nachgewiesen, treten aber nur
sehr selten auf (Lesch und Mdssner 1998). Die Allele mit 14 Wiederholungen werden
mit S (short) und die Allele mit 16 Wiederholungen mit L (long) bezeichnet. Die
langeren Allele mit bis zu 20 Wiederholungen werden entsprechend mit XL und XXL
benannt (Murphy et al. 2004). Beim Vergleich der polymorphen Allele zeigt der
Promotor eine hdhere Aktivitat, wenn das lange Allel L vorliegt (Heils et al. 1996),
zudem produzieren Zellen, die homozygot fur das L-Allel sind, hohere
Konzentrationen an 5-HTT-mRNA (Lesch 1997). Eine Dysfunktion des 5-HTT wurde
in vielen Studien mit psychiatrischen Erkrankungen assoziiert (Lesch 1997, Murphy
et a. 2004). Den Zusammenhang zwischen der unterschiedlichen Anzahl repetitiver

Elemente im Promotor des 5-HTT und dem erhéhten Risiko fir das SIDS zeigten als
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Erste Narita et al. (2001) in der japanischen Population, da die Allele L und XL
haufiger bei den SIDS-Féllen als in der Kontrollgruppe gefunden wurden.

Das L-Allel und der L/L-Genotyp resultieren also in einem héheren mRNA-Spiegel,
wodurch letztlich die Wiederaufnahme des Serotonins effektiver wird. Dadurch sinkt
der Serotoninspiegel im synaptischen Spalt, was zu einer Dysregulation im
serotonergen Nervensystem filhren kann und wiederum eine Pradisposition fir das
SIDS darstellt (Opdal et al. 2008).

Das zweite Intron des Serotonintransportergens enthélt einen variable number of
tandem repeat (VNTR), mit 9, 10 oder 12 Kopien (Allel 9, 10, 12) einer 16 oder 17 bp
langen Sequenz (VNTR-17 in Abb. 4). Das Allel mit 9 Sequenzwiederholungen tritt
dabei sehr selten auf (Lesch 1997, Lesch und Mdssner 1998).

5-12 repeats

VNTR-17 — ([[[[[[[ /M

Exon 1 2 [ 12 14

7 7Z/Ml W11

Abbildung 4 Dargestellt ist die Lokalisation des 17-bp-variable number tandem repeat im
Intron 2 mit 9, 10 oder 12 Wiederholungen. Modifiziert nach Lesch und
Mossner, 1998, S. 181

Der VNTR im zweiten Intron kann als Transkriptionsregulator die Expression des 5-
HTT-Gens, auch zellspezifisch, beeinflussen. Das Allel 12 zeigte, im Vergleich mit
dem Allel 10, eine gesteigerte Expressionsrate, insbesondere bei der Differenzierung
von embryonalen Stammzellen trat das Allel 12 als starkerer Enhancer auf
(Fiskerstrand et al. 1999).

Der VNTR beeinflusst die Genexpression des 5-HTT in &hnlicher Weise wie der
Promotor-Polymorphismus, sodass mdoglicherweise eine Auswirkung dieses VNTR
im zweiten Intron des Serotonintransportergens auf das SIDS-Risiko besteht
(Weese-Mayer et al. 2003b). Auf den gesamten Promotor gesehen, kann der VNTR
die Verteilung der Transkripionsfaktoren und die Transkriptionsrate beeinflussen
(Fiskerstrand et al. 1999).

14
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Ein weiterer Polymorphismus, bei dem an der Nucleotidposition 1273 der
kodierenden Sequenz ein Adenin (A) gegen ein Guanidin (G) ausgetauscht wird
(Ozaki et al. 2003), fuhrt auf Proteinebene zur Auswechslung der Aminosauren
Isoleucin (lle, 1) zu Valin (Val, V) an der Position 425 (lle425Val), die in der
Transmembrandomane 8 liegt (s. Abb. 5). Dieser single nucleotide polymorphism
(SNP) tritt allerdings nur auf3erst selten auf (Ozaki et al. 2003, Kilic et al. 2003,
Torres und Caron 2003).

lled2s Val®\

AO0000NNE &

b5
CAAAIN b3
(.uu%uu:ﬂl WLy
ax.-,-mo-cg;

g;.-xcw.-;«m-',-;vxu» N

Abbildung 5 Lokalisation der lle425Val Mutation in der Transmembrandomane 8 des
Serotonintransporters. Maodifiziert nach Ozaki et al., 2003, S. 935

Die Untersuchung des mutierten Transporters zeigte eine gesteigerte Aufnahme von
Serotonin, ungeféahr um das Zweifache, was durch eine Zunahme der maximalen
Aufnahmegeschwindigkeit (hdhere Vyax) und eine erhohte Affinitdt des 5-HT zum
Transporter (niedrigere Ky,) verursacht wird (Kilic et al. 2003). Der Genotyp Val425 ist
also eine gain-of-function-Mutation (Ozaki et al. 2003).

Ein Zusammentreffen der oben genannten Polymorphismen, die alle eine
Aktivitatssteigerung des Serotonintransporters hervorrufen, kann ein
Anpassungsdefizit auf &uf3ere Einfluisse wahrend der frihen Entwicklung

verursachen (Ozaki et al. 2003).
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1.4 Moglicher Pathomechanismus beim SIDS

Bisher wurden verschiedene Theorien, wie beispielsweise eine vegetative
Fehlsteuerung, eine Nebenniereninsuffizienz oder ein Mangel an Spurenelementen
verdachtigt, ursachlich fur das SIDS zu sein (Wilske 1993). Letztlich wurden alle
Hypothesen wieder verworfen.

Nach dem ,triple-risk Modell“ von Filiano und Kinney (1994) ist das SIDS die Folge
des Zusammentreffens von drei verschiedenen Faktoren (s. Abb. 6). Eine
vorbestehende Vulnerabilitat pradisponiert die Opfer fir das Sudden Infant Death
Syndrom, zeitgleich befindet sich der Saugling in einem kritischen
Entwicklungsstadium (2. bis 4. Lebensmonat) und schlief3lich wird das SIDS durch
einen exogenen Risikofaktor bzw. Stressor ausgeldst. Nach diesem Modell ist es
denkbar, dass ein exogenes Ereignis wie der Schlaf in der Bauchlage bei einem
Saugling mit einer vorbestehenden Vulnerabilitéat, beispielsweise durch eine Mutation

im Serotonintransportergen, einen plétzlichen Tod auslost.

Vulnerables
Entwicklungsstadium

a0

Pradisponierende Ausldsendes
Faktoren Ereignis

Abbildung 6 Venn-Diagramm zur Darstellung der Faktoren, die in Kombination das
Sudden Infant Death Syndrom auslésen kénnen. Modifiziert nach Poets et
al., 2003, S. 508

Abweichungen bei der Anzahl und Differenzierung der serotonergen Neurone, bei
den 5-HT-Rezeptoren und bei dem 5-HT-Transporter in der Medulla oblongata von

SIDS-Fallen konnten im Vergleich mit Kontrollen in mehreren Studien festgestellt
16
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werden (Kinney und Thach 2009). Diese Befunde lassen auf Abnormitaten bei der
Synthese, der Freisetzung und der Wiederaufnahme des Serotonins schliel3en
(Paterson et al. 2006). Durch die oben aufgefuhrten Mutationen im
Serotonintransportergen kann der Ricktransport des Serotonins gesteigert werden,
sodass die Dauer und die Intensitat der Wirkung an den 5-HT-Rezeptoren abnimmt
(Weese-Mayer et al. 2003a), was das Gleichgewicht im serotonergen System stort
und eine adaquate Antwort auf Stressoren oder exogene Ereignisse behindern kann.
Beispielsweise wurde ein Versagen der Weck- oder Arousalreaktion sowie der
Schnappatmung mit dem SIDS in Verbindung gebracht. Diese sind wichtige
Selbstwiederbelebungsmechanismen, die bei SIDS-Opfern gehemmt sein kénnen
(Poets et al. 2003). Zusatzlich kbnnen exogene Risikofaktoren wie die Bauchlage,
eine Rauchexposition und Atemwegsinfekte die Reflexschwelle z. B. beim Arousal
erhdéhen (Kahn et al. 2000). Letztlich rufen diese fehlerhaften Schutzmechanismen
beim SIDS eine Vulnerabilitdt hervor, welche, auf noch ungeklarte Weise, erst durch
den Schlaf zum Tragen kommen (Kinney und Thach 2009).

Da Serotonin an der Regulation praktisch aller Aspekte beteiligt ist, die mit dem SIDS
in Verbindung gebracht werden (Arousal, Schnappatmung, fehlerhafte Reflexe),
kommt diesem Transmitter mdoglicherweise eine Schlusselfunktion in der

Pathogenese zu (Poets et al. 2003).

1.5 Ziele der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit ,,Genetische Polymorphismen im Serotonin-
transportergen und Risikofaktoren fir das SIDS (Sudden Infant Death
Syndrome)* soll versucht werden, einen mdglichen Zusammenhang einer
genetischen Pradisposition durch Mutationen im Serotonintransportergen mit den
oben genannten bekannten epidemiologischen Risikofaktoren fur einen Saugling, am
SIDS zu versterben, aufzuzeigen.
Frihere Arbeiten hatten bereits versucht, einen Zusammenhang der
Genotypenverteilung (Allele S, L der 5-HTTLPR; Allele 9, 10, 12 des VNTR) des
Serotonintransportergens mit dem Risiko fur das SIDS herzustellen. Sie konnten
dabei eine Verknipfung, insbesondere mit dem L-Allel der 5-HTTLPR, feststellen.
Ein funktioneller SNP (lle425Val), der zum Proteinaustausch fiihrt, wurde bislang nur
17
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im Rahmen psychiatrischer Erkrankungen erforscht. Fur die vorliegende Arbeit
wurden 129 SIDS-Falle des Instituts fir Rechtsmedizin der Universitat Gottingen
genotypisiert. Es sollte gepruft werden, ob bei der Verteilung der Allele und der
Genotypen ein signifikanter Unterschied zwischen den SIDS-Fallen und der
Kontrollgruppe besteht.
Betrachtet wurden:

1. Die Allel- und Genotypenverteilung des Polymorphismus im Promotor (5-

HTTLPR)

2. Die Allel- und Genotypenverteilung des VNTR im zweiten Intron

3. Die gain-of-function-Mutation lle425Val.
Weiterhin wurde die Allelverteilung im Bezug auf bekannte epidemiologische
Risikofaktoren wie der Jahreszeit, dem Lebensalter und dem Geschlecht dargestellt,

um auch hier einen mdglichen Zusammenhang abzuleiten.
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2. Material und Methoden

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand im Nachweis eines Zusammenhangs
genetischer Variationen an drei verschiedenen Loci des Serotonintransportergens
mit dem pl6tzlichen Sauglingstod. Weiterhin wurde versucht, eine moégliche
Verknupfung zwischen der Allel- und Genotypenverteilung und epidemiologischen
Risikofaktoren herzustellen.

Fur die Genotypisierung wurde die aus Blut oder Gewebe extrahierte DNA der 129
am SIDS verstorbenen Sauglinge an den oben genannten Genorten mit Hilfe der
Polymerase-Ketten-Reaktion und des Restriktionsendonukleasenverdaus untersucht.
Die Methoden wurden, falls nicht anders erwédhnt, auf der Grundlage des Handbuchs
Molecular Cloning (Sambrook et al. 1989) durchgefuhrt.

2.1 Die Falle von plotzlichem Kindstod

Das Probenmaterial fir die DNA-Analyse stammt aus dem Institut fir Rechtsmedizin
der Universitat Gottingen. Es handelt sich um aus Blut oder Gewebe (Thymus, Milz)
extrahierte DNA von 129 plétzlich verstorbenen Sauglingen aus den Jahren 1989 bis
2008. Entsprechend der Geschlechtsverteilung der SIDS-Félle wurde eine
Kontrollgruppe, bestehend aus 129 Erwachsenen, an den gleichen Genloci

untersucht.

2.1.1 Probenmaterial

DNA-Extraktion aus Blutproben

Aus einem Teil der Blutproben war die DNA bereits extrahiert worden und konnte ftr
die Genotypisierung verwendet werden. Aus einigen Blutproben musste die DNA mit
Hilfe des DNA I1Q™ Systems von Promega (Madison, USA) isoliert werden. Dazu
wurden aus asserviertem (tiefgefrorenem) peripherem Blut oder Herzblut 25 ul
entnommen.

Die Extraktion der DNA erfolgte nach der Standardarbeitsanweisung des DNA-
Labors der Rechtsmedizin in Géttingen, basierend auf dem DNA IQ™ System —
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Database Protocol von Promega (2006), unter Verwendung der mitgelieferten
Reagenzien Lysepuffer, 2x Waschpuffer, Elutionspuffer und einer Resinsuspension.
Dabei wurden zu 93 pl Lysepuffer 7 pl Resin in ein E-Cup (Eppendorf®-Cup)
pipettiert, gemischt und die oben genannten 25 ul Blut dazugegeben. Der gesamte
Ansatz wurde durchmischt und fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das E-
Cup wurde in einen Magnet-Separationsstander eingebracht und der Flussigkeits-
Uberstand abgenommen, ohne das Resin-Pellet zu zerstoren. Es folgte ein
Waschschritt mit je 100 yl Lysepuffer und drei Waschschritte mit 1x Waschpuffer.
Zwischen jedem Schritt wurde die Probe mit dem Vortexer (Top-Mix, Fisher)
gemischt. Danach trocknete das Pellet fir 5 Minuten bei Raumtemperatur. 80 pl
Elutionspuffer wurden zugegeben und der Ansatz fur 5 Minuten bei 65°C inkubiert
(Thermo Shaker, Kisker). Nach dem Vortexen wurde die Probe wieder in den
Magnet-Separationsstander gestellt, die eluierte DNA in ein neues E-Cup Uberfuhrt

und das Resin-Pellet verworfen.

DNA-Extraktion aus Gewebe

Aus den Gewebeproben wurde die DNA mit dem QlAamp DNA Investigator Kit von
Qiagen® (Hilden) isoliert. Vorgegangen wurde dabei nach dem Protokoll fir die
Isolierung von DNA aus Gewebe aus dem QlAamp® DNA Investigator Handbook
(2007) unter Verwendung der mitgelieferten MinElute Saulen, 2 ml Collection Tubes
und der Puffer ATL, AL, AW1, AW2, ATE sowie Proteinase K.

Etwa 6 mg formalinfixiertes Gewebe wurde in ein E-Cup uberfihrt und sofort mit
180 pl ATL-Puffer Uberschichtet. Dazu wurden 20 pl Proteinase K gegeben und
durchmischt. Der gesamte Ansatz wurde Uber Nacht bei 56°C im Heizblock inkubiert,
bis das Gewebe vollstandig lysiert war. Nacheinander wurden 200 ul AL-Puffer und
200 pl 96%iges Ethanol zugefiigt, gemischt und dann far 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Das Lysat wurde kurz zentrifugiert (EBA 21, Hettich),
vorsichtig auf eine QlAamp MinElute Saule gebracht und bei 8000 rpm (rounds per
minute) fur 1 Minute zentrifugiert, um die DNA an das Saulenmaterial zu binden. Die
DNA wurde nacheinander mit 500 ul AW1-Puffer, 700 pyl AW2-Puffer und 700 pl
96%igem Ethanol gewaschen. Verbliebene Reste wurden durch erneute
Zentrifugation entfernt und die DNA abschliel3end mit 50 pyl ATE-Puffer eluiert.

20



Material und Methoden

Konzentrations- und Geschlechtsbestimmung der DNA-Proben

Das Plexor® HY System von Promega (Madison, USA) fiir Applied Biosystems Real-
Time PCR Systeme machte es mdglich, die Konzentration menschlich-autosomaler
sowie Y-chromosomaler DNA in den einzelnen Proben zu bestimmen. So konnte
auch das Geschlecht jedes SIDS-Falles Uberprift werden. Bei einer méannlichen
Probe lag das Verhéltnis von autosomaler zur Y-chromosomalen DNA [Auto]/[Y] in
einem Bereich von 0,4 bis 2. Die Methode beruht auf der spezifischen Interaktion
zwischen dem Primer, der ein iso-dC Nucleotid enthalt und am 5" Ende farbmarkiert
ist, und einem im Reaktionsmix enthaltenen iso-dGTP, das mit dem Quencher
(Fluoreszenzloscher) Dabcyl modifiziert ist.

Fluorescent
oy |_-.c dC -
Reporter '| lag

g
Primer Anneallng

TITETTTTIT and Extension

Tag

v
Gi Incorporation of
i50-dGTP ‘;"'""""""'"""'""""""'” Dahcyl-iso-dGTP
Dabcyl

¥

Fluorescence

™ Quenching

Abbildung 7 Schematische Darstellung des Plexor® real-time PCR Verlauf. Aus dem
Technical Manual des Plexor® HY System for the Applied Biosystems 7500
and 7500 FAST Real-Time PCR Systems, 2007, S. 2

Bei der Extension lagert sich das Dabcyl-iso-dGTP komplementar zum iso-dC des
Primers an. An dieser Stelle eingebaut, bewirkt das Dabcyl eine Abnahme der
Fluoreszenzintensitat (s. Abb. 7), was die Konzentrationsbestimmung wahrend der
Amplifikation erméglicht. Die Zunahme von PCR-Produkt geht mit einer Abnahme der
Fluoreszenzintensitat einher. Die Spezifitdt der entstandenen Produkte wird anhand
ihrer Schmelztemperatur festgelegt, welche anhand einer Schmelzkurve bestimmt
wird.
Bei der Durchfihrung der real-time PCR wurde nach dem Technical Manual fir das
Plexor® HY System for the Applied Biosystems 7500 and 7500 FAST Real-Time
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RCR Systems von Promega (2007) unter Verwendung der mitgelieferten Reagenzien
vorgegangen. Fir jede Reaktion wurden 10 pl Plexor® HY Master Mix mit 7 pl
DNAse-freiem Wasser und 1 pl Plexor® HY 20x Primer/IPC Mix gemischt und in jede
Vertiefung einer 96-well-PCR-Platte 18 pl des Reaktionsmix pipettiert. In die ersten
beiden Reihen der Platte wurden je 2 ul einer Verdinnungsreihe als interne
Normierung vom Plexor® HY Genomic DNA Standard und eine Negativkontrolle
doppelt pipettiert, der Rest der Platte wurde mit je 2 pl der SIDS-Proben belegt. Die
Amplifikation fand im 7500 Fast Real-Time PCR Gerat statt. Das PCR-Programm
beginnt mit einem zweiminitigen Denaturierungsschritt bei 95°C, daran schlieRen
sich 38 Zyklen mit Denaturierung fir 5 Sekunden bei 95°C und Annealing und
Extension bei 60°C fiir 35 Sekunden an. Bevor die Daten in die Plexor® Analysis
Software exportiert werden konnten, mussten sie Uber die 7500 FAST sequence

detection system Software analysiert werden.

2.1.2 Klinische Daten

Vom SIDS sind mehr Jungen als Madchen betroffen (Verhaltnis 6:4). Es tritt vermehrt
zwischen dem 2. und 4. Lebensmonat und vor allem wéahrend der kalten Jahreszeit
auf. In der vorliegenden Arbeit sollte die Allelverteilung der Polymorphismen im
Serotonintransportergen im Hinblick auf diese bekannten epidemiologischen
Risikofaktoren ausgewertet werden, um einen moglichen Zusammenhang abzuleiten.
Fur alle der 129 SIDS-Falle war das Geschlecht bekannt (s.0.). Das Sterbedatum
sowie das Alter der Sauglinge waren jedoch nur in 114 der 129 Félle, also zu 89%
bekannt. Weitere Angaben zu Risikofaktoren, wie dem Rauchen der Mutter wahrend
und nach der Schwangerschaft oder der Schlafposition, fehlten bei dem
Uberwiegenden Teil der Falle. Alle 129 SIDS-Falle waren ebenso wie die
Kontrollgruppe Kaukasier.

Jeder der plotzlich verstorbenen Sauglinge wurde einer vollstandigen Obduktion
unterzogen, wobei nach Ausschluss anderer Ursachen und unter Betrachtung der

Todesumstédnde das SIDS diagnostiziert wurde.

22



Material und Methoden

2.2 Polymerase-Ketten-Reaktion zur Amplifikation der DNA-

Sequenzen

Das schnelle und sensitive Verfahren der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR,
Polymerase-Chain-Reaction), das 1984 von Karry Mullis entwickelt wurde, ist eine
molekularbiologische Standardmethode zur exponentiellen Vervielfaltigung von

spezifischen DNA-Abschnitten mit Hilfe von Oligonukleotiden.

Primersequenzen

Die genutzten Primer wurden von der Firma Biometra (Gottingen) hergestellt. Sie
wurden mit einer Konzentration von 0,1 nmol/pl geliefert und konnten in der
gewilnschten Menge unverdinnt in die PCR eingesetzt werden.

Fur die Untersuchung des Polymorphismus im Intron 2 wurden die Primer (5HTT2)

von Weese-Mayer et al. (2003b), fur den Promotor-Polymorphismus sowie den SNP
wurden die Primer (SHTTLPR und lle425) von Wendland et al. (2006) tibernommen:

Name Primer-Sequenz Allel-Lange

S5HTT2  |Forward: 5-TGG ATT TCC TTC TCT CAG TGA TTG G-3" | Allel 9: 339 bp
(VNTR) |(am 5"-Ende modifiziert mit 6-Fam) Allel 10: 356 bp
Reverse: 5’ TCA TGT TCC TAG TCT TAC GCC AGT G-3° |Allel 12: 390 bp

S5HTTLPR |Forward: 5-TCC TCC GCT TTG GCG CCT CTT CC-3 Allel S: 469 bp

(Promotor- | Reverse: 5°-TGG GGG TTG CAG GGG AGA TCC TG-3 Allel L: 512 bp
region)

lled425 Forward: 5-TGG AAG CCC CAC CCT TCC TG-3 alle Allele
(SNP) Reverse: 5'-CAT CCT CCC ACA GCC CATTTC C-3 (unverdaut)
365 bp

Tabelle 1 Sequenzen der Primer 5SHTT2, 5SHTTLPR und 1le425.
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Die in Tabelle 1 angegebenen Primersequenzen wurden mit dem DNASTAR
Lasergene® v8.1 Programm (GATC Biotech) auf Spezifitat und mogliche
Fehlhybridisierungen (z. B. hairpins oder Primerdimere) uberpruft (Protokolle s.

Anhang).

PCR-Amplifikation

Vor Durchfihrung der PCR wurden 8-Tube Strips (0.2 ml), 8-Cap Strips (Applied
Biosystems), E-Cups und hochreines Wasser (Merck, Darmstadt) unter der Flow-Box
(Kojar, Finnland) 30 min mit UV-Licht bestrahlt. Zur Durchfiihrung der PCR wurde fur
jeden Ansatz, einschliel3lich Pipettierverlust, ein Mastermix hergestellt:
e hochreines Wasser
¢ je nach Reaktionsansatz:
— 10xPCR Puffer (mit 15 mM MgCl,) (Applied Biosystems) oder
— 10xPCR Puffer (ohne MgCl,) plus 15 mM MgCI, (Applied Biosystems) oder
— GoldStar 10xBuffer (Promega)
e 40 mM Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs) (peglab Biotechnologie, Erlangen)
e Primer je nach PCR (Biometra, Gottingen)
e Ampli Taq® Gold (Applied Biosystems).
Der Mastermix wurde gemischt und kurz abzentrifugiert (EBA 21, Hettich). In jedes
Tube wurden 24 pl Mastermix vorgelegt und ca. 1 ul DNA-Probe dazu pipettiert. Vor
der Amplifikation im FlexCycler (Twinblock analytikjena, Jena) oder im Gradient
Cycler (Biometra, Gottingen) wurde der gesamte PCR-Ansatz mit einer Combispin
Tischzentrifuge (peglab Biotechnologie) fur 1 min bei 2400 rpm zentrifugiert. Bei

jeder Amplifikation wurde eine Negativkontrolle mitgeflhrt.
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Optimierung der PCR

Da die Reaktionsprotokolle aufgrund der unterschiedlichen Reagenzien und Gerate
nicht direkt aus den Protokollen entsprechender Paper Ubernommen werden
konnten, war es no¢tig, die PCR an die Gegebenheiten im DNA-Labor der
Rechtsmedizin Gottingen anzupassen. Zudem war die Qualitat mancher DNA-
Proben aufgrund des Alters und der Lagerung mangelhaft, deshalb mussten
maoglichst optimale Bedingungen fir die PCR geschaffen werden.

Mit Hilfe der Gradienten-PCR (Gradient Cycler, Biometra, Gottingen) war es méglich
die optimale Annealing-Temperatur jedes Primerpaars zu ermitteln. Dazu wurden
zehn PCR-Ansétze mit einer Template-DNA pipettiert und mit Annealing-
Temperaturen zwischen 55°C und 65°C amplifiziert. Die einzelnen Produkte wurden
auf ein Agarosegel aufgetragen und so die effektivste Annealing-Temperatur ermittelt
(s. Abb. 8).

- - - - -

Abbildung 8 Agarosegel zur Darstellung und Auswertung der Gradienten-PCR am
Beispiel einer heterozygoten Probe, die mit dem Primer 5HTTLPR
(Promotor-Polymorphismus) amplifiziert wurde. Die optimale Annealing-
Temperatur liegt bei 65°C, da bei dieser Temperatur die Banden am
deutlichsten sind und am meisten Produkt entsteht.

Fur jeden PCR-Ansatz der drei untersuchten Genorte wurde die MgCl,-Konzentration
(Mg?* war teils schon im Puffer enthalten) sowie die Konzentration von dNTPs und

Primern optimiert. Ebenso wurden die Zeiten fir Denaturierung, Annealing und
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Extension an die vom verwendeten PCR-Gerat abhangigen ramp Zeiten angepasst.
Die Zyklenzahl wurde so gewahlt, dass eine moglichst hohe Ausbeute erreicht, aber
eine zu hohe Fehlhybridisierungsrate vermieden wurde.

Fir die PCR mit dem Primer 5SHTTLPR wurde der GoldStar 10xBuffer, der u.a. 1600
pMg/ml BSA und 2 mM je dANTP enthalt, eingesetzt. Bei Proben mit geringer
Konzentration wurde 1 pyl BSA (0,1 pg/ul; New England Biolabs) zugesetzt, um die
Effizienz der PCR zu steigern (Appendix des Invitrogen Katalog 2003).

Es wurde nach folgenden Anséatzen und Programmen gearbeitet:

PCR-Ansatz und Amplifizierungsprogramm fur den Primer 5HTT2 zur
Genotypisierung des VNTR im zweiten Intron

PCR-Ansatz:

H20 20,2 pl
10xPCR Puffer (mit 15 mM MgCl,) 2,5 pl
Nucleotide 0,5 ul
Primer 5HTT2 (forward) 0,3 ul
Primer 5HTT2 (reverse) 0,3 ul
Tag Gold 0,2 pl
Template-DNA ca.5-10ng
Reaktionsvolumen 25 ul

PCR-Programm (FlexCycler):

Zyklus Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Denaturierung 95°C 11 min 1
Amplifikation 37
Denaturierung 94°C 30s
Annealing 58°C 30s
Elongation 72°C 90 s
Finale Extension 72°C 10 min 1
4°C o0
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PCR-Ansatz und Cycler-Programm fir den Primer 5HTTLPR zur
Genotypisierung des Promotor-Polymorphismus (5-HTTLPR)

PCR-Ansatz:

H20 20,2 pl
GoldStar 10xBuffer 2,5 ul
Nucleotide 0,5 ul
Primer SHTTLPR (forward) 0,3 ul
Primer SHTTLPR (reverse) 0,3 ul
Tag Gold 0,2 yl
Template-DNA ca.5-10ng
Reaktionsvolumen 25 ul

(Insgesamt sind im Ansatz 1mM dNTPs enthalten.)

PCR-Programm (Gradient Cycler):

Zyklus Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Denaturierung 95°C 15 min 1
Amplifikation 37
Denaturierung 94°C 30s
Annealing 65°C 1 min
Elongation 72°C 1 min
Finale Extension 72°C 10 min 1
4°C o0
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PCR-Ansatz und Cycler-Programm fur den Primer Ile425 zur Genotypisierung

der gain-of-function-Mutation (lle425Val) mit anschieRendem Verdau mit Bccl

PCR-Ansatz:

H20 17,8 ul

10xPCR Puffer (ohne MgCl,) 2,5 ul

MgCl, 1,5 pl

Nucleotide 0,5 ul

Primer 1le425 (forward) 0,25 ul

Primer 11e425 (reverse) 0,25 pl

Taqg Gold 0,2 ul

BSA (0,1 pa/ul) 1,0 ul

Template-DNA ca.5-10ng

Reaktionsvolumen 25 i

PCR-Programm (FlexCycler):

Zyklus Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen

Denaturierung 95°C 11 min 1

Amplifikation 37

Denaturierung 94°C 30s

Annealing 58°C 30s

Elongation 72°C 90 s

Finale Extension 72°C 10 min 1
4°C o0

2.3 Schneiden der DNA-Fragmente mit Enzymen

Zur Genotypisierung des A->G SNP, der zum Austausch der Aminosauren Isoleucin
gegen Valin (1425V) fihrt, wurde das Amplifikat des Primers 1le425 mit dem

Restriktionsenzym Bccl verdaut. In unmutierter Form (lle425) wird das Amplifikat in
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zwei Fragmente der Grol3e 288 und 77 bp geschnitten, bei Vorliegen der Mutation
(Val425) bleibt das Fragment von 365 bp unverdaut (Wendland et al. 2006).

Fur den Restriktionsverdau wurde das System von New England Biolabs (NEB),
bestehend aus Enzym, Puffer und 100x BSA, verwendet. Die Enzymaktivitat wird in
Units (U) angegeben. Eine Unit ist definiert als die Menge an Restriktionsenzym die 1
Mg Lambda-DNA in einer Stunde bei 37°C vollstandig verdaut.

Der PCR-Ansatz (10 pl) wurde in einem Gesamtvolumen von 15 pl mit dem
Restriktionsenzym Bccl fur zweieinhalb Stunden bei 37°C verdaut. Der Verdau wurde

wie folgt angesetzt:

H>O 1,5 ul
Restriktionsenzympuffer NEB 1 (10x) 1,5 ul
BSA (10x) 1,5l
Bccel (1:10 verdinnt, 1 pl =1 U) 0,5 ul
PCR-Ansatz 10 ul

-

-

1000 —

500 —

100

Abbildung 9 2%iges Agarosegel zur Auswertung des Restriktionsverdaus mit Positiv-
und Negativkontrolle. Links ist die Leiter aufgetragen, dann sind die PCR-
Produkte (PCR) mit dem Restrikitonsenzymverdau (RE) jeweils rechts
daneben aufgetragen. Fur die positive Kontrolle (pXba) ist das
Schnittmuster nach Verdau (RE) neben dem Gelbild schematisch (die
Auftrennung entspricht der eines 2 %igen Agarosegels) dargestellt. Bccl hat
41 Schnittstellen auf dem Kontrollplasmid pXba.
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Als positive Kontrolle, zur Verifizierung der Aktivitdt von Bccl, wurde das
Kontrollplasmid pXba (NEB) als Substrat in den Restriktionsansatz eingesetzt. Bei
jedem Versuchsansatz wurde eine Negativkontrolle mitgefuhrt, bei der das Substrat
durch Wasser ersetzt wurde. Am Ende des Verdaus wurde das Enzym durch eine
Inkubation bei 65°C fir 20 Minuten inaktiviert.

2.4 Fragmentlangenuntersuchung mittels Elektrophorese

2.4.1 Fluoreszenzmarkierter Primer zum Nachweis der Allele des VNTR

im zweiten Intron

Der Primer 5HTT2 (forward) wurde am 5" -OH-Ende mit dem Farbstoff 6-Fam (blau)
fluoreszenzmarkiert. Dies machte es mdglich, die bei der Amplifikation entstandenen
DNA-Fragmente Uber die Fragmentanalyse (GeneScan) am ABI Prism 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems) zu detektieren.

Der ABI 310 ist ein Fluoreszenz-Kapillargelelektrophoresesystem. Bei der Injektion
des Probenmaterials wird fur eine definierte Zeit Spannung angelegt und eine
regulierte Menge negativ geladener DNA in die Kapillare gezogen. Kleinere
Molekile, wie beispielsweise Ubrige Primer, wandern dabei schneller in die
Kapillar6ffnung als die langeren PCR-Produkte (Butler et al. 2004). Eine Elektrode
sorgt fur die zur Elektrophorese benétigte Spannung (ca. 15 kV, 8 pA). Durch eine
Heizplatte wird die Temperatur konstant bei 60°C gehalten. Die Produkte werden
beim Durchwandern der mit Polymer gefiillten Kapillare nach ihrer Grol3e aufgetrennt
und passieren einen Laser, der Lichtwellen bestimmter Wellenlange (488, 514 nm)
aussendet. Der vom Laser angeregte Fluoreszenzfarbstoff der DNA-Fragmente
emittiert Licht einer bestimmten Wellenl&ange, das Uber einen Spektrograph auf einer
Kamera gesammelt wird, der das Licht in elektrische Signale umwandelt. Die Signale
werden schlie3lich von der Collection Software gesammelt, aufgearbeitet und
analysiert. Die Daten werden Uber die GeneScan Analysis Software interpretiert und
kbénnen dann in Form eines Elektropherogramms ausgewertet werden (ABI Prism
310 Genetic Analyzer User's Manual 1995). Anhand eines in jeder Probe

mitgefuhrten Standards kénnen die genauen Fragmentgréf3en bestimmt werden. Der
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interne Standard ist dabei mit einer anderen Farbe als die Probe markiert,

typischerweise mit einem roten Fluoreszenzfarbstoff (Butler et al. 2004).

ﬂq—l ‘30 ‘60 ?0 .1 20 ‘I S0 .1 80 I210 ?40 ?70 I300 I330 .360 I390 ‘420 ‘450 :
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Abbildung 10 Elektropherogramm einer fur das Allel 10 homozygoten Probe. Die Primer zur
Amplifizierung waren mit dem blauen Farbstoff 6-Fam markiert. Die Peaks des

Internen  Standards (ILS 600) wurden rot markiert. Unten im
Elektropherogramm sind u.a. die Fragmentgrée und die Peak-Hohe
aufgefihrt.

Das Amplifikat musste fur die Analyse am ABI 310 wie folgt vorbereitet werden. Zu
12 yl HPLC Wasser wurden 0,5 pl des mit CXR (rot) markierten internen
Langenstandards ILS 600 (Promega) gegeben. Nach Zugabe von 1 pl Probe wurde
der Ansatz bei 95°C fir 3 min im DNA Thermal Cycler 480 (Perkin-Elmer, Waltham,
USA) denaturiert, anschliel3end fur 3 Minuten auf Eis gekuhlt und konnte dann am

ABI 310 analysiert werden.

2.4.2 Unmarkierte Primer

Kapillargelelektrophorese mit dem QIAxcel System zur Detektion des RFLP des
SNP lle425Val

Mit dem QIAxcel System (Qiagen) und dem zugehérenden QIAxcel DNA Screening
Kit Hilfe der
grolRenabhangige Auftrennung von DNA erfolgen. Dabei befindet sich das Gel in

(Qiagen) kann, mit Kapillargelelekrophorese, eine schnelle,
einer vorgefertigten Kartusche mit zwolf Kapillaren, tber die die Proben automatisch
aufgenommen werden. Durch die angelegte Spannung wandert die negativ geladene
DNA zum positiv geladenen Ende der Kapillare und nimmt dabei Ethidiumbormid auf,
bis sie einen Detektor erreicht, der das Foureszenzsignal misst. Das Signal wird
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durch die BioCalculator Software in elektronische Daten umgewandelt, diese werden
dann als Elektropherogramm und als Gelbild (s. Abb. 11) dargestellt. Die Bio
Calculator Software berechnet die DNA-GrofRen durch Vergleich mit dem QX DNA
Size Marker, der als Referenzwert dient. Mit jeder Probe wird ein QX Alignment
Marker mit in die Kapillare aufgenommen, der die erste und die letzte Bande auf dem
Gel bildet (QIAxcel DNA Handbook 2008).

ECRBE RSR.BE LGR.BE ESR BE EGR BE EGR BE

€365 bp
€288 bp
<77 bp

Abbildung 11 Gelbild des QlAxcel System mit Amplifikaten (PCR) des Primer lle425 (365
bp) links und den Produkten des Restriktionsenzymverdau (RE; 288+77 bp)
jeweils rechts von den Amplifikaten.

Agarosegelelektrophorese zur Detektion der Allele der 5-HTTLPR (Promotor-
Polymorphismus)

Die Detektion der Fragmente, die bei der Amplifikation mit dem Primer 5SHTTLPR
entstehen (469 und 512 bp), war mit dem QIAxcel System nicht moglich, weshalb
das Amplifikat auf ein konventionelles Gel aufgetragen werden musste.

Zur Durchfihrung der Agarosegelelektrophorese wurde ein 5x TBE-Puffer

hergestellt:

Tris 108 g

Borsaure 95¢

0,5 M EDTA, pH 8 40 mi

Entionisiertes Wasser auffillen auf 2 | Endvolumen
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Die Agarosegelelektrophorese wurde sowohl zur Auswertung der PCR mit dem
Primer SHTTLPR, als auch zur Uberprifung von PCR-Optimierungsschritten und
dem Restriktionsverdau genutzt.

Fur eine minimale GroRe der DNA-Fragmente von 77 bp und der maximalen GroRRe
von 512 bp eignete sich eine Agarosekonzentration von 2%. Dazu wurde 1 g
UltraPure™ Agarose (Invitrogen, Karlsruhe) mit 50 ml 1x TBE-Puffer aufgekocht.
Nach Abkuhlen der Agaroselosung unter 60°C wurde Ethidiumbromid (Roth) in einer
Endkonzentration von 1 ug/ml zugegeben. Das bei Raumtemperatur ausgehartete
Agarosegel konnte dann beladen werden. Dazu wurden zu 8 pl des DNA-Ansatzes 2
pl Bromphenol Blue Loading Solution (Promega) zugesetzt und in die Geltaschen
eingebracht. An der ersten Position des Gels wurde eine 100 bp DNA-Leiter (Roth)
aufgetragen. Die DNA wurde mit einer Spannung von 10 V/cm aufgetrennt
(Elektrophoresesystem von Pharmacia) und das Ergebnis auf einem UV-Tisch

(Biometra) sichtbar gemacht und ausgewertet.

2.5 Statistik

Der Chi-Quadrat-Test und der Fisher-Yates-Test (exakter Chi-Quadrat-Test) wurden
genutzt, um die Haufigkeiten der verschiedenen Polymorphismen zwischen den
SIDS-Fallen und den Kontrollen zu vergleichen. Die statistischen Berechnungen
erfolgten mit der statistischen Programmiersprache R (The R Foundation for
Statistical Computing, Version 2.10.1). Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05
festgelegt.
Die Tests fur die Abweichung der Genotypen- und Allelhaufigkeit des Promotor-
Polymorphismus und des VNTR im zweiten Intron vom Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht wurden ebenfalls mit der Programmiersprache R durchgefiihrt. Dabei
wurde als Signifikanzniveau p<0,01 verwendet.
Fur die Schatzung der Haplotypenfrequenz der SIDS-Falle und der Kontrollgruppe
wurde die Software PHASE (Version 2.1.1; Stephens et al. 2001, Stephens und
Donnelly 2003), eine statistische Methode zur Rekonstruktion von Haplotypen
anhand der Genotypen (s. Tabelle 4), genutzt. Um die statistische Signifikanz der
geschatzten Haplotypenfrequenzen beider Gruppen zu beurteilen, wurde ein
Permutationstest (10 000 Simulationen) mit PHASE durchgefuhrt. Anhand der
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geschatzten Haplotypenfrequenzen wurde das Linkage Disequilibrium (LD) zwischen
dem Polymorphismus im Promotor und im zweiten Intron mit dem Programm 2LD
(two-locus LD calculator; Zhao 2004) berechnet.

Die Diagramme wurden mit Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft Corp, Bothell,

Washington) erstellt.
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3. Ergebnisse

Der Neurotransmitter Serotonin ist an der Regulation autonomer Funktionen
(Atmung, Arousal, Reflexe) beteiligt, deren Stérung bei Opfern des SIDS beobachtet
werden konnte. Abnormitaten verschiedener Komponenten des serotonergen
Systems konnten bei SIDS-Féllen bereits nachgewiesen werden. Die Dauer und
Starke der Serotonin-Wirkung wird vom Serotonintransporter (5-HTT) reguliert,
welcher an der prasynaptischen Membran den Neurotransmitter aufnimmt und
dadurch dessen Wirkung an der Postsynapse beendet. Im Gen dieses Transporters
liegen Polymorphismen in der Promotorregion (5-HTTLPR; Allele S und L) und im
zweiten Intron (Allele 9, 10, 12), wobei die Allele L und 12 eine Aktivitatssteigerung
des Serotonintransporters hervorrufen. Ein Zusammenhang, insbesondere des L-
Allels mit dem SIDS konnte bereits in friheren Arbeiten (Narita et al. 2001, Weese-
Mayer et al. 2003a, Marzano et al. 2008, Opdal et al. 2008) dargestellt werden,
andere Studien fanden keinen Zusammenhang (Paterson et al. 2006, Haas et al.
2009).

Ein SNP (A->G), der zum Austausch der Aminosauren Isoleucin gegen Valin an der
Position 425 (lle425Val) in der Transmembrandoméne 8 des 5-HTT flhrt, stellt eine
gain-of-function-Mutation dar. Dieser Polymorphismus wurde bislang nur im
Zusammenhang mit psychiatrischen Erkrankungen untersucht.

Nach der Genotypisierung der fur diese Studie zur Verfligung stehenden 129 SIDS-
Falle der Gottinger Rechtsmedizin wurde geprift, ob die Allele, die die Aktivitat des
5-HTT steigern, bei den SIDS-Fallen signifikant haufiger als bei den Kontrollen zu
finden sind.

Fur die vorliegende Arbeit wurde die aus Blut- und Gewebeproben extrahierte DNA
(Sektionsmaterial) von 129 SIDS-Féllen, ebenso wie die DNA der Kontrollgruppe
(129 Erwachsene), mit Hilfe der PCR fiur drei Polymorphismen im Bereich des 5-
HTT-Gens genotypisiert. Die beiden Langenpolymorphismen wurden direkt nach der
PCR, das Amplifikat zur Genotypisierung des SNP nach dem Verdau mit dem
Restriktionsenzym Bccl mittels Elektrophorese typisiert.

Weiterhin erfolgte die Auswertung der Allelverteilung im Zusammenhang mit

epidemiologischen Risikofaktoren fur das SIDS.
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3.1 Epidemiologie und Verteilung der Risikofaktoren

Bei den 129 untersuchten Féallen von plotzlichem Kindstod wurde ein prozentuales
Verhaltnis zwischen mannlichem (m) und weiblichem (w) Geschlecht von 66% (n=85)
zu 34% (n=44) festgestellt. Dieses Verhaltnis von etwa 60:40% wird von den meisten

Autoren fur den plétzlichen Sauglingstod angegeben.

Abbildung 12 Das Verhéltnis zwischen méannlichem und weiblichem Geschlecht von 129
SIDS-Fallen der Gottinger Rechtsmedizin.

Das erreichte Lebensalter der SIDS-Falle, fur die das Alter bekannt ist (n=114), liegt
tendenziell unter sechs Monaten. Wéahrend die Fallzahlen im 1. Lebensmonat noch
moderat sind, zeigt sich im 2. Lebensmonat ein sprunghafter Anstieg der Félle (s.
Abb. 13), wobei die meisten S&auglinge im 2. bis 4. Lebensmonat versterben.
Innerhalb der ersten sechs Lebensmonate verstarben 72,8%. Fur diese Verteilung
des Lebensalters bei Todeseintritt findet man in der Literatur weitgehende

Ubereinstimmung.
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Abbildung 13 Die Altersverteilung von 114 SIDS-Féllen. Das Lebensalter wurde auf ganze
Monate gerundet.
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Die Jahreszeitliche Verteilung der SIDS-Félle, fir die das Sterbedatum bekannt ist
(n=114), zeigt ein gehauftes Auftreten des SIDS wéahrend der Monate Dezember bis
April (s. Abb. 14), in denen sich 62,3% (n=71) der Falle von plotzlichem Kindstod
ereigneten. Diese Haufung der Sterbefélle innerhalb der kalten Monate ist typisch fur
das SIDS.

Falle
20
18
16
14
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Abbildung 14 Die jahreszeitliche Verteilung von 114 der 129 untersuchten SIDS-Falle der

[ I S I S o)

Gottinger Rechtsmedizin.
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3.2 Haufigkeitsverteilung der Genotypen und Allele

3.2.1 Haufigkeit der gain-of-function-Mutation (lle425Val)

Das Amplifikationsprodukt des A->G SNP, der zum Austausch der Aminosauren
Isoleucin gegen Valin (lle425Val) fuhrt, wurde mit dem Restriktionsenzym Bccl
verdaut um den Basenaustausch nachzuweisen. Ausgewertet wurden die Proben mit
Hilfe des QIAxcel Systems (s. Abb. 15). Bei den untersuchten 129 SIDS-Fallen
konnte der Austausch der Nucleotide Adenin (A) gegen Guanin (G) nicht
nachgewiesen werden, bei allen Fallen und auch allen Kontrollen lag der Genotyp fur
lle425 homozygot vor. Da die Mutation nicht nachgewiesen werden konnte, wird der

SNP bei den weiteren Auswertungen nicht bericksichtigt.

€365 bp
€288 bp

<77 bp

Abbildung 15  Darstellung eines Gelbildes des QIAxcel Systems zur Auswertung der
Proben, die mit dem Primer 1le425 amplifiziert (365 bp) und mit Bccl verdaut
wurden (288+77 bp). Jeweils rechts von den Amplifikaten sind die
zugehdrenden verdauten Proben aufgetragen.
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3.2.2 Analyse der Genotypen- und Allelverteilung des Promotor-

Polymorphismus

Die Verteilung der Genotypen in der Promotorregion wurde anhand der
Agarosegelelektrophorese ermittelt (s. Abb. 16). Die Haufigkeitsverteilung der
Genotypen S/S, L/L, S/L sowie der Allele S und L sind in Tabelle 2 dargestellt.

e B B B B BB BB BEH E E

Abbildung 16 Darstellung eines Gelbildes mit den homozygoten Genotypen L/L und S/S
sowie dem heterozygoten Genotyp S/L des Polymorphismus der
Promotorregion.

Die Allele und Genotypen der Polymorphismen im Promotor verteilen sich wie folgt:

SIDS-Falle (n=129) Kontrollen (n=129)
n % n %
Promotor (5-HTTLPR)
Genotyp
SIS 24 18,6 37 28,7
S/L 61 47,3 52 40,3
L/L 44 34,1 40 31,0
Allele
S 109 42,2 126 48,8
L 149 57,8 132 51,2
Tabelle 2 Verteilung der Genotypen und Allele des Polymorphismus in der
Promotorregion des Serotonintransportergens von 129 SIDS-Féllen und 129
Kontrollen.
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Bei der Berechnung des Hardy-Weinberg-Equilibrium (HWE) konnte ein signifikanter
Unterschied zwischen den erwarteten und beobachteten Genotypfrequenzen weder
bei den Fallen (p=0,72) noch bei den Kontrollen (p=0,03) festgestellt werden.

Ausgewertet wurden die Daten von 129 SIDS-Fallen und 129 Kontrollen im Hinblick
auf die Verteilung der Genotypen, der Haufigkeit der homozygoten Genotypen sowie
der Allelhaufigkeiten des Promotor-Polymorphismus. Die erforderlichen Daten hierfur

stammen aus Tabelle 2.

Bei der Verteilung der Genotypen des Polymorphismus im Promotor (L/L, S/L, S/S)
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den SIDS-Féllen und der
Kontrollgruppe (x> 2 FG, p=0,16) festgestellt werden.

Das Verhéltnis der SIDS-Falle ohne dem langen Allel L (S/S gegen S/L+L/L) wurde
mit der Kontrollgruppe verglichen. Der Anteil mit fehlendem langem Allel bei den
SIDS-Fallen war nicht signifikant kleiner als bei der Kontrollgruppe, es zeigte sich
jedoch ein Trend zu weniger S/S-Genotypen bei den Fallen (x> 1 FG, p=0,08).
Verglichen wurde auch das Verhaltnis der SIDS-Falle ohne dem kurzen Allel S (L/L
gegen S/L+S/S) mit der Kontrollgruppe, wobei kein signifikant gro3erer Anteil ohne
dem kurzen Allel bei den SIDS-Fallen festgestellt werden konnte (x* 1 FG, p=0,69).
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Abbildung 17 Verteilung der Genotypen des Polymorphismus in der Promotorregion des
Serotonintransportergens bei den SIDS-Fallen und der Kontrollgruppe.
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Zwischen den SIDS-Féllen und der Kontrollgruppe konnte bei der Verteilung der
Allele des Promotor-Polymorphismus (S, L) kein signifikanter Unterschied erfasst
werden (X° 1 FG, p=0,16).

Ein Unterschied zwischen den SIDS-Fallen und der Kontrollgruppe konnte zugunsten
des langen Allel L nur als statistisch nicht signifikanter Trend (57,8% vs. 51,2% L;
Abb. 18) festgestellt werden.
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Abbildung 18 Verteilung der Allele des Polymorphismen in der Promotorregion des
Serotonintransportergens bei den SIDS-Fallen und der Kontrollgruppe.

3.2.3 Analyse der Genotypen- und Allelverteilung des Polymorphismus

im zweiten Intron

Die Genotypen, die durch den Polymorphismus im zweiten Intron entstehen, wurden
mittels der Kapillarelektrophorese am ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) ausgewertet (s. Abb. 19). Die Verteilung der verschiedenen Genotypen
(9/9, 9/10, 9/12, 10/10, 10/12 und 12/12) sowie der Allele 9, 10 und 12 sind der

Tabelle 3 zu entnehmen.

41



Ergebnisse

ﬂm 20 &0 30 120 150 180 210 240 270 300 330 360 330 420 450

& |
‘ ) )“1 Jx"[l

0] ' }W"{] [ 5 3
EE Se:Efisw08/ Allel 10 — —Allel 12

Abbildung 19 Darstellung eines Elektropherogramms des ABI Prism 310 Genetic Analyzer
mit dem heterozygoten Genotyp 10/12 des Polymorphismus im zweiten Intron.

Die Allele und Genotypen der Polymorphismen im zweiten Intron verteilen sich wie

folgt:
SIDS-Falle (n=129) Kontrollen (n=129)
n % n %
Intron 2
Genotyp
9/9 1 0,8 0 0
9/10 3 2,3 2 1,6
9/12 1 0,8 0 0
10/10 33 25,6 27 20,9
10/12 46 35,6 55 42,6
12/12 45 34,9 45 34,9
Allele
9 6 2,3 2 0,8
10 115 44,6 111 43,0
12 137 53,1 145 56,2
Tabelle 3 Verteilung der Genotypen und Allele des VNTR im zweiten Intron des

Serotonintransportergens von 129 SIDS-Fallen und 129 Kontrollen.

Ausgewertet wurden die Daten von 129 SIDS-Fallen und 129 Kontrollen im Hinblick
auf die Verteilung der Genotypen, der Haufigkeit der homozygoten Genotypen sowie
der Allelhdufigkeiten des VNTR im zweiten Intron. Die erforderlichen Daten hierftr

stammen aus Tabelle 3.

Bei der Berechnung des Hardy-Weinberg-Equilibrium (HWE) konnte ein signifikanter
Unterschied zwischen den erwarteten und beobachteten Genotypfrequenzen des
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Intron-2-Polymorphismus bei den Féllen (p=0,004), jedoch nicht bei den Kontrollen

(p=0,79) festgestellt in werden.

Die Genotypen des VNTRs im zweiten Intron des Serotonintransportergens wurden
in drei Gruppen, homozygot fir den Genotyp 12/12, heterozygot mit einem Allel 12
und homozygot ohne das Allel 12, zusammengefasst. Bei der Verteilung der
Genotypen (12/12, 10/12+9/12, 9/9+9/10+10/10) konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den SIDS-Fallen und der Kontrollgruppe festgestellt werden
(x* 2 FG, p=0,45).
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Abbildung 20 Verteilung der Genotypen des Polymorphismus im zweiten Intron des
Serotonintransportergens bei den SIDS-Fallen und der Kontrollgruppe.

Verglichen wurde auch die Haufigkeit der SIDS-Falle ohne das Allel 12
(9/9+9/10+10/10 vs. 9/12+10/12+12/12) mit den jeweiligen Daten der Kontrollgruppe.
Der Anteil mit fehlendem Allel 12 bei den SIDS-Féllen war nicht signifikant kleiner als
bei der Kontrollgruppe (x* 1 FG, p=0,32). Das Verhaltnis der SIDS-Falle, bei denen
die Allele 9 und 10 fehlen (12/12 gegen 9/9+9/10+9/12+10/10+10/12), wurde mit der
Kontrollgurppe verglichen, wobei kein signifikant grof3erer Anteil ohne kurzem Allel
bei den SIDS-Fallen festgestellt werden konnte (x? 1 FG, p=0,89).

Bei der Haufigkeit der Allele 9, 10, 12 besteht statistisch kein Unterschied zwischen
den SIDS-Féllen und der Kontrollgruppe (Fisher-Test, p=0,34). Das Allel 12 kommt
bei der Kontrollgruppe mit 56,2% haufiger als bei den SIDS-Féllen mit 53,1% vor.
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Das Allel 9, das generell nur selten vorliegt, ist bei den SIDS-Fallen mit 2,3% (n=6)

haufiger als bei der Kontrollgruppe mit 0,8% (n=2).
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Abbildung 21 Verteilung der Allele des Polymorphismus im zweiten Intron des
Serotonintransportergens bei den SIDS-Fallen und der Kontrollgruppe.
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3.3 Kombination der Genvarianten des Promotor-Polymorphismus

und des Polymorphismus im zweiten Intron

Die Kombinationen aus den Genotypen und Haplotypen der Polymorphismen im

Promotor und im zweiten Intron verteilen sich wie folgt:

SIDS-Falle (n=129)

Kontrollen (n=129)

n % n %
Promotor Intron 2
Genotyp
SIS 10/10 2 1,5 6 4,6
SIS 10/12 8 6,2 16 12,4
SIS 12/12 14 10,8 15 11,6
S/L 9/10+10/10+9/9 18 14,0 9 7,0
S/L 9/12+10/12 26 20,1 19 14,7
S/L 12/12 17 13,2 24 18,6
L/L 9/10+10/10 17 13,2 14 10,9
L/L 9/12+10/12 13 10,1 21 16,3
L/L 12/12 14 10,9 5 3,9
Haplotyp
S 9+10 30 11,6 37 14,3
S 12 79 30,6 89 34,5
L 9+10 91 35,3 76 29,5
L 12 58 22,5 56 21,7
Tabelle 4 Verteilung der Genotypen und Haplotypen der Polymorphismen in der

Promotorregion und im zweiten Intron des Serotonintransportergens von 129

SIDS-Fallen und 129 Kontrollen.

Bei der Verteilung der kombinierten Genotypen besteht ein signifikanter Unterschied
zwischen den SIDS-Fallen und den Kontrollen ()(2 8 FG, p=0,04).
Eine Assoziation zwischen den SIDS-Fallen und der Kombination aus den

Genotypen L/L und 12/12 konnte im Vergleich zu den Kontrollen nicht gefunden

werden (Fisher- Test, p=0,054; L/L-12/12 gegen die restlichen Genotypen).
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Abbildung 22 Kombination der verschiedenen Genotypen des Polymorphismus im Promotor
und im zweiten Intron des Serotonintransportergens bei den SIDS-Fallen und
der Kontrollgruppe.

Es konnte kein Unterschied bei den Haplotypenfrequenzen der SIDS-Félle und der
Kontrollgruppe anhand des Permutationstests (empirisches p=0,29) festgestellt
werden.

Der Haplotyp L-12 liegt bei den SIDS-Fallen nicht signifikant haufiger als bei den
Kontrollen vor (22,5% vs. 21,7%).

Die geschéatzten Haplotypfrequenzen wurden genutzt, um das Linkage Disequilibrium
(LD) der hier vorliegenden Population zu berechnen. Das LD zwischen dem
Promotor- und Intron-2-Polymorphismus war signifikant in der untersuchten
Population (D"=0,22, p=0,0001).
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3.4 Genetische Polymorphismen des 5-HTT und Risikofaktoren far
das SIDS

Die Genotypen des Promotor-Polymorphismus und des VNTR im zweiten Intron der
SIDS-Falle, die von Dezember bis April und in den restlichen Monaten verstorben
sind, verteilen sich wie folgt:

Dezember bis April (n=71) Rest. Monate (n=43)
n % n %
Genotyp
SIS 10 14,1 9 21,0
S/L 38 53,5 17 39,5
L/L 23 32,4 17 39,5
9/9 0 0 1 2,3
9/10 1 1.4 2 4,6
10/10 18 25,4 12 27,9
10/12 25 35,2 14 32,6
12/12 27 38,0 14 32,6
Tabelle 5 Verteilung der Genotypen der SIDS-Félle die in den Monaten Dezember bis

April oder in den restlichen Monaten verstorben sind.

Es konnte kein Unterschied bei der Genotypenverteilung der SIDS-Félle, die in den
kalten Monaten (Dezember bis April) verstorben waren und denen, die wahrend der
restlichen Monate verstarben, festgestellt werden, weder beim Promotor-
Polymorphismus (x* 2 FG, p=0,33) noch beim VNTR im zweiten Intron (Fisher-Test,
p=0,57).
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Die Genotypen der Polymorphismen im Promotor und im zweiten Intron der SIDS-

Falle, die im Alter unter vier Wochen, von vier bis 16 und mehr als 16 Wochen

verstorben sind, verteilen sich wie folgt:

< 4 Wochen (n=6)

>4 bis 16 Wochen

> 16 Wochen (n=49)

(n=59)
n % n % n %

Genotyp

SIS 2 33,3 10 17,0 8 16,3
S/L 2 33,3 27 45,7 26 53,1
L/L 2 33,3 22 37,3 15 30,6
9/9 0 0 0 0 1 2,0
9/10 0 0 2 34 1 2,0
10/10 0 0 13 22,0 16 32,7
10/12 3 50 25 42,4 12 24,5
12/12 3 50 19 32,2 19 38,8

Tabelle 6 Verteilung der Genotypen der SIDS-Falle die unter vier Wochen, von vier bis

16 Wochen oder mehr als 16 Wochen verstorben sind.

Die SIDS-Félle, die in einem Alter von weniger als vier Wochen verstorben waren,

wurden mit den uber 16 Wochen alten Fallen zusammengefasst. Hinsichtlich der

Genotypenverteilung wurde diese Gruppe mit den Féllen, die im zweiten bis vierten

Lebensmonat, also in der vulnerabelsten Phase verstarben, verglichen. Dabei

konnten keine statistischen Unterschiede bei den beiden Polymorphismen im
Promotor (X* 2 FG, p=0,89) und im Intron 2 (Fisher-Test, p=0,37) beobachtet werden.
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VNTR im zweiten Intron ergibt sich wie folgt:

Ergebnisse

Promotor-Polymorphismus und des

mannlich (n=85)

weiblich (n=44)

n % n %
Genotyp
SIS 15 17,6 9 20,4
S/L 38 44,7 23 52,3
L/L 32 37,7 12 27,3
9/9 1,2 0
9/10 4 4,7 0
10/10 20 23,5 13 29,5
10/12 33 38,8 13 29,5
12/12 27 31,8 18 41,0

Tabelle 7 Verteilung der kombinierten Genotypen der méannlichen und weiblichen SIDS-

Zwischen den mannlichen und weiblichen SIDS-Féllen konnte weder hinsichtlich des

Promotor-Polymorphismus (x> 2 FG, p=0,49) noch des VNTR im zweiten Intron

(Fisher-Test, p=0,41) ein Unterschied festgestellt werden.
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4. Diskussion

4.1 Diskussion der Ergebnisse

Noch immer ist die Ursache des Sudden Infant Death Syndrom (SIDS) ungeklart. Fir
einige epidemiologische, exogene und endogene Risikofaktoren konnte eine
Verbindung mit dem SIDS hergestellt werden, von denen aber keiner allein
ursachlich fur das plotzliche Versterben eines scheinbar gesunden Sauglings ist.

Die Grundlage vieler Studien zum SIDS bildet die Annahme, dass der plétzliche
Sauglingstod das Resultat einer ex- oder intrinsischen Anpassungsstérung bei der
Regulation der Atmung ist (Saternus 2004). Da der Neurotransmitter Serotonin an
der Regulation der Atmung und vieler weiterer autonomer Funktionen, die ebenfalls
mit dem SIDS in Verbindung gebracht werden, beteiligt ist (Poets et al. 2003), liegt
ein Schwerpunkt der aktuellen SIDS-Forschung u.a. auf Fehlregulationen des
serotonergen Systems bei Opfern des plotzlichen Sauglingstodes. Ein Aspekt ist hier
die vermehrte Aktivitat des Serotonintransporters mit dadurch bedingter, verminderter
5-HT-Rezeptoraktiviertung. Auf genetischer Ebene wurden bereits in friheren
Arbeiten zwei funktionelle Polymorphismen im Promotor (Allele S und L) und im
zweiten Intron (Allele 9, 10, 12) des Serotonintransportergens im Hinblick auf ein
gesteigertes Risiko fir das SIDS untersucht. Besonders das L-Allel im Promotor-
Polymorphismus konnte dabei mit einem erhoéhten Risiko fir das SIDS assoziiert
werden. Hingegen wurde ein SNP, der auf Proteinebene zum Austausch der
Aminosauren Isoleucin zu Valin in der Transmembrandomé&ne 8 des 5-HT-
Transporters fuhrt und mit einer gesteigerten Transportaktivitdat verbunden ist

(le425Val), bislang nur bei psychiatrischen Erkrankungen erforscht.
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Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurden 129 SIDS-Falle und 129 Kontrollen
fur die drei oben genannten Polymorphismen genotypisiert. Die Verteilung der Allele
und Genotypen zwischen den Fallen und Kontrollen wurde auf einen signifikanten
Unterschied hin tberprift. Dabei konnen folgende Ergebnisse festgehalten werden:

1. Der L/L-Genotyp konnte bei den SIDS-Fallen nicht signifikant haufiger als bei
den Kontrollen beobachtet werden.

2. Ein Unterschied zwischen den SIDS-Fallen und der Kontrollgruppe konnte
bezuglich des langen Allels L nur als statistisch nicht signifikanter Trend
festgestellt werden.

3. Bei den SIDS-Féllen wurde der Genotyp 12/12 ebenso haufig wie bei den
Kontrollen gefunden.

4. Ein Zusammenhang zwischen dem Allel 12 und dem SIDS konnte nicht
festgestellt werden.

5. Es fanden sich keine Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen dem SNP
(A>G) und dem SIDS.

Weiterhin wurden die Genotypen und Allele des Promotor-Polymorphismus und des
Intron-2-Polymorphismus des Serotonintransporters in  Kombination betrachtet.
Hierbei zeigen sich folgende Resultate:

1. Bei der Verteilung der kombinierten Genotypen besteht ein signifikanter
Unterschied zwischen den SIDS-Fallen und den Kontrollen.

2. Eine Assoziation zwischen den SIDS-Fallen und der Kombination aus den
Genotypen L/L und 12/12 konnte im Vergleich zu den Kontrollen nicht
gefunden werden.

3. Ein Unterschied bei den Haplotypenfrequenzen der SIDS-Falle und der
Kontrollgruppe konnte anhand des Permutationstests nicht festgestellt
werden.

4. Der Haplotyp L-12 liegt bei den SIDS-Fallen nicht signifikant haufiger als bei

den Kontrollen vor.

Ein Bezug zwischen der Verteilung der Genotypen und bekannten
epidemiologischen Risikofaktoren wie dem Lebensalter und der Jahreszeit bei

Todeseintritt sowie dem Geschlecht konnte nicht hergestellt werden.
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4.1.1 Polymorphismen im Serotonintransportergen und das SIDS

Verteilung der Allele und Genotypen des Promotor-Polymorphismus

Narita et al. (2001) konnten als Erste den Zusammenhang zwischen der
unterschiedlichen Anzahl repetitiver Elemente im Promotor des 5-HTT und dem
Risiko fur das SIDS in der japanischen Population zeigen, da die Allele L und XL
haufiger bei den 27 SIDS-Féllen als in der Kontrollgruppe (n=230; 27,9% vs. 13,9%
L+XL) gefunden wurden. Das S-Allel wurde dabei in 72,2% der japanischen SIDS-
Féalle und in 86,1% der japanischen Kontrollen beobachtet.

Zwei Jahre spater fanden Weese-Mayer et al. (2003a) das Allel L sowie den Genotyp
L/L auch bei den von ihnen untersuchten afroamerikanischen und kaukasischen
SIDS-Fallen (82,6% bzw. 63,6% Allel L und 67,4% bzw. 40,9% L/L) signifikant
haufiger im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe (70,9% bzw. 46,6% Allel L und
51,2% bzw. 27,3% L/L).

Die Verteilung der Allelfrequenzen des Promotor-Polymorphismus zeigt einen
grundlegenden Unterschied zwischen den verschiedenen Populationen (Gelernter et
al. 1999, Weese-Mayer et al. 2003a). Die Allelfrequenz des langen Allels L war mit
13,5% bei den japanischen Kontrollen auf3ergewdhnlich niedrig (Narita et al. 2001),
mit 73,9% jedoch sehr hoch in der afroamerikanischen Population (Weese-Mayer et
al. 2003a). Dennoch konnten bislang in nahezu allen untersuchten Ethnien (u.a.
japanisch, afroamerikanisch, kaukasisch) signifikante Unterschiede zwischen SIDS-
Fallen und Kontrollen festgestellt werden und in allen Populationen scheint das L-
Allel das SIDS-Risiko zu erh6hen. Parallel zu den Unterschieden der Inzidenzen fir
das SIDS variiert auch der 5-HTT-Promotor-Polymorphismus unter den
verschiedenen Populationen (Weese-Mayer et al. 2003b), wobei Japan
beispielsweise neben der niedrigsten Allelfrequenz fir das L-Allel (Narita et al. 2001)
mit 0,09%0 auch die geringste SIDS-Rate der Industrienationen aufweist (Kinney und
Tach 2009).

Weiterhin konnte eine italienische Arbeitsgruppe um Marzano et al. (2008) anhand
ihrer Fall-Kontroll-Studie mit 20 SIDS-Féllen (19 kaukasische, 1 afrikanischer) und
150 Kontrollen die Beobachtungen von Narita et al. (2001) und Weese-Mayer et al.
(2003a) bestatigen. Auch bei ihrer Studie wurden der L/L-Genotyp und das L-Allel

signifikant haufiger bei den Féllen von pl6tzlichem Sauglingstod, als in der
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Kontrollgruppe gefunden. Bei der Genotypisierung der SIDS-Falle konnte der S/S-
Genotyp nicht nachgewiesen werden. Die Aussagekraft dieser Ergebnisse wird dabei
durch die geringe Fallzahl von 20 Sauglingen eingeschrankt.
Allerdings existieren auch gegenteilige Ergebnisse, so fand eine norwegische Studie
von Opdal et al. (2008) mit 163 Fallen und 243 Kontrollen, analog zur vorliegenden
Arbeit mit 129 Fallen und 129 Kontrollen keinen Unterschied zwischen beiden
Gruppen bei der Verteilung der verschiedenen Genotypen (S/S, S/L, L/L) im
Promotor des 5-HTT. Einen signifikanten Unterschied bei der Verteilung der
Genotypen konnten auch Paterson et al. (2006) in ihrer Studie mit 31 SIDS-Fallen
unterschiedlicher Ethnie und 10 Kontrollen nicht feststellen. Beim L/L-Genotyp
konnten Opdal et al. (2008) nur einen nicht signifikanten Trend hin zu einer grol3eren
Haufigkeit bei den SIDS-Féllen beobachten, wahrend bei den Ergebnissen dieser
Arbeit eine Tendenz zu weniger SIDS-Fallen mit dem S/S-Genotyp (ohne langes
Allels L) festgestellt wurde (18,6% vs. 28,7% bei den Kontrollen). Der Genotyp L/L
lag bei den hier untersuchten Fallen mit 34,1% nicht signifikant haufiger als bei den
Kontrollen mit 31,0% vor.
Die norwegische Studie (Opdal et al. 2008) konnte das L-Allel tendenziell bei den
SIDS-Fallen haufiger als bei den untersuchten Kontrollen finden (60,4% vs. 53,5%,
p=0,05). Eine Differenz zwischen den SIDS-Fé&llen und der Kontrollgruppe beziiglich
des langen Allels L wurde in dieser Studie ebenso nur als statistisch nicht
signifikanter Trend (57,8% vs. 51,2% L) festgestellt. Eine Schweizer Gruppe um
Haas et al. (2009), die 145 SIDS-Falle und 58 Kontrollen hinsichtlich der Allel- und
Genotypenverteilung untersuchten fanden wie Opdal et al. (2008) und Paterson et al.
(2006) keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen. In ihrer Studie
hatten nur 53,4% der SIDS-Falle das lange Allel und 29,0% den L/L-Genotyp,
verglichen mit 58,6% bzw. 36,2% bei den Kontrollen.
Die seltene Variante des XL-Allels, welches einen hohen Risikofaktor fur das SIDS
darstellt (Haas et al. 2009), wurde in der Population dieser Studie und auch in den
friheren Studien, die kaukasische SIDS-Félle untersuchten, nicht nachgewiesen.
Die unterschiedlichen Ergebnisse der Studien, die teils kleine Populationen
untersuchten, kdnnen jedoch nicht nur mit den geringen Fallzahlen erklart werden
(Haas et al. 2009), auch wenn die Anzahl der Proben ein Indikator fur die Reliabilitat
(Zuverlassigkeit) ist (Hirschhorn et al. 2002). Bei allen oben genannten Studien, wie
auch in dieser Arbeit, wurde auf die ethnische Herkunft der SIDS-Falle und der
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Kontrollen geachtet, bzw. hingewiesen. Jedoch wurde dabei nur das jeweilige
Individuum betrachtet, nicht aber die ndheren Familienmitglieder. Ein systematischer
Unterschied in der Allelfrequenz aufgrund unterschiedlicher Herkunft (Stratifikation)
kann jedoch auch in einer homogenen Population auftreten, wenn die untersuchte
Person variierende Grade an genetischer Ausstattung von zwei oder mehr
ethnischen Gruppen besitzt (Hirschhorn et al. 2002). Dies stellt eine mdgliche
Ursache fiur die teils uneinheitlichen Resultate der verschiedenen Studien, die alle
kaukasische SIDS-Falle untersuchten, dar.

Ein weiterer Grund fur die abweichenden Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zu den
Studien von Weese-Mayer et al. (2003a), Marzano et al. (2008) und Opdal et al.
(2008), die kaukasische Falle untersuchten, kann die uneinheitliche Definition und
Klassifikation der SIDS-Falle der verschiedenen Arbeitsgruppen sein. Noch immer
gibt es fur das SIDS keine allgemein gultige Definition (Kinney und Thach 2009).
Weese-Mayer et al. (2003a, 2003b) geben als Grundlage fur die Diagnose der SIDS-
Falle ihrer Studie die Definition von Willinger et al. (1991) an, wonach es sich beim
SIDS um das plétzliche und unerwartete Versterben eines Sauglings im Alter bis zu
einem Jahr handelt, wobei die Ursache weder durch die klinische Anamnese noch
durch die Begutachtung der Umstande des Todes und der Obduktion zu erklaren ist.
Opdal et al. (2008) richteten sich nach den pathologischen Kriterien von Gregersen
et al. (1995), die fur einen SIDS-Fall voraussetzen, dass sich durch die Autopsie und
auch durch klinische Informationen keine andere Todesursache ergibt. Die San-
Diego-Definition (s. Kapitel 1.1; Krous et al. 2004) diente Haas et al. (2009) als
Einschlusskriterium fir die SIDS-Falle ihrer Studie. Marzano et al. (2008) wéhlten die
SIDS-Falle in Anlehnung an die Kriterien von Matturri et al. (2005) aus, die das SIDS
definieren als den plotzlichen Tod eines Sauglings innerhalb des ersten
Lebensjahres, der nicht durch die Krankengeschichte zu erklaren ist und eine
vollstdndige Obduktion mit griindlicher Begutachtung des autonomen Nervensystems
keinen mdglichen Grund fur das Versterben liefert. Bei den Fallen von plotzlichem
Sauglingstod, die fur diese Arbeit untersucht wurden, blieb die Todesursache trotz
genauer Untersuchung anhand einer kompletten Autopsie, der Betrachtung der
Todesumstdnde und der klinischen Anamnese ungeklart. Obwohl sich die oben
genannten Definitionen und Kriterien nur in Feinheiten und nicht grundlegend
unterscheiden, bleibt auch die Frage, wie konsequent sie im Einzelnen durch die

verschiedenen Obduzenten angewendet wurden.
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Fasst man die Allelhaufigkeiten der Studien kaukasischer SIDS-Falle von Weese-
Mayer et al. (2003a), Opdal et al. (2008), Marzano et al. (2008), Haas et al. (2009)
und die eigenen fur die Allele L und S der 5-HTTLPR, ungeachtet etwaiger
Differenzen beim Studiendesign, zusammen, findet man das Allel L signifikant
haufiger (p<0,01) bei den SIDS-Fallen (s. Abb. 23). Die plotzlich verstorbenen
Sauglinge (n=538) weisen zu 58,4% das lange Allel auf, die Kontrollgruppe (n=624)
hingegen nur zu 50,5%.

0,7
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0,5

0,4

m SIDS-Félle

m Kontrollgruppe

0,3

0,2

Haufigkeit der Falle / Allele

0,1
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Abbildung 23 Zusammenfassung der Allelhaufigkeiten von 538 kaukasischen SIDS-Fallen
und 624 Kontrollen des  Polymorphismus im  Promotor des
Serotonintransportergens aus den Studien von Weese-Mayer et al. (2003a),
Opdal et al. (2008), Marzano et al. (2008), Haas et al. (2009) und eigenen
Daten (p<0,01).

Die Studien von Weese-Mayer et al. (2003a), Marzano et al. (2008) und tendenziell
Opdal et al. (2008) scheinen eine Assoziation zwischen dem L-Allel und einem
erhohten Risiko fur Sauglinge, am SIDS zu versterben, aufzuzeigen. Es soll jedoch
beachtet werden, dass dies in der vorliegenden und wie auch in den Arbeiten von
Haas et al. (2009) und Paterson et al. (2006) nicht bestatigt werden konnte. Dennoch
scheint die Zusammenfassung aller bisher vergffentlichten und der hier vorgestellten
Ergebnisse die These zu untermauern, dass das Allel L des 5-HTT-Promotor-
Polymorphismus mit dem SIDS assoziiert ist.

Da das lange Allel L einen effektiveren Promotor des Serotonintransportergens

bewirkt (Heils et al. 1996) und mit einem erhdhten Gehalt an von diesem Gen
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transkribierter mRNA im Mittelhirn einhergeht (Little et al. 1998), wird angenommen,
dass die synaptische Menge an Serotonin bei Vorliegen des L-Allels in dieser
Gehirnregion niedriger ist (Weese-Mayer et al. 2003a). Allerdings kdnnen die Allele S
und L durch einen SNP (A->G), der innerhalb der 5-HTTLPR liegt noch weiter
unterteilt werden. Es wurde beobachtet, dass nur die A-Variante des L-Allels (L) mit
einem hoheren Level an mRNA des 5-HTT einhergeht, wahrend die Expressionsrate
des Lg-Allels genauso niedrig wie die des S-Allels ist (Wendland et al. 2006).
Weiterhin untersuchten Lim et al. (2006) die allelabhéngige Expression von 5-HTT-
MRNA an menschlichen, postmortalen Gewebeteilen des Pons, der serotonergen
Neurone des Ncl. raphes dorsalis und des Ncl. raphes medianus enthélt. Dabei
erschien die Expressionsrate der mRNA des 5-HTT unabhangig vom Promotor-
Polymorphismus. Dagegen konnten zusatzliche funktionelle, cis-wirkende
Polymorphismen (flr die Transkription bendtige Sequenzelemente), die in einem
partiellen Linkage Disequilibrium (LD) mit dem L-Allel stehen, an der Regulation der
MRNA-Expression des Serotonintransporters beteiligt sein.

Die bisher vorliegenden, kontroversen Ergebnisse sprechen dafir, dass die alleinige
Untersuchung der SIDS-Falle auf das Vorliegen der Allele S und L nicht unbedingt
ausreicht, um einen maoglichen Einfluss der 5-HTTLPR auf den Pathomechanismus
des plotzlichen Sauglingstods zu erklaren. Weitere Untersuchungen auf
Polymorphismen, die im funktionellen Zusammenhang mit dem Promotor-

Polymorphismus stehen, missten angeschlossen werden.

Verteilung der Allele und Genotypen des Polymorphismus im zweiten Intron

Wie das lange Allel L des Promotor-Polymorphismus bildet auch das Allel des VNTR
im zweiten Intron mit zwolf Wiederholungen (Allel 12) die Grundlage fir einen
effektiveren Promotor des Serotonintransportergens (Heils et al. 1996, Fiskerstrand
et al. 1999). Beide Polymorphismen werden assoziiert mit einer gesteigerten
Expression des 5-HTT (Weese-Mayer et al. 2003b). Der VNTR im zweiten Intron des
Serotonintransporters wurde fir Kontrollstudien und Studien zu psychiatrischen
Erkrankungen eingehend untersucht. Die Daten zeigen eine Allelfrequenz unter
Kaukasiern fur das Allel 12 von 52 — 68%, 32 — 46% fur das Allel 10 und 0,8 — 2,9%
fir das Allel 9 (Weese-Mayer et al. 2003b). In Ubereinstimmung mit diesen Daten
betragt in der Kontrollgruppe dieser Arbeit die Haufigkeit des Allels 12 56,2%, fur das
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Allel 10 43,0% und das Allel 9 0,8%. Im Gegensatz zu den ethnischen
Unterschieden, die fur die Allelfrequenz des Promotor-Polymorphismus berichtet
wurden, scheinen diese fur den Polymorphismus im zweiten Intron nicht zu bestehen
(Weese-Mayer et al. 2003b).

Die Ergebnisse dieser Arbeit stimmen weitgehend mit den Resultaten aus anderen
Studien, die kaukasische SIDS-Félle untersuchten (Weese-Mayer et al. 2003b, Opdal
et al. 2008, Marzano et al. 2008, Haas et al. 2009), Uberein. Wahrend die SIDS-Falle
von Weese-Mayer et al. (2003b) das Allel 12 mit 59,78% etwas zahlreicher als die
Kontrollen (57,61%) aufwiesen, zeigte sich bei den anderen Studien ein haufigeres
Auftreten des Allels 12 bei den Kontrollen als bei den SIDS-Fallen. Auch bei den hier
untersuchten Kontrollen wurde das Allel 12 mit 56,2%, bei den Fallen von pl6tzlichem
Sauglingstod mit 53,1% gefunden. Das Allel 10, das im Vergleich zum Allel 12 eine
geringere Expressionsrate des 5-HTT bedingt (Fiskerstrand et al. 1999), lag bei den
Kontrollen geringfugig seltener als bei den SIDS-Fallen vor (43,0% vs. 44,6%).

Es konnte kein Unterschied bei der Verteilung der Genotypen in den hier
untersuchten Fallen und der Kontrollgruppe festgestellt werden. Der Genotyp 12/12
wurde bei den SIDS-Féllen gleich haufig wie bei der Kontrollgruppe nachgewiesen
(n=45; 34,9%). Ebenso fanden Opdal et al. (2008) den 12/12-Genotyp bei ihren
Fallen in gleicher Anzahl wie bei den Kontrollen. Bei den Studien von Haas et al.
(2009) und Marzano et al. (2008) war die Summe der Trager des 12/12-Genotyps bei
den SIDS-Fallen gar geringer. Nur Weese-Mayer et al. (2003b) beobachteten den
Genotyp 12/12 mit 36,96% bei den SIDS-Fallen haufiger als bei den Kontrollen
(32,61%), jedoch nicht signifikant.

Eine Zusammenfassung der bisherigen Ergebnisse aus den obengenannten Studien
von Weese-Mayer et al. (2003b), Opdal et al. (2008), Marzano et al. (2008), Haas et
al. (2009) und der eigenen Daten (s. Abb. 24) zeigt einen signifikanten Unterschied
(p<0,01) bei der Verteilung der verschiedenen Allele zwischen den Fallen (n=540)
und den Kontrollen (n=626). Dieser signifikante Unterschied wird vor allem durch das
Allel 9 bedingt. Die Zusammenschau aller bisherigen Ergebnisse zeigt, dass das Allel
12 bei der Kontrollgruppe héaufiger vorliegt als bei den SIDS-Fallen (60,3% vs.
58,1%).
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Abbildung 24 Zusammenfassung der Allelhaufigkeiten von 540 kaukasischen SIDS-Féllen
und 626 Kontrollen des VNTR im zweiten Intron des Serotonintransportergens
aus den Studien von Weese-Mayer et al. (2003b), Opdal et al. (2008),
Marzano et al. (2008), Haas et al. (2009) und eigenen Daten.

Ein Zusammenhang mit einem erhohten SIDS-Risiko bei Kaukasiern und dem Allel
12, das einen effektiveren Promotor des Serotonintransportergens darstellt
(Fiskerstrand et al. 1999), konnte von keiner der oben genannten Studien und auch
nicht in der vorliegenden Arbeit festgestellt werden.

Das seltene Allel mit neun Wiederholungssequenzen lag hingegen in dieser Arbeit
und bei der Zusammenfassung der bisherigen Ergebnisse etwa dreimal haufiger bei
den SIDS-Fallen als bei den Kontrollen vor. Lovejoy et al. (2003) fanden bei
Untersuchungen der VNTR-Funktion in einer menschlichen Zelllinie, die das
endogene 5-HTT-Gen exprimiert, eine sehr hohe Enhancer-Aktivitat des Allels 9,
sehr viel hoher als bei den Allelen 10 und 12. Demnach wirde das haufigere
Vorliegen des Allels 9 bei den SIDS-Féllen, wie es in der gemeinsamen Betrachtung
aller bislang publizierten Studien beobachtet wurde, gut zum inzwischen weitgehend
anerkannten Konzept passen, dass eine erhthte Aktivitat des Serotonintransporters
zur Entstehung des SIDS beitragt. Allerdings ist das Allel 9 in beiden Gruppen, den
Fallen und den Kontrollen, das weitaus seltenste Allel. Es kdnnte daher also nur in

geringem MaRe eine Rolle bei der Atiologie des SIDS spielen.
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Kombination der Polymorphismen im Promotor und im zweiten Intron des

Serotonintransportergens

Es scheint nicht unwahrscheinlich, dass der Effekt auf das SIDS nicht nur vom
Promotor-Polymorphismus des Serotonintransportergens selbst, sondern auch von
Polymorphismen, die mit diesem im Linkage Disequilibrium stehen, ausgehen (Opdal
et al. 2008). Wie in der Studie von Weese-Mayer et al. (2003b) konnte in dieser
Arbeit ein moderates LD zwischen dem Polymorphismus im Promotor und dem
ebenfalls untersuchten VNTR im zweiten Intron festgestellt werden (D"=0,234).
Das lange Allel des Promotor-Polymorphismus und das Allel mit 12 Wiederholungen
im zweiten Intron des 5-HTT stellen einen effektiveren Promotor des Gens dar (Heils
et al. 1996, Fiskerstrand et al. 1999). Durch die gesteigerte Expression des 5-HTT
wird erwartet, dass bei Vorliegen des Allel L oder des Allel 12 der Gehalt an
synaptischem Serotonin sinkt. Entsprechend wére die niedrigste Aktivitat zu
erwarten, wenn beide Varianten zugleich vorkommen (Weese-Mayer et al. 2003b).
Die serotonergen Neuronen entstehen sehr frih in der Entwicklung der
menschlichen, embryonalen Medulla oblongata (Kinney 2005). Niedrigere
Serotoninspiegel aufgrund hdherer 5-HTT-Expression durch das Allel L, das Allel 12
oder die Kombination beider wahrend der Entwicklung konnte die Anzahl
serotonerger Neurone und synaptische Verbindungen verédndern, was in einer
niedrigeren Serotoninbindung in der Medulla oblongata und damit im SIDS
resultieren konnte (Weese-Mayer et al. 2003b).
Bei der Auswertung der kombinierten Genotypen wurde von Weese-Mayer et al.
(2003b), Opdal et al. (2008), Haas et al. (2009) und auch von der vorliegenden Arbeit
der Genotyp L/L-12/12 nicht signifikant haufiger bei den SIDS-Féllen als bei den
Kontrollen gefunden. Jedoch gibt es bei den SIDS-Fallen in dieser Arbeit eine
Tendenz zur vermehrten Haufigkeit des Genotyps L/L-12/12 (p=0,054). Ein
signifikanter Unterschied bei der Verteilung der kombinierten Genotypen zwischen
den SIDS-Féallen und den Kontrollen (p=0,04) konnte hier festgestellt werden.
In ihrer Studie fanden Weese-Mayer et al. (2003b) den L-12-Haplotyp zahlenmalig
jedoch nicht signifikant haufiger bei den von ihnen untersuchten kaukasischen SIDS-
Fallen im Vergleich zu den Kontrollen. In der vorliegenden Arbeit konnte bei
ahnlicher Haufigkeitsverteilung des L-12-Haplotypen (22,5% SIDS-Falle vs. 21,7%
Kontrollen) wie bei der von Opdal et al. (2008) ebenfalls kein signifikanter
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Unterschied zwischen den SIDS-Fallen und den Kontrollen festgestellt werden. Haas
et al. (2009) fanden in ihrer Studie den kombinierten Haplotyp L-12 haufiger bei den
Kontrollen als bei den SIDS-Fallen (27,3% vs. 23,0%). Allein die Auswertung der
Haplotypenhaufigkeiten in der Studie von Marzano et al. (2008) zeigte, dass der L-
12-Haplotyp fast zweimal haufiger bei den SIDS-Fallen (44,5%) als bei den
Kontrollen (23,4%) vorkam, allerdings bei einer kleinen Fallzahl von 20 SIDS-Fallen.
Ein spezifisches SIDS-Risiko fur kaukasische S&uglinge, ausgeldst durch diesen
Haplotyp, konnte also von friheren Studien nicht durchgangig und auch in dieser
Arbeit nicht bestatigt werden. Der L-12 Haplotyp hat scheinbar keinen direkten
Einfluss auf die Expression des 5-HTT uber die Kombination der Allele L und 12. Es
ist jedoch maoglich, dass ein noch unbestimmter funktioneller Polymorphismus, der im
Linkage Disequilibrium mit dem L-12 Haplotyp steht, an der Regulation der 5-HTT-
Expression beteiligt ist (Weese-Mayer et al. 2003b).

Die Kombination der Allele L und 9 konnte in dieser Arbeit bei 1,94% der SIDS-Falle
und 0,77% der Kontrollen gefunden werden. Dieser Unterschied ist jedoch nicht
signifikant. Da das Allel 9 an sich und daher auch die Kombination der Allele L und 9
sehr selten vorliegen, kdnnte der Einfluss dieser Kombination auf das SIDS-Risiko

ebenfalls nur sehr gering sein.

Die gain-of-function-Mutation lle425Val

Ein SNP (A->G), der auf Proteinebene zum Austausch der Aminosauren Isoleucin
(le) zu Vvalin (Val) an der Position 425 (lle425Vval) fuhrt, die in der
Transmembrandomane 8 des 5-HTT liegt, wurde bisher nur im Zusammenhang mit
psychiatrischen Erkrankungen und erstmalig in dieser Fragestellung untersucht. Das
Vorliegen dieser Mutation steigert durch eine erhéhte Aufnahmegeschwindigkeit und
Affinitat des 5-HTT zum Serotonin dessen Aufnahme aus dem synaptischen Spalt
(Kilic et al. 2003), und stellt somit eine gain-of-function-Mutation dar (Ozaki et al.
2003).

Der SNP konnte weder bei den SIDS-Fallen, noch bei den Kontrollen nachgewiesen
werden. Die gain-of-function-Mutation tritt sehr selten auf (Ozaki et al. 2003, Kilic et
al. 2003, Torres und Caron 2003), die Allelhaufigkeit fur den Genotyp Val425 betragt
etwa 0,25%, das Wildtypallel besitzt eine Haufigkeit um 99,75% (Wendland et al.

2006). SIDS-Falle zu finden, die die Mutation tragen, war bei der relativ kleinen
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Population von 129 Fallen unwahrscheinlich. Ein Zusammenhang dieses SNPs mit

dem SIDS kann ausgeschlossen werden.

4.1.2 Verteilung der Genotypen im Bezug auf epidemiologische

Risikofaktoren

Sehr wabhrscheinlich liegt bei den Sauglingen, die am SIDS versterben, eine
genetische Pradisposition zu Grunde (Opdal et al. 2004). Die bisherigen Ergebnisse
der SIDS-Forschung deuten darauf hin, dass die Gene, die in das serotonerge
Netzwerk involviert sind, eine wichtige Rolle spielen konnten. Die meisten SIDS-Falle
tragen zumindest ein langes Allel (S/L und L/L) im Promotor des 5-HTT, dies gilt
jedoch auch fur die Kontrollen. Nur 34,1% der SIDS-Falle dieser Arbeit und
durchschnittlich 35 — 40% der kaukasischen SIDS-Falle haben den L/L-Genotyp. Um
das Risiko fur das SIDS zu erh6hen, wirde es folglich einer Kombination des L/L-
Genotyps mit anderen Risikofaktoren bedurfen (Opdal et al. 2008). Ein solches
Zusammentreffen postulierten auch Filiano und Kinney (1994) mit ihrem ,triple-risk
Modell“, wobei ein exogenes Ereignis den Ausloser fur das SIDS bei einem Saugling
mit entsprechenden pradisponierenden Faktoren darstellt, der sich in einem
vulnerablen Entwicklungsstadium befindet (s. auch Kapitel 1.4). In der vorliegenden
Arbeit wurde die Genotypenverteilung des Promotor-Polymorphismus und des
Polymorphismus im zweiten Intron des Serotonintransportergens in Abhangigkeit von
epidemiologischen Risikofaktoren wie der Jahreszeit, dem Lebensalter und dem
Geschlecht der plotzlich verstorbenen Sauglinge untersucht.

Das Geschlechtsverhaltnis fur das SIDS betragt etwa 60:40% zugunsten der Jungen.
In dieser Studie betrug das Verhdltnis von méannlichen zu weiblichen SIDS-Fallen
66% zu 34%. Ein Unterschied in der Verteilung der Genotypen des Promotor-
Polymorphismus und des VNTR im zweiten Intron zwischen mannlichen und
weiblichen SIDS-Fallen konnte in dieser Arbeit mit ihren 129 SIDS-Fallen nicht
gefunden werden.

Das Sudden Infant Death Syndrom ereignet sich am haufigsten zwischen dem
zweiten und vierten Monat nach der Geburt, was auch bei den hier untersuchten
Féallen von plétzlichem Sauglingstod beobachtet werden konnte. In diesem
spezifischen Lebensabschnitt ereignen sich wohl im Rahmen der normalen

Entwicklung entscheidende Verénderungen (Okado et al. 2002). Zusatzliche
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exogene Faktoren wie z. B. miitterliches Rauchen oder die Bauchlage, die das
serotonerge System beeinflussen konnen, oder Defekte im serotonergen System an
sich, stellen eine weitere Gefahrdung fur einen Saugling in dieser, ohnehin instabilen
Lebensphase dar (Kinney 2005). Eine Haufung der mit dem SIDS assoziierten
Polymorphismen im Promotor (Allel L) und im zweiten Intron (Allel 12) des
Serotonintransportergens trat bei den hier untersuchten S&uglingen, die wahrend
dieser kritischen Entwicklungsphase verstarben, nicht auf.

Mehrere Studien wiesen darauf hin, dass Infektionen die Aktivitdt des Serotonins im
Gehirn in hohem MaRe verandern kénnten (Okado et al. 2002). Erkaltungen und
Grippeerkrankungen, die sich vor allem im Winter ereignen, konnten also eine
Erklarung fur das besondere Merkmal des SIDS sein, gehauft wahrend der kalten
Jahreszeit aufzutreten (Kleemann und Bajanowski 2003). Es konnte in dieser Arbeit
jedoch kein Unterschied bei der Haufigkeit der Genotypen beim Vergleich der SIDS-
Féalle, die in den Monaten Dezember bis April eintraten, und den Fallen, die in den
anderen Monaten verstorben waren, festgestellt werden.

Opdal et al. (2008) konnten bei ihren Untersuchungen ebenfalls keinen
Zusammenhang zwischen den Genotypen und den hier aufgeflihrten Risikofaktoren
feststellen. Sie fanden dagegen bei den Sauglingen, die nach ihrem plotzlichen
Versterben in Bauchlage aufgefunden wurden, den S/S-Genotyp h&ufiger, was eine
inverse Verknlpfung darstellt, da der Genotyp L/L mit einem erhéhten SIDS-Risiko
assoziiert sein sollte. Mutmallich stellt diese Schlaflage an sich einen starken
Risikofaktor fur das SIDS dar, und hangt weniger von einer vorbestehenden
genetischen Pradisposition ab (Opdal et al. 2008). Das mitterliche Rauchen, das als
starker Risikofaktor fur den pl6tzlichen Sauglingstod identifiziert wurde (Ril3e 1998,
Schlaud 1998, Kleemann und Bajanowski 2003, Horne et al. 2004, Saternus 2007,
Moon et al. 2007, Kinney und Thach 2009) konnte von Opdal et al. (2008), die 163
SIDS-Falle untersuchten, nicht mit einem bestimmten Genotyp der Polymorphismen
im Promotor und im zweiten Intron des 5-HTT in Verbindung gebracht werden.

Fur eine Auswertung der Genotypenverteilung im Zusammenhang mit den in
Bauchlage verstorbenen Sauglingen und der Rauchexposition lagen von zu wenigen

SIDS-Fallen dieser Studie die erforderlichen zusatzlichen Informationen vor.
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4.2 Die Population der SIDS-Falle

Ein SIDS-Fall wurde in die vorliegende Studie einbezogen, wenn die Todesursache
trotz genauer Untersuchung anhand einer kompletten Autopsie, der Betrachtung der
Todesumstéande und der klinischen Anamnese ungeklart blieb.

Um sicher zu gehen, dass Mitglieder einer mdglichen Sauglingskontrollgruppe nicht
zu einem spateren Zeitpunkt am SIDS verstorben waren, wurde flr diese Arbeit eine
Kontrollgruppe aus 129 gesunden Erwachsenen gebildet. Der 5-HTT-Genotyp wird
vom Alter nicht beeinflusst (Weese-Mayer et al. 2003a). Auch Opdal et al. (2008)
nahmen fur ihre umfangreiche Studie Erwachsene in ihre Kontrollgruppe auf.

Alle SIDS-Falle und die erwachsenen Kontrollen waren Kaukasier, jedoch war tber
die Familienangehorigen nichts bekannt. Die untersuchte Person koénnte also
variierende Grade an genetischer Ausstattung von anderen ethnischen Gruppen
besitzen, was einen systematischen Unterschied in der Allelfrequenz bedingen
wirde. Gerade die Allelfrequenzen des Promotor-Polymorphismus unterscheiden
sich zwischen den verschiedenen Populationen deutlich (s. oben). Eine L&ésung
dieses Problems waren familienbasierte Studien, wobei bestimmt wird, wie haufig
Eltern, die heterozygote Trager des entsprechenden Allels sind, dies auf den
Betroffenen Ubertragen (Hischhorn et al. 2002).

Die SIDS-Falle wurden nicht auf weitere genetische Mutationen wie dem MCAD-
Enzymdefekt (Medium-Chain Acyl-Coenzym A Dehydrogenase Enzymdefekt)
A985G, oder Mutationen, die im Rahmen des Long-QT-Syndrom auftreten,
untersucht, die an sich zum Tod fihren kénnen (Opdal und Rognum 2004). Es ist
also mdglich, dass sich unter den untersuchten Fallen solche befanden, deren
Gesundheit durch eine derartige genetische Stérung zuséatzlich beeintrachtigt war,
was eine Aussage Uber den tatsachlichen Effekt von Polymorphismen im

Serotonintransportergen erschwert.

4.3 Methoden zur Genotypisierung

Die aus Blut oder Gewebe isolierte DNA der 129 SIDS-Falle und die DNA der

Kontrollgruppe wurde an drei Genloci des Serotonintransportergens mit Hilfe der
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Polymerase-Ketten-Reaktion und des Restriktionsendonukleasenverdaus untersucht.
Die Auswertung erfolgte Uber Gel- und Kapillargelelektrophorese.

Die Untersuchung der Proben auf die Polymorphismen im Promotor, im zweiten
Intron und auf den SNP lle425Val mittels PCR erfolgte fur diese Arbeit in
Einzelreaktionen. Eine Triplex-PCR zur gleichzeitigen Detektion aller drei
Polymorphismen, wie sie beispielsweise von Wendland et al. (2006) durchgefihrt
wurde, hatte den Vorteil, den Verbrauch an Reagenzien und den Arbeitsaufwand zu
minimieren. Die verschiedenen Amplifikate einer Triplex-PCR dienen zudem als
interne Kontrolle fur die jeweils anderen. Fir die Entwicklung einer Triplex-PCR, bei
der sich drei Primerpaare in einem Ansatz befinden, bedarf es jedoch eines
abgestimmten Primerdesigns sowie der Optimierung der Annealing-Temperatur, um
ausreichend sensitive und spezifische Ergebnisse zu erhalten. Die Etablierung und
Optimierung einer Triplex-PCR ist kosten- und zeitaufwendig, der Nutzen muss vor
allem bei einer Uberschaubaren Anzahl an Proben abgewogen werden. Die Menge
der DNA der am SIDS verstorbenen S&auglinge, die fur diese Studie untersucht
wurde, war zum Teil sehr gering. Durch die sehr lange Lagerung mancher Proben
war deren DNA in einem degradierten Zustand. Auch diese Umstande erschwerten
die Durchfihrung einer Triplex-PCR, da fur jede unterschiedliche Amplifikation
optimale Bedingungen geschaffen werden mussten, und die ermittelte ideale
Annealing-Temperatur jedes Primerpaars genau eingehalten werden musste um
entsprechende Ergebnisse zu erzielen.

Das Amplifikat zur Genotypisierung des funktionellen SNP (A->G), der zum
Austausch der Aminosauren Isoleucin zu Valin fuhrt, wurde anschlieRend mit dem
Restriktionsenzym Bccl verdaut. Der Nachweis eines SNP ist durch verschiedene
Methoden moglich, u.a. durch die Sequenzierung.

Die hier genutzten Methoden der PCR und des Restriktionsenzymverdaus zur
Genotypisierung der Proben stellten unter den méglichen Alternativen hinsichtlich der
finanziellen und technischen Mdéglichkeiten die beste Wahl dar. Diese Methoden sind
grundsatzlich fuar den Nachweis der verschiedenen Genotypen geeignet, sie
beziehen sich jedoch nur auf die Ebene der DNA und lassen keine weiteren
Aussagen, beispielsweise Uber das Protein bzw. postranslationale Modifikationen

des Serotonintransporters zu.
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Diskussion

4.4 Ausblick

Einige Arbeiten konnten bisher eine Assoziation des SIDS mit dem Promotor-
Polymorphismus des 5-HTT feststellen. Jedoch kann die Hypothese, dass dieser
Polymorphismus an der Pathogenese des SIDS beteiligt ist nicht uneingeschrankt
bestatigt werden. In anderen wie auch in dieser Studie wurden widersprechende
Ergebnisse festgestellt. Weitere Kandidatengene die an autonomen Funktionen, der
Neurotransmission, am Energiestoffwechsel und der Infektabwehr beteiligt sind,
wurden auf eine Verbindung mit dem SIDS untersucht. Ein gemeinsamer,
genetischer Defekt bei einem Grof3teil der SIDS Falle konnte bisher allerdings noch
nicht identifiziert werden. Die Forschung in diese Richtung kénnte ein wichtiger
Baustein sein, um die Ursachen des plotzlichen Sauglingstodes mdglichst
weitgehend aufzuklaren.

Anhand der vorliegenden Befunde ist eine Prophylaxe, die zu einem vélligen
Verschwinden des SIDS fiuhren konnte, in naher Zukunft nicht absehbar. Es gilt vor
allem weiterhin vor den bis jetzt bekannten Risikofaktoren zu warnen,
beziehungsweise dartber aufzuklaren und mdogliche Empfehlungen zur Vorsorge
gegen das SIDS zu propagieren. Allein durch die Minimierung der Stressfaktoren von
aulRen wie der Bauchlage, Schlafen im Bett der Eltern oder Rauchen der Mutter kann
das SIDS-Risiko stark vermindert werden. Schon durch Unterlassen des Rauchens
wahrend der Schwangerschaft kénnten moglicherweise ein Drittel der SIDS-Falle
verhindert werden (Moon et al. 2007). Dennoch gibt es leider S&uglinge, die ohne
Vorliegen exogener Risikofaktoren am SIDS versterben. Dem Sudden Infant Death
Syndrome missen also noch weitere, bisher unbekannte Mechanismen zugrunde

liegen, die es zu erforschen gilt.
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Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Das Sudden Infant Death Syndrome (SIDS) ist die haufigste Todesursache bei
Sauglingen in den Industrielandern. Die Pathophysiologie und die Ursache sind bis
heute ungeklart. In den letzten Jahren wurden verschiedene genetische
Polymorphismen mit dem SIDS in Zusammenhang gebracht. Ein Augenmerk liegt
dabei auf dem Serotonintransportergen.

Serotonin hat im Hirnstamm Einfluss auf verschiedene Regulationsmechanismen,
u.a. auf Atmung und Weckreaktion (Arousal), die auch mit dem SIDS in Verbindung
gebracht werden. Die Dauer und Starke der Serotonin-Wirkung wird vom
Serotonintransporter (5-HTT) reguliert, welcher an der prasynaptischen Membran
den Neurotransmitter aufnimmt und dadurch dessen Wirkung an den
Serotoninrezeptoren der Postsynapse beendet.

Im Gen fur diesen Transporter wurde ein Polymorphismus im Promotor (Allele
short=S und long=L) und ein VNTR (variable number tandem repeat) im zweiten
Intron (Allele 9, 10 und 12) beschrieben. Die Allele L und 12 steigern die Effektivitat
des Promotors, was zu einer Aktivitatssteigerung des Transporters fihrt, sodass
Serotonin schneller zurticktransportiert werden kann, und die Wirkungsdauer an den
postsynaptischen Rezeptoren abnimmt. Ein Zusammenhang, insbesondere des
Allels L mit dem SIDS, wurde bereits in friheren Arbeiten dargestellt. Ein weiterer
funktioneller SNP (single nucleotide polymorphism), der durch den Austausch der
Aminosauren Isoleucin gegen Valin (lle425Val) in der Transmembrandoméane 8 des
5-HTT zu einer gesteigerten Aktivitat fuhrt, wurde bislang nur im Rahmen

psychiatrischer Erkrankungen untersucht.

Fur die vorliegende Studie wurde die aus Blut- und Gewebeproben extrahierte DNA
(Sektionsmaterial) von 129 SIDS-Féllen, ebenso wie die DNA der Kontrollgruppe
(129 Erwachsene), mit Hilfe der PCR genotypisiert. Das Amplifikat zur
Genotypisierung des SNP wurde anschlieBend mit dem Restriktionsenzym Bccl
verdaut. Die Auswertung erfolgte Uber Gel- und Kapillargelelektrophorese. Die
Allelverteilung wurde weiterhin in Abhangigkeit von epidemiologischen Risikofaktoren

wie der Jahreszeit, dem Lebensalter und dem Geschlecht dargestelit.
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Zusammenfassung

Die lle425Val Mutation (A->G SNP) konnte von uns nicht in Verbindung mit dem
SIDS gebracht werden.

Ein Unterschied zwischen den SIDS-Fallen und der Kontrollgruppe zugunsten des
langen Allels L konnte nur als statistisch nicht signifikanter Trend (58% vs. 52% L)
festgestellt werden. Das Allel 12 trat bei den SIDS-Fallen nicht haufiger als bei der
Kontrollgruppe auf. Ebenso bestand kein Zusammenhang zwischen der Haufigkeit
des L-Allels und dem Geschlecht der SIDS-Félle sowie dem Lebensalter bzw. der

Jahreszeit bei Todeseintritt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie konnten die Hypothese eines Einflusses
einer genetisch bedingten hoheren 5-HTT-Aktivitat auf die Haufigkeit des SIDS nicht
weiter erharten, doch die Zusammenfassung der bislang publizierten Daten und der

Ergebnisse dieser Arbeit weist entschieden in diese Richtung.
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6. Anhang: Abbildung 25 bis 27

Anhang

Protokolle der Uberpriifung der drei Primerpaare mit dem DNASTAR Lasergene®
v8.1 Programm (GATC Biotech):

Upper Pimes: re23300 r Zl-mer & TGOGOGTTGCAGBORARATCCTR ¥
Lowar Primer: rs25531 fw 22mar & TCCTCCGCTTTEECGECCTCTTCC ¥
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Abbildung 25 Protokoll der Uberprifung des Primers SHTTLPR mit dem DNASTAR

Lasergene® v8.1 Programm (GATC Biotech).

Upper Primer: e 425 rv 32:mer & CATCCTCCCACAGCCCATITCC ¥
Lomer Primar; Be 425 fo 30-mar & TGGAAGCCCCACCCTTCCTG ¥
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Abbildung 26 Protokoll der Uberpriifung des Primers lle425 mit dem DNASTAR Lasergene®

v8.1 Programm (GATC Biotech).
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Upper Primer: SHTT2 rv Memer & TCATGTTCCTAGTCTTACGCCAGTS x
Lower Primar; SHTTE fo Mmee 5 TOGATTTCCTTCTCTCAGTGATTGE ¥
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Abbildung 27 Protokoll der Uberpriifung des Primers SHTT2 mit dem DNASTAR Lasergene®

v8.1 Programm (GATC Biotech).
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