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Anxiety Disorder) (Kirsch, 2015)
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gekennzeichnet, die in anderen Papern untersucht worden waren (schwarze Bander



unterhalb der CGI; man beachte die Position von ¢g17285225 und ¢g23391006 im
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Summary

Epigenetic factors have gained considerable traction alongside genetic and
environmental risk factors in recent studies researching the etiology of psychoses,
especially since epigenetics promises to be a link between the other. In this context the
oxytocin receptor gene (OXTR) is deemed to be a key element in the development of
attachments throughout live, both in interpreting social cues and maintaining
interpersonal bonds. Both of which are known to be impeded by psychoses. In this thesis
we aimed to uncover correlations between OXTR-methylation and morphological
alterations of the brain. Furthermore, the impact of parental bonding of participants was
to be assessed by analyzing said bonds and thereby creating a thorough model of the
mechanisms that lead from disturbed parental bonding, via epigenetic alteration to

morphological correlates.

We recruited 62 healthy candidates from the FOR2107 ,Marburg-Minster Affective
Disorders Cohort Study* (MACS) into a high-risk sample and gained epigenetic factors
from whole blood via the lllumina Infinium MethylationEPIC BeadChip. In total, 18 CpG-
Sites were analyzed, of which - after extensive research - 3 were chosen to be further
explored. Furthermore, factor analysis was used to combine the original CpG-Sites into
factors; in doing so, a gene-wide approach was also made possible. MR-images of all
candidates were acquired for voxel-based morphometrics (VBM, using CAT12 in
SPM12), gyrification-analysis (also using CAT12 in SPM12) and diffusion tensor imaging
(DTI, using Tract-Based Spatial Statistics (TBSS) in FMRIB Software Library (FSL
5.0.7)). Parental bonding was assessed via the German version of the Parental Bonding

Instrument (PBI)

Correlating to increased methylation of single CpGs we found a significant reduction in
the cortical grey matter of the superior temporal gyrus (STG) as well as reduced
gyrification of the insula. In case of our DTl-analyses we found reduced integrity of
cerebral white matter in many fasciculi, including the superior and inferior longitudinal
fasciculus (S/ILF), as well as the inferior fronto-occipital fasciculus (IFOF). Regarding
parental bonding, increased methylation-values of both factors and single CpGs

correlated with axes of the PBI, among others regarding maternal care.

In summary, our findings further substantiate the hypothesis of early childhood bonding
affecting brain structure via epigenetic modification, and that especially the OXTR is a
prime candidate for this connection. Variations in the cerebral structures we found to
correlate with these epigenetic modifications had already been linked with many cases

of psychoses.

10



1. Einleitung

Psychiatrische Erkrankungen, wie beispielsweise die Major Depression Disorder (MDD)
oder Schizophrenie (SZ), sind fir die Betroffenen und deren Angehérige eine enorme
Belastung, sowie ein grof3er Kostenfaktor fur die restliche Gesellschaft (Vogelbacher et
al., 2018). Die Erforschung der Atiologie dieser Erkrankungen, sowie deren
anatomischer und physiologischer Korrelate, ist damit anhaltender Gegenstand der
Forschung. Zur Weiterentwicklung effektiver Behandlungsstrategien — seien die
medikamentdser oder therapeutischer Natur - und erfolgreicher
Praventionsmalinahmen, die langfristig der gesamten Bevdlkerung dienen sollen, ist ein

genaues Verstandnis dieser Erkrankungen erforderlich.

Anstatt nur von einzelnen Genen als Ursache einer spezifischen Erkrankung
auszugehen, bezieht man den Einfluss von Umweltfaktoren in die Suche mit ein. Auch
diese Umweltfaktoren allein konnten das Auftreten von Erkrankungen nicht erklaren,
selbst dann nicht, wenn man die Interaktion mehrerer Umweltfaktoren mit einbezog.
Somit bildete sich eine multimodale Herangehensweise heraus, die von einer Interaktion
genetischer Risikofaktoren mit verschiedenen Umweltfaktoren ausgeht, die das
Ausbrechen einer Erkrankung erlauben bzw. die durch ihr Fehlen diese gar nicht erst

entstehen lassen. (Uher und Zwicker, 2017)

Dieses Modell erlaubte die Integration von Ansatzen, die fur sich allein betrachtet keine
zufriedenstellende Erklarung bieten konnten. Misshandlung, Vernachlassigung oder
schwere emotionale Verluste stellen beispielsweise einen Umweltfaktor bei der
Entstehung psychiatrischer Erkrankungen dar (Heim et al., 2009), aber nicht alle
Menschen, die diese Erfahrungen machen, entwickeln auch eine korrespondierende
Erkrankung. Nahe Blutsverwandte von Betroffenen wiederum zeigen ebenfalls ein
erhohtes Risiko fur das Ausbrechen einer Erkrankung, selbst dann, wenn sich keine
entsprechenden Lebensereignisse objektivieren lassen. Dieser Effekt war umso starker,
je mehr Verwandte ersten Grades betroffen waren (Cheng et al., 2018). Biochemische
Veranderungen im zentralen Nervensystem (ZNS) von Betroffenen erlaubten wiederum
Ruckschlisse auf potenziell verdnderte Mechanismen, die zu Veranderungen in
Wahrnehmung und Verhalten beitragen, konnten aber allein betrachtet auch keine

vollstéandigen Erklarungen bieten.

Vor diesem komplexen Hintergrund soll das Augenmerk dieser Arbeit auf dem Einfluss
der Epigenetik auf die Hirnmorphologie liegen, mit Schwerpunkt auf die Wirkung des
Oxytocin-Systems. Der Aspekt der elterlichen Bindung soll hierbei als Rahmen dienen,

um einen Kontext fur weitere Rickschlisse zu bieten.
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1.1 Morphometrie psychiatrischer Erkrankungen

Auf der Suche nach der Atiologie von psychiatrischen Erkrankungen liegt ein
Hauptaugenmerk auf dem Gehirn, dem Knotenpunkt fir Wahrnehmung,
Entscheidungsfindung und Handlung, da sich psychiatrische Erkrankungen in
Verédnderungen dieser Systeme niederschlagen. Ob sich jede Krankheit hier auch in
einem morphologischen Korrelat niederschlagt, ist nicht letztendlich geklart; auch
Veranderungen der Neurotransmitter bzw. deren Rezeptoren haben unzweifelhaft einen
Einfluss auf o.g. Prozesse. Jedoch sind Anatomie und Physiologie im ZNS so eng
verflochten, dass man von einem gegenseitigen Einfluss ausgehen muss. Wahrend sich
mit der Zeit einzelne genetische Risikofaktoren fir die Entstehung psychiatrischer
Erkrankungen herauskristallisierten, so konnte deren Einfluss kaum direkt mit
spezifischen Verhaltensmustern verknlpft werden. Es sind stattdessen Mechanismen
auf molekularbiologischer und zellularer Ebene, welche Einfluss auf das Verhalten von
Individuen nehmen, indem sie die Struktur und Eigenschaften neuraler Verbindungen
beeinflussen (Tost et al., 2012).

Beispielsweise ergaben sich bei der Suche nach der Atiologie der SZ Korrelationen
zwischen neuromotorischen Auffalligkeiten (sakkadierenden Augenbewegungen,
Storungen der Augenfolgebewegungen und Dysmetrie) und Positivsymptomen (Wahn,
Halluzination, Denkstérungen). In diesem Rahmen fand man auch hirnmorphologische
Veranderungen, wie u.a. veranderte Volumina im Bereich des Hippocampus oder dem
prafrontalen Cortex. Letztendlich ist die Atiologie einer so vielschichtigen Erkrankung wie
der SZ zu komplex, um sie ausschlief3lich an neuroanatomischen Veranderungen oder
einzelnen Mutationen festzumachen. Es lasst sich jedoch nicht leugnen, dass
morphologische Veranderungen auftreten; ein besseres Verstandnis dieser
Veranderungen (Ursache vs. Folge der Erkrankung) verbessert letztendlich auch unser
Verstandnis fiir die Erkrankung selbst, und kann damit dazu beitragen, dass Therapien
effizienter werden (Rich und Caldwell, 2015). Und indem man die Mechanismen sozialer
und genetischer Risikofaktoren fur das Gehirn aufdeckt, erhofft man sich Ansatzpunkte
fur individualisierte Behandlungs- und PraventionsmafRnahmen (Meyer-Lindenberg und
Tost, 2012).

Damit ergeben sich zweierlei Riickschliisse: Verhaltensweisen bzw. pathologische
Phanotypen korrelieren mit neuromorphologischen Veranderungen, und genetische
Risikofaktoren, die mit psychiatrischen Erkrankungen korrelieren, bewirken auf zellularer
Ebene Veranderungen im Gehirn, die dessen Struktur verdndern. Somit ist die Suche
nach hirnmorphologischen Veranderungen ein weiterer Baustein in der

Atiologieforschung der psychiatrischen Erkrankungen.
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1.2 Grundlagen der Epigenetik

Der Begriff der Epigenetik beschreibt intrazellulare Prozesse, die die Expression von
Genen beeinflussen, ohne die Basensequenz der DNA zu verédndern (Berger et al.,
2009). Die Epigenetik tibt somit Einfluss auf den Phéanotyp von Zellen aus - auch tber
mehrere Zellgenerationen hinweg - und kommt ohne direkte Veranderungen am
genetischen Code aus. Der Sinn dieses Prozesses liegt in der Mehrzelligkeit
komplexerer Organismen und deren zunehmender Organspezialisierung. Alle Zellen
eines Organismus sind Abkémmlinge der urspringlichen Zygote; diese benétigte noch
die Fahigkeit, alle verschiedenen Arten von Korperzellen hervorbringen zu kénnen
(totipotente Stammzelle). In den folgenden Zellgenerationen schrankte sich aber der
Bedarf nach dieser ,Totipotenz“ immer weiter ein: Ein Hepatocyt muss keine
Neurotransmitter  synthetisieren, eine Muskelzelle keinen CFTR-Chloridkanal
exprimieren. Und doch hat jede Zelle, zumindest theoretisch, die Mdoglichkeit, jedes
einzelne Genprodukt zu bilden und zu integrieren. Hatte jede Zelle unentwegt
uneingeschrankten Zugang zu allen Genen wirde sich das Risiko fir das Ablesen

falscher Gene und damit unerwtinschter Funktionen exponentiell vergréRern.

Durch epigenetische Prozesse lassen sich nicht bendtigte Gene ,abschalten® oder
,maskieren“, sodass eine Translation dieser Gene unwahrscheinlich wird. Somit spielt
die Epigenetik eine entscheidende Rolle bei der Frage, wie Zellidentitat definiert wird,;
wahrend der genetische Code in allen Zellen fast vollkommen identisch ist
(ausgenommen natirlich Mutationen, die im Laufe eines Lebens angehauft werden), so
unterscheidet sich die epigenetische Ausstattung der Zellen von Gewebe zu Gewebe
abhangig von Umweltfaktoren, wie beispielsweise Erndhrung oder Stress (Bjornsson et
al., 2008). Experimente mit dem Ziel, die ldentitat einer Zelle durch Austausch des
Zellkerns zu beeinflussen, zeigten, dass dieser die ldentitat der Zelle weitgehend
unabhangig vom Zellsoma bestimmt. Auch wenn die genetische Ausstattung von altem
und neuem Zellkern identisch war, so bestimmte dessen epigenetische
.,Programmierung®, und nicht die zuvor gebildeten Transkriptionsfaktoren, die Identitat
der Zelle. Passend zur dieser organspezifischen ,Programmierung® ist das
epigenetische Profil einer Zelle langfristig stabil, und bereits wahrend der Replikation
der DNA laufen Prozesse ab, die neben der Kopie der Basensequenz auch eine Kopie

der Methylierungsmuster erlauben (Cedar und Bergman, 2012).

Zwei der am meisten charakterisierten epigenetischen Markierungen sind DNS-
Methylierungen und Histonmodifikationen, wobei die wichtigste epigenetische
Veranderung die Methylierung von Cytosin als Nukleobase der DNS ist (Bogdanovi¢ und

Lister, 2017). Diese biochemischen Verédnderungen behindern die Bindung von
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Transkriptionsfaktoren an die DNA. Dies geschieht entweder direkt durch eine Stérung
der Bindung durch die Methylgruppen selbst, oder indirekt durch verstarkte Bindung von
Proteinen an besagte Methylgruppen (Bird, 2002), wodurch eine Bindung von
Transkriptionsfaktoren unterbunden wird (Abb. 1).

MeCP1 = | MBD3

MBD2 + Mi2/NuRD P —_

. MBD1 |

'RRREREERNIP]
./

Abbildung 1: Methylierung behindert die Bindung von Transkriptionsfaktoren (modifiziert nach Bird et al);
die Methylierung (rot) entlang eines DNS-Strangs (schwarz) hindert den Transkriptionsfaktor (griin) daran,
erfolgreich an die Transkriptionsstelle zu binden; oberhalb des DNA-Strangs sind Proteine/Proteinkomplexe
abgebildet, die durch den Methylierungsstatus der DNA angezogen werden (MeCP-Komplex,MBD) (Bird,
2002)

Daruber hinaus wirken aber noch andere Mechanismen der Methylierung auf die DNS;
es wurde bereits mehrfach beschrieben, dass das Methylierungsmuster auch auf die
Superstruktur der DNS wirkt, womit gewisse Genabschnitte einfach nicht zuganglich sind
(Cedar und Bergman, 2012). Dies sollte jedoch nicht mit der Histonmodifikation
verwechselt werden, die zwar auch ein epigenetischer Prozess ist, und sich auch auf die
Chromatinstruktur auswirkt, aber ein biochemischer vollkommen anderer Prozess ist als
die Methylierung von DNA-Abschnitten. Es lasst sich somit vermuten, dass die
Methylierung von DNA-Abschnitten vor allem der ,Stilllegung“ von Genen dient (sog.
silencing), was auch mehrfach gezeigt werden konnte, wohingegen Gene, die in jeder
Kdrperzelle benétigt werden (sog. housekeeping genes), nie methyliert vorgefunden
wurden (Cedar und Bergman, 2012) (Chatterjee und Vinson, 2012).

Die epigenetische Markierung von Cytosin durch Methylierung hat — entgegen dem
Prinzip der Epigenetik — aber auch dauerhafte Folgen fir den genetischen Code. Wie

alle Bestandteile der DNS kann auch ein Cytosin-Phosphat-Guanosin-Dinukleotid (CpG-
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Site, zwei in 5-3‘-Richtung benachbarte Basen der DNA) spontanen Schadigungen und
Veranderungen unterworfen sein, die durch Reparaturprozesse der Zelle korrigiert
werden kdnnen. Eine solche spontane Verédnderung ist die Desaminierung einer Base,
was beispielsweise im Falle von Cytosin dazu fuhrt, dass sich nun Uracil in der DNA
befindet (lllingworth und Bird, 2009). Dieser Baustein ist eigentlich kein Bestandteil der
DNA und wird, passend zum gepaart liegenden Guanosin, fir gewdhnlich rasch durch

Cytosin ersetzt — der Fehler ist behoben.

Handelt es sich bei dem spontan desaminierten Cytosin jedoch um eine methylierte
Variante, so ist das neue Produkt Thymin, eine andere Base der DNA. Diese zwei
Mdglichkeiten der Desaminierung von Cytosin kdnnen unterschiedliche Folgen bei der
Reparatur der DNA haben. Wahrend im Falle eines demethylierten Cytosins das
entstandene Uracil — welches eigentlich nur Teil der RNA ist — schnell als fremd erkannt
und durch ein neues Cytosin ersetzt wird, so ist der Fall des methylierten Cytosins
folgenreicher. Denn das entstandene Thymin ist selbst eine valide Base der DNA,
sodass die Mdoglichkeit besteht, dass der Reparaturmechanismus das

gegenuberliegende Guanosin durch Adenin ersetzt.

Auf diese Weise kann es zu einer dauerhaften Verdnderung der DNA kommen: aus einer
CpG-Site wurde eine TpG-Site, welches jedoch auch sonst in der DNA vorkommt,
sodass die Mutation nicht als solche erkannt wird. Dieser spontane Prozess fuihrt dazu,
dass CpG-Dinukleotide im Laufe der Evolution immer mehr aus dem Genom
verschwanden, sodass sie heute einen statistisch auffallig kleinen Anteil des Genoms

insgesamt ausmachen (lllingworth und Bird, 2009) (Chatterjee und Vinson, 2012).

Die auffallige Ausnahme dieses Umstandes sind die CpG-Islands (CGls), welche eine
im Vergleich zu anderen Genabschnitten hohe Dichte an CpG-Sites aufweisen
(Mlingworth und Bird, 2009). Diese Bereiche sind passenderweise dadurch
gekennzeichnet, dass sie meist nicht methyliert vorliegen (Deaton und Bird, 2011). Dies
deckt sich mit der bereits erwéhnten Tatsache, dass wichtige Gene des alltaglichen
Zellbedarfs unmethyliert vorliegen, da CGls in einem Grof3teil von Promotorregionen von

Saugern auftreten (Fatemi et al., 2005).

Die Funktion von CGIs im Genom von Saugetieren, insbesondere in ihrer
regulatorischen Eigenschaft in Promotorregionen von Housekeeping-Genes, wird daher
haufig in Verbindung mit der Entstehung komplexerer Lebensformen gesehen, die einen

groReren Bedarf an Modulationsmechanismen auf Zellebene haben.
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Abbildung 1: Ein direkter Vergleich der CpG-Dichte auf Chromosomen des Menschen und Drosophila
melanogaster (modifiziert nach Chatterjee und Vinson et al): Man beachte die insgesamt geringere Dichte
an CpGs im menschlichen Genom bei gleichzeitigen Extremwerten im Rahmen von CGls, die bei D.
melanogaster nicht beobachtet werden. Dies verdeutlicht einerseits den Evolutionsdruck, der auf CpGs
lastet, aber gleichzeitig auch die Bedeutung, die CGls insgesamt zukommt. (Chatterjee und Vinson, 2012)

1.3 Das Oxytocinsystem

Oxytocin (OXT) besteht aus neun Aminosauren (Cys-Tyr-lle-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-
NH2), wobei eine Schwefelbriicke als Verbindung zwischen den beiden Cysteinen dient
und dem Hormon eine Ringstruktur verleiht. In seiner Struktur ahnelt OXT einem
anderen Nanopeptid, dem Vasopressin, sehr, welches sich lediglich in zwei
Aminoséauren unterscheidet. Beide sind hochgradig konservierte Neuropeptide, die in
ahnlicher Form auch uUber mehrere biologische Stamme hinweg, bis hin zu den
Fadenwlrmern, auftreten und das Sozialverhalten dieser Spezies beeinflussen
(Yamashita und Kitano, 2013) (Carter, 2014)(Kirsch, 2015)(Caldwell, 2017); hierbei ist
ebenfalls zu erwéhnen, dass die neuronalen Strukturen anderer Spezies, die vermehrt
OXT exprimieren, evolutionar mit denen des Menschen vergleichbar sind (Knobloch und
Grinevich, 2014).

Nicht nur die Struktur und die Syntheseorte von OXT sind Uber viele Evolutionsstufen
hinweg weitgehend unverandert geblieben, sondern auch seine Wirkung. Uber viele
Spezies hinweg kann eine ahnliche Auswirkung von OXT auf das Sozialverhalten
beobachtet werden, was OXT den Laiennamen "Kuschelhormon" eingebracht hat (OIff
et al., 2013)(Caldwell und Albers, 2016). Wihiméuse und andere Nagetiere werden in
Tierversuchen mit OXT gerne herangezogen, da sie eine grol3e Bandbreite an
Sozialverhalten zeigen kdnnen, von extremem Einzelgangertum bis hin zu komplexen
sozialen Familienstrukturen und monogamen Partnerbeziehungen. Hierbei zeigt sich
insbesondere in weiblichen Tieren eine verstarkte Neigung zur monogamen Beziehung
bei erhthten OXT-Spiegeln, welche wiederum durch gezieltes Applizieren von
Antagonisten beendet werden kann. Dies deckt sich mit speziesiibergreifenden Studien,
die zeigen konnten, dass es insbesondere die Arten mit durchschnittlich héheren OXT-
Spiegeln sind, die monogame Beziehungen bilden (Pitkow et al., 2001).

Weiterhin binden sich die Wihimé&use nach Applikation von OXT deutlich schneller an
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nur einen Partner, als sie es unter natlrlichen Bedingungen taten; dieses Verhalten
konnte wiederum durch OXT-Antagonisten aufgehoben werden (Adkins-Regan, 2009).
An Schafen konnte gezeigt werden, dass die Applikation von Oxytocin zu vermehrtem
mdtterlichen Verhalten fUhrt (suchen aktiv die Nahe zu ihren LA&mmern, Protest bei
Entfernung, vermindertes aggressives Verhalten, starkere Fellpflege) (Kendrick et al.,
1987). In einem Laborversuch mit Ratten erhielten diese Microinjektionen mit einem
OXT-Antagonisten, woraufhin die behandelten Tiere ein vermindertes Aufzuchtverhalten
gegenuber ihren Jungen zeigten (Caldwell und Albers, 2016).

Die meisten Zellen, die OXT produzieren, sind im Hypothalamus angesiedelt, v.a. im Ncl.
paraventricularis (PVN) und dem Ncl. supraopticus (SON) (Carter, 2014) (Rich und
Caldwell, 2015). Aber auch andere Regionen kdénnen in parvozellularen Komplexen OXT
synthetisieren, beispielsweise die Amygdala (Borland et al., 2019). Interessanter als die
Syntheseorte von OXT sind jedoch die Projektionen dieser Zellen. Ein Grof3teil des OXT
wird zur Hypophyse transportiert, wo es in Vesikeln gespeichert wird, um spater in den
Blutkreislauf abgegeben zu werden. Neben dieser neuroendokrinen Achse besteht
jedoch auch die Moglichkeit von OXT als Neuropeptid zu wirken. In diesem Rahmen
besteht einerseits die Mdglichkeit der dendritischen Freisetzung mit unmittelbarer
Wirkung auf die umgebenden Zellen. Andererseits bestehen auch direkte Projektionen
zu anderen Regionen, wie der Amygdala, dem Hippocampus, dem Ncl. accumbens, dem
Striatum und der Insula (McDonald et al., 2016). Dies deckt sich auch mit den bekannten
Expressionsorten des Oxytocinrezeptorgens (OXTR) sowie Arbeiten, die diese Areale
im Zusammenhang mit Bindungsverhalten sahen (Kirsch, 2015). Im PVN beispielsweise
kommen verschiedene neuronale Leitungswege zusammen, die mit der Stressachse
(Hypothalamus-Hypophyse-Nebenniere) zusammenhéangen. In diesem Rahmen wurde
postuliert, dass OXT zeitgleich als Gegenmalnahme ausgeschiittet wird, um

UbermaRige negative Effekte von Stress zu kompensieren (Carter, 2014).

Bis heute wurde nur ein Rezeptor flir OXT nachgewiesen; (Carter, 2014) dieser besteht
aus 7 die Zellmembran durchspannenden Proteinen und ist ein G-Protein-gekoppelter
Rezeptor (Caldwell, 2017). Sowohl Oxytocinrezeptoren als auch Vasopressinrezeptoren
werden v.a. in Regionen exprimiert, die das Sozialverhalten regulieren. Besonders ist
hier das limbische System hervorzuheben, v.a. Amygdala und Ncl. Accumbens,
(Dannlowski et al., 2016), jedoch auch das dorsale Cingulum, das Striatum und der
Hypothalamus (Schneider-Hassloff et al., 2016). Hierbei ist wiederum der Blick auf die
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse und das vegetative Nervensystem
(Carter, 2014) interessant, was es OXT erlaubt direkten Einfluss auf das Stresserleben

zu nehmen.
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Auch die Projektionen der oxitocinergen Neurone fligen sich in das Bild des ,sozialen
Hormons® ein. Patienten mit selektiven, beidseitigen Amygdalalasionen zeigten in
Testungen bzgl. ihrer Lernfahigkeit keinerlei Veranderungen, wenn ihnen ein sozialer
Verstarkungsfaktor prasentiert wurde. Dagegen zeigten Probandinnen ohne derartige
Schaden eine verbesserte Leistung, wenn ein solcher Faktor anwesend war, und unter
OXT-Therapie noch einmal weiter verbesserte Leistungen. Dies lasst darauf schlie3en,
dass die Amygdala als Endziel der OXT-Wirkung essentiell fiir die prosozialen Effekte
von OXT ist (Hurlemann et al., 2010). Dies wird dadurch untermauert, dass fMRT-
Bildgebung zeigte, dass die Amygdala durch entgegengebrachtes Vertrauen aktiviert
wird, und dieser Effekt durch zusatzliche Applikation von OXT verstarkt werden kann
(Rilling et al., 2012).
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Abbildung 3: Ausschittung von Oxytocin aus Neuronen (modifiziert nach Caldwell et al): OXT wird nicht nur
klassisch axonal ausgeschiittet (lila Kreis), sondern teils auch dendritisch freigesetzt (lila Pfeil); auf diese
Weise wird eine deutlich gréf3ere Zahl von Neuronen beeinflusst, dies jedoch auf diffusere Weise als durch
klassische axonale Freisetzung (Caldwell, 2017)

Da es neben der klassischen axonalen Signalwirkung von OXT auch eine lokale, diffuse
Ausschiittung gibt (s. Abb. 3), nimmt man an, dass somit eine allgemeinere/diffusere
Wirkung auf mehrere Systeme angestrebt wird. Dies deckt sich mit der Hypothese, dass
soziale Interaktion als komplexer Prozess nicht von einem einzigen Hirnareal ausgeht,
sondern ein Zusammenspiel mehrerer Bereiche ist, die erst in ihrem Zusammenwirken
vielfaltige Soziale Reaktionen erlauben (Caldwell und Albers, 2016). Vielmehr geht man
aktuell von einer komplexeren Verbindung mehrerer cortikaler und subcortikaler

Strukturen aus, die erst durch ihr Zusammenspiel soziales Handeln erlauben. Dieses
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Social Behaviour Neural Network (SBNN) ist dadurch gekennzeichnet, dass seine
Bestandteile intensiv miteinander kommunizieren, unter hormonalem Einfluss stehen —
unter anderem auch OXT - und Uber viele Saugetierspezies hinweg in dhnlicher Form
bestehen. Und Uber diese Speziesgrenzen hinweg war das SBNN immer wieder an
Aggression, Sexualverhalten, elterlichem Verhalten und Kommunikation im sozialen
Umfeld beteiligt (Eslinger et al., 2021).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Social Behaviour Neural Network (modifiziert nach Eslinger et
al): das SBNN ist eine Giber mehrere Saugetierspezies hinweg bestehende neuronale Struktur, die heute
maf3geblich als Quelle der Entscheidungsfindung in sozialen Situationen angesehen wird; zwischen allen
ihren Bestandteilen besteht eine exzessive hormonelle und neuronale Kommunikation (Eslinger et al., 2021)

Dieser soziale Aspekt ist fur den Menschen entscheidend. Der Mensch profitiert — wie
auch viele andere Spezies - enorm von der Zusammenarbeit in der Gruppe, was es
evolutiondr ndtig machte, ein fein abgestimmtes System aus Signalen innerhalb der
Gruppe zu etablieren. (Carter, 2014) In Abhangigkeit von Umwelt und Situation muss
das Individuum in der Lage sein, anderen Mitgliedern seiner Gruppe eindeutige Signale
zukommen zu lassen, und diese Mitmenschen muissen diese Signale wiederum
interpretieren konnen (Caldwell, 2017). OXT dient hierbei als einer der entscheidenden
Mediatoren, sowohl in der Regulierung der eigenen Emotionen, und damit auch der zu

sendenden Signale, als auch in der Interpretation von Stimuli.

Testungen an Paaren zeigten, dass Individuen mit hdheren OXT-Spiegeln mehr positive
Kommunikation betrieben als solche mit niedrigeren Spiegeln. Dazu passend
beschrieben Individuen, die mit einer Herausforderung konfrontiert wurden, in
Anwesenheit ihrer Partner mehr moralische Unterstiitzung durch diese bei gleichzeitig
hdheren OXT-Spiegeln (Gouin et al., 2010).
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Aufgrund seiner Regulationsfunktionen in sozialen Kontexten und emotionalen
Situationen stellt sich die Frage nach dem Einfluss von OXT auf Erkrankungen mit
Beeintrachtigungen dieser Funktionen. Im Falle des Williams-Beuren-Syndroms, einer
Mikrodeletion des Chromosoms 7, die sich durch ausgesprochene Freundlichkeit
gegeniiber Fremden, einer geselligen Personlichkeit, jedoch auch erhohter Angstlichkeit
auszeichnet, wurde die Frage nach dem Einfluss von OXT gestellt. Es zeigte sich, dass
Patientinnen mit Williams-Beuren-Syndrom nicht nur héhere Grundspiegel von OXT
aufwiesen, sondern auch einen hoheren Anstieg im Rahmen von positiven und
negativen Stimuli zeigten.
Da man zuvor bereits eine verstarkte Aktivierung der Amygdala im Rahmen des
Williams-Beuren-Syndrom festgestellt hatte, und bekannt war, dass OXT bei der
Regulierung der Amygdala eine entscheidende Rolle spielt, lag die Hypothese auf der
Hand, dass durch die genetische Mutation der Erkrankung womoglich auch das OXT-
System beeinflusst wird (Dai et al., 2012).

Hohere OXT-Spiegel in Probandinnen konnten auch mit einer hoheren
Spendebereitschaft flr soziale Projekte korreliert werden (Marsh et al., 2015). Es konnte
weiterhin gezeigt werden, dass soziale Faktoren das Lernverhalten von Individuen
verbessern (bspw. das Bild eines lachelnden Menschen als Feedback einer richtigen
Antwort im Vergleich zu einem gruinen Licht). Dieser Effekt konnte noch einmal verstarkt
werden, wenn Probandinnen vor Beginn der Testung intranasal OXT appliziert wurde
(Hurlemann et al.,, 2010). Nach intranasaler Applikation zeigten Probandinnen unter
anderem erhdhte Kooperationsbereitschaft, ein hoheres MalR an Vertrauen gegentuber
Unbekannten und vermehrt prosoziales Verhalten (Rilling et al., 2012) (Caldwell, 2017).

In einem Doppelblind-Investorenversuch mit echtem monetarem Risiko konnte gezeigt
werden, dass durch die nasale Applikation von OXT das Verhalten von Menschen
gegeniuber Fremden moduliert werden kann. Im Vergleich zur Placebo-Gruppe zeigten
die Probandinnen, welche OXT erhalten hatten, eine erhdohte Bereitschaft einem
Fremden ihr Geld anzuvertrauen, wenn die Mdglichkeit besteht, dass dieser ihnen spater
eine gréRere Menge zurtickgibt. Weiterhin zeigten diese Fremden unter Einfluss von
OXT auch eine erhohte Bereitschaft ihre Gewinne tatsachlich mit dem Investor zu teilen
(Kosfeld et al., 2005). OXT ist also in der Lage, unser Vertrauen in Fremde zu erhdhen,
aber auch die  Gegenseitigkeit dieses  Vertrauens zu  verstarken.
In einem ahnlichen Versuch zeigten sich Probandinnen nach intranasaler Applikation
von OXT im Vergleich zu einer Kontrollgruppe spendenbereiter. Es lasst sich damit
vermuten, dass OXT die Spenderinnen eher tber die Konsequenzen ihres Handelns
nachdenken lasst; sie versetzen sich eher in die Lage ihres Gegenlbers, der angesichts
ihres Angebots enttduscht sein konnte. OXT wird daher als Modulator der Empathie
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angesehen (Zak et al., 2007). Innerhalb verschiedener altruistischer Motivationen kann
interessanterweise  angefiigt werden, dass nasal appliziertes OXT das
Spendenverhalten verschiebt. Nach Applikation von OXT und nach Prasentation von 2
Mdglichkeiten der Spende (sozialer Zweck vs. dkologischer Zweck) konnte zwar keine
erhdhte Spendebereitschaft im Vergleich zur Placebogruppe festgestellt werden, jedoch
verschob sich die Geldmenge hin zu pro-sozialen Spenden. Dies deutet darauf hin, dass
OXT altruistische Tendenzen zugunsten moglichst direkter, zwischenmenschlicher
Effekte verschiebt (Marsh et al., 2015).

Wenn man alle diese Effekte zusammen betrachtet, bildet sich damit ein deutlicher
sozialer Benefit fUr die Gruppe heraus: erst die Foérderung von Vertrauen und
Kooperation, bei gleichzeitiger Herunterregulierung von Angst, erlaubt ein friedliches
Miteinander. Und erst dieses ermdglichst es der Gruppe echten Zusammenhalt zu

zeigen, von dem am Ende jedes einzelne Individuum der Gruppe profitiert (Carter, 2014).

Die Auswirkungen von OXT sind jedoch weniger linear, als es von Laien meist
verstanden wird. Es zeigt sich viel mehr ein komplexes Zusammenspiel verschiedener
Faktoren bei der Bildung einer sozialen Antwort, bei welcher OXT definitiv eine Rolle
spielt, jedoch immer auch in Abhangigkeit von Persdnlichkeitsstrukturen, sozialem
Kontext oder auch dem Geschlecht der Untersuchten (Caldwell, 2017). Auch genetische
Polymorphismen an OXT und OXTR zeigten in verschiedenen Studien nicht immer
dieselben Auswirkungen, teils sogar gegensatzlichen Einfluss auf das Sozialverhalten
der Untersuchten (McDonald et al., 2016). Erneut wurde durch intranasal appliziertes
OXT untersucht, ob sich die Gefiihlswelt der Probandinnen veranderte. Hierbei zeigte
sich, dass unter dem Einfluss von OXT Gefiihle von Neid und Schadenfreude verstarkt
waren. Dies unterstlitzt die Theorie, dass OXT weniger ein Ausloser der oben erwéhnten
Effekte ist, sondern vielmehr zu einer Verstarkung der im Kontext vorherrschenden
Emotionen fihrt. Dies deckt sich mit Tierversuchen, die nicht nur verstarktes
Aufzuchtverhalten unter Einfluss von OXT beobachteten, sondern auch vermehrte

Aggressivitat gegentber Fremden und Eindringlingen (Shamay-Tsoory et al., 2009).

Da nun der Einfluss von OXT auf Denkmuster und Verhalten dargelegt wurde, stellt sich
die Frage, ob es damit auch ein entscheidender Mediator im Rahmen von
psychiatrischen Erkrankungen ist. Erkrankte zeigen héufig einen gestérten Umgang mit
ihrer Umwelt und/oder eine verschobene Wahrnehmung in Bezug auf Verhalten und

Signale anderer, sodass eine Korrelation schon friih angedacht wurde.
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Abbildung 5: Modell zur Beeinflussung von Denkschemata durch OXTR-Methylierung (modifiziert nach
Simons et al): Simons et al erweitern das Modell der Entstehung der Depression (rot) um die OXTR-
Methylierung (grun), die durch negative Erlebnisse (blau) beeinflusst wird und letztendlich — durch die
Beeinflussung der Wahrnehmung — zur Entstehung negativer Denkschemata (gelb) beitragen kann. (Simons
etal., 2017)

Beispielsweise ging man davon aus, dass im Rahmen einer MDD die positiven Effekte,
die Applikationsstudien mit OXT an Probandinnen nachgewiesen hatten, als direkte
Gegensatze zu den Kernfaktoren negativer Denkschemata von Patientinnen mit MDD
gesehen werden koénnen (negativer Eindruck von sich selbst und anderen, sowie
negativer Ausblick in die Zukunft). Daher erscheint es logisch einen Einfluss des OXT-

Systems auf Entstehung und Unterhaltung der MDD  anzunehmen.
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Abbildung 6: Oxytocin und seine Wirkung auf Hirnregionen mit konsekutiver Wirkung und angenommener
Beeinflussung verschiedener psychiatrischer Krankheitsbilder (modifiziert nach Kirsch et al):
Die Verschiedenen Wirkungsweisen von OXT (erste Spalte links) beeinflussen mehrere neuronale Regionen
(zweite Spalte von links) mit entsprechendem Einfluss auf Verhalten und Wahrnehmung (dritte Spalte von
links); diese Einflussmdglichkeiten lassen OXT als einen weiteren Kandidaten bei der Entstehung und im
Symptomkomplex von psychiatrischen Erkrankungen erscheinen (ASD = Autismusspektrum-Stérungen;
BPD = Borderline-Personlichkeitsstérung; DA = Dopamin; HPA = Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-
Achse; SAD = Social Anxiety Disorder) (Kirsch, 2015)

Und auch Patientinnen mit bipolarer Stérung (BPD), die schlechtere emotionale
Selbstkontrolle, Uberempfindlichkeit gegeniiber sozialen Signalen und schlechterer
Verarbeitung von Stress zeigten, boten sich bei der Untersuchung des OXT-Systems an,
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und zeigten auch sowohl geringere Basalspiegel von OXT, als auch insgesamt eine
geringere Ausschittung (Bertsch et al., 2013) (Jobst et al., 2014).

Viele medikamentdse antipsychotische Therapieanséatze zielen auf das dopaminerge
System ab, um psychotische Symptome abzuschwdchen. Da OXT und das
dopaminerge System in Verbindung stehen kann ein Einfluss des Oxytocin-Systems

nicht ausgeschlossen werden (Kirsch, 2015).

1.4 Elterliche Bindung

OXT  kristallisierte sich also als Kernfaktor bei der Wahrnehmung und
Entscheidungsfindung im Verhaltnis zu anderen heraus, und zeigte in diesem Rahmen
auch Korrelationen mit einigen der prominentesten psychiatrischen Erkrankungen. Bei
der Frage nach der Atiologie psychiatrischer Erkrankungen kann eine Korrelation mit
Bindung als Umwelteinfluss - v.a. Bindungen traumatischer Natur - nicht von der Hand
gewiesen werden. Beispielsweise beschreiben ca. 80% der Patientinnen mit Borderline
Personality Disorder (BPD) Misshandlung in der Kindheit (Bertsch et al., 2013). Eine der
vulnerabelsten Phasen in der menschlichen Entwicklung ist die Kindheit, und in dieser
Phase ist die Beziehung zu den eigenen Eltern die starkste, die ein Kind hat. Damit
kommt im Rahmen der Frage nach OXTs Rolle bei der Entstehung von psychiatrischen

Erkrankungen dieser speziellen Beziehung eine besondere Aufmerksamkeit zugute.

Die meiste Entwicklung des menschlichen Neocortex findet, wie bei den meisten
Saugern, nach der Geburt statt. In dieser Phase ist der junge Mensch vollstdndig von
seinen Firsorgern abhéngig, und in dieser Phase spielen Bindungen zu diesem eine
essentielle Rolle. Man kann daher annehmen, dass das Erlernen von Bindungsstilen und
sozialen Fahigkeiten in dieser Phase gepragt wird (Carter, 2014). Durch die andauernde
Interaktion mit inrem Kind greifen Eltern in dessen Entwicklung ein, interpretieren dessen
Signale, und formen dessen Umgang mit der Welt. Hierbei ist v.a. zu bemerken, dass
Eltern eine Resonanz auf das Verhalten der Kinder zeigen, und das Kind durch diese
erlernt, welches Verhalten in welchem Fall angebracht ist und wie man adaquat auf die
Signale anderer eingeht (Feldman, 2007). Dies verdeutlicht die Auswirkung der
Interpretation von Signalen auf alle nachgeschalteten Schritte menschlichen Verhaltens.
Und erneut ist es OXT, dass in diesen Bereichen bereits ein Einflussgeber

herausgearbeitet wurde.

Genetische Polymorphismen und epigenetische Verdnderungen des OXTR tragen zu
unterschiedlichen Verhaltensmustern bei Individuen bei, und beeinflussen auch den

Umgang mit Herausforderungen tber das gesamte Leben hinweg. Dies macht OXT zu

23



einem idealen Anschauungsobjekt bei der Frage nach Resilienzfaktoren, und auch bei

der Betrachtung von Umweltfaktoren im GroRReren (Carter, 2014).

Zusammengefasst: Die Bindung zu den Eltern findet in einer kritischen Phase der
Entwicklung statt, und pragt somit die soziale Entwicklung der Nachkommen. Hierbei ist
OXT das neurophysiologische Korrelat dieser Prozesse. Wie bereits erwahnt, liegt der
evolutionare Vorteil in diesem System in seiner Fahigkeit, das Miteinander in der Gruppe
positiv zu beeinflussen, um somit die Lebensumstande darin zu verbessern. Dies gipfelt
in der Empathie, der wohlwollenden, im wahrsten Sinne ,mit-fihlenden®, Reaktion auf

das Verhalten anderer.

Empathie setzt voraus, dass man den emotionalen Ausdruck des Gegenibers versteht
und korrekt zuordnen kann. Wie oben beschrieben, besteht die erste Moglichkeit eines
Menschen, derartige Muster zu erlernen, in der frihen Kindheit in der Interaktion mit den
eigenen Eltern. Und diese pragt letztendlich auch das empathische Handeln der
spateren Heranwachsenden (Kochanska, 2002), (Feldman, 2007) vor allem auch in
Bezug auf ihre nicht direkte familisre Umgebung (Zhou et al, 2002)
(Moreno et al., 2008) . Diese Entwicklung, hin zu einer empathischen Grundeinstellung
gegenuber der Umwelt, verandert den Umgang des Individuums mit seiner Umwelt, und
wurzelt anhand der dargelegten Sachverhalte in der urspriinglichen Beziehung des

Individuums zu seiner frihkindlichen Umwelt.

Wie diese frihkindliche Umgebung aussieht hangt also maf3geblich von den Firsorgern
ab und eine gestdrte Beziehung zu diesen resultiert spater mit deutlich héherer
Wabhrscheinlichkeit in problematischen bis pathologischen Verhaltensmustern. Als ein
Kernaspekt einer gestdrten frihkindlichen Beziehung wird die Wahrnehmung der Eltern
gesehen, die Signale und Verhalten des Kindes eher als bewusste Entscheidungen,
denn als einzige mogliche AuRerungsmaglichkeit des Kindes sehen (Kochanska et al.,
2019). Somit entscheiden die eigene Wahrnehmung und Interpretation von Signalen
Uber das eigene Verhalten, und wie oben dargelegt, auch langfristig tiber das Verhalten

der Nachkommen.

An diesem Punkt I&sst sich die Bricke zu OXT schlagen, welches in den vorherigen
Ausfuhrungen bereits als Element der Wahrnehmung und Modulation sozialen
Verhaltens ausgemacht wurde. Und dies deckt sich damit, dass Kinder, denen eine
fursorgliche frihkindliche Bindung fehlte, auch noch lange Zeit spater verminderte
periphere Level an OXT zeigten (Wismer Fries et al., 2005). Solche Beobachtungen
konnten bei noch deutlicher gestérten Bindungen — wie bspw. Kindesmissbrauch — ins
Erwachsenenalter hinein nachverfolgt werden (Heim et al.,, 2009). Somit konnte

dargelegt werden, dass OXT Uber das Verhalten des direkt beeinflussten Individuums

24



andere Menschen ebenfalls mitbeeinflusst, und deren OXT-System entsprechend

mitreagiert (Weisman et al., 2012).

Es zeigte sich also, dass Bindung als Umweltfaktor bei der Entstehung psychiatrischer
Erkrankungen ein wichtiger Faktor ist, und dass OXT nicht nur auf theoretischer Ebene
als neuromodulatorisches Korrelat dieses Einflusses gesehen werden kann.
Dementsprechend ergibt es nur Sinn, dass diese drei Punkte zusammen betrachtet
werden. Die Eltern-Kind-Bindung ist, zusammenfassend gesagt, ein Grundbaustein
unserer frihen Entwicklung, und damit ein entscheidender Faktor bei der
Ursachensuche nach den Urspringen psychiatrischer Erkrankungen. OXT wiederum ist
ein integraler Baustein unseres Gehirns, Signale von Bindung und Interaktion zu
interpretieren und zu modulieren. Und es zeigte sich auch ein Zusammenhang zwischen
den frihkindlichen Bindungserfahrungen und der spateren Ausbhildung des OXT-
Systems. Kdnnten epigenetische Veranderungen in diesem Fall das Bindeglied sein?
Inwieweit findet sich hier die Verbindung zwischen dem Verhalten anderer (in diesem
Fall: der Eltern) und der Fahigkeit der Kinder, in wohlwollende Interaktion mit ihrer

Umwelt zu treten?
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2 Fragestellung und Zielsetzung

Die folgende Arbeit soll den Einfluss des Methylierungsgrades verschiedener CpG-Sites
mit Beziehung zum Oxytocinrezeptorgen auf hirnmorphologische Parameter unter
Berticksichtigung des elterlichen Bindungsverhaltens untersuchen.
Dabei sollen folgende Hypothesen Uberprift werden:

1) Es besteht eine Korrelation zwischen dem Methylierungsgrad des
Oxytocinrezeptorgens und strukturellen Variationen der grauen Substanz

2) Der Methylierungsgrad des Oxytocinrezeptorgens ist assoziiert mit Markern der
strukturellen Integritat der weil3en Substanz

3) Der Methylierungsgrad des Oxytocinrezeptorgens korreliert mit elterlichen
Bindungsstilen
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3 Material und Methoden

Die verwendete Probandinnenmenge setzte sich aus Teilnehmern der FOR2107
,Marburg-Munster Affective Disorders Cohort Study“ (MACS) zusammen. Im Rahmen
dieses Projektes waren seit 2014 Probandinnen mit verschiedenen psychiatrischen
Erkrankungen (BD, MDD, SZ, SZA), Angehoérige von Probandinnen,
Risikokandidatinnen und gesunde Probandinnen rekrutiert worden. Alle Probandinnen
durchliefen den gleichen Katalog an Untersuchungen/Testungen, soweit keine
gesundheitlichen Griinde dies verhinderten (bspw. akut auftretende Klaustrophobie, die

eine MRT-Untersuchung verhinderte):

- klinisches Interview

- neuropsychologische Testung

- Entnahme von Kérperproben (Vollblut, Speichel, Urin, Haare, Stuhl)

- Bildgebung mittels Magnetresonanztomographie (MRT): strukturelle T1-Messungen,
Diffusions-Tensor-Imaging (DTI) und vier fMRT-Paradigmen mit einer insgesamten
Scanzeit <60 min. (Kircher et al., 2018) (Vogelbacher et al., 2018)

Ausschlusskriterien waren u. A. psychiatrische Erkrankungen, die nicht ins Spektrum der
Kohorte fielen, neurologische Erkrankungen mit morphologischen Korrelaten als
Storfaktoren  (Epilepsie, Z.n. Schlaganfall, Z.n. Schéadel-Hirn-Trauma), zum
Messzeitpunkt bestehende Suchterkrankung, aktueller Gebrauch von Benzodiazepinen,
Schwangerschaft oder andere Kontraindikationen einer MR-Bildgebung (festgestellt

durch grindliche ,Metallanamnese® einer jeden Probandin).

3.1 Zusammensetzung des Samples

Aus diesem Kandidatinnenpool wurden 66 Probandinnen zur Bildung eines
epigenetischen High-Risk-Samples ausgewaéhlt, mit den Untergruppen ,ohne Risiko®,
,genetisches Risiko* (mindestens ein Angehoriger ersten Grades mit sicher
diagnostizierter und behandelter MDD, BD, SZ oder SZA) und ,Umweltrisiko
(Uberschreitung von 2 Skalen des Childhood Trauma Questionaire, CTQ). Jede
Untergruppe umfasste dabei 22 Kandidatinnen. Es wurden ausschlieR3lich weibliche
Probandinnen in das Sample eingeschlossen, da es zum Zeitpunkt der Erstellung nicht
ausreichend mannliche Probanden mit vollstdndigen Untersuchungsbatterien gab, die
angemessen gematcht hatten werden kénnen. Das so zusammengestellte Sample sollte

als Ganzes untersucht werden und eine Bevoilkerungssubpopulation mit erhfhtem
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Risiko fur das spatere Auftreten einer psychiatrischen Erkrankung darstellen, ohne dass

bereits eine diagnostizierte psychiatrische Erkrankung vorliegt.

Im Laufe der Analyse musste leider festgestellt werden, dass drei Probandinnen nicht
den korrekten Kategorien zugeordnet waren: Eine Kandidatin der Gruppe ,Umweltrisiko*
Uberschreitet lediglich eine Skala des CTQ, und zwei Kandidatinnen der Gruppe
,2genetisches Risiko“ gaben Mitter mit MDD an, ohne, dass sich diese jemals in
Behandlung befunden hatten (womit angenommen werden musste, dass keine valide

medizinische Diagnose gestellt wurde).

Weiterhin stellte sich heraus, dass vier Probandinnen (je zwei aus den Untergruppen
.genetisches Risiko* und ,Umweltrisiko) aufgrund nicht-kaukasischer Herkunft
ausgeschlossen werden mussten, um einen eventuellen Einfluss von genetischen
Unterschieden auf die epigenetischen Untersuchungen bzw. der Schadelanatomie auf
die morphologischen Analysen auszuschlieRen. Zusatzlich konnten die DTI-Scans von
3 Probandinnen der Subgruppe ,ohne Risiko aufgrund mangelhafter Bildqualitat nicht

verwendet werden (s. 3.3.4)

Das verwendete Hochrisikosample bestand damit aus 62 Probandinnen fir
Hirnvolumen- und Gyrifizierungsanalysen; fir die Analysen beztglich der Integritat der

weilden Substanz bestand unser Sample aus 59 Kandidatinnen.

Alle Probandinnen des Samples fiillten den Fragebogen zur elterlichen Bindung (FEB)
aus. Der FEB ist eine leicht Gberarbeitete und ins Deutsche Ubersetzte Version (Lutz,
1995) des Parental Bonding Instrument (PBI), entwickelt von Parker et al (1979).
Bei der Entwicklung des Tests hatte ein Review bisheriger Daten zum wahrgenommenen
Verhalten von Eltern festgestellt, dass bei dem Versuch, die Bindungsstile von Eltern zu
ihren Kindern zu beschreiben, immer wieder Schwerpunkte in ,Flrsorge* und
.kontrollierendes Verhalten“ auftraten. Anhand dieser Beobachtung wurde eine
Fragenbatterie zusammengestellt, deren Inhalte mithilfe einer varimaxrotierten

Faktorenanalyse reduziert wurden (Parker et al., 1979).

Der Fragebogen enthélt in seiner Endfassung 25 Items: 12 fur die Skala ,Fiursorge/Care®,
mit den Polen firsorgliches vs. indifferentes/ablehnendes Verhalten, und 13 fir die Skala
LKontrolle/Control“, mit den Polen kontrollierendes vs. Autonomie-férderndes Verhalten.
Da kontrar valente Inhaltsbereiche in einer Skala vereinigt werden, werden einige Items
invertiert. Jeder Probandin werden die Fragen in doppelter Ausflihrung prasentiert, je flr
Mutter und Vater. Die Probandlnnen kénnen auf einer 4-fach abgestuften Skala
antworten (trifft zu: gar nicht — eher nicht — eher — sehr). Er bezieht sich retrospektiv auf

die ersten 16 Lebensjahre einer jeden Probandin.
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Probandinnen schildern, wie sie die Beziehung zwischen ihrer Mutter und sich selbst

sowie zwischen ihrem Vater und sich selbst retrospektiv einschatzen.

Bei Uberschreitung eines Cutoffs (variierend fir Mutter und Véter) wird ein
Bindungsverhaltnis als ,fursorglich® bzw. ,kontrollierend® eingestuft; in Testungen
werden Miutter eher als flrsorglich und Uberprotektiv bewertet, sodass fir die

mdtterlichen Scores angepasst ein héherer Cutoff-Wert erreicht werden muss.

Der FEB wurde den Probandinnen im Rahmen einer groReren Testbatterie postalisch
eine Woche vor Durchflhrung der Testungen zugesandt und am Tag der Testung
entgegengenommen. Alle Fragebogen der Batterie waren mit einem fur jede Probandin
einzeln erstellten Barcode versehen, welcher ein spateres Einscannen mittels Remark
Office OMR Software erlaubte (Kircher et al., 2018).

Der FEB bzw. seine englische Version (PBI) zeigte in spateren Analysen auch bei
wiederholter Durchfihrung Uber 20 Jahre hinweg eine stabile Bewertung der
abgebildeten elterlichen Bindungsstile (Wilhelm et al., 2005) und wird auch noch 40
Jahre nach seiner Einfihrung als verlasslicher Fragebogen zur Bewertung der
elterlichen Bindung in der Ursachenforschung psychiatrischer Erkrankungen verwendet
(Mannarini et al., 2018).

N (%) Minimum | Maximum | Mean / Std. Deviation
FEB Fuersorge Mutter 62 6 36 25,24 / 8,481
FEB Fuersorge Vater 58 5 36 25,45 /7,602
FEB Kontrolle Mutter 56 0 29 11,84 /8,153
FEB Kontrolle Vater 52 1 28 8,81/6,331
CTQ_EmotionalerMissbrauch 62 5 19 8,21/ 3,654
CTQ_KoerperlicherMissbrauch 62 5 15 6,16 /2,27
CTQ_SexuellerMissbrauch 62 5 17 5,48 /1,853
CTQ_EmotionaleVernachlaessigung 62 5 20 9,85/ 4,497
CTQ_KoerperlicheVernachlaessigung 62 5 12 6,73 /2,167

Tabelle 1: deskriptive Darstellung des Samples; im ersten Abschnitt befinden sich Details bzgl. des
Abschneidens der Teilnehmerinnen auf den Achsen des FEB zur spateren Analyse des elterlichen
Bindungsstils, und im zweiten Abschnitt die des CTQ, welcher verwendet wurde, um ein etwaiges
Risikoprofil durch Umweltfaktoren zu ermitteln.

3.2 epigenetische Analyse des OXTR-Gens

Uber den lllumina Infinium MethylationEPIC BeadChip wurde aus dem Vollblut aller
Probandinnen die individuellen Methylierungskonzentrationen fir tber 850.000 CpG-
sites ermittelt. Das Verfahren, um den Methylierungsstatus von CpG-Sites zu ermitteln,

beruht auf zwei Sonden: einer methylierten und einer unmethylierten.
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Zu Beginn wird die DNA mit Natriumhydrogensulfit behandelt, was dazu fihrt, dass
unmethylierte Cytosinreste in Thymin umgewandelt werden, wohingegen methyliertes
Cytosin unbetroffen ist (Pidsley et al., 2016). Auf diese Weise ist die DNA-Struktur in
Abhangigkeit vom Methylierungsstatus verandert, weswegen jeweils andere Sonden
erfolgreich an das DNA-Fragment binden koénnen. Die gebundene Sonde kann
anschliel3end detektiert werden und gibt Aufschluss tber den Methylierungsstatus der
DNA.

Unmethylated locus Methylated locus
BISULPHITE TREATMENT
Genomic DNA 5. .CGCcTTTTCCGTT... ¥ 5'...CTTTTCTT...3'
Bisulphite converted
DNA s..[@arrrrTTEGTT... @ s..[egrTrrTrTCgTT... ¥
!
>*"\T >;"\A
A e
HYBRIDISATION e " i ikt P -
SN N e SN e
Bead type Il 3% ACAAAAAAACAA...5 % GCAAAAAAGCAA...5
Ll FLrrrrertnd
¥ . [@errrTrrT(TgTT... ¥ 5'...[E]TTTTTTTT...3'

Abbildung 7: Funktionsweise des lllumina Infinium Methylation EPIC Bead Chip (modifiziert nach Pidsley et
al): in der linken Spalte ist die Wirkung auf einen unmethylierten Locus gezeigt, in der rechten Spalte auf
einen methylierten Locus (dargestellt durch Anhénge in Magenta), wobei die zu untersuchende CpG-Site
griin hervorgehoben ist; in der initialen Behandlung mit Natriumhydrogensulfit zeigt sich kein Einfluss auf
die methylierte CpG-Site (Cytosin bleibt Cytosin), wohingegen die unmethylierte Seite beeinflusst wird
(Cytosin wird zu Thymin); die nun bindenden Sonden sind unterschiedlich farblich markiert, womit detektiert
werden kann, welche CpG-Sites methyliert waren, und welche nicht. (Pidsley et al., 2016)

Die so ermittelten Werte lassen sich auf zwei verschiedene Weisen darstellen, als sog.
Beta- oder M-Values. Ein Beta-Value stellt die deutlich intuitivere Darstellungsweise dar,
da es sich hierbei kurz gesagt um eine reine Prozentangabe handelt; die methylierten
Anteile werden direkt im Vergleich zu der Gesamtzahl an untersuchten Loci gesehen,

wobei ein eingefugter Faktor a als Korrektur fir sehr kleine Methylierungswerte dient.

max (yi,methyl 0)

Beta; =
max(yi,unmethy’o) + max (yi,methylo) + a

Abbildung 8: Definition des Beta-Values (nach Du et al): der Beta-Value ist das reine Verhéaltnis der
methylierten Anteile des untersuchten Bereichs zum gesamten untersuchten Bereich; damit ist er zwar
einfach nachzuvollziehen, neigt jedoch zu Extremwerten. Ein Wert von 0 géabe somit an, dass alle Kopien
der CpG-Site unmethyliert sind. (Du et al., 2010)

Der M-Value dagegen stellt ein log2-Verhaltnis von methylierten und unmethylierten
Anteilen dar. Dementsprechend entspricht ein Wert von Null gleich grol3en Anteilen an
methylierten und unmetyhlierten CpG-Sites, mit Abweichungen Richtung 1 bzw. -1 fir

eher methylierte bzw. unmethylierte CpG-Sites. Der Faktor a dient hier der
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Kompensation Kleiner Variationen, die ansonsten grof3e Spriinge in den M-Values

erzeugen wirden (standardmafiig a = 1).

max (yi'mether) + «a

max (y i,unmethy’o) ta

M; = log,( )

Abbildung 9: Definition des M-Values (hach Du et al): Der M-Value ist das log2-Verhéaltnis der methylierten
zu den unmethylierten CpG-Sites des untersuchten Bereichs (Du et al., 2010)

Es ist ersichtlich, warum Beta-Values als ,intuitiver angesehen werden, jedoch gibt es
gute Grinde mit M-Values zu arbeiten. Ein Beta-Value mag als Zahl schnell einleuchten,
aber bei einer Betrachtung der Methylierungswerte Giber mehrere CpG-Sites hinweg fallt

auf, dass Beta- und M-Values insgesamt sehr ungleich verteilt sind.
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Abbildung 10: Histogramm der Methylierungswerte einer Batterie untersuchter CpG-Sites (modifiziert nach
Du et al): es zeigt sich, dass die Beta-Values (rot,) aufgrund der prozentualen Darstellungsweise an der
Gesamtmenge untersuchter Sites, zu Extremwerten neigen; die M-Values (grun) stellen hingegen ein
logarithmiertes Verhaltnis der methylierten zu unmethylierten Sites dar, womit sie die Verteilung der
Methylierung uber das Genom hinweg besser abbilden und auch eher normalverteilt sind, womit sie sich fur
statistische Analysen anbieten. (Du et al., 2010)

Wahrend sich Beta-Values vor allem am unteren und oberen Spektrum der Skala
sammeln (es sind deutlich mehr CpG-Sites nicht oder kaum methyliert), so erlauben M-
Values ein gemischteres Bild mit einer bimodalen Verteilung. Damit erlaubt der M-Value,
obgleich  nicht  biologisch  intuitiv, eine leichtere = Einschatzung der
Methylierungsverteilung Uber das gesamte untersuchte Gebiet hinweg; dies wére mit
Beta-Values  deutlich  schwieriger zu erreichen (Du et al, 2010).
Ein weiterer Vorteil von M-Werten ist ihre einfachere statistische Anwendbarkeit
aufgrund einer hoheren Skedastizitat; die Standardabweichung von Beta-Values ist bei

weitem nicht so konstant wie die von M-Werten, was letztere in fir eine Mehrzahl
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statistischer Methoden eher anwendbar macht (Du et al., 2010). In Zusammenschau der
Daten haben wir uns entschlossen, mit den M-Werten der Methylierungsgrade zu

arbeiten.

Die auf diese Weise gewonnene totale Anzahl an CpG-Sites des OXTR-Gens lag bei 18
maglichen Dinukleotiden, und war bei weitem zu grof3, um jede einzelne CpG-Sites und
ihre eventuellen Folgen fur sich zu untersuchen. Aus diesem Grund wurden die
folgenden zwei Herangehensweisen gewahlt, um eine tberschaubare Menge an CpG-

Sites herauszufiltern.

3.2.1 Kandidatenapproach

Zunachst wurden die erwahnten CpG-Sites einer eingehenden Literaturrecherche
unterworfen, um bisher bereits aufgedeckte Korrelationen zwischen ihnen,
psychiatrischen Erkrankungen, hirnmorphologischen Veranderungen und auffalligen
Bindungsmustern aufzudecken, die eine weiterflihrende Analyse rechtfertigten.
Hierdurch konnten 3 CpGs ausgewahlt werden, die in vorherigen Versuchsanséatzen

durch signifikante Korrelationen aufgefallen waren.

Beispielsweise waren bereits zuvor Korrelationen zwischen Kindesmisshandlung und
Methylierungsunterschieden beschrieben worden, sodass auch Veranderungen von
OXTR im Verlauf ndher untersucht worden waren. Hierbei hatten sich Korrelationen
zwischen Methylierungsunterschieden der CpGs und einer Vorgeschichte an
Kindesmisshandlung gezeigt; von den 5 beschriebenen CpGs waren 2 Teil unserer

Testbatterie (Smearman et al., 2016).

Wie auch am Anfang unserer Untersuchungen sahen sich Simons et al mit einer grol3en
Bandbreite an CpG-Sites konfrontiert, und es wurde eine Konzentration der
Informationen durch Faktorenanalyse durchgefiihrt, was in vier Faktoren resultierte. Von
diesen vier Faktoren korrelierte einer direkt mit Adult Adversity, Misstrauen und
generellem Pessimismus; dieser Faktor enthielt vier CpG-Sites, von denen drei Tell

unserer Testbatterie waren (Simons et al., 2017).

Andere Anséatze fokussierten sich auf Veranderungen der Methylierungswerte des
OXTR, beispielsweise durch Intervention bei Hochrisikokandidatinnen (Beach et al.,
2018). Auch hier waren die CpGs mittels Faktorenanalyse zusammengefihrt worden,
wobei einer der Faktoren mehrere CpGs im Bereich des ersten Introns des OXTR
umfasste. Dieser Bereich wurde als besonders prominent in der Beeinflussung der
Genexpression beschrieben (Brenet et al.,, 2011) (Kusui et al.,, 2001), und dessen
Bestandteile waren Teil der von uns verwendeten Testbatterie. Weiterhin korrelierte der

Methylierungsindex mit der Teilnahme an dem durchgefiihrten Préaventionsprogramm,
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womit  die  Abhangigkeit von  Umweltfaktoren mit  einbezogen  war.
Nach dieser Literaturrecherche hatten sich drei mogliche CpG-Sites herauskristallisiert,
die sowohl im bisherigen wissenschaftlichen Kontext vielversprechend als auch Teil
unserer Analysen, waren: ¢g17285225, cg23391006 und cg09353063.

Factor 1 Fuctlor 3 Facllor 2 Facllor 1
|
[ 1 [ 1 l 1 | 1
Scale 1 kb hgl9
Chr3 8,809,000 8,809,500 8,810,000 8,810,500 | 8,811,000 8811310
cg1S317815 g27501759 cg12695586 €g03987506 cg08535600 €g23391006
cg04523291 cg19619174 ¢g00078085 cgl7285225
Probes Y 8 8 Slichess
o ©g02192228 09353063 "
OXTR gene | < Exon | 5
Coverage in Previous Studies CpG Island
Kim ctal, 2014 1
Simons et al,, 2016 S

Abbildung 11: Lokalisation der der Methylierungssonden des OXTR-Gens (hgl19; chr3:8808962-
8811280)(modifiziert nach Beach et al): zusatzlich zu einzelnen CpG-Sites (Benennung oberhalb des
gestrichelten Pfeils) im Bereich der CGI (graues Band unterhalb des gestrichelten Pfeils) sind hier auch
weitere CpG-Sites im Bereich der CGI gekennzeichnet, die in anderen Papern untersucht worden waren
(schwarze Béander unterhalb der CGI; man beachte die Position von ¢cg17285225 und ¢g23391006 im
Bereich des ersten Exons des Gens. (Beach et al., 2018)

Wie Abbildung 11 zeigt, befinden sich alle drei CpG-Sites in der Endregion des ersten
Exons bzw. im Anfangsbereich des ersten Introns, was sich wiederum mit aktuellen
Ergebnissen Gber den Einfluss verschiedener CpG-Lokalisationen deckt. Dieser Bereich
wurde in einem weiteren Versuch einer Demethylierung unterzogen. Die durch
Demethylierung erzeugte Vermehrung an OXTR-RNA konnte zeigen, dass die dort
eingeschlossenen CpG-Sites abhangig von ihrem Methylierungsstatus die Bildung neuer
OXTR beeinflussten. Die Menge an Transkriptionsprodukt Uberstieg letztendlich sogar
die von Gewebe, das naturgemafR OXTR exprimiert (u.a. Myometrium von Schwangeren
und Nicht-Schwangeren) , was die Bedeutung dieser Schlisselregion bei der

Transkription von OXTR noch einmal betont (Kusui et al., 2001).

3.2.2 CGl-Ubergreifender Ansatz mittels Faktorenanalyse

In einer zweiten Herangehensweise sollte der Einfluss von moglichst vielen
verschiedenen CpG-Sites auf Bindung und Hirnmorphologie gebindelt werden, um
gemeinsame Einflussfelder aufdecken zu kénnen. Daher wurde, wie bereits erwahnt von
Simons et al, eine explorative Faktorenanalyse mit Varimaxrotation durchgefiihrt, um im
Anschluss Faktoren bilden zu kénnen, welche eine méglichst grol3e Menge an Varianz
innerhalb der vorliegenden CaGl aufklaren sollen.
Um eine bessere Vergleichbarkeit der Variablen zu erreichen begannen wir mit einer Z-
Transformation der Daten; bei der anschlieRenden Varimaxrotation wurden kleine

Ladungen <0,3 nicht bertcksichtigt und die Faktoren nach Regression extrahiert.
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Zunachst wurde die Rotation auf Basis der Eigenwerte >1 durchgefiihrt, im Anschluss
aber, anhand eines erstellten Scree-Plots, auf drei festgesetzt. Das Kaiser-Meyer-Olkin
Kriterium lag bei 0,601, was tragbar ist. Nach BartlettsTest auf Spharizitdt war die

Faktorenanalyse durchfiihrbar.

Rotated Component Matrix

Component

1 2 3
€g26455676 -0,371

cg00385883
cg15317815 0,937

cg04523291 0,834

cg02192228 0,932

©g27501759 0,791

0912695586 0,361 | 0,643
cg19619174 0,514
cg11171527 0,730
cg03987506 0,554
€g17285225 0,414 0,365 0,380
cg17036624 0,709

cg03710862 0,633

0925085537 0,768

cg14483142 0,379
909353063

923391006 0,462

0900247334 0,576

Tabelle 2: Eingang der einzelnen CpG-Sites in die Bildung der Faktoren (gelb hervorgehoben die CpG-Sites,
deren Methylierungsgrad nach Literaturrecherche einzeln analysiert wurde); Extraktion nach Principal
Component Matrix, Varimaxrotation mit Kaiser Normalisierung.

Durch die Faktorenanalyse kristallisierten sich 3 Faktoren zur weiteren Analyse heraus,
mit einer Gesamtvarianzaufldosung von 43,781%. Von den zuvor im Kandidaten-

Approach ausgewahlten CpG-Sites war lediglich cg17285225 Bestandteil aller Faktoren.
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3.3 Bildgebende Verfahren

Ziel der Arbeit war ein Vergleich der T1-gewichteten MRT-Scans der Probandinnen im
Hinblick auf morphologische Korrelate in den Methylierungsunterschieden der

ausgewahlten CpG-Sites.

Es wurden drei Verfahren zur statistischen Auswertung der MRT-Scans herangezogen:
Voxel-basierte Morphometrie (VBM) zwecks Analyse der gesamten grauen Substanz,
oberflachenbasierte Morphometrie (SBM) zur Beurteilung der Gyrifizierung, und

Diffusion-Tensor-Imaging (DTI) zum Vergleich der Integritat der weil3en Substanz.

Die Magnetresonanztomographie ist eine nicht-invasive Form der Schnittbildgebung, mit
Schwerpunkt auf der Darstellung von Weichteilgewebe.
Das Prinzip dieser Untersuchungsmethode beruht auf der Magnetisierbarkeit des
menschlichen Korpers, d.h. auf dem Drehimpuls (Kernspin) von Wasserstoffatomen.
Durch Anlegen eines starken, homogenen Magnetfeldes lassen sich diese zuvor
ungeordneten Protonen jedoch parallel bzw. antiparallel zu den Feldlinien dieses

Magnetfeldes ausrichten, was eine Magnetisierung des Gewebes nach sich zieht.

Im Rahmen des MR-Untersuchung wird ein Hochfrequenzimpuls in das Gewebe
abgegeben, was die vorherige longitudinale Magnetisierung in eine transversale
umlenkt. Nach Abschalten des Impulses kehren die Dipole unter Abgabe der zuvor
zugefuhrten Energie wieder in ihre longitudinale Ausrichtung zurtick; dieser Vorgang
wird als ,Relaxation“ bezeichnet. Diese abgegebene Energie wird nun durch Spulen

empfangen und vom Tomographen gemessen.

Dabei kénnen weiterhin zwei Prozesse der Relaxation, welche zeitgleich stattfinden,
unterschieden werden. In unserer Arbeit wird lediglich der erste Prozess verwendet,

sodass nur dieser hier erlautert werden soll.

Wird die elektromagnetische Energie an das umgebende Molekiilgitter abgegeben,
spricht man von T1- oder Spin-Gitter-Relaxation. Dies entspricht der Rickbildung der
Transversalmagnetisierung zu Gunsten der Langsmagnetisierung. Hieraus lassen sich
in Abhangigkeit von der Protonendichte in einem Gewebe Informationen Uber die
Gewebeart extrahieren. Dominiert diese Relaxationseigenschaft den Bildkontrast spricht

man von T1-gewichteten Bildern, in denen Wasser hypointens erscheint.

Fur die anschlieBende Bilderzeugung miissen die empfangenen Signale raumlich
zugeordnet werden (Ortskodierung). Dafir werden in ihrer Stéarke linear abnehmende
Gradientenmagnetfelder zugeschaltet, wodurch ein sog. Schichtgradient entsteht.
Dieser erlaubt es an unterschiedlichen Stellen des Korpers verschiedene

Magnetfeldstarken  entstehen zu lassen, was wiederum unterschiedliche
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Prazisionsfrequenzen der Spins ermdglicht. Mit der Auswabhl einer bestimmten Frequenz
des Hochfrequenzimpulses in Anwesenheit des Schichtgradienten kann demnach
selektiv jene Schicht dargestellt werden, deren Spins mit derselben Frequenz wie der
des Impulses préazedieren. Die so empfangenen Signale kénnen so raumlich einer
Volumeneinheit (Voxel, analog zu Pixel) zugeordnet werden. Diese Information kann
anschlieRend mit Hilfe der Fourier-Transformation dekodiert werden, womit ein Bild

zusammengeflgt werden kann.

3.3.1 voxelbasierte Verfahren und voxelbasierte Morphometrie (VBM)

Voxelbasierte Verfahren erlauben im Gegensatz zur konventionellen Morphometrie, bei
der a priori zu untersuchende Gebiete (Regions of Interest, ROI) definiert werden,
Aussagen Uber das gesamte Gehirn. Da in diesem Fall kein zu untersuchendes Gebiet
manuell oder anhand von Atlanten ausgewahlt werden musste, verringert sich dadurch
die interpersonelle Fehlerrate signifikant und der Vergleich gro3er Probandinnenzahlen
wird mdglich. Die durch Vorverarbeitung ,angeglichenen® Gehirne erlauben es, dass
jeder einzelne Voxel der Scans mit allen entsprechenden Voxeln anderer Scans
verglichen werden kénnen. Dabei geht man davon aus, dass, bei entsprechender
Normalisierung der Scans in der Vorverarbeitung, derselben anatomischen Struktur

entspricht.

9
% @
Allgemeines
lineares Modell

) Statistische
/ Parametrische
Karte

zu untersuchende  Deformationsfeld
Gehirne

Abbildung 122: Prinzip der voxelbasierten Analyse (modifiziert nach Gaser); alle zu untersuchenden Gehirne
mussen zunachst durch Vorverarbeitung auf ein Referenzgehirn projiziert werden, sodass jedes einzelne
Voxel letztendlich in jedem Gehirn die gleiche Struktur darstellen kann (die hierfir notwendige nichtlineare
Normalisierung ist als Deformationsfeld dargestellt); erst dann kann eine Voxel-by-Voxel-Analyse beginnen.
(Gaser, 2008)
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Zum Zweck dieser Arbeit sollten die T1l-gewichteten Scans der ausgewahlten 62
Probandinnen auf Unterschiede auf Basis von Methylierungsunterschieden verglichen
werden.

Die verwendeten T1-Daten mussten zunéchst in 5 Schritten aufgearbeitet werden:

- bias correction und tissue classification richten sich nach der Intensitéat der Voxel und

dienen der Unterscheidung von grauer Substanz, wei3er Substanz und cerebrospinaler
Flassigkeit (Liquor cerebrospinalis, CSF). Die bias correction dient der Eliminierung von
Intensitatsunterschieden, die durch Inhomogenitaten des verwendeten Magnetfeldes
verursacht wurden. Diese Inhomogenitaten werden umso prominenter, je starker der
verwendete Scanner ist, und mussen herauskorrigiert werden, bevor die eigentliche
Gewebezuordnung (Tissue Classification) stattfindet; erst im Anschluss kann anhand
der Intensitat eines Voxels dieser einer spezifischen Gewebeart zugeordnet werden.
Dennoch findet ein Uberlappen der einzelnen Intensitaten fiir Gewebearten statt, was
dadurch zu erklaren ist, dass ein Standard-Voxel von 1 mm3 durchaus mehr als einen
Gewebetypus enthalten kann.
Als weiterer Sicherheitsfaktor kann eine Wahrscheinlichkeitsmaske verwendet werden,
die fur jede Lokalisation angibt, welche Art von Gewebe sich dort mit hoéchster
Wahrscheinlichkeit befindet.

graue graue Deformation Verdnderungen

(nativ) {Normalized) field an gr. Substanz

Proband 1

Probandin 2

Abbildung 13: Darstellung der spatial normalization (modifiziert nach Kurth et al): (A) zeigt die nativen
Gehirne zweier Individuen (1 ist ein 23-jahriger Mann, 2 eine 64-jahrige Frau); (B) zeigt die beiden Gehirne
nach spatial normalization, nun mit gleicher Grof3e, Form und Makroanatomie; (C) zeigt das Deformation
Field der einzelnen Probandinnen (Ausdehnungen in blau, Komprimierungen in rot); (D) zeigt die graue
Substanz der Probandinnen mit dem entsprechenden AusmafR an notwendigen Veranderungen zur
spateren Korrektur fiir spatial normalization (man bemerke den gréReren Anteil an orangenen Feldern bei
Probandin 2, a.e. aufgrund altersbedingter Atrophie)(Kurth et al.)

- spatial normalization beschreibt die Anpassung der Gehirnform an ein Standard-Gehirn

und kann in eine lineare und eine non-lineare Komponente unterteilt werden.
Bei der linear normalization wird jeder Bildbestandteil auf dieselbe Art verandert, was

Rotation, GroRRenanpassung und Scherung beinhaltet. Diese Anpassungsvorgange
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dienen der GroRBenanpassung des gesamten Gehirns, kbénnen jedoch nicht
interindividuellen Unterschieden in spezifischen Arealen gerecht werden (beispielsweise
unterschiedliche starker Auspragungen des linken Temporallappens), da jeder einzelne
Voxel denselben Veranderungen ausgesetzt ist.
Hier setzt die non-lineare Komponente an, die Position, GréRe und Verhaltnis einzelner
Hirnareale durchfuihrt, um eine noch bessere Vergleichbarkeit zu erreichen. Alle diese
Anpassungen an das individuelle Gehirn werden in einem Deformation Field
gespeichert, um jederzeit rickschlieRen zu kénnen, welchen Veréanderungen ein Areal
durchlaufen hat. Letztendlich wird sich jedoch niemals eine vollkommene
Vergleichbarkeit von Gehirnen erreichen lassen, schon allein, weil makroanatomische
Aspekte, wie die Verteilung von Gyri und Sulci, innerhalb der Population teils drastisch
auseinandergehen.
Original image

(T1-weighted)

/.
%

Inhomogeneity
¢ correction

Gray matter segment
in native space ol T\ classification

normalization

Gray matter segment I Nonlingar ‘
in template space el normalization

o

Spatial
smoothing

Smoothed gray matter segment
in template space

7

Abbildung 14: Darstellung der einzelnen Vorverarbeitungsschritte (modifiziert nach Kurth et al): durch die
zuvor beschriebenen Schritte wird es erst méglich, die Gehirne von Individuen — die ebenso individuelle
Einzigartigkeiten zeigen — miteinander zu vergleichen; nach der Korrektur fur Intensitatsunterschiede mit
anschlielRender Gewebezuordnung kann durch spatial smoothing erst eine Kongruenz der Gehirne erreicht
werden; das anschlielende spatial smoothing schlie3lich vereinfacht die kommenden Analyseschritte
signifikant (Kurth et al.)
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- spatial _smoothing erfolgt aus mehreren Grinden. Zunadchst einmal gehen die
parametrischen statistischen Analysen, die ja letztendlich folgen sollen, von
normalverteilten Daten aus. Durch das spatial smoothing enthalt jedes einzelne Voxel
ebenfalls Informationen seiner umliegenden Nachbarn, und durch diese Angleichung
sind die Daten anschliel3end eher normalverteilt als zuvor.
Weiterhin erlaubt dieses Verfahren eine weitere Reduzierung interindividueller
Unterschiede, die nicht durch die spatial normalization abgedeckt werden konnten, und
erhoht dadurch die Vergleichbarkeit der Daten. Letztendlich sensibilisiert das Smoothing
fur Analysen in der gewinschten GréRenordnung, da nun sehr kleine Veranderungen
(ausgel6st durch Storfaktoren; Artefakte) nun keine Beachtung mehr finden und sich die

Analyse auf Aspekte oberhalb der Smoothinggréfe fokussieren kann.

3.3.2 Gyrifizierung

Der Begriff der Gyrifizierung beschreibt die ,Faltung“ des Gehirns, also die Komplexitat
der Cortexoberflache. Sie ist damit ein MaR fur eine zunehmende Oberflache des Gehirn
im Angesicht eines begrenzten Volumens durch den knéchernen Schadel. Zur
Quantifizierung begann man urspriinglich mit einem Vergleich der inneren und aul3eren
Kurve des Cortex; die innere Kurve folgte dabei dem tatsédchlichen Verlauf der
Cortexoberflache, einschlie3lich aller Sulci, wahrend die auf3ere Kurve lediglich grob der
Oberflache folgt, ohne die Vertiefungen zu bericksichtigen (Zilles et al., 1988). Der
Quotient aus diesen beiden Kurven wird als Gyrifizierungsindex (Gl) bezeichnet, der mit

steigendem Wert eine komplexere Faltung der Koérperoberflache widerspiegelt.

Dieser zweidimensionale Ansatz erwies sich im weiteren Verlauf jedoch als zunehmend
limitiert. Corticale Windungen erfolgen auf einer dreidimensionalen Flache, sodass ein
zweidimensionaler Schnitt nicht jede Richtung des ,Abfallens und Ansteigens® der
Flache erfassen kann; je nach Schnittrichtung gehen so unweigerlich Informationen
verloren. Zudem ergibt sich die Problematik, dass der Kontakt zweier Cortexoberflachen
darunter befindliche Sulci vollstandig verbirgt, womit diese Uberhaupt nicht erfasst

werden.
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Abbildung 15: Visuelle Darstellung der urspriinglichen Erstellung eines Gyrifizierungsindices (Gl, modifiziert
nach Zilles et al): man erkennt die lediglich grobe Umfahrung der Gyrifizierung in der &ueren Kurve. Anhand
der angegebenen Formel lasst sich erkennen, dass ein grof3er Gyrifizierungsindex (Gl) eine hohere
LFaltung” des Gehirns darstellt, wéhrend hingegen eine zunehmende ,Verflachung” des Gehirn mit einer
Abnahme des Gl Richtung 1 einhergeht. (Zilles et al., 1988)

Als Weiterentwicklung dieses zweidimensionalen Ansatzes wurden daher im Verlauf
dreidimensionale Methoden erarbeitet. Diese erlauben es, mit Gittermodellen die
komplette, tatsédchliche Cortexoberfliche mit einem sphéarischen Modell der
Cortexoberflache zu vergleichen. Fir weit Uber tausend Punkte auf der Cortexoberflache
(Vertices) wird dabei die mean curvature bestimmt, die Informationen Uber die
Richtungsanderungen entlang Oberflache enthalt. Diese mean curvature wird weiterhin
mit den umliegenden Punkten gemittelt und nimmt anhand des Grades der Veranderung
Werte zwischen 180° und —180° an, wobei grof3e positive Werte die Gyri beschreiben
und grofRe negative Werte die Sulci. Hieraus ergibt sich die absolute mean curvature,
welche nur positive Werte annimmt und als vergleichbares Malf3 der corticalen Windung
dient. So konnen allen einzelnen Punkten der Cortexoberfliche einzelne Gls

zugewiesen werden (Luders et al., 2006).

3.3.3 Diffusion Tensor Imaging (DTI)
Die Diffusion Tensor Bildgebung ist eine Méglichkeit der MR-Bildgebung, die Bewegung

von Wasserstoffprotonen nachzuverfolgen. Im biologischen Kontext wird hierbei gerne
von ,Wassermolekulen“ gesprochen, die das Gros an zu beobachtenden Protonen
stellen, obgleich sie naturlich nicht die einzige Quelle von Protonen im Kdorper sind.

Auf diese Weise kann die Bewegung von Diffusion durch das Hirngewebe sichtbar
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gemacht werden, und es kénnen Rickschlisse auf die Integritat der entsprechenden

Strukturen geschlossen werden.

Wenn sie auf keinerlei Hindernisse stof3en und ihr Medium keiner von auf3en zugefiihrten
Energie ausgesetzt ist, bewegen sich Teilchen durch die unmittelbare Reaktion
aufeinander (Brownsche Molekularbewegung) frei im Raum. In diesem Fall gibt es keine
préferierte Richtung, in die sie sich bewegen, und ihre Bewegungsmuster werden als
isotrop (in alle Richtungen) beschrieben. Im Zusammenhang mit der Hirnbildgebung
kann man innerhalbo der CSF wvon isotroper Bewegung ausgehen.
In Bezug auf weilRe Substanz allerdings sind die Wassermolekule einer Vielzahl an
Hindernissen ausgesetzt, beginnend mit intrazellularen Organellen und der zelleigenen
Kompartimentierung, Uber die Zellmembran hin zu suprazellularen Strukturen wie bspw.
Markscheiden. Alle diese Barrieren erlauben nur in begrenztem Umfang Diffusion und
auch nur in wenige Richtungen; die Zellmembran eines Neurons ist weitgehend
undurchdringbar, wahrend Bewegung entlang eines Axons vergleichsweise ungehindert
stattfinden kann. Die Bewegung des Wassers ist damit gerichtet bzw. anisotrop.
Da ein einzelnes Axon mit heutigen MR-Tomographen unmoglich dargestellt werden
kann, benétigt man gréRere Strukturen, in denen eine gleichgerichtete Bewegung
stattfindet.

Glicklicherweise entspricht dies den Fasertrakten weier Substanz des Gehirns, welche

verschiedene Hirnareale miteinander verbinden.

Um diese Informationen gewinnen zu kdnnen missen bei der Messung zwei zusatzliche
Gradientenfelder eingesetzt werden, die nach dem Hochfrequenzimpuls, aber vor der
Signalaufnahme zugeschaltet werden. Diese beiden Felder werden spiegelbildlich
zueinander und variabel anhand einer zu untersuchenden Diffusionsrichtung angelegt.
Nach dem initialen Hochfrequenzimpuls ist der Spin der Protonen synchronisiert, wird
durch das erste Gradientenfeld aber wieder dephasiert. Das spiegelbildliche
Gradientenfeld bringt sie anschlie3end wieder in Phase.
Wassermolekiile, die sich wahrend des Anlegens der Gradientenfelder nicht bewegt
haben, erfahren durch diese rickblickend keine Verdnderung.
Haben sie sich jedoch bewegt (ergo: sind diffundiert), so fallt die Dephasierung umso
starker aus, je weiter sich das Teilchen in dieser Zeit bewegt hat, und das zweite
Gradientenfeld kann nur eine begrenzte Rephasierung herbeifihren. Das empfangene
Signal wird schwécher, jedoch abhéngig in Relation zur Ausrichtung des
Gradientenfeldes. Nur Bewegung parallel zum Gradientenfeld fihrt zu einer maximalen
Signalabschwéchung. Da die Starke der Signalabnahme von der Ausrichtung des
Gradientenfeldes abhangt, mussen mehrere Felder angelegt werden, um Bewegung im
dreidimensionalen Raum korrekt darstellen zu kénnen. Es ergibt sich ein Ellipsoid aus
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den Eigenwerten fir die verschiedenen Achsen (bei isotroper Diffusion ergabe sich eine
Kugel); in unserem Fall insgesamt 30 Achsen. Nach Abgleich mit einer

Referenzaufnahme ohne Diffusion kann die Diffusionsstrecke quantifiziert werden.

Abbildung 16: Darstellung mdglicher Diffusion von Wasser im Gehirn (modifiziert nach Melhem et al): A zeigt
die Diffusion eines Wassermolekils innerhalb einer stark gerichteten Struktur, wahrend B ein
Diffusionsellipsoid mit Darstellung der unterschiedlich starken Bewegungen bei anisotroper Bewegung
darstellt. (Melhem et al., 2002)

Mit der Kenntnis der Hauptdiffusionsrichtung kann der Verlauf von Fasertrakten
nachvollzogen werden. Dies allein erlaubt aber noch keine Darstellung der
Informationen, da zu diesem Zeitpunkt je Voxel sechs einzelne Parameter existieren, die
keine adaquate Visualisierung erlauben. Aus diesem Grund wurden mehrere Methoden
vorgeschlagen, um den Informationsgehalt Zu konzentrieren.
Eine gerne verwendete Methode ist die Berechnung der Fraktionellen Anisotropie (FA);
dabei werden die Standardabweichung der Eigenwerte der verschiedenen Dimensionen
ins Verhaltnis zum Mittelwert der Eigenwertquadrate gesetzt. (Basser und Pierpaoli,
2011).

Es ergibt sich eine dimensionslose GroRe zwischen Null und eins; sie stellt den Grad
gerichteter Bewegung innerhalb eines Voxels dar (eins entspréache Bewegung in nur eine
einzige Richtung, Null hingegen isotroper Bewegung). In der letztendlichen Darstellung
kann die FA in Graustufen abgebildet werden.
Auf diese Weise kann zwar nicht die Diffusionsrichtung dargestellt werden, aber
Ruckschlisse auf die Integritat eines Fasertraktes geschlossen werden. Eine hohe FA
spricht fur einen hohen Anteil an gerichteter Bewegung, und damit stark myelinisierte

Axone. Degenerative Prozesse (wie bspw. Alter) fihren zu einer Verringerung der FA.
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3.4 Durchfiihrung der Analysen

Die Durchfiihrung der Messungen erfolgte an den Standorten Marburg und Munster; in
Marburg wurde ein 3-Tesla Tim Trio MR-Tomograph der Firma Siemens Medical
Systems (Erlangen, Deutschland) mit einer 12-Kanal-Kopfspule zur Signalerfassung
verwendet; am Standort Miinster ein 3-Tesla Prisma MR-Tomograph der Firma Siemens
Medical Systems (Erlangen, Deutschland) mit einer 20-Kanal-Kopfspule verwendet
(Vogelbacher et al., 2018). Die Konfigurationen der Messsequenzen wurden, soweit es
geratebedingt mdoglich war, standardisiert. 58 Probandinnen wurden am Standort
Marburg und 8 am Standort Minster gemessen; alle Probandinnen, deren Scans aus

den Analysen ausgeschlossen werden mussten, waren in Marburg gemessen worden.

Die deskriptiv-statistische Auswertung des Samples erfolgte mittels SPSS 24 (IBM
Corp. Released 2016. IBM SPSS Statistics for Linux, Version 24.0. Armonk, NY: IBM
Corp.) fur beide SamplegrofR3en (62 Probandinnen fiir voxelbasierte Morphometrie und
Gyrifizierung, s. Tabelle 3, und 59 Probandinnen fir DTI-Analysen, s. Tabelle 4).

Alter und totales intrakranielles Volumen (TIV) mussten trotz Vorverarbeitungsschritten
als mogliche Confounder der Hirnmasse berticksichtigt werden, um eine bloRe Erhéhung
der Masse aufgrund unterschiedlicher KorpergréRe und altersentsprechender
Hirninvolution auszuschlieBen. Trotz rigoroser Qualitatskontrollen konnten Unterschiede
der beiden Erhebungsstandorte der Bilddaten niemals vollstandig ausgeschlossen
werden, weswegen das Zentrum der Datenerhebung (Marburg oder Miinster) ebenfalls
berticksichtigt wurde. Der frihere Raucherstatus der Probandinnen wurde per
zugesandtem Fragebogen erhoben; Hannon et al (Hannon et al., 2016) hatten bereits
gezeigt, dass der Nikotinkonsum das Methylierungsmuster von Genen beeinflussen
kann. Da das gesamte Sample nur aus weiblichen Probandinnen bestand, musste nicht

fir das Geschlecht korrigiert werden.

In RlUcksprache mit den betreuenden Genetikerinnen wurde auch der Einfluss der
generell unterschiedlich methylierten Zellreihen, aus denen der Methylierungsstatus
erhoben  wurde, als Cofaktor eingefigt, welche den Einfluss des
Methylierungskoeffizienten insgesamt beeinflusst hatten. Entsprechende Zellreihen
waren CD8- und CDA4-positive T-Zellen, nattrliche Killerzellen, Monocyten und

Granulocyten.
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N (%) Minimum | Maximum | Mean / Std. Deviation
Alter 62 18 50 31,02 /9,545
TIV 62 1337,06 1769,23| 1547,7715/97,74827
Testzentrum Marburg 54 (87,1) - - -
Testzentrum Miinster 8(12,9) - - -
friherer/aktueller positiver Raucherstatus 39 (62,9) - - -
negativer Raucherstatus 23 (37,1) - - -
0,0634576289 /
CD-8-positive T-Zellen (CD8T) 62 | 0,00000001 | 0,14917382 0,0313347087
0,1694024179 /
CD-4-positive T-Zellen (CDAT) 62| 0,06810117 | 0,33645322 0,0535606994
0,0533040112 /
natirliche Killerzellen (NK) 62| 0,00284535 | 0,15978275 0,0360583855
0,0785048066 /
Monocyten (Mono) 62| 0,04053028 | 0,13264741 0,195563015
0,6024963841 /
Granulocyten (Gran) 62| 0,45696844| 0,75116629 0,0712154888

Tabelle 3: Deskriptive Statistik der verwendeten Covariaten fir das vollstindige Sample aus 62
Probandinnen; im ersten Abschnitt sind die allgemeinen Parameter aufgefiihrt (Altersverteilung, Totales
intracranielles Volumen (TIV), Anzahl der Probandinnen, deren Testung in Marburg bzw. Minster
durchgefiihrt wurde; Anteil der Raucherinnen bzw. Nichtraucherinnen am Sample (ein positiver
Raucherstatus wurde auch dann vergeben, wenn lediglich ein Ex-Nikotinabusus besteht); im zweiten
Abschnitt sind die Methylierungswerte der verschiedenen verwendeten Zellreihen aufgefuhrt: CD8T (CD8-
positive T-Zellen), CD4T (CD4-positive T-Zellen), NK (naturliche Killerzellen), Mono (Monocyten) und Gran
(Granulocyten)

N (%) Minimum | Maximum | Mean / Std. Deviation

Alter 59 18 50 30,88 / 9,409

TIvV 59 1337,06 1769,23| 1549,7142 / 98,94996
Testzentrum Marburg 51 (86,4) - - -
Testzentrum Munster 8(13,6) - - -
friherer/aktueller positiver Raucherstatus 37 (62,7) - - -
negativer Raucherstatus 22 (37,3) - - -

0,063195172 /

CD-8-positive T-Zellen (CD8T) 5910,00000001| 0,14917382 0,031530947

0,168101033 /

CD-4-positive T-Zellen (CDAT) 59(0,06810117| 0,33645322 0,051862181

0,055108164 /

nattrliche Killerzellen (NK) 59(0,00284597| 0,15978275 0,035895059

0,078675381 /

Monocyten (Mono) 59(0,04053028| 0,13264741 0,020009870

0,601711849 /

Granulocyten (Gran) 590,45696844 | 0,75116629 0,069389027

Tabelle 4: Deskriptive Statistik des reduzierten Samples aus 59 Probandinnen fur die DTI-Analysen;
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Voxelbasierte Morphometrie

Es sollte der Einfluss des Methylierungsgrades der zuvor ausgewahlten CpG-Sites,
sowie der genubergreifend ermittelten Faktoren, auf das Volumen der grauen Substanz

ermittelt werden.

Die Analyse der Daten fur VBM erfolgte mit der CAT12 Toolbox (Computational Anatomy
Toolbox, Version r1278) der Structural Brain Mapping Group (Prof. Dr. Christian Gaser
- Universitdt Jena - http://dbm.neuro.uni-jena.de/cat/). Diese Toolbox ist eine
Erweiterung der SPM12-Software (Statistical Parametric Mapping, Wellcome Trust

Centre for Neuroimaging).

Es wurde eine multiple Regressionsanalyse durchgefiihrt, um den Einfluss des
Methylierungsgrades des ausgewahlten CpG-Sites zu ermitteln. Hierfir wurde der
Methylierungskoeffizient der fir die jeweilige Analyse verwendeten CGIl im General
linear model (GLM) als abhangige Variable festgelegt.

Zwei Kontraste wurden definiert, um positive und negative Effekte der Methylierung auf
die graue Substanz zu erfassen. Die Analysen erfolgten auf einem Signifikanzniveau von
p < 0,05 mit FWE-Korrektur (family wise error) fur multiple Vergleiche. Eine
neuroanatomische Zuordnung der Befunde erfolgte anhand des DARTEL-Algorithmus

zur morphologischen Bildauswertung (Ashburner, 2007).

Gyrifizierung
Es sollte der Einfluss des Methylierungsgrades der zuvor ausgewahlten CpG-Sites,
sowie der genibergreifend ermittelten Faktoren, auf die Faltung des Cortex ermittelt

werden.

Die Gyrifizierungsanalysen wurden ebenfalls mit Hilfe der CAT12 Toolbox in SPM12
durchgefuhrt. Die Vorverarbeitung der T1-Bilder erfolgte nach dem etablierten Protokoll
des CAT12-Manuals der Structural Brain Mapping Group. Eine Kontrolle der Datensatze
auf Artefakte oder sonstige Fehler erfolgte visuell und mittels der in CAT12
implementierten Funktion check sample homogenity. Ziel der Vorverarbeitung ist die
Differenzierung der verschiedenen Gewebeanteile, um die Grenze zwischen grauer
Substanz des Cortex und der CSF bilden zu kdnnen. Hauptkriterium ist dabei die
Signalintensitat der einzelnen Voxel, wobei gerade solche Grenzbereiche aufgrund der
Auflésung eine Herausforderung darstellen.
CAT12 verwendet Wahrscheinlichkeitskarten, die die Lokalisation jedes Voxels
bertcksichtigen und dadurch eine genauere Zuordnung ermdglichen.

Die Oberflachenkarten wurden fir linke und rechte Hemisphéaren getrennt erstellt. Im
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letzten Schritt der Vorverarbeitung erfolgte eine Glattung mit einem Gauffilter von 20mm
full-width at half maximum (FWHM).

Es wurden die selben Covariaten wie bereits bei der voxelbasierten Morphometrie
verwendet, ausgeschlossen natirlich TIV, da es sich nicht um volumenbezogene
Analysen handelte.
Die neuroanatomische Zuordnung erfolgte anhand des Desikan-Killiany automated
labelling systems (Fischl et al., 2002)(Desikan et al., 2006).

DTl

Im Anschluss an die Volumen- und Gyrifizierungsuntersuchungen sollte der Einfluss des
Methylierungsgrades der zuvor festgelegten CpG-Sites und der erhobenen Faktoren auf

die Integritat der weiRen Substanz untersucht werden.

Die diffusionsgewichteten Aufnahmen wurden mit einer Echoplanarsequenz (EPI)
gemessen. Es wurden dazu folgende Parameter festgelegt:
VoxelgroRe 2,5 mm x 2,5 mm x 2,5 mm, Repetitionszeit 7300 ms, Echozeit 90 ms, 56
Schichten, 30 Gradientenachsen, GRAPPA mit Beschleunigungsfaktor 2, Bandbreite
1502 Hz/Pixel.

Pro Teilnehmer wurden zwei Sets mit je 30 diffusionsgewichteten Bildern (b-Wert = 1000
s/mm?2) und 3 nicht-diffusionsgewichtete Referenzaufnahmen (b-Wert = 0 s/mm?) erstellt.

Die Akquisitionszeit betrug insgesamt 343 s.

Zur Auswertung wurde die FMRIB Software Library (FSL 5.0.7) der Analysis Group
(Oxford, UK. https://fsl.fmrib.ox.ac.uk) verwendet. Fir jede Probandin wurden zunachst
die beiden Aufnahmetypen (diffusionsgewichtet und nicht-diffusionsgewichtet) zu einem
einzigen 60-Seiten-starken Datensatz zusammengefiigt. Es folgte eine Vorverarbeitung

in vier Schritten:

- eddy current correction: Korrektur von Bewegung von Probandinnen im Scanner
und Artefakten durch eddy current (Wirbelstrome).

- Freistellen der Gehirne durch Entfernen des umliegenden Gewebes

- Anpassen der Diffusionstensoren an eddy-korrigierte Datenséatze (DTIFIT in
FSL).

- Visuelle Kontrolle der vorverarbeiteten Datensatze auf Artefakte, fehlende Bilder
oder anormale Intensitdtsunterschiede. Die visuelle Kontrolle fiihrte zum

Ausschluss von 3 Probandinnen der Subgruppe ,ohne Risiko®.

Die vorverarbeiteten Datensétze wurden mit Hilfe der Tract-Based Spatial Statistics
(TBSS) in FSL durchgefuhrt. Zunachst wurden die FA-Datensatze im 1x1x1 mm MNI-
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Standardraum (Montreal Neurological Institute) nichtlinear registriert, und anschlielend
ein gemitteltes FA-Bild aus allen Datensatzen ermittelt.
Weiterhin wurden die Randregionen der einzelnen Fasertrakte ausgeschlossen, da in
diesen Bereichen eine sehr hohe Variabilitat besteht, und in der letztendlichen Analyse
nur groRe Trakte enthalten sein sollen, die allen Probandinnen gemeinsam sind.
SchlieBlich erfolgte die Projektion der individuellen FA-Daten der Probandinnen auf das
gemittelte FA-Skelett mit einem Schwellenwert von = 0,3, und die Erstellung eines
General Linear Models (GLM).

In diesem Modell wurde der Methylierungswert der jeweils zu untersuchenden CGI bzw.
einer der ermittelten Faktoren als abhéngige Variable definiert. Die Covariaten zur
Korrektion waren erneut Alter, Zentrum der Datenerhebung, friherer Raucherstatus,
TIV, sowie die Blutzellreihen. Die Auswertung erfolgte traktbasiert, wobei fir jeden Trakt
eine ROI (Region of interest) auf Basis des JHU White-Matter Tractography Atlas der
Johns Hopkins University definiert wurde (Melhem et al., 2002) (Hua et al., 2008). Zwei
Kontraste wurden festgelegt, die es ermdglichten positive und negative Effekte
aufzuspuren. Jeder Trakt wurde fur beide Kontraste mit 5000 Permutationen auf einem
Signifikanzniveau von p < 0,05 getestet. Dabei kam TFCE (Threshold-Free Cluster
Enhancement) zum Einsatz (Smith und Nichols, 2009). Eine FWE-Korrektur (family wise

error) fur multiple Vergleiche wurde durchgefihrt.

FEB

Die Untersuchungen hinsichtlich der Korrelation von einzelnen Achsen des FEB mit den
Methylierungsmustern der zuvor ausgewahlten CpG-Sites bzw. der durch
Faktorenanalyse gewonnenen genweiten Methylierungsmuster wurden mittels einer

linearen Regression mit Korrelation nach Pearson durchgefuhrt.

Wie bereits bei den deskriptiv-statistischen Analysen kam SPSS 24 (IBM Corp. Released
2016. IBM SPSS Statistics for Linux, Version 24.0. Armonk, NY: IBM Corp.) zum Einsatz.
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4 Ergebnisse

4.1 Korrelation von OXTR-Methylierung und der Morphologie grauer Substanz

In unserer Regressionsanalyse von Methylierungsgrad des OXTR und der Morphologie
der grauen Substanz zeigte sich eine signifikante (p < 0,008, FWE korrigiert), negative
Korrelation zwischen der Methylierung von ¢g23391006 und einem Areal von 1045
Voxeln im Bereich des rechten Temporallappens. Fir keine weitere unserer
untersuchten CpG-Sites oder Faktoren zeigte sich eine Korrelation zwischen
Methylierungsgrad und Morphologie der grauen Substanz, bzw. keine solche in

signifikantem Ausmal3.

Der Cluster uberschneidet sich nach DARTEL-Algorithmus mit dem rechten Gyrus
temporalis superior (41 % des Clusters), dem rechten Temporalpol (30% des Clusters)
sowie rostralen Anteilen des Planum temporale (22 % des Clusters); die restlichen 6 %
des Clusters werden allgemein dem Temporallappen ohne genauere Lokalisation
zugeordnet. Somit ergibt sich eine signifikante Abnahme der Masse an grauer Substanz

bei verstarkter Methylierung im Bereich dieser CpG-Site.

SPM{T_ }

Abbildung 17: Korrelation der Masse an grauer Substanz in T1l-gewichteten
morphologischen Daten mit der Methylierung der CGI ¢g23391006 per multipler
Regressionsanalyse; es zeigt sich ein Cluster von 1045 Voxeln bei einer FWE-
korrigierten Signifikanz von p < 0,008; Projektion des Clusters auf das Gehirn von
lateral rechts (0.l.) occipital (o.r.) und cranial (u)
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Abbildung 18: Korrelation der Masse an grauer Substanz in T1-gewichteten morphologischen Daten mit der
Methylierung der CGI ¢g23391006 per multipler Regressionsanalyse; Darstellung des Clusters in
Transversalschnittebene Uber mehrere Schnittebenen hinweg (Ansicht von cranial); deutlich zu sehen ist
die Ausbreitung im Bereich des rechten Temporalpols ; ebenfalls zur Darstellung kommt ein kleinerer Cluster
im Bereich des linken Temporallappens, welcher nach FWE-Korrektur keine Signifikanz mehr zeigte

4.2 Korrelation von OXTR-Methylierung und der Morphologie der
Cortexoberflache (Gyrifizierung)

In den Regressionsanalysen von Methylierungsgrad des OXTR und der Morphologie der
Cortexoberflache zeigte sich fir ¢gl7285225 eine negative Korrelation zwischen

Methylierungsgrad und Gyrifizierungsindex in einem Cluster.

Fur keine weitere untersuchte CGI bzw. Faktor ergab sich eine signifikante Korrelation.
Der hier dargestellte Bereich entspricht einem Gebiet von 237 Voxeln. Nach Desikan &
Killiany ((Desikan et al., 2006), (Fischl et al., 2002)) Giberschneidet sich der Cluster zu
96 % mit der rechten Insula, wobei die restlichen 4 % der Pars opercularis des Gyrus
frontalis inferior zugeordnet werden. Die Signifikanz liegt bei p> 0,036 (FWE korrigiert).
Somit zeigt sich bei verstarkter Methylierung im Bereich der untersuchten CGl eine

verminderte Gyrifizierung in diesem Cortexabschnitt.
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Abbildung 19: Korrelation der Morphologie der Cortexoberflache (Gyrifizierung) mit der Methylierung der
CGl cg17285225; Darstellung eines FWE-korrigiert signifikanten Clusters (p < 0,036) im Bereich der rechten
Insula; weiterhin dargestellt ist ein Cluster im Bereich des Gyrus praecentralis, welcher nach FWE-Korrektur
keine Signifikanz mehr zeigte

4.3 Korrelation der OXTR-Methylierung und der fraktionellen Anisotropie in

Fasertrakten weil3er Substanz (DTI)

In unserer Regressionsanalyse von Methylierungsgrad des OXTR und der Integritat der
Faserbahnen weiRer Substanz zeigten sich mehrere signifikante Cluster in
verschiedenen neuronalen Fasertrakten. Diese Cluster zeigten teils eine negative, teils
eine positive Korrelation in Bezug auf den Methylierungsgrad, entsprechend einer

erhdhten bzw. verminderten neuronalen Integritat.

€g09356330

Der erste signifikante Cluster zeigte sich bei einer Korrelation der CGIl cg09356330.
Hierbei handelt es sich um eine negative Korrelation, ergo um eine verminderte Integritat
in einem Feld von insgesamt 20 Voxeln. Diese Uberschneiden sich zu 37% mit dem
Fasciculus longitudinalis superior links. Nach FWE-Korrektur zeigte sich fur diesen

Cluster eine Signifikanz von p < 0,05.

€g23391006

Weiterhin ergab sich eine signifikante, positive Korrelation zwischen der CGI
€g23391006 und einem Cluster von 139 Voxeln. Dies ist nennenswert, da es sich hier
um die erste und einzige positive Korrelation in dieser Untersuchung handelte, ergo um
eine erhohte Integritdt der Fasertrakte im Bereich dieses Clusters bei erhdéhtem
Methylierungsgrad der CGl. Dieser Uberschneidet sich zu 5% mit der Forceps minor bei
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einer Signifikanz von p<0,03 (FWE korrigiert). FUr keine weitere der untersuchten CpG-

Sites ergab sich eine signifikante Korrelation mit der Integritat der Fasertrakte weil3er

Substanz.

Abbildung 20: griin: FA-Skelett aller Faserbahnen aus den Mittelwerten aller eingeschlossenen
Probandinnen; blau/hellblau: Projektion des Clusters mit signifikant (p<0,05, FWE-korrigiert) erniedrigter
FA in seinen Anteilen am Fasciculus longitudinalis superior links in Korrelation zum Methylierungsgrad der
CGI ¢g09356330 (Fadenkreuz auf dem Cluster);

Abbildung 21: griin: FA-Skelett aller Faserbahnen aus den Mittelwerten aller eingeschlossenen
Probandinnen; rot/orange: Projektion des Clusters mit signifikant (p<0,05, FWE-korrigiert) erhdhter FA in
seinen Anteilen an der Forceps minor in Korrelation zum Methylierungsgrad der CGl cg23391006
(Fadenkreuz auf dem Cluster)

Faktor 3

In unseren Analysen von CGl-lUibergreifenden Faktoren aus mehreren CpG-Sites und
der Integritdt der weiRen Substanz ergaben sich lediglich fur einen der Faktoren
signifikante Befunde (p<0,05, FWE korrigiert), jedoch in den Analysen mehrerer
verschiedener Fasertrakte. Es handelt sich hierbei um Faktor 3, welcher insgesamt
11,353 % der Varianz erklart, und welcher von den einzelnen untersuchten CpG-Sites
lediglich cg17285225 enthalt, fur welche keine andere signifikante Korrelation gefunden
werden konnte. Die Korrelation dieses Faktors zeigte eine Vielzahl von Clustern auf, vor

allem lokalisiert im Fasciculus longitudinalis superior (SLF) (beidseits), im Fasciculus
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longitudinalis inferior (ILF) (beidseits), der Forceps minor (FM) und dem linken Cingulum
(sowie kleineren Anteilen weiterer Fasertrakte). Die Cluster wurden im Folgenden
durchnummeriert, um eine einfachere Erlauterung moglich zu machen (s. Tabelle 5). Alle
der signifikanten Cluster zeigten eine negative Korrelation mit dem Methylierungsindex
des gebildeten Faktors und damit eine verminderte Integritat der Faserbahnen weil3er
Substanz, denen sie nachfolgenden anhand des White Matter Tractography Atlas (Hua
et al., 2008) (Melhem et al., 2002) zugeordnet werden konnten; nachfolgend die

graphische Darstellung der Cluster.
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Cluster

Korrelation

Voxelanzahl

Threshold / p-Wert

Anteile an Fasertrakten in % (anhand des JHU
White-Matter Tractography Atlas)

negativ

340

0,998

29% Forceps minor,
5% Cingulum L

negativ

328

0,98

84% Forecps minor

negativ

524

0,993

42% Forceps minor,
8% Cingulum L

negativ

1569

0,992

50% Inferior Longitudinal Fasciculus L
5% Inferior fronto occipital fasciculus L

negativ

590

0,984

11% Inferior fronto-occipital fasciculus R,
3% Superior longitudinal fasciculus R,
3% Inferior longitudinal fasciculus R,
3% Anterior thalamic radiation R

negativ

607

0,972

42% Inferior fronto-occipital fasciculus R,
21% Inferior longitudinal fasciculus R,
3% Superior longitudinal fasciculus R

negativ

3841

0,999

42% Inferior longitudinal fasciculus L,

8% Inferior fronto-occipital fasciculus L,

3% Superior longitudinal fasciculus (temporal part) L,
3% Superior longitudinal fasciculus L

negativ

2267

0,993

32% Inferior longitudinal fasciculus R,
11% Inferior fronto-occipital fasciculus R

negativ

5072

0,999

18% Superior longitudinal fasciculus L,
16% Superior longitudinal fasciculus (temporal part) L

10

negativ

577

0,97

18% Superior longitudinal fasciculus R,
13% Superior longitudinal fasciculus (temporal part) R

11

negativ

3409

0,999

18% Superior longitudinal fasciculus L,
16% Superior longitudinal fasciculus (temporal part) L

Wholebrain

negativ

46408

0,996

32.0% Inferior longitudinal fasciculus L,

8.0% Superior longitudinal fasciculus (temporal part) L,
8.0% Superior longitudinal fasciculus L,

3.0% Inferior fronto-occipital fasciculus L

Tabelle 5: Aufstellung der nach FWE-Korrektur signifikanten Analyseergebnisse beziglich der Korrelation
der genweiten Methylierung des OXTR-Gens - dargestellt durch Faktor 3 - und der Integritat der weil3en
Substanz in den einzelnen Fasertrakten (nach JHU White-Matter Tractography Atlas); zur einfacheren
Ubersicht wurden die Cluster einzelner analysierter Trakte durchnummeriert; zuletzt die Wholebrain-

Analyse.
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Abbildung 22: Darstellung von Cluster 1; Projektion der negativen Korrelation der FA mit Faktor 3; grin: FA-
Skelett aller Faserbahnen aus den Mittelwerten aller eingeschlossenen Probandinnen; blau/hellblau: Areale
mit signifikant erniedrigter FA (p <0,05, FWE-korrigiert) mit Anteilen an der Forceps minor (29%) und dem
linken Cingulum (5%);

Abbildung 23: Darstellung von Cluster 2; Projektion der negativen Korrelation der FA mit Faktor 3; griin: FA-
Skelett aller Faserbahnen aus den Mittelwerten aller eingeschlossenen Probandinnen; blau/hellblau: Areale
mit signifikant erniedrigter FA (p<0,05, FWE-korrigiert) mit Anteilen an der Forceps minor (84%);

Abbildung 24: Darstellung von Cluster 3; Projektion der negativen Korrelation der FA mit Faktor 3; griin: FA-
Skelett aller Faserbahnen aus den Mittelwerten aller eingeschlossenen Probandinnen; blau/hellblau: Areale
mit signifikant erniedrigter FA (p<0,05, FWE-korrigiert) mit Anteilen an der Forceps minor (42 %) und dem
linken Cingulum (8 %);
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Abbildung 25: Darstellung von Cluster 4; Projektion der negativen Korrelation der FA mit Faktor 3 in reiner
Transversaldarstellung (Schichtdicke: 1mm) und in Ubersicht; griin: FA-Skelett aller Faserbahnen aus den
Mittelwerten aller eingeschlossenen Probandinnen; blau/hellblau: Areale mit signifikant erniedrigter FA
(p<0,05, FWE-korrigiert) mit Anteilen am Fasciculus longitudinalis inferior links (50 %) sowie Teilen des
Fasciculus fronto-occipitalis links (5 %);

Abbildung 26: Darstellung von Cluster Nr. 5; Projektion der negativen Korrelation der FA mit Faktor 3; griin:
FA-Skelett aller Faserbahnen aus den Mittelwerten aller eingeschlossenen Probandinnen; blau/hellblau:
Areale mit signifikant erniedrigter FA (p<0,05, FWE-korrigiert) mit Anteilen am Fasciculus fronto-occipitalis
inferior rechts (11 %), am Fasciculus longitudinalis superior rechts (3 %), am Fasciculus longitudinalis inferior
rechts (3 %) und an der Radiatio thalamici anterior rechts (3 %);
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Abbildung 27: Darstellung von Cluster Nr. 6; Projektion der negativen Korrelation der FA mit Faktor 3; griin:
FA-Skelett aller Faserbahnen aus den Mittelwerten aller eingeschlossenen Probandinnen; blau/hellblau:
Areale mit signifikant erniedrigter FA (p<0,05, FWE-korrigiert) mit Anteilen am Fasciculus fronto-occipitalis
inferior rechts (42 %), am Fasciculus longitudinalis inferior rechts (21 %) sowie dem Fasciculus longitudinalis
superior rechts (3 %);

Abbildung 28: Darstellung von Cluster Nr. 7; Projektion der negativen Korrelation der FA mit Faktor 3; griin:
FA-Skelett aller Faserbahnen aus den Mittelwerten aller eingeschlossenen Probandinnen; blau/hellblau:
Areale mit signifikant erniedrigter FA (p<0,05, FWE-korrigiert) mit Anteilen am Fasciculus longitudinalis
inferior links (42 %), am Fasciculus fronto-occipitalis inferior links (8 %), am Fasciculus longitudinalis superior
links (Haupttrakt 3 %, temporaler Anteil 3 %)

Abbildung 29: Darstellung von Cluster Nr. 8; Projektion der negativen Korrelation der FA mit Faktor 3; griin:
FA-Skelett aller Faserbahnen aus den Mittelwerten aller eingeschlossenen Probandinnen; blau/hellblau:
Areale mit signifikant erniedrigter FA (p<0,05, FWE-korrigiert) mit Anteilen am Fasc. longitudinalis inferior
rechts (32 %) sowie dem Fasciculus fronto-occipitalis inferior rechts (11 %)
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Abbildung 30: Darstellung von Cluster Nr. 9; Projektion der negativen Korrelation der FA mit Faktor 3; griin:
FA-Skelett aller Faserbahnen aus den Mittelwerten aller eingeschlossenen Probandinnen; blau/hellblau:
Areale mit signifikant erniedrigter FA (p<0,05, FWE-korrigiert) mit Anteilen am Fasciculus longitudinalis
superior links (Haupttrakt 18 %, temporaler Anteil 16 %)

Abbildung 31: Darstellung von Cluster Nr. 10; Projektion der negativen Korrelation der FA mit Faktor 3; griin:
FA-Skelett aller Faserbahnen aus den Mittelwerten aller eingeschlossenen Probandinnen; blau/hellblau:
Areale mit signifikant erniedrigter FA (p<0,05, FWE-korrigiert) mit Anteilen am Fasciculus longitudinalis
superior rechts (Haupttrakt 18 %, temporaler Anteil 13 %)

Abbildung 32: Darstellung von Cluster Nr. 11; Projektion der negativen Korrelation der FA mit Faktor 3; griin:
FA-Skelett aller Faserbahnen aus den Mittelwerten aller eingeschlossenen Probandinnen; blau/hellblau:
Areale mit signifikant erniedrigter FA (p<0,05, FWE-korrigiert) mit Anteilen am Fasciculus longitudinalis
superior links (Haupttrakt 18 %, temporaler Anteil 16 %)
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4.4 Korrelation von elterlichen Bindungsstilen und OXTR-Methylierung

AbschlieRend

soll

Uberpruft

werden,

ob

eine

Korrelation

zwischen

den

Methylierungswerten der untersuchten CpG-Sites bzw. den gebildeten Faktoren Gber die

genweite Methylierung, und den einzelnen Bindungsfaktoren des FEB besteht. Hierbei

zeigten sich 6 signifikante Korrelationen, allesamt negativ.
FEB_Fuersorge |FEB_Fuersorge |FEB_Kontrolle |FEB_Kontrolle
_Mutter _Vater _Mutter _Vater
€g23391006 |Pearson Correlation -0,25 -0,275 -0,045 -0,215
Sig. (2-tailed) 0,05 0,031 0,726 -0,093
¢g17285225 |Pearson Correlation -0,132 -0,254 -0,264
Sig. (2-tailed) 0,307 0,046 0,038
cg09353063 |Pearson Correlation -0,003 0,114 -0,134 -0,096
Sig. (2-tailed) 0,981 0,379 0,297 0,457
Faktor 1 Pearson Correlation -0,069 -0,016 -0,263 -0,203
Sig. (2-tailed) 0,593 0,903 0,039 0,113
Faktor 2 Pearson Correlation -0,032 -0,157 0,034 -0,042
Sig. (2-tailed) 0.808 0,222 0,791 0,747
Faktor 3 Pearson Correlation -0,251 -0,097 -0,115 -0,173
Sig. (2-tailed) 0,049 0,452 0,373 0,178

Tabelle 6: Korrelation der einzelnen Achsen des FEB mit den Methylierungsgraden der zuvor ausgewahlten
CpG-Sites bzw. berechneten genweiten Methylierungsgraden; die Berechnung der Korrelation erfolgte nach
Pearson. Alle statistisch signifikanten (p < 0,05) Korrelationen sind farblich hinterlegt, wobei die Korrelation
mit hochstem Korrelationskoeffizienten dunkelgriin hinterlegt ist; in cyan sind die weiteren signifikanten
Korrelationen hervorgehoben

Es zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen der Methylierung von cg17285225
und der Skala ,Fuersorge/Care” in Bezug auf die Mutter. Hierbei handelt es sich um eine
negative Korrelation, entsprechend einer geringeren, retrograden Wahrnehmung von
muitterlichem fursorglichen Verhalten bei erhdhtem Methylierungsgrad im Bereich dieser
CpG-Site (p<0,009, Korrelationskoeffizient -0,328 nach Pearson).

Demgegenuber zeigen sich fur dieselbe CpG-Site ebenfalls negative Korrelationen,
jedoch kleinere Koeffizienten, mit den Skalen fiir ,Control/Kontrolle“ in Bezug auf Mutter
und Vater (p < 0,046 bzw. 0,038; Korrelationskoeffizient nach Pearson -0,254 bzw. -
0,264). Dies entspricht bei einer starkeren Methylierung im Bereich dieser CpG-Site

einer als geringer eingeschatzten Kontrolle durch sowohl Mutter als auch Vater.
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Eine weitere Korrelation in Bezug auf mutterliche Flrsorge zeigte sich fir Faktor 3.
Hierbei zeigte sich eine knapp signifikante (p < 0,049) negative Korrelation, mit jedoch

geringerer Starke als fur cg17285225 (Korrelationskoeffizient nach Pearson -0,251).

Die Achse der vaterlichen Firsorge zeigte lediglich eine einzige signifikante Korrelation,
und zwar mit der CGI ¢g23391006. Auch hierbei handelte es sich wieder um eine
negative Korrelation vergleichbarer Starke und Signifikanz wie bereits in Bezug auf
Faktor 3 (p < 0,031, Korrelationskoeffizient nach Pearson -0,275).

Eine letzte negative Korrelation ergab sich fur Faktor 1 und die Achse ,Control/Kontrolle*

in Bezug auf die Mutter (p < 0,039; Korrelationskoeffizient nach Pearson -0,263).
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5 Diskussion

Oxytocin und sein neuronales System sind hochgradig konservierte Teile der
menschlichen Neuroanatomie und -physiologie. Ihr Einfluss erstreckt sich von der
Lactationsphase der Mutter nach Entbindung, Uber die Prégung der elterlichen
Bindungsstile bis hin zur Beeinflussung des menschlichen Miteinanders uber die
gesamte Lebensspanne. Eine veranderte Wahrnehmung zwischenmenschlicher Signale
und des Umgang mit Anderen zeigt sich in vielen psychiatrischen Erkrankungen,
weswegen das OXT-System in den letzten zwei Jahrzehnten vermehrt Gegenstand der

Ursachenforschung psychiatrischer Erkrankungen war.

Der Einfluss epigenetischer Veranderungen auf dieses System wurde damit zunehmend
als Korrelat der veranderten zwischenmenschlichen Interaktion gesehen und erfuhr
damit ebenfalls zunehmend mehr Aufmerksamkeit. Inwieweit diese Verdnderungen
jedoch nicht nur die OXT-Spiegel von Individuen beeinflussten, sondern auch langfristige
Veréanderungen der Hirnmorphologie nach sich zogen, ist bisher leider nicht hinreichend

untersucht worden.

Daher wurde in der nun vorliegenden Arbeit die Korrelation der Methylierung
ausgewahlter CpG-Sites, sowie eigens erstellter genweiter Mythylierungsfaktoren, mit
der Dicke grauer Substanz, der Gyrifizierung des Cortex, sowie der Integritat
Faserbahnen weiler Substanz untersucht. Um einen assoziativen Rahmen fur die Arbeit
zu schaffen, wurde weiterhin untersucht, inwieweit diese Methylierungsgrade mit

retrograd wahrgenommenen Bindungsstilen, erfasst durch den FEB, Kkorrelierten.

Hierbei sollte gezielt ein Hochrisikosample nicht-vorerkrankter Probandinnen untersucht
werden, bestehend aus anndhernd gleichen Anteilen von Probandinnen ohne
Risikofaktoren, Probandinnen mit erhéhtem genetischem Risiko und Probandinnen mit

erhohtem Umweltrisiko.

Es zeigten sich insgesamt vor allem negative Korrelationen, entsprechend verminderter
Dicke grauer Substanz bzw. verminderter Gyrifizierung bzw. verminderter Integritat der
Leitungsbahnen bei erhdhten Methylierungsgraden der untersuchten CpGs bzw.
Faktoren. Die Lokalisation der von uns dargestellten Cluster im Hinblick auf ihre
Funktion soll im Folgenden in den aktuellen wissenschaftlichen Kontext gesetzt werden.
Vor diesem Hintergrund zeigte sich ein gemischtes Bild hinsichtlich der Wahrnehmung
elterlicher Bindungsstile. Obgleich sich eine verminderte Methylierung bei gleichzeitig
als geringer wahrgenommener Firsorge mit den in der unter 1.4 dargelegten
Ergebnissen deckt, so stellt die ebenfalls als geringer wahrgenommene Kontrolle durch

die Eltern einen Widerspruch dar. Auch dies soll hier kritisch aufgearbeitet werden.
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5.1 Einordnung der Befunde in aktuellen wissenschaftlichen Kontext

Volumen grauer Substanz

Zu Beginn soll eine Einordnung der in der vorliegenden Arbeit festgestellten
hirnmorphologischen Veranderungen in den aktuellen wissenschaftlichen Kontext
erfolgen, beginnend mit den dargelegten Volumenminderungen im Bereich des rechten
Temporallappens in Korrelation zu einer Hypermethylierung im Bereich der CpG
€g23391006.

Der Einfluss epigenetischer Verdanderungen auf die Hirnmorphologie ist insgesamt ein
noch sehr junges Themenfeld, sodass in einer 2020 durchgefiihrten Ubersichtsarbeit
nach ausfihrlicher Literatursuche nur 60 stichhaltige Arbeiten vorlagen (Wheater et al.,
2020). Hierbei stieBen Wheater et al auf groBe Unterschiede in
Samplezusammensetzung, Studiendesign und Korrekturmethoden der verschiedenen
Arbeiten, und merkten selbst an, dass dies - zusammen mit teils fehlenden Angaben
beziglich verwendeter Technologie und Software - die Vergleichbarkeit der
vorliegenden Daten sehr einschrankt. Allein die Nomenklatur epigenetischer Loci
variierte teils stark, was jedoch auch dem veranderbaren Charakter epigenetischer
Veranderungen geschuldet ist. Von den 60 aufgelisteten Arbeiten wiederum
beschaftigten sich lediglich 4 mit den epigenetischen Veranderungen des OXTR, und
zeigten ansonsten auch nur bedingt Uberschneidungen mit dem in dieser vorliegenden
Arbeit verwendeten Studiendesign. Und obgleich seit der Veroffentlichung von Wheater
& Stoye weitere Arbeiten zu diesem Thema erschienen sind, so sind die bereits
aufgeflihrten Probleme doch nach wie vor pravalent. Nichtsdestoweniger sollen die hier
naher aufgearbeiteten Texte einen Rahmen bilden, um die Ergebnisse dieser Arbeit

genauer betrachten zu kénnen.

Dem explorativen Ansatz unseres Studiendesigns folgend waren die
Regressionsanalysen in der vorliegenden Arbeit als Wholebrainanalysen an einem
Hochrisikosample durchgefuhrt worden, sodass primar ein Vergleich mit einem

ahnlichen Konzept anzustreben ist.

In einem vergleichbaren Ansatz analysierten Hiraoka et al die Mechanismen, mit
welchen die Methylierung des OXT-Gens Einfluss auf die Empathie von Mttern nimmt.
Es konnte gezeigt werden, dass die Methylierung mehrerer CpGs positiv mit der
Fahigkeit der Mitter, negative Geflhle nachzuempfinden, korrelierten. Weiterhin

korrelierte die Methylierung dieser CpGs in MRT-morphologischen Untersuchungen
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negativ mit dem Volumen an grauer Substanz im Bereich des Gyrus temporalis inferior
rechts (Hiraoka et al., 2021).

Laut Stand von Hiraoka — sowie auch unserem — war dies das erste Mal, dass eine
derartige Korrelation von DNS-Methylierung, Hirnstruktur und einem quantifizierbaren
Phanotypen festgestellt wurde. Das hierbei veré&nderte Areal im Bereich des
Temporallappens wurde in mehreren Studien bereits als ein Ort der emotionalen
Verarbeitung beschrieben (Jenness et al., 2021) (Haas et al., 2016), was sich mit der
Annahme von Hiraoka deckt, dass eine verénderte Methylierung des OXT-Gens, in
diesem Fall als Hypermethylierung, ergo verminderte Translation, sich in einer Abnahme
von Masse in entsprechenden Hirnarealen zeigen sollte. Der Temporallappen als Areal
ist besonders interessant, als dass er eine der am starksten wachsenden Regionen
grauer Substanz in der frihkindlichen Entwicklung ist. Diesen Trend fihrt er bis ins
zweite Lebensjahr fort. Weiterhin gehort auch die Insula zu Regionen mit verstarktem
Wachstum (Gilmore et al., 2012).

Die hier vorliegende Arbeit konnte eine Korrelation zwischen der Hypermethylierung der
CpG ¢g23391006 des OXT-Gens und einer Volumenabnahme im Bereich des rechten
Temporallappens aufzeigen, jedoch im Bereich des Gyrus temporalis superior mit
Ubergang in den Temporalpol. Die von Hiraoka et al herangezogene Literatur beschreibt
diesbeziglich eine Beteiligung temporaler Strukturen an der Fahigkeit zur Empathie, vor
allem in Bezug auf die Fahigkeit, sich in andere hineinzuversetzen (Shamay-Tsoory,
2011). Obgleich sich die beschriebenen Gebiete nach jeweiliger Zuordnung nicht decken
(Gyrus temporalis medialis vs. Gyrus temporalis superior), so ist die anatomische Nahe
zueinander nicht von der Hand zu weisen, und eine Beteiligung des Temporalpols wurde
sowohl in dieser Arbeit nachgewiesen als auch in der Literatur vorbeschrieben. Weitere
Unterschiede in der Lokalisation der Befunde kdnnten zudem der unterschiedlichen
verwendeten Software und Atlanten geschuldet sein (Hiraoka et al verwendeten SPM12

und Freesurfer).

Insgesamt muss im Rahmen dieser Untersuchungen betont werden, dass die Strukturen
des Temporallappens einen nicht zu tbersehenden Anteil an den Folgen epigenetischer
Veranderungen des OXT-Systems tragen, obgleich deren genaues Ausmaf} und
Bedeutung weiterhin vage bleiben. Der dominanten Hypothese folgend kann eine
Reduktion des Volumens, auch tber mehrere Gyri hinweg, als Folge einer Anpassung
an negative soziale Stimuli gesehen werden, wobei epigenetische Veranderungen diese
vermitteln. Jedoch ist die Abschéatzung konkreter Folgen solcher Stimuli im Rahmen
eines derart adaptiven Systems wie dem Gehirn schwierig. Andere Arbeiten konnten

beispielsweise eine Korrelation zwischen verbaler elterlicher Aggression und einer
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Volumenzunahme im Bereich des linken STG feststellen (Tomoda et al., 2011). Hierbei
handelte es sich jedoch um ein kleineres Sample sowie einen direkten Gruppenvergleich
(18 Probandinnen mit verbaler Missbrauchserfahrung und 19 Gesunde
Kontrollprobandinnen). Dem entgegen stellten Schneider-Hassloff et al fest, dass das
Volumen der grauen Substanz des linken Temporalpols bei homozygoten Tragern eines
OXTR-Risikoallels (rs53576) vermindert ist (Schneider-Hassloff et al., 2016).
Zusammenfassend lasst sich damit zun&chst sagen, dass der Temporallappen eine
Rolle im Rahmen des OXT-Systems spielt. Wie genau diese definiert ist, und wie grof3
diese Rolle ist, bleibt dagegen noch schwer einzuschéatzen und sollte beispielsweise

durch ROI-basierte Analysen erganzt werden.

Ein direkter Vergleich der Befunde in der vorliegenden Arbeit und denen von Hiraoka et
al mit dem Ubrigen Kontext gestaltet sich leider dadurch schwierig, dass die Mehrheit der
aktuell vorliegenden Arbeiten sich bereits mit ROI-Untersuchungen -ausgewahlt anhand
bisheriger Arbeiten, die mit dem OXTR assoziierte Areale beschrieben - beschaftigen.
In diesem Rahmen spielen temporale Strukturen bisher leider keine signifikante Rolle.
So wurden zwar weitere Korrelationen zwischen epigenetischen Veranderungen des
OXTR und anderen Hirnarealen aufgedeckt, jedoch mogliche weitere Befunde im
Bereich des Temporallappens Ubersehen. So beschrieben beispielsweise Fujisawa et al
ebenfalls negative Korrelationen zwischen dem Methylierungsgrad des OXTR und dem
Volumen grauer Substanz, jedoch im Bereich des linken orbitofrontalen Cortex (Fujisawa
et al., 2019). Bei der VBM-Analyse von Fujisawa et al handelte es sich um eine ROI-
gestiitzte Untersuchung, gezielt ausgerichtet auf das dorsale Striatum sowie den
orbitofrontalen Cortex, ausgewahlt nach deren OXTR-Ausstattung, sowie deren
Assoziation mit vermehrter Aktivierung nach intranasaler Applikation von OXT. Auch hier
kann angefuhrt werden, dass der in der hier vorliegenden Arbeit gewahlte Ansatz der
Wholebrain-Analyse gegeniiber zuvor ausgewéhlten ROIs den Nachteil besitzt,
Veranderungen in spezifischen Hirnregionen zu ubersehen. Dies kann als mdgliche
Erklarung dienen, warum die hier vorliegende Arbeit keine mit Fujisawa
Ubereinstimmenden Resultate liefern konnte. Umgekehrt kann aber auch nicht
ausgeschlossen werden, dass Fujisawa et al mdglicherweise Verdanderungen des
Temporallappens durch ihre ROI-gestitzte Methode Ubersehen haben. Womersley et al
suchten ebenfalls nach Korrelationen zwischen dem Volumen von grauer Substanz in
spezifischen ROIs (Amygdala und Hippocampus), epigenetischen und genetischen
Variationen (in Form von SNPs) des OXTRs und emotionaler Vernachlassigung in der
Kindheit (Womersley et al., 2020). Hierbei zeigte sich keine signifikante Korrelation
zwischen den Volumina der untersuchten Regionen und den erhobenen

Methylierungswerten. Es zeigte sich jedoch eine Korrelation zwischen der genetischen
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und epigenetischen Variation, sowie hirnmorphologische Korrelate eines SNPs, welches
von Womersley daher als Risikoallel gewertet wurde. Hierbei handelte es sich um
reduziertes Volumen im Bereich des Hippocampus links sowie beider Amygdalae in
Abhangigkeit von rs2254298. Fur keines dieser Gebiete konnte in der hier vorliegenden

Arbeit eine Volumenanderung beobachtet werden.

Womersley et al fiihrten in ihrer Diskussion bereits an, dass selbst die komplexeren
Modelle des gegenseitigen Einflusses von OXT, Hirnmorphologie und menschlichem
Verhalten von einer Vielzahl von Einflussfaktoren ausgehen, u.a. auch Geschlecht und
Alter (Hannon et al., 2016). Obgleich bei Womersley et al das Geschlecht der
Probandinnen (N = 67) als Covariate bertcksichtigt wurde, muss der wesentliche
Unterschied des Kollektivs in seiner Geschlechterverteilung erwahnt werden, zumal
weibliche Probandinnen und Versuchstiere im Vergleich zu méannlichen Kontrollgruppen
eine andere Affinitdt zu und Reaktion auf OXT zeigten (Pitkow et al., 2001). Hinsichtlich
der Samplegrol3e ist weiterhin zu erwahnen, dass lediglich fur 53 der Probandinnen
vollstdndige MR-Datensétze vorlagen, sodass das in dieser Arbeit verwendete Sample
eine groRere statistische Power aufweist. Umgekehrt muss angefihrt werden, dass von
Womersley Probandinnen mit diagnostizierten psychiatrischen Erkrankungen
eingeschlossen wurden, was zu einer gewissen Erwartbarkeit von morphologischen

Korrelaten fuhrt.

Hiraoka et al im Gegenzug rekrutierten, ahnlich wie auch in der vorliegenden Arbeit,
ausschlieBlich Frauen - 57 Mitter von Kleinkindern (Durchschnittsalter: 35,2 Jahre),
womit auch die SamplegréRe und das Alter der Probandinnen nahe an dem hier
verwendeten Sample liegen. Zusatzlich schlossen Hiraoka et al ebenfalls keine bereits
psychiatrisch vorerkrankten Probandinnen in ihre Studie ein. Die Unterschiede lagen
vielmehr in den Auswabhlkriterien der Probandinnen, da in der vorliegenden Arbeit
bewusst ein Ansatz mit Hochrisikokandidatinnen gewahlt wurde, wahrend Hiraoka
gezielt junge Mitter von Kleinkindern rekrutierte. Diese wiederum spielten bei der
Beurteilung des OXT-Systems eine besondere Rolle, da OXT, wie bereits erwahnt, ein
entscheidender Faktor in der Bindung von Eltern und Kind darstellt (Caldwell und Albers,
2016) (Wismer Fries et al., 2005). Eine zusétzliche Aktivierung dieses Systems im von
Hiraoka verwendeten Sample muss daher mit entsprechenden Konsequenzen fir die

Ergebnisse bertcksichtigt werden.

Fujisawa et al wiederum schlossen ebenfalls keine Probandinnen mit diagnostizierten
psychiatrischen Erkrankungen ein, fuhrten jedoch einen direkten Vergleich zweier
Gruppen japanischer Kinder mit und ohne Missbrauchserfahrung durch. Die hier

vorliegende Arbeit, Hiraoka et al und Womersley et al hingegen haben ihr gesamtes
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Sample als Ganzes ohne direkten Gruppenvergleich betrachtet, was die
Vergleichbarkeit einschrankt. Die Zusammenstellung mit ausschlielich gesunden
Probandinnen und einer hohen Anzahl an solchen mit Umweltrisikofaktoren &hnelt in der
Risikoanalyse zwar eher dem in dieser verwendeten Sample, was jedoch nicht von der
Hand gewiesen werden kann, ist das Alter der Probandinnen (Kinder und Jugendliche,
N = 85, Durchschnittsalter von 12,9 Jahren). Und obgleich dieses als Covariate in die
Berechnungen aufgenommen wurde, so muss dessen potentieller Einfluss auf die
Befunde diskutiert werden. Ein Grol3teil der teilnehmenden Kinder befand sich demnach
noch in Stadien der hirnmorphologischen — wie auch epigenetischen — Entwicklung (s.
0.9. Veranderungen im Rahmen der Pubertat), sodass ein abschlie3ender Vergleich mit
dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Sample (Durchschnittsalter 31,02 Jahre)
nur schwer moglich ist. Allein in den 17 Jahren an mittlerem Altersunterschied kdnnen
nicht nur weitere epigenetische Veranderungen angehauft werden, sondern auch noch
signifikante neuronale Umbauprozesse stattfinden. Es ist daher auch als Option zu
betrachten, ob die von Fujisawa aufgedeckten Korrelate auch in einer alteren Kohorte
gefunden werden kdnnen. Jedoch zeigte eine Arbeit von Fries et al (Wismer Fries et al.,
2005), dass Kinder mit einer Vorgeschichte an Misshandlung/Vernachlassigung, auch
noch Jahre nach ihrer Entfernung aus einer pathologischen Umgebung — wie es bei den
von Fujisawa verwendeten Kindern auch beschrieben wurde — verminderte periphere
OXT-Level zeigten, sodass von einer gewissen Kontinuitat ausgegangen werden muss.
Nichts desto weniger untermauert die Arbeit von Fujisawa die Theorie des

epigenetischen Einflusses auf die Hirnmorphologie.

Es muss angemerkt werden, dass es sich bei den von Womersley untersuchten
Methylierungswerten lediglich um die durchschnittlichen Methylierungswerte von 12
CpGs des dritten Exons handelte, und nicht um gezielt ausgewéhlte CpGs. Weiterhin
liegen die in der vorliegenden Arbeit untersuchten CpGs im Endbereich des ersten
Exons, sodass womoglich auch somit keine direkte Vergleichbarkeit besteht. An dieser
Stelle muss bewusst eine vage Bezeichnung gewahlt werden, weil der genaue Einfluss
derartiger Veranderungen auf das letztendlich translatierte Produkt immer noch nicht
hinreichend verstanden wird. Es ist jedoch festzuhalten, dass die in dieser Arbeit
untersuchten CpGs — anders als die von Womersley untersuchten — in der
Promotorregion des OXTRs liegen, womit ein Einfluss von molekularbiologischer Seite
wabhrscheinlicher ist; in einem Vergleich von Methylierung im Bereich der Promotorregion
und weiter stromabwarts liegender Bereiche eines Gens zeigte nur die Methylierung im
Bereich der Promotorregion einen Einfluss auf die Transkriptionsrate. (Suzuki und Bird,
2008).
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Hiraoka et al untersuchten den Einfluss des OXT-Gens, und nicht des OXTR, sodass
zwar ein Zusammenhang angenommen werden muss, aber keine direkte
Vergleichbarkeit vorliegt. Weiterhin wurde aus den untersuchten CpGs ein gemeinsamer
Methylierungswert gebildet und keine Untersuchungen hinsichtlich des Einflusses
einzelner CpGs vorgenommen. Dies erlaubt zwar eine allgemeine Aussage Uber die
Methylierung des OXT-Gens, passt diesbezlglich. aber eher zu den von uns gebildeten
genweiten Faktoren. Dies ist aber lediglich eine theoretische Uberlegung, da wie bereits
erwahnt nicht abschlieRend benannt werden kann, wie viel Uberschneidung in Bezug

auf die untersuchte Methylierung bereits vorlag.

Fujisawa untersuchte letztendlich nur einen mdglichen Faktor bei der Entstehung
epigenetischer Veranderungen: Misshandlungserfahrung in der Kindheit. Leider fand
diesbezlglich keine Analyse der Methylierungsgrade, und auch keine spezifische
Betrachtung des OXTR statt, sodass hierzu keine naheren Vergleiche angestellt werden

kdnnen.

Im Hinblick auf den epigenetischen Aspekt der dargelegten Untersuchungen kann die
eingangs von Wheater et al erwéhnte Problematik epigenetischer Untersuchungen nur
noch einmal unterstrichen werden: das Fehlen eine einheitlichen Nomenklatur macht die

Einordnung von Ergebnissen ungemein schwieriger.

Die Studien, die den Einfluss des OXTR gezielt untersuchten, taten dies auch im Kontext
von Bindungsverhalten, entweder in Bezug auf die Probandinnen und deren Umgang
mit der Umwelt, oder retrospektiv in Betrachtung ihrer Erfahrung mit
zwischenmenschlichen Beziehungen. Hiraoka et al hatten hierzu zunéchst die maternale
OXTR-Methylierung quantifiziert, und im Anschluss das empathische Verhalten der
Mitter gegentiber ihren Kleinkindern. Es konnte gezeigt werden, dass die Methylierung
mehrerer CpGs positiv mit der Fahigkeit der Miitter, negative Gefuhle nachzuempfinden,
korrelierten. Inwieweit sich dies jedoch mit der Tatsache deckt, dass die entsprechende
Hypermethylierung mit einem verstarkten empathischen Empfinden einhergeht, bleibt
kritisch zu betrachten und wurde auch nicht weiter beleuchtet. Denn der zuvor erwdhnten
Theorie entsprechend, dass die Hypermethylierung des OXTR in einer geringeren
Translation des Gens resultiert, was zu der Volumenabnahme im Bereich des
Temporallappens fuhrte, will eine vermehrte Empathie nicht ins Bild passen. Man misste
in diesem Rahmen vielmehr von abnehmenden sozialen Fahigkeiten ausgehen. Es wéare
allenfalls zu diskutieren, ob die Hypermethylierung des OXTR weniger eine Ursache
(bzw. Folge) verminderter sozialer Fahigkeiten zu sehen ist, sondern im Kontext der
jungen Miutter womdglich eine Anpassung des Gehirns an erhfhte OXT-Spiegel

darstellt, um eine Gbermafige Stimulation zu verhindern. Dies bestéatigt erneut, dass eine
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gezielte Auswahl spezifischer Probandinnengruppen sehr schnell eine Vielzahl weiterer

moglicher Einflisse mit sich bringt.

Womersley et al fanden im Gegenzug keine signifikante Korrelation zwischen dem
Methylierungsstatus von OXTR und dem durch den CTQ erhobenen Maf3 an emotionaler
Vernachlassigung. Demgegeniber konnte in der hier vorliegenden Arbeit bereits fir
einzelne CPGs eine signifikante Korrelation mit bis zu mittlerer Stérke mit dem retrograd
beschriebenen Bindungsstil der Eltern aufgedeckt werden. Der hierfir verwendete FEB
zielt dabei natdrlich insgesamt auf andere Faktoren ab, und geht beispielsweise
tberhaupt nicht auf Misshandlung an sich ein. Die Definition von Vernachlassigung die
Womersley et al fir Vernachlassigung ins Feld fihren bezieht sich jedoch vor allem auf
den Umgang der Eltern mit ihrem Kind, und zeigt damit Parallelen. Beides sind
retrospektive Instrumente, wobei der CTQ im Gegensatz zum FEB deutlich direkter nach
Ereignissen und Situationen fragt, wohingegen der FEB seinen Schwerpunkt auf das
erlebte Verhalten anderer legt. Letztendlich sind die beiden Instrumente somit nicht
hinreichend vergleichbar, obgleich sie gewisse Schnittmengen in ihren Zielen aufweisen.
Es kann ergo argumentiert werden, dass der CTQ moglicherweise nicht hinreichend
geeignet ist, das komplexe Interaktionsfeld von Eltern und Kindern abzudecken, und
hierfiir ein nuancierter Blickwinkel nétig ist. Hierfir spricht auch, dass der CTQ als
Ganzes nicht allein Vernachlassigung abbildet, sondern auch andere Formen der
Kindesmisshandlung. Erhohte Werte auf einzelnen Achsen des CTQ Korrelieren
wiederum mit erhohten Werten auf anderen Achsen, sodass angenommen werden
muss, dass emotionale Vernachlassigung somit nicht alleinstehend bewertet werden

kann.

Weiterhin decken sich unsere Ergebnisse in dieser Hinsicht besser mit der von
Womersley aufgestellten Hypothese, dass die Erfahrungen der Kindheit sich in
epigenetischen Korrelaten widerspiegeln. Die von uns dargestellte Korrelationen
zwischen cg17285225 und mutterlichen ,Fuersorge/Care“-Achse ist in dieser Hinsicht
erwahnenswert, auch, da sie als einzige Korrelation mit mittlerer Starke auftritt. Die
negative Korrelation impliziert, dass eine zunehmende Methylierung der CpG mit einer
geringer wahrgenommenen Firsorge von Seiten der Mutter einhergeht, was biologisch
als bessere Rezeptorausstattung zu erklaren ware, und sich auch mit Befunden von
Haas et al deckt, in denen eine verminderte Methylierung des OXT-Gens selbst mit

verbesserter sozialer Interaktion assoziiert war (Haas et al., 2016).

67



In der hier vorliegenden Arbeit sollte auch die Gyrifizierung der Probandinnen, und der
Einfluss der Methylierung des OXTR auf diese untersucht werden. Die zunehmende
Faltung des menschlichen Gehirns erlaubte es, durch eine immer groRer werdende
Cortexoberflache auch immer komplexere neuronale Verbindungen aufzubauen, und so
die dominante Spezies des Planeten zu werden (White et al., 2010) (Li und Xie, 2021).
Somit kann das Ausmal3 an Gyrifizierung als Mal fir die Komplexitat des Gehirns
dienen, und sollte damit bei der Untersuchung psychiatrischer Erkrankungen und
zwischenmenschlicher Interaktion nicht vernachlassigt werden. Obgleich die
Hauptphase der Gyrifizierung im 3. Trimenon der fétalen Entwicklung stattfindet, und vor
allem von genetischen Faktoren abhangt, die groRe Ahnlichkeiten in der Gyrifizierung
der Individuen hervorrufen — man bedenke, dass die Hauptgyri eine Einteilung jedes
Gehirns erlauben — so kommen im Laufe des Heranwachsens doch weitere
Unterschiede hinzu (White et al., 2010). Diese kleineren Unterschiede sind insofern
interessant, als dass sie v.a. in der Pubertat entstehen, in der sich auch oftmals die
ersten schwerwiegenden Symptome einer psychiatrischen Erkrankung zeigen.
Weiterhin zeigt sich die Gyrifizierung des Gehirns deutlich stabiler als beispielsweise die
corticale Dicke oder das Volumen grauer Substanz, die beide wesentlichen
Veranderungen mit fortschreitendem Lebensalter und der Einnahme von Substanzen

zeigen (Sasabayashi et al., 2017).

Dennoch sind die Arbeiten, die sich mit epigenetischen Veranderungen und deren
Einfluss auf die Gyrifizierung beschaftigen, ausgesprochen rar, und auch das OXT-
System wir meist nur am Rande erwahnt. Dies kdnnte der Tatsache geschuldet sein,
dass v.a. subcorticale Strukturen im Rahmen der OXT-Forschung Aufmerksamkeit
erhielten (Amygdala, Hippocampus), sodass man nicht die Notwendigkeit zur
Berlcksichtigung der Cortexoberflache sah. Aber mannigfaltige psychiatrische
Erkrankungen zeigen Korrelationen zu Veranderungen der Gyrifizierung (Sasabayashi
et al., 2021) (Hirjak et al., 2016), und auch Hochrisikopatientinnen besitzen bereits vor
dem Auftreten erster psychiatrischer Symptome eine verénderte Gyrifizierung.
Verwandte ersten Grades von Patientinnen mit SZ zeigen bereits typische
Veranderungen der Gyrifizierung. Dieser Effekt war bei Probandinnen, die im Verlauf
selbst erkrankten, noch einmal starker (Vogeley et al., 2001). Auch sind corticale
Strukturen des OXT-Systems beeinflusst worden, und der Einfluss dieses Systems auf
psychiatrische Erkrankungen sei nun hinreichend dargelegt, sodass wir es als notwendig
ansehen, dass die Gyrifizierung ebenfalls als morphologische Verénderung in Studien

zum OXT-System eingebunden wird.
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Leider konnte auch eine intensive Literaturrecherche keine bisher durchgefiihrten
Studien zu Tage fordern, die direkt mit der hier vorliegenden Arbeit vergleichbar waren.
Es lieR sich lediglich eine Arbeit ausmachen, die sich explizit mit dem Einfluss der
Epigenetik auf die Gyrifizierung beschéaftigte. Hierbei konnte gezeigt werden, dass
epigenetische Prozesse an der Gyrifizierung in utero beteiligt sind. Die Arbeit von Li et
al konzentrierte sich hierbei auf das TBC1D3-Gen, welches in Zusammenspiel mit der
G9-Methyltransferase tiber Methylierung die Regulierung von Genen steuert, die an der
Proliferation neuronaler Vorlauferzellen beteiligt sind. Naturlich ist dies in keiner Form
ein Vergleich zum OXTR, welches keinen direkten Einfluss auf die Zellproliferation
ausibt. Weiterhin beschéftigten sich Li et al nicht mit Bildgebung, sondern humanen
Stammzellen und genetisch veréanderten Mausen, um den epigenetischen Einfluss auf
die Entwicklung des Gehirns zu untersuchen. Somit wurden auch keine expliziten
Hirnregionen benannt, wobei die bereits fehlende Vergleichbarkeit des OXTR und
TBC1D3-Gens wohl auch keinen Vergleich mdglich machte. Jedoch ist die Arbeit von
Li et al die bisher einzige, die sich gezielt mit dem Einfluss der Epigenetik auf die
Gyrifizierung beschaftigte, sodass wir hier womaoglich noch ganz am Anfang weiterer
Forschung stehen (Li und Xie, 2021). Und auch wenn Li et al sich direkt mit den
epigenetischen Prozessen an sich beschaftigt haben, anstatt dem Einfluss dieser
Prozesse auf andere Gene und deren konsekutive Veranderung der Morphologie, so
muss doch angemerkt werden, dass die zuvor beschriebene Bedeutung der
Gyrifizierung fur neuronale Komplexitat, und der hier nun nachgewiesene epigenetische
Einfluss auf deren Steuerungsmechanismen, deren Bedeutung fiir zukinftige

morphologische Forschung unterstreicht.

Zusammenfassend muss bezlglich der Erforschung epigenetischer Veranderungen des
OXT-Systems und deren Einfluss auf die Gyrifizierung des menschlichen Gehirns gesagt
werden, dass die hier vorliegende Arbeit die erste ist, die diese Zusammenhange
beleuchtet. Auch der Einfluss des OXT-Systems an sich auf die Gyrifizierung scheint
bisher ein vollkommen unterreprasentierter Aspekt der Forschung zu sein, da Oxytocin
meistens nur am Rande verschiedener Arbeiten erwahnt wird und nie Gegenstand der
eigentlichen Versuche ist. Dies macht die Einordnung unseres Befundes der Insula umso
schwieriger. Es lassen sich jedoch in anderen Arbeiten Hinweise auf Veranderungen des
Gl der Insula im Zusammenhang mit Risiken fir psychiatrische Erkrankungen finden. So
zeigten Kinder mit Missbrauchserfahrung in einem direkten Vergleich zu Kindern ohne
Risiko (n jeweils = 22) einen verminderten Gl im Bereich der linken Insula (Kelly et al.,
2013). Weiterhin konnte im Rahmen derselben Untersuchung auch ein verminderter Gl
im Bereich des Gyrus occipitotemporalis medialis. Die hier vorgestellte Arbeit konnte in

Korrelation mit einer CpG des OXTR ebenfalls einen Bereich mit verminderter
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Gyrifizierung ausmachen, jedoch in der rechten Insula, und ohne weitere Cluster. Die
Entfernung der Befunde der unterschiedlichen Arbeiten zueinander macht die
Unterschiede in der verwendeten Software zu einer unwahrscheinlichen Ursache. Die
Hauptunterschiede liegen vielmehr in Versuchsaufbau und Samplegréi3e/-
zusammensetzung. In der hier liegenden Arbeit wurde kein direkter Vergleich von Risiko-
zu Nichtrisikokandidatinnen durchgefiihrt, sodass die von Kelly et al verwendete
Kontrollgruppe hier in die Gruppe eingeschlossen worden war; im Rahmen der
Diskussion bzgl. des Samples muss jedoch angemerkt werden, dass die Zahl von 22
Probandinnen mit Missbrauchserfahrung auch der Menge an Kandidatinnen mit
Umweltrisiko in der hier vorliegenden Arbeit entspricht. Weiterhin war diese
Missbrauchserfahrung nicht direkt Gegenstand der vorliegenden Arbeit, sondern nur
Einschlusskriterium, wahrend das Hauptaugenmerk auf dem Einfluss epigenetischer

Veréanderungen lag.

Faserbahnen weiRer Substanz

Bezuglich der Analyse der FA wei3er Substanz in Abhangigkeit von epigenetischen
Veranderungen zeigt sich ebenfalls ein lediglich diinnes Feld an Forschung. Auch im
Hinblick auf den Einfluss des OXT-Systems auf die Integritdt der neuronalen
Faserbahnen gibt es bisher nur eine Uberschaubare Menge an Arbeiten, sodass die
Einordnung der in dieser Arbeit erhobenen Befunde nur naherungsweise erfolgen kann.
Tatséachlich liel3 sich zum Zeitpunkt der Fertigstellung dieser Arbeit nicht eine einzige
vergleichbare Abhandlung finden, die sich mit der Methylierung des OXTR und dessen
Folgen fur die Integritat wei3er Substanz beschéftigte. Nichts desto weniger zeigen
verschiedene psychiatrische Erkrankungen eine Veranderung der Fa weil3er Substanz
(Jenkins et al., 2016). Auch in Bezug auf die postnatale Entwicklung des Gehirns muss
eine Korrelation von OXT-Spiegeln und der Ausbildung von Fasertrakten beleuchtet
werden. Gerade die Entwicklung wahrend der Pubertat - gekennzeichnet durch eine
deutliche Sensibilisierung gegeniiber sozialer Stimuli - zeigt eine Abhangigkeit von OXT,;
dies ist auch eine Phase des vermehrten Strukturaufbaus zwischen einzelnen
Hirnregionen, sodass ein Einfluss auf die FA plausibel erscheint (Colver und Longwell,
2013).

Daher halten wir die Beschaftigung mit der FA weil3er Substanz fur einen wichtigen
Bestandteil der Erforschung des OXT-Systems. Beispielsweise spielt diese eine Rolle in
einem Erklarungsmodell der posttraumatischen Belastungsstérung (PTSD), die von
einer verminderten inhibitorischen Wirkung des ventromedialen prafrontalen Cortexes
auf die Amygdala ausgeht (Costanzo et al., 2016). Die Verbindung dieser Systeme stellt

der Fasciculus uncinatus dar, eine entscheidende Verbindungsstelle in der Verarbeitung
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von Geflihlen. Diesem Fasertrakt kam daher bei der Erforschung der PTSD eine erhéhte
Aufmerksamkeit zu Gute, und es konnten verminderte FA-Werte bei Patientinnen mit
PTSD im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe mit Traumaerfahrung festgestellt
werden (Koch et al.,, 2017). Zwar wurde in dieser Forschung auch ein Placebo-
kontrollierter Test mit nasal appliziertem Oxytocin (nOXT) durchgefiihrt, jedoch war man
nicht von einem kurzfristigen Effekt der Applikation auf die FA weil3er Substanz
ausgegangen. Dass aber dennoch ein Versuch mit OXT in dieses Versuchsmodell
integriert worden war, zeigt, dass die Bedeutung von OXT fur die Wahrnehmung von
Stimuli nicht von der Hand zu weisen ist. Es bestatigte sich auch in den Testungen, dass
es keinen Unterschied der FA zwischen Placebo und nOXT gab. Wir waren von einem
langfristigeren Einfluss epigenetischer Modifikationen von OXTR auf neuronale
Strukturen ausgegangen, konnten jedoch ebenfalls keine veranderte FA des Fasciculus
uncinatus in unseren traktbasierten Auswertungen finden. Jedoch war von Koch et al ein
groReres Sample (38 Patientinnen mit PTSD vs. 39 in der Kontrollgruppe) mit Erkrankten
gewahlt worden, sodass wir im Vergleich der beiden Ansatze Raum fir eine Anpassung
zukUnftiger Studien sehen, die sowohl epigenetische Veranderungen des OXT-Systems,

als auch Erkrankte einbeziehen.

Als Grund hierfiir kann angefiihrt werden, dass Koch et al nach einer Auswertung von
Daniels et al den Fasciculus longitudinalis superior (SLF) in ihre ROI-gestiitzte
Auswertung einschlossen, da dieser ebenfalls eine verminderte FA im Rahmen von
PTSD gezeigt hatte (Koch et al, 2017). Zwar konnten Koch et al in ihrem
Gruppenvergleich keine Unterschiede zwischen den Gruppen feststellen, und ebenso
wenig eine Veranderung der FA durch nOXT, jedoch zeigte sich in der vorliegenden
Arbeit eine Beteiligung des SLF an mehreren Clustern, inklusive der Wholebrain-
Analyse. Hierzu kann angemerkt werden, dass es sich jeweils nur um eine kleinen Anteil
der Cluster handelte, jedoch zeigen sich auch in anderen Wholebrain-Analysen FA-
Veranderungen innerhalb eines Clusters als nicht immer eindeutig gerichtet, sodass die
Mdglichkeit nur weniger veranderter Anteile eines Clusters ergibt (Daniels et al., 2013).
Eine ROI-gestitzte Untersuchung an Erkrankten mit Beteiligung epigenetischer

Methoden erscheint daher sinnvoll.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass OXT und das OXTR in Studien bzgl. der
Integritat Faserbahnen weil3er Substanz meist nur als Randnotiz erscheinen, und nicht
Gegenstand der eigentlichen Forschungsarbeit sind. Wir sehen hier ein Defizit in der

aktuellen Forschung und hoffen auf Follow-up-Arbeiten zu diesem Thema.
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elterliche Bindung

Zu Beginn dieser Arbeit wurde vor dem Hintergrund des Einflusses von kindlicher
Bindung auf das OXT-System postuliert, dass dieser Einfluss Uber epigenetische
Modulation vermittelt wird. Dementsprechend misste eine Korrelation zwischen den von
uns gewéhlten CpG-Sites bzw. den von uns gebildeten Faktoren und den durch den FEB

erhobenen Werten bzgl. elterlicher Bindungsstile bestehen.

Die ,Fuersorge/Care“-Achse des FEB bildet retrograd die wahrgenommene Warme ab,
die die Elternteile den Probandinnen entgegenbrachten. Wie in Tabelle 6 dargestellt,
zeigten sich hier drei Korrelationen mit unseren CpG-Sites bzw. den von uns gebildeten
Faktoren. Hierbei ist zu betonen, dass die Korrelation zwischen c¢gl17285225 und der
matterlichen ,Fuersorge/Care“-Achse die grofite Signifikanz zeigte. Dies ist deckt sich
mit der von uns aufgestellten Hypothese, wonach verminderte elterliche Flrsorge tber
eine Hypermethylierung des OXTR das OXT-System herunterreguliert. OXTR-
Methylierung ware damit die dynamische Antwort auf Umwelteinflisse, die als
biologische Verbindung von Ereignissen zu Krankheitsanfalligkeit fuhrt (Kraaijenvanger
et al., 2019). Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auf in Bezug auf Faktor 3 und die
€g23391006, letztere jedoch in Bezug auf die véterliche Firsorge. Weiterhin ergab sich,
auch fur cg23391006, ein passender negativer Trendbefund im Hinblick auf die
mutterliche ,Fuersorge/Care“-Achse. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von
Unternaehrer et al, die ebenfalls eine negative Korrelation zwischen den Werten der
"Fuersorge/Care"-Achse und der Methylierung des OXTR nachwiesen. Wie auch in der
vorliegenden Arbeit wurde dies als Hinweis daflr interpretiert, dass die Methylierung des
OXTR als Vektor fur frihkindliche Erfahrungen dient. Eine genauere Vergleichbarkeit
der Arbeiten war leider nicht méglich, da erneute eine unterschiedliche Nomenklatur der
CpGs verwendet wurde. Zudem soll angemerkt werden, dass das von Unternaehrer et
al verwendete Sample aus einer groReren Probandinnengruppe aufgrund erniedrigter
Werte der "Fuersorge/Care"-Achse des FEB herausgefiltert wurde, sodass bei allen

Probandinnen eine subjektiv geringere Fuersorge bestand (Unternaehrer et al., 2015).

Es zeigten sich fur cgl17285225 aber auch negative Korrelationen in Bezug auf die
,=Kontrolle/Control“-Achse, von sowohl véaterlicher als auch miutterlicher Seite. Dies
erscheint paradox, als dass dies doch fir abnehmende Methylierung bei geringerer
wahrgenommener Kontrolle bedeuten wiirde. Die Achse "Kontrolle/Control" des FEB
wurde im Testdesign so konzipiert, dass sie "einengendes" elterliches Verhalten
abbildet, welches die Kinder als unangenehm empfinden, und welches langfristig nicht
geeignet ist, die Selbststandigkeit des Kindes zu férdern (Huang et al., 2020), und hohe

Werte auf der "Kontrolle/Control"-Achse des FEB wurden wiederholt als Risikofaktor bei
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der Entstehung psychiatrischer Erkrankungen definiert (Mannarini et al., 2018). Studien
aus nicht-westlichen Kulturkreisen zeigten jedoch im Vergleich zu anderen Arbeiten ein
gemischteres Bild, sodass die die Achsen des FEB womdglich im unterschiedlichen
kulturellen Kontext anders bewertet werden missen (Cataldo et al., 2021). Aufgrund der
geringen SamplegroRe ware damit auch zu diskutieren, ob die wahrgenommene
Kontrolle durch die Eltern auch hier den entsprechenden negativen Impact aufweist, um

sich in epigenetischen Verdnderungen niederzuschlagen.

Es soll an dieser Stelle auch erlautert werden, warum die Einbeziehung der elterlichen
Bindung in den Kontext unserer Untersuchungen mit einbezogen wurde. Denn Uber die
Korrelation von Methylierungsunterschieden und hirnorganischen Veranderungen
hinaus stellt sich immer auch die Frage nach der Ursache einer Verdnderung, und im
Falle der Epigenetik muss hierbei der Umwelt entscheidende Aufmerksamkeit
zukommen. Wie zuvor beschrieben entwickelt sich der Cortex v.a. in den ersten
Lebensjahren, und das OXT-System ist, wie von Hiraoka et al bereits dargelegt, ein

wichtiger Faktor empathischen Verhaltens in dieser friihen Entwicklungsphase.

Empathie setzt voraus, dass man den emotionalen Ausdruck des gegentiber versteht
und korrekt zuordnen kann. Wie oben beschrieben, besteht die erste Mdglichkeit eines
Menschen, derartige Muster zu erlernen, in der friihen Kindheit bei der Interaktion mit
den eigenen Eltern. Dies deckt sich mit Ergebnissen, die eine Korrelation zwischen
starker Eltern-Kind-Beziehung im S&uglingsalter und friihen Kinderjahren mit verstarkter
Empathie im jungen Erwachsenenalter feststellten. Je friiher und deutlicher Kinder von
ihren Bezugspersonen erlernen, wie man adaquat auf die Gefiihle anderer reagiert,
desto sicherer werden die Kinder darin und zeigen verstarkte Empathie (Feldman, 2007)
(Kochanska, 2002). Kinder, denen schon friih positive Emotionen entgegengebracht
werden, und deren Mutter selbst empathisch auf das Kind eingehen, zeigen spéter eine
erhdhte Bereitschaft, um selbst empathisch zu reagieren. Ein wichtiger Punkt ist hierbei,
dass sich dies im Verlauf auch auf Fremde, und nicht nur die eigene Mutter ausdehnt
(Moreno et al., 2008). Eltern, die mehr Warme und unterstiitzendes Verhalten gegentiber
ihren Kindern zeigten, waren auch offener darin, positive Geflihle zu zeigen. Dies
wiederum korrelierte mit einer gréReren Neigung der Kinder, empathisch auf die Geflhle
anderer zu reagieren. Dies stitzt die Hypothese, dass das offene Zeigen positiver
Gefluhle und Mitgefuhl in Kindern die Fahigkeit weckt, selbst starker auf die Gefiuhle
anderer einzugehen (Zhou et al., 2002). Es zeigte sich also, dass ein im Verlauf ein
Sprung stattfindet: Von der Empathie zu denen, mit denen man bereits eine Beziehung
hat, hin zur Empathie gegentuber denjenigen, die einem fremd sind. Dies ist ein wichtiger
Entwicklungsschritt im Umgang mit anderen Menschen, denn im Laufe des Lebens muss
man mehr und mehr mit Fremden interagieren und laufend neue Beziehungen
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etablieren. Eine empathische Grunddisposition erleichtert hierbei die Interaktion mit
Anderen und tragt dazu bei, die unterschwellige Stimmung in der neuen Gruppe zu

verbessern.

Die Bindung zu den eigenen Eltern als pragender Grundbaustein in der Entwicklung des
Umgangs mit Anderen zeigt sich auch darin, wie sie andere, scheinbar pradeterminierte
Faktoren beeinflusst. Es konnte gezeigt werden, dass gerade Kinder, die schon frih
schwieriges Verhalten zeigten (Arger, Reizbarkeit, Hemmungslosigkeit, schwer zu
kontrollierendes Temperament, wenig Ricksicht auf Regeln) gefahrdet sind, spater
asoziale Verhaltensweisen zu zeigen. Diese Entwicklungskaskade zeigte sich jedoch
fast ausschlielich in Fallen, in denen sich keine harmonische Eltern-Kind-Beziehung
bilden konnte, sodass diese Beziehung als Moderator angesehen wurde. Als Erklarung
hierfir wird die Wahrnehmung der Eltern in diesen Beziehungen gesehen; die
internalisierten Annahmen der Eltern Uber das Verhalten anderer pragen die Reaktion
auf besagtes Verhalten. Wenn Kinder schwieriges Verhalten zeigten, und die Eltern
dieses weniger als unabsichtliche, naturliche AuRerungen der inneren Gefiihlswelt des
Kindes sahen, denn als absichtliche Handlungen, dann zeigten die Eltern auch eher
argerliches, harsches Verhalten gegeniber ihren Kindern. Dies wiederum unterwandert
die Bildung einer harmonischen Eltern-Kind-Beziehung. Das Schliisselwort in diesem
Kontext ist die Wahrnehmung des Verhaltens Anderer, das als Basis fir unsere eigene
Verhaltensweise dient (Kochanska et al., 2019). Dies verdeutlicht Zweierlei: einerseits,
wie wichtig eine harmonische Bindung zu den Eltern als Ausgleich zu anderen Faktoren
ist, die das Verhalten beeinflussen. Und andererseits, wie die Wahrnehmung der Eltern
deren Verhalten beeinflusst, und somit indirekt wiederum deren Mdoglichkeit, die
erstgenannten Faktoren auszugleichen. Es findet sozusagen eine Weitergabe von
Mustern statt: wer selbst in der Wahrnehmung von Signalen beeintrachtigt ist, kann diese
Wahrnehmung durch sein eigenes Verhalten — ausgeltst durch die Wahrnehmung — in

anderen auslodsen.

Und dies hat langfristige Folgen fir die beteiligten Kinder, auch tber die initial vulnerable
Phase hinaus. Wendet man sich wieder OXT zu, dessen genetische Polymorphismen
mit unterschiedlichen Verhaltensmustern korreliert wurden, stellt sich die Frage, ob auch
diese, nicht-genetische Achse einen grol3eren Einfluss haben kdnnte. Zumindest hatte
sich derartiges bereits in Tierversuchen zeigen lassen, in denen Jungtiere bei
verminderter Aufmerksamkeit durch die Eltern selbst weniger Affinitat fur die
Auswirkungen von OXT zeigten. In Beobachtungen von Ratten konnte gezeigt werden,
dass das Ausmal’ des Aufzuchtverhaltens der Elterntiere ("licking and grooming") das
OXTR-Methylierungsmuster der Jungtiere verandert. Im Falle von vermindertem
Aufzuchtverhalten zeigten die Jungtiere letztendlich weniger Affinitat gegeniber OXT als
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ihre Artgenossen, denen mehr Aufmerksamkeit durch die Elterntiere zuteilwurde.
(Caldwell und Albers, 2016) Auf den Menschen Ubertragen zeigten sich ahnliche
Zusammenhéange. In einem Vergleich von Kindern, die die ersten Lebensjahre in
Waisenhausern verbrachten, mit solchen, die von Anfang an in ihren biologischen
Familien aufwuchsen, zeigten sich Unterschiede in der Ausschittung von OXT. Auch
nachdem beide Gruppen Uber langere Zeit bereits in gesunde Familien integriert worden
waren, zeigten die Adoptivkinder nach Interaktionen mit ihrer Adoptivmutter eine
verminderte Ausschuttung von OXT. Nach Interaktion mit einer fremden Person zeigten
beide Gruppen vergleichbare OXT-Anstiege. Dies deutet darauf hin, dass Erfahrungen
der frihen Kindheit, so sie denn von verminderter Warme und weniger Zuwendung
gepragt waren, das OXT-System pragen (Wismer Fries et al., 2005). Frauen, die in ihrer
Kindheit Misshandlung erlebt hatten, zeigten im Vergleich zu nicht-misshandelten
Frauen geringere Konzentrationen von OXT in ihrem Liquor. Dies ist ein weiteres
Argument dafiir, dass frihe Bindungsverhdltnisse (in diesem Fall gestorte
Bindungsverhaltnisse) einen langfristigen Einfluss auf das OXT-System austiben, selbst
wenn die Initialereignisse bereits lange zuriicklagen. (Heim et al., 2009)

Dies stiitzt nicht nur die zuvor beobachteten Korrelationen von frithkindlicher Bindung
und spaterer Empathie, sondern betont gleichermaf3en auch noch einmal die Rolle von
OXT in diesem Kontext. Es zeigt sich also ein Intergenerationeneffekt in Bezug auf
Bindung und OXT. Es konnte nicht nur gezeigt werden, dass héhere OXT-Spiegel mit
verstarktem Bindungsverhalten gegentber ihren Kindern korrelierte, sondern auch, dass
deren OXT-System parallel reagierte. Im Rahmen der erhohten OXT-Spiegel der Vater
stieg auch der peripher gemessene OXT-Spiegel der Kinder an und sie beteiligten sich
starker an der Interaktion mit ihren Vatern. Somit konnte dargelegt werden, dass OXT
Uber das Verhalten des direkt beeinflussten Individuums andere Menschen ebenfalls

mitbeeinflusst, und deren OXT-System entsprechend mitreagiert. (Weisman et al., 2012)

Es zeigte sich also, dass Bindung als Umweltfaktor bei der Entstehung psychiatrischer
Erkrankungen ein wichtiger Faktor ist, und dass OXT nicht nur auf theoretischer Ebene
als neuromodulatorisches Korrelat dieses Einflusses gesehen werden kann.
Dementsprechend ergibt es nur Sinn, dass diese drei Punkte zusammen betrachtet
werden. Wahrend einer Erfassung von OXT-Spiegeln bei Pat. mit BPD in Abhangigkeit
von sozialer Zurtickweisung zeigte sich, im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe, eine
negative Korrelation. Je starker die Misshandlung in der Kindheit war (sowohl
korperlicher als auch seelischer Natur), desto geringer zeigte sich die Veranderung des
OXT-Levels. Dies deutet darauf hin, dass negative Bindungserlebnisse der Kindheit

langfristig das OXT-System verdndern konnen (Jobst et al., 2014).
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5.2 Einordnung der Befunde im Hinblick auf ihre neuroanatomische Lokalisation

Nachdem nun der Kontext zum bisherigen wissenschaftlichen Diskurs hergestellt ist, soll
nunmehr die neuroanatomische Bedeutung der Areale betrachtet werden, in denen sich
signifikante Cluster zeigten. Hierdurch soll die neurobiologische Basis der aufgestellten
Hypothesen untermauert und, wie im vorherigen Abschnitt bereits erwahnt, der mégliche

Wert von ROI-gestitzten Untersuchungen fur zukiinftige Ansatze beleuchtet werden.

5.2.1 Gyrus temporalis superior (STG) und Temporalpol

Die Korrelation eines Clusters mit verringertem corticalen Volumen im Bereich des
Temporallappens ist in Bezug auf den Gedanken hinter der aufgestellten Hypothese
interessant, als dieser Bereich mehrfach in Zusammenhang mit Mentalisierung gesehen
wurde. Mentalisierung, die Féahigkeit aus dem Verhalten und den Signalen anderer deren
innere Denkprozesse und emotionale Zustande abzulesen (Dornes, 2004), erscheint als
plausibler Prozess, auf welchen das OXT-System Einfluss nimmt (Schneider-Hassloff et
al., 2016). Die Temporalpole des Gehirns wurden in diesem Zusammenhang als
Knotenpunkte von verschiedenen Informationsstellen ausgemacht. Er ist, abseits
bekannter Sprachzentren, ein Konvergenzbereich verschiedener Informationen zu einer
Person, angefangen bei Namen und Eigenschaften, bis hin zu Erlebniserinnerungen an
diese Person (Damasio et al., 2004). Der Temporalpol taucht immer wieder in Arbeiten
der Informationsverarbeitung auf; er ist Teil des limbischen Systems, wurde mit der
Verarbeitung von Musik, Gesichtserkennung und Sprachverstandnis in Verbindung
gebracht, sowie, wie bereits oben beschrieben, bei der Regulierung von Sozialverhalten
(Mar, 2011) (Wigton et al., 2015). In fMRT-Studien konnte wiederholt repliziert werden,
dass die Verarbeitung emotionaler Gesichtsausdriicke zu einer Mehraktivierung des
STG und der Insula fuhrt (Fusar-Poli et al., 2009). Durch die Zusammenfiihrung von
sozialen Informationen an diesem Punkt kann bereits vorhandenes Wissen uber
Situationen und Personen dem aktuellen Kontext angeglichen werden, und erlaubt eine
angepasste Reaktion auf neuartige Einflisse. Dies ist eine Kernféahigkeit im Rahmen der
Mentalisierung, da sie es Individuen gestattet, nicht starr auf immer gleiche Weise einem
anderen Menschen zu begegnen, sondern aus dessen Signalen heraus das Verhalten
anzupassen (Frith und Frith, 2006). Auch das angrenzende Gebiet des anterioren STGs
wurde zusammen mit den Temporalpolen als Gebiet der Informationszusammenfiihrung
gesehen (Mar, 2011). Weitere Arbeiten sehen die anterioren Strukturen des
Temporallappens in diesem Zusammenhang als Zentren sozialer Prozesse, die tber
den Fasciculus uncinatus mit Amygdala und orbitofrontalem Cortex verbunden sind und

so die weitere Prozessierung sozialen Inputs erlauben (Olson et al., 2013).
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Die in dieser Arbeit gezeigten Anderungen im Volumen im Bereich des Temporalpols
und des STGs deuten somit ebenfalls auf eine Einflussnahme des OXT-Systems auf die
Verarbeitung sozialer Stimuli hin, was sich mit der zuvor bereits beschriebenen Rolle
von OXT deckt. fMRT-Daten konnten beispielsweise Unterschiede in der Verarbeitung
mehrdeutiger Stimuli zeigen. Wurden Probandlnnen unbelebte, sich bewegende Formen
gezeigt, so anderte sich auch die Aktivitdt des STGs abhangig von deren
Bewegungsmustern und dem Methylierungsstatus des OXTR. Bewegten sich die
Formen rein zuféllig, zeigte sich keine Korrelation zwischen Methylierung und Aktivitat
im STG. Sobald die Bewegungen jedoch ein Bewusstsein der Formen implizierten,
zeigte sich eine Mehraktivierung im Bereich des STG mit pos. Korrelation zur
Methylierung des OXTR (Jack et al., 2012). Somit kann man zwar davon ausgehen, dass
eine Modulation von Sinneseindricken durch OXTR stattfindet, und ein Ort dieser
Einflussnahme der STG ist, jedoch erscheinen die Ergebnisse von Jack et al und die der
hier vorliegenden Arbeit widerspruchlich. Eine verstarkte Methylierung des OXTR, eine
Minderaktivierung des gesamten Systems implizierend, passt zwar zu einer
Volumenminderung der assoziierten Areale, scheint sich aber nicht mit einer

Mehraktivierung bei Prasentation sozialer Stimuli zu decken.

Diese Assoziationen von OXTR und psychiatrischen Erkrankungen wurden bereits in
ersten Therapieansétzen probatorisch untersucht. Auch hierbei ergaben sich erneut
Hinweise auf den Einfluss des OXT-Systems auf temporale Strukturen. Uber mehrere
fMRT-gestiltzte Studien hinweg zeigte der Temporallappen - und insbesondere der STG
und MTG - eine Mehraktivierung nach Applikation von nOXT. Und obgleich auch andere
Areale eine Mehraktivierung zeigten (Amygdala, Insula), so war die Beteiligung des

Temporallappens von allen Regionen die stabilste (Wigton et al., 2015).

5.2.2 Insula

Im Rahmen der in dieser durchgefiihrten Analysen hatte sich auch eine verringerte
Gyrifizierung im Bereich der Insula bei vermehrter Methylierung des OXTR gezeigt.
Bereits bei der Erérterung der Bedeutung des Temporallappens fir die Modulierung des
Sozialverhaltens zeigte sich mehrfach eine Beteiligung der Insula an diesen Prozessen.
Eine haufige Assoziation von psychiatrischen Erkrankungen und hirnmorphologischen
Veranderungen ist eine Reduktion des Insulavolumens bei SZ -Patientinnen (Saze et
al., 2007). Es stellte sich die Frage nach der Ursache dieser Volumenreduktion: ist sie
Ursache, oder Folge der Erkrankung? Hierzu konnte gezeigt werden, dass bereits
Probandinnen mit erh6htem Risiko, spater einmal an Schizophrenie zu erkranken, eine
Volumenreduktion der Insula, insbesondere rechtsseitig, zeigten. Von diesen

Risikokandidatinnen entwickelten einige im Verlauf auch eine Schizophrenie, wobei
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diese, verglichen mit den im Verlauf nicht erkrankten Probandinnen eine im Vergleich
nochmal deutlichere Reduktion des Insulavolumens gezeigt hatten (Borgwardt et al.,
2008) (Takahashi et al., 2009). Dies unterstreicht die Bedeutung neuroanatomischer
Korrelate psychiatrischer Erkrankungen, da hiermit aufgezeigt werden konnte, dass
diese nicht ausschlie3lich als Folge ihrer Erkrankung, sondern auch als potentielle
Pradiktoren gesehen werden mussen. Zudem zeigen solche Hochrisikoprobandinnen
eine schwerere Symptomlast, als solche mit h6herem Insulavolumen (Takahashi et al.,
2009), sodass durch ein vorausgehendes klinisches Assessment bereits vor

Durchfuihrung invasiver Bildgebung eine Vorauswahl getroffen werden kdnnte.

Auch ein Einfluss von OXT auf die Insula konnte bereits dargelegt werden. In einer
fMRT-Studie an Patientinnen mit MDD konnten Pincus et al im Vergleich mit gesunden
Kontrollprobandinnen eine verstarkte Aktivitat der Insula nach Applikation von nOXT
verzeichnen. Hierbei hatten die Probandinnen eine Mentalizing-Aufgabe zu I6sen, wobei
interessanterweise auch gezeigt werden konnte, dass die Reaktionszeit gesunder
Probandinnen unter OXT zunahm, wahrend Probandinnen mit MDD unter OXT eine
verringerte Reaktionszeit zeigten (Pincus et al.,, 2010). Ersteres kdnnte als Hinweis
darauf dienen, dass Patientinnen mit MDD womdglich an verminderten zentralnervésen
OXT-Spiegeln leiden, sodass kompensatorisch die OXTR-Ausstattung der Insula
vergroRRert wurde, die nach kinstlicher Applikation ,lUberreagierte“. Derartige Effekte
zeigten sich jedoch nicht nur bei Patientinnen mit MDD. Gorka et al zeigten, dass
Patientinnen mit generalisierter Angststérung nach Applikation von nOXT eine hohere
Aktivitdt zwischen Amygdala und Insula zeigen, wenn sie Bilder von verangstigten
Menschen betrachteten. Dieser Effekt konnte bei den gesunden Kontrollprobandinnen
nicht nachgewiesen werden. Dies war insofern bemerkenswert, als genau diese
neuronale Verbindung bei besagten Patientinnen zuvor als weniger ausgebildet
beschrieben worden war (Gorka et al., 2015). Dies konnte ebenfalls daftr sprechen,
dass ein zuvor unterentwickelter OXT-Spiegel mit einer héheren OXTR-Ausstattung
kompensiert werden sollte, sodass nach nOXT diese Verbindung eine deutliche

Steigerung in ihrer Aktivitat erfuhr.

Somit zeigt die Insula in ihrer Reaktion auf OXT in mehreren weit verbreiteten
psychiatrischen Erkrankungen ein signifikantes Ansprechen, und kann gerade im

Kontext der SZ als eines der Kernareale der Erkrankung gesehen werden.

5.2.3 Fasertrakte weil3er Substanz

Verdnderungen der FA weiller Substanz zeigen sich bei einer Bandbreite
psychiatrischer Erkrankungen, wobei deren genaue Beteiligung an Entstehung und

Auspragung der Erkrankung noch diskutiert wird. Tatsache ist, dass sich Veranderungen
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der FA bei einer Vielzahl von Erkrankungen zeigen, jedoch teils in einer Zu-, und teils in
einer Abnahme der FA (Jenkins et al., 2016). Da diese Veranderungen auch bereits an
Probandinnen mit erhéhtem Risiko fur die Entstehung einer psychiatrischen Erkrankung
festzustellen waren (Samartzis et al., 2014), scheint die Veranderung der FA keine
direkte Folge der Erkrankung selbst zu sein, sondern tragt entweder zu deren
Entstehung bei, oder ist eine Folge der veranderten Prozesse, die zur Erkrankung

fuhren.

Fasciculus longitudinalis superior (SLF)

Der SLF verbindet mit seinen verschiedenen Anteilen Parietal-, Temporal- und
Frontallappen der gleichen Hemisphéare miteinander. Durch diese Verbindungen dient
der SLF der Integration von Sinneswahrnehmungen in Handlungsplanung und
Aufmerksamkeit. Man nimmt an, dass er nicht nur an der eigenen Korper- und der
Umweltwahrnehmung beteiligt ist, sondern auch die Steuerung von Aufmerksamkeit und
Sprachwahrnehmung beeinflusst (Schmahmann et al., 2008). Im Falle des SLF ist im
Hinblick auf die vorherigen Ergebnisse in Bezug auf graue Substanz zu erwdhnen, dass
er Teile des STG mit dem lateralen prafrontalen Gyrus verbindet, was dessen
Veranderungen in Abh&ngigkeit von Methylierung des OXTR in einen grof3eren Kontext
setzt. Es lasst sich damit vermuten, dass die Abnahme des Volumens im Bereich des
STG - in diesem Fall als generell verminderte Nutzung gesehen - auch eine Abnahme
der Integritdt der verbindenden Faserbahnen nach sich zieht. Oder aber, dass die
verminderte Nutzung der Faserbahn eine Abnahme des corticalen Volumens nach sich
zieht (Makris et al., 2005). Diese Hypothese wird dadurch gestiitzt, dass Ambrosi et al
im einem Vergleich von BD-Patientinnen mit gesunden Kontrollprobandinnen nicht nur
eine Abnahme der FA im Bereich des SLF bei Patientinnen fanden, sondern auch eine
Volumenreduktion im Bereich des STG (Ambrosi et al., 2013). Hier kénnten ROI-
gestiitzte fMRT-Untersuchungen das Bild komplettieren.

Der SLF zeigte in der Metaanalyse von Jenkins et al vor allem im Kontext von MDD eine
robuste Minderung der FA, jedoch konnte auch im Rahmen Zwangs- und
Angststorungen einer Verminderung der FA des SLF festgestellt werden. Beziiglich
MDD zeigte sich weiterhin eine Korrelation zwischen der Abnahme der FA und der
Symptomschwere der Patientinnen. BD hingegen zeigte ein eher gemischtes Bild, mit
teils erhéhten, aber auch erniedrigten FA-Werten in verschiedenen Bereichen des SLF.
Eine verminderte FA im Bereich des SLF kann im Rahmen seiner Rolle als
Einschrankung im Bereich der rdumlichen und Sprachwahrnehmung gedeutet werden
(Jenkins et al., 2016). Auch im Rahmen einer PTSD konnten im Bereich des SLF sowohl

Ab-, als auch Zunahmen der FA festgestellt werden (Daniels et al., 2013). Die erwahnte
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Korrelation der FA mit der Symptomschwere deckt sich weiterhin mit der Arbeit von de
Diego-Adelifnio et al. Diese konnten nicht nur die gleiche Korrelation mit der
Symptomschwere bei MDD-Patientinnen nachweisen, sondern zeigten auch, dass
innerhalb der Patientinnengruppe vor allem diese mit einer therapierefraktaren MDD
eine Abnahme der FA im Bereich des SLF und ILF zeigten (Diego-Adelifio et al., 2014).

Dies deckt sich mit der bereits mehrfach dargelegten Einschrankung psychisch Kranker,
Signale der Umwelt korrekt zu erfassen und zu interpretieren. Die ebenfalls
beschriebene erhéhte FA des SLF wiederum darf demgegenuiber nicht als "gesunde”
Gegenseite dieser Interpretation gesehen werden. Sie konnte dagegen fir
Kompensationsmechanismen, oder eine pathologische Mehrmyelinisierung der

Faserbahnen sprechen.

Fasciculus occipitofrontalis inferior (IFOF)

Der IFOF verbindet die infero- und dorso-lateralen Anteile des Frontallappens, die
Mehraktivierung bei der Betrachtung emotionaler Gesichter zeigten (Nakamura et al.,
1999), mit den posterioren Anteilen des Temporallappens und dem Occipitallappen
(Catani et al., 2002). In seinen Verbindungen ist der IFOF an der visuellen emotionalen
Wahrnehmung Dbeteiligt, einer Funktion, deren Einschrdnkung mehrfach bei
verschiedensten psych. Erkrankungen, insbesondere aber der MDD vorbeschrieben
wurden (Kieseppa et al., 2010). Kieseppa et al konnten in einem Vergleich von MDD-
Patientinnen ebenfalls eine Abnahme der FA des IFOF im Vergleich zu gesunden

Probandlnnen darstellen.

Bei SZ-Patientinnen zeigte sich eine positive Korrelation zwischen der FA des IFOF und
deren Last an Positivsymptomen. Dies unterstreicht, dass eine vermehrte FA nicht
einfach als Gegenstiick zu einer inh&renten Pathologie einer verminderten FA gesehen
werden darf, sondern ihrerseits wiederum Ausdruck einer Pathologie sein kann.
(Samartzis et al., 2014)

Forceps minor (FM)

Das Corpus callosum stellt eine Verbindung zwischen den beiden Hirnhemispharen dar,
wobei Rostrum und Genu die Frontallappen miteinander verbinden. Die
hufeisenférmigen Fasern, die sich nach frontal ausbreiten, werden als Forceps minor
(FM, manchmal auch Forceps anterior genannt) bezeichnet (Catani et al., 2002). Die
FM ist Teil des Corpus callosum und zeigt mitunter die starksten Veranderungen im
einem Vergleich von therapierefraktaren MDD-Patientinnen mit Erstdiagnostizierten und

gesunden Kontrollprobandinnen (Diego-Adelifio et al., 2014).
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5.3 Bedeutung unserer Ergebnisse fir aktuelle Theorien, den therapeutischen

Kontext und Forschungsperspektiven

Der Einfluss des OXT-Systems auf das Gehirn wurde in der hier vorliegenden Arbeit
bereits mehrfach herausgearbeitet. Jedoch ist der Zusammenhang von epigenetischen
Veranderungen des OXT-Systems und hirnmorphologischen Korrelaten, sowie deren
Bedeutung fur die Entwicklung psychiatrischer  Erkrankungen, weiterhin
unterreprasentiert. Aus diesem Grund war die Einordnung der von uns aufgezeigten
Befunde und Zusammenhange nur schwer in einen grélReren Rahmen zu setzen;
obgleich die einzelnen Standbeine der hier vorliegenden Arbeit (epigenetische
Veranderungen des OXTR, hirnmorphologische Korrelate der grauen und weil3en
Substanz, Bindungsverhalten in der Kindheit) jeweils Gegenstand aktueller Forschung

sind, so werden sie doch kaum in direktem Zusammenhang betrachtet.

Die hier vorliegende Arbeit soll betonen, dass diese Einflussfaktoren nicht als einzeln
und unabhangig voneinander betrachtet werden kdénnen. In den letzten zwei Jahrzenten
wurden zunehmend Risikoallele und SNPs definiert, die mit dem Auftreten
verschiedener psychiatrischer Erkrankungen korrelierten. Diese ergaben mit bereits
bekannten Umweltfaktoren — protektiver wie gefadhrdender Natur — ein klareres Bild bei
der Suche nach der Atiologie psychiatrischer Erkrankungen. Epigenetische Faktoren
bieten letztendlich die Mdéglichkeit der Verknipfung dieser beiden Standbeine (Schiele
und Domschke, 2018), und sollten daher in Zukunft gleichwertig in die

Ursachenforschung integriert werden.

Weiterhin verbinden wir mit dieser Arbeit die Hoffnung, dass die Erforschung des OXT-
Systems in Bezug auf psychiatrische Erkrankungen und deren hirnmorphologischer
Korrelate in Zukunft auch verstarkt Aspekte der Gyrifizierung und Integritat weilRer
Faserbahnen miteinbezieht. Diese erscheinen im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit
sinnvoll und vielversprechend, sind jedoch nach aktuellem Stand auch weiterhin kritisch
unterreprasentiert. Obgleich in der Diskussion vieler Arbeiten zu Hirnmorphologie die
Thematik des OXT-Systems und seiner Bedeutung angerissen wird, so ist dieses doch
nur selten tatsachlicher Gegenstand der Forschung und lasst damit noch viel Raum fur

weitere Forschung, die wir flr notwendig halten.

Die nasale Applikation von OXT als potentielle Therapie & Gegenstand der Forschung

Da OXT bereits bei gesunden Probandinnen mit einer verstarkten prosozialen Wirkung
in Verbindung gebracht wurde, war man im Verlauf dazu tibergegangen, sein Potential
als Co-Therapeutikum bei psychisch Kranken zu testen. Im Falle von Patientinnen mit
SZ konnte in einer placebokontrollierten Studie gezeigt werden, dass nOXT als Co-
Therapeutikum geeignet ist, sowohl die Positiv-, wie auch die Negativsymptomlast der
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Patientinnen zu verringern (Feifel et al.,, 2010). Ergdnzend zur antipsychotischen
Wirkung von nOXT bestand auch von Anfang an ein grof3es Interesse an moglichen
prosozialen Effekten auf Erkrankte. Patientinnen mit SZ konnten in einer folgenden
Studie deutlich schlechter Emotionen in Gesichtern ablesen, als eine gesunde
Kontrollgruppe. Dies ist ein bekanntes Defizit im Rahmen mehrerer psychiatrischer
Erkrankungen und stellt eine Barriere im taglichen Umgang mit anderen Menschen dar.
Die gleiche Studie — sowie folgende - konnte jedoch auch zeigen, dass die Applikation
von nOXT als Co-Therapeutikum neben der bereits implementierten neuroleptischen
Medikation, die Resultate im oben beschriebenen Versuch signifikant verbesserte
(Pedersen et al., 2011), (Averbeck et al., 2012). Diese Effekte lieRen sich auch tber
langere Zeitrdume beobachten (Modabbernia et al., 2013) . Auf funktioneller Ebene
konnte nachgewiesen werden, dass nOXT auf Probandinnen mit SZ eine andere
Wirkung entfaltet, als auf gesunde Kontrollgruppen; im Rahmen von
Gesichtserkennungsaufgaben zeigten Patientinnen unter OXT eine verminderte
Aktivierung der Amygdala, wohingegen die gesunde Kontrollgruppe eine
vermehrte Aktivierung zeigte (Shin et al.,, 2015). Die genaue Interpretation dieser
Ergebnisse ist jedoch weiterhin nicht abschlielend geklart, da die Aktivierung der
Amygdala unter nOXT in einzelnen Subregionen divergiert und stark von
der applizierten nOXT-Dosis abhangt (Martins et al.,, 2022). Der genaue
Wirkmechanismus von nOXT bleibt somit leider weiterhin vage, zumal Uber die genauen
pharmakokinetischen Aspekte weiter diskutiert wird. Obgleich die Korrelation von nOXT
und Veranderungen der Hirnaktivitat nicht von der Hand gewiesen werden kann, so ist
doch unklar, welche Anteile dieser Wirkung durch direkte Penetration des Gehirns nach
Applikation erreicht werden. Die Bindung an periphere Rezeptoren, oder ein Passieren
der Blut-Hirn-Schranke, bleiben weiterhin moégliche Wirkmechanismen. Dies kénnte
auch als Erklarungsansatz fir die scheinbar paradoxen Wirkungs-Dosis-
Zusammenhange gesehen werden (Yao und Kendrick, 2022).
Zusammenfassend stellt nOXT eine zukinftige Mdoglichkeit dar, nicht nur die
Symptomlast der Betroffenen zu vermindern, sondern auch potentiell eine verbesserte
Interaktion mit der Umwelt zu ermdglichen, die es Patientinnen erlaubt, sich leichter in
ein soziales Geflige einzufugen (Wigton et al., 2022). Auf diese Weise béte sich die
Mdoglichkeit, indirekt auch auf das Umfeld der Betroffenen Einfluss zu nehmen, welche
ebenfalls von der verbesserten Kommunikation profitieren. Dies konnte bereits an Vatern
demonstriert wurden, deren Kinder, nachdem der Vater nOXT erhalten hatte, ebenfalls

erhdhte OXT-Spiegel nach gemeinsamer Interaktion zeigten (Weisman et al., 2012).
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OXT & Bindung als Bestandteil von Therapieanséatzen

Die Aufarbeitung frihkindlichen Erfahrungen und biographisches Arbeiten sind bereits
ein fester Bestandteil vieler psychotherapeutischer Herangehensweisen, dessen
Wirksamkeit an dieser Stelle nicht weiter herausgearbeitet werden muss. Vielmehr soll
durch die erhobenen Daten verdeutlicht werden, auf welchen Wegen derartige
Erfahrungen — mitigiert Uber epigenetische Anpassungsprozesse - phanotypische
Konsequenzen haben, seien sie neurobiochemischer, oder letztendlich
neuromorphologischer Natur. Das OXT-System bietet einen plausiblen Ansatzpunkt fur
eine neurophysiologische Erklarung des Einflusses solcher biographischen Einflisse.
Die gestorten Bindungsverhdltnisse der Kindheit korrelieren auch langfristig mit
Veranderungen des OXT-Systems (Heim et al., 2009), woflr unterschiedliche
Expressionsraten des OXTR in Abhangigkeit von elterlichem Bindungsverhalten eine
mdgliche Ursache sein kénnen (Meaney, 2001). Bindung pragt das OXT-System, und
dieses im Verlauf wiederum das Bindungsverhalten (Feldman, 2012), womit betont
werden soll, dass in zuklnftigen Arbeiten, welche sich mit dem Einfluss des OXT-
Systems auseinandersetzen, der frahkindliche Einfluss von Bindungsverhalten auf

dieses System berilicksichtigt werden muss.

5.4 Methodenkritik

Es handelt sich bei dieser Arbeit um einen explorativen Ansatz, sodass die hier
dargestellten Befunde als vorlaufige Ergebnisse betrachtet werden sollen. In diesem
Rahmen wurde unter anderem auf eine Korrektur fur multiples Testen im Sinne einer
Bonferroni-Korrektur verzichtet, da diese im Rahmen des explorativen Ansatzes als zu
harsch angesehen wurde. Nachfolgende Arbeiten mit gezielteren Ansatzen sind unserer

Ansicht nach notwendig, und die hier vorgestellten Ergebnisse zu verifizieren.

Wie bei allen epigenetischen Arbeiten zu psychiatrischen Erkrankungen an lebenden
Probandinnen ergibt sich das Problem der Probengewinnung. Obgleich mehrfach
Korrelationen zwischen zentralen und peripheren Methylierungswerten aufgezeigt
werden konnten (Gouin et al., 2017), so bleiben epigenetische Veranderungen doch
meist gewebespezifisch. Im Rahmen von Studien an der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenachse konnte argumentiert werden, dass die entsprechenden Rezeptoren
sowohl im ZNS, als auch in peripherem Gewebe exprimiert werden. OXTR wird jedoch
nicht von den hier gewonnenen Zellen exprimiert, obgleich sie natirlich das
entsprechende Gen aufweisen (Klengel et al., 2014). Weiterhin bestehen signifikante
Unterschiede zwischen den Methylierungsgraden unterschiedlicher Hirnregionen
(Harony-Nicolas et al.,, 2014), sodass die Aussagekraft peripher gewonnener

Methylierungswerte umso kritischer betrachtet werden missen. Die Problematik der
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peripheren Probengewinnung wird seit 20 Jahren diskutiert (Suzuki und Bird, 2008), und
zurecht kritisch bewertet, muss jedoch mangels valider Alternativen vorerst als eine der

wenigen Moglichkeiten der Probengewinnung beibehalten werden.

Es ergaben sich bereits viele Hinweise darauf, dass die Methylierung von
Promotorregionen zur Zelldifferenzierung beitrégt, jedoch scheint der Mechanismus
komplexer zu sein, als dass eine Methylierung einfach nur mit einem Silencing des
entsprechenden Gens einhergeht. Nicht jede Promotorregion reagiert gleich oder gleich
stark auf deren Methylierung, sodass weitere Grundlagenforschung notwendig ist
(Suzuki und Bird, 2008).

Weiterhin ergeben sich Probleme aus dem verwendeten Sample. Hierbei ist zunachst
die geringe GroRe an sich zu nennen, welche fur unsere FA-Analysen noch einmal
abnahm. Daher empfehlen wir die Wiederholung unserer Ansatze in groRerem Umfang.
Zudem bestand das Sample ausschlie3lich aus weiblichen Probandinnen, was eine
allgemein gultige Bewertung schwierig macht. Ein Einfluss des Geschlechts auf das
Bindungsverhalten in der friihen Kindheit kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden.
Abhangig von der frihkindlichen Erfahrung von Mannern, reagierte deren OXT-Level
unterschiedlich auf die nOXT-Applikation (Meinlschmidt und Heim, 2007), was Parallelen
zu den Ergebnissen bei weiblichen Probandinnen aufweist, jedoch nicht als ausreichend
angesehen werden kann, um zu definieren, dass es keinerlei Unterschiede gebe.
Weiterhin scheint das Geschlecht der Probandinnen eine Rolle in der Gesamtinteraktion
zu spielen (Caldwell, 2017).

In einer Metaanalyse von Wigton et al zeigten sich funktionelle Unterschiede nach der
Applikation von nOXT vor allem bei Frauen. Allerdings musste auch angeftigt werden,
dass die gestellten Aufgaben wahrend der Untersuchungen in Arbeiten mit Frauen nicht
zwangslaufig mit den Aufgaben verglichen werden konnten, die in Studien an Mannern
verwendet wurden. Somit muss angemerkt werden, dass der Einfluss von OXT auf
neuronale Strukturen davon abhangen kann, welches Geschlecht der Empfanger hat,
und welche Form von Aufgabe er oder sie I6sen muss. In dieser Hinsicht ist das in dieser
Studie verwendete Sample kritisch zu betrachten, da es ausschliel3lich aus Frauen
bestand; eine allgemeine Aussage Uber die Gesamtbevdlkerung ist somit schwierig.
Umgekehrt bezog sich die hier vorliegende Arbeit — anders als bei Wigton et al - rein auf

neuroanatomische Strukturen, und nicht auf deren Aktivierung (Wigton et al., 2015).

Die Gehirne weiblicher Probandinnen zeigten im Vergleich zu mannlichen
Kontrollgruppen erhéhte Methylierungswerte im Bereich von Frontal-, Parietal-,
Temporal und Occipitallappen; da man die Notwendigkeit zur Gyrifizierung des Gehirns

mit der Begrenzung eines knotchernen Schadels erklart, wurde als Ursache fir die
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geschlechtsspezifischen Unterschiede die starkere raumliche Limitierung des kleineren
weiblichen Cerebrums angefihrt. Vor diesem Hintergrund bietet die Verwendung
ausschlielich weiblicher Probandinnen die Mdglichkeit zur Vermeidung eines Bias im

Hinblick auf die Vergleichbarkeit der Gyrifizierung (Luders et al., 2006).

Ein weiterer Schwachpunkt der Analysen ist der retrospektive Charakter des FEB an
sich. Die Glaubwurdigkeit der Angaben muss kritisch betrachtet werden, da
Erinnerungen an teils lange zuriickliegende Ereignisse anfallig sind; bereits eine spater
im Leben stattfindende Neubewertung der eigenen Erinnerungen fihrt zu einer
Verédnderung der gemachten Angaben, obgleich die tatsachliche Wahrnehmung von
Ereignissen in der Kindheit, und damit deren potentieller Einfluss auf epigenetische
Mechanismen, selbst womdglich andere waren. Hinzu kommen schlicht und ergreifend
das Vergessen von Ereignissen sowie die Abhangigkeit von Aussagen von der aktuellen
Tagesstimmung von Probandinnen, sodass auch hier mit teils verzerrten Angaben
gerechnet werden muss. Vor diesem Hintergrund muss auch angeftihrt werden, dass
OXT - zumindest in Tierversuchen - das soziale Gedachtnis beeinflusst (Maroun und
Wagner, 2016). Es war zum aktuellen Zeitpunkt jedoch noch unklar, wie dies im Rahmen
der ambivalenten, sozialen Wirkung von OXT zu sehen ist, da Hypothesen auch davon
ausgehen, dass erhdhte OXT-Spiegel im Rahmen negativer Emotionen dazu dienen
konnen, Vermeidungsverhalten zu verstarken. Die Annahme, dass OXT nur rein positive

Erinnerungen beeinflusst ware damit zu kurz gegriffen.

Im Hinblick auf die morphologische Komponente der hier vorliegenden Arbeit in Bezug
auf elterliche Bindung und soziale Stimuli ergibt sich durch den Charakter des FEB eine
weitere Problematik. Der FEB unterscheidet nicht zwischen den einzelnen Phasen des
Heranwachsens, sondern bildet alle Erlebnisse vor dem sechzehnten Lebensjahr ab,
sodass nicht berlcksichtigt wird, welche Form problematischer Bindung in welcher
Lebensphase auftrat. Dies ist insofern relevant, als dass Art und Zeitpunkt der sozialen
Einfliisse bestimmen, welche cerebalen Strukturen betroffen sein kdnnen (Klengel et al.,
2014) (Tyborowska et al., 2018). Insofern ist der FEB zwar weiterhin ein geeignetes
Instrument, um die elterliche Bindung als Ganzes abzubilden, gegebenenfalls jedoch

zeitlich zu weit gefachert, um fir morphologische Arbeiten geeignet zu sein.

Zuletzt muss angemerkt werden, dass nur fir eine einzige Subskala des FEB
vollstdndige Fragebtgen der Probandinnen erhoben wurden. Insofern sind
abschlie3ende Aussagen fir das gesamte Sample nicht mdglich, und es kann nur eine
kontextuelle Einordnung erfolgen, anstatt tiefere Parallelen zwischen Hirnmorphologie

und Bindungsstilen zu ziehen.

85



6 Zusammenfassung

Bei der Suche nach den multimodalen Ursachen psychiatrischer Erkrankungen gewinnt
die Epigenetik neben den bekannten genetischen und umweltbedingten Risikofaktoren
zunehmend an Bedeutung, insbesondere als mogliche Verbindung letzterer. Vor diesem
Hintergrund kommt dem Oxytocinrezeptorgen (OXTR) als Baustein des
Oxytocinsystems eine besondere Bedeutung zu, da dieses essentiell an der
Interpretation sozialer Stimuli, sowie dem Aufbau zwischenmenschlicher Bindungen
beteiligt ist. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Korrelationen zwischen der Methylierung
des OXTR und hirnmorphologischen Veranderungen aufzudecken. Zudem sollte der
Einfluss der elterlichen Bindung auf die kindliche Entwicklung miteinbezogen werden,
um ein vollstandigeres Erklarungsmodell erstellen zu kénnen, wie epigenetische

Veranderungen auftreten konnen, und welche langfristigen Folgen sie haben.

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurden 62 Probandinnen der FOR2107
,Marburg-Munster Affective Disorders Cohort Study® (MACS) zu einem
Hochrisikosample fur die Entwicklung einer psychiatrischen  Erkrankung
zusammengefasst. Methylierungswerte fir insgesamt 18 CpG-Sites wurden mithilfe des
lllumina Infinium MethylationEPIC BeadChip erhoben, und nach ausfihrlicher
Literaturrecherche wurden 3 Kandidaten-CpG-Sites zur weiteren Analyse ausgewahlt.
Weiterhin bildeten wir aus der Gesamtzahl der analysierten CpGs 3 Faktoren, um
zusatzlich eine genweite Analyse zu ermdéglichen. Mittels MR-Bildgebung erhoben wir
T1-gewichtete sowie Diffusion-Tensor-Imaging-Bilddaten (DTI) aller Probandinnen. Zur
Bestimmung der elterlichen Bindungsstile wurde der Fragebogen zur elterlichen Bindung
(FEB, Uubersetzte Version des ,Parental Bonding Instrument®, PBI) verwendet.
Die Analysen der T1-gewichteten Bilddaten hinsichtlich der Dicke grauer Substanz
(voxelbasierte Morphometrie, VBM) und der Cortexgyrifizierung erfolgten mittels der
CAT12 Toolbox in SPM12. Die Auswertung der DTI-Bilddaten erfolgte mittels Tract-
Based Spatial Statistics (TBSS) in der FMRIB Software Library (FSL 5.0.7).

Es zeigten sich eine Abnahme des Cortexvolumens im Bereich des Gyrus temporalis
superior (STG), sowie eine verminderte Gyrifizierung im Bereich der Insula in Korrelation
zu einer vermehrten Methylierung des OXTR. Weiterhin zeigten sich mehrere negative
Korrelationen zwischen der Methylierung des OXTR und der Integritat der Faserbahnen
weilder Substanz, insbesondere im Bereich des Fasciculus longitudinalis superior und
inferior (S/ILF), sowie dem Fasciculus occipitofrontalis inferior (IFOF). Auch im Hinblick
auf die elterliche Bindung zeigten sich Korrelationen mit der OXTR-Methylierung, u.a. im

Hinblick auf die subjektiv wahrgenommene Firsorge durch die Mutter.
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Im Kontext der bisherigen Forschung untermauern die Ergebnisse der hier vorliegenden
Arbeit die Hypothese, dass sich die elterlichen Beziehungen eines Individuums
langfristig in epigenetischen Veranderungen niederschlagen kénnen, und dass das
OXT-System hierfur ein plausibler Kandidat ist. Weiterhin erharten sich die Hinweise
dafur, dass diese epigenetischen Veranderungen, entgegen ihrem verénderlichen
Grundcharakter, womdglich langfristig unveranderliche Folgen haben, indem sie sich in
hirnmorphologischen Korrelaten niederschlagen, die auch im Rahmen verschiedener

psychiatrischer Erkrankungen nachgewiesen worden sind.

Die Korrelation von epigenetischen Veranderungen und hirnmorphologischen Korrelaten
(insbesondere im Hinblick auf Gyrifizierungsanalysen und die Integritdt von
Faserbahnen weil3er Substanz) ist in der bisherigen Forschung bisher ein
unterreprasentierter Aspekt. Weitere Arbeiten zu diesem Thema mit gréReren
Fallzahlen, und ggf. enger definierter Regions of Interest (ROI) sind zweifelsohne

notwendig.
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