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Einleitung

1  Einleitung

1.1 Die Schizophrenie

1.1.1 Definition

Die Schizophrenie gehért in die Hauptgruppe endogener Psychosen und
reprasentiert eine der schwerwiegendsten psychiatrischen Erkrankungen.
Kennzeichnend ist eine Vielgestaltigkeit an Symptomatologie, Neuropathologie
und Verlauf. Es wird eine multifaktorielle Entstehung der Erkrankung
angenommen, wobei genetische Faktoren als wichtige Teilursache angesehen

werden.

1.1.2 Epidemiologie

Die Wahrscheinlichkeit im Laufe des Lebens an Schizophrenie zu erkranken,
betragt fur die Durchschnittsbevolkerung etwa 1 %. Die Lebenszeitpravalenz
liegt weltweit bei 0.5 bis 1 %, die jahrliche Inzidenzrate bei 0.05 % (Mdller et al.
2001). Es finden sich in unterschiedlichen Landern der Welt mit variierendem
soziokulturellem Hintergrund etwa gleiche Pravalenzzahlen (Tsuang et al.
1995). In einer Metaanalyse zu Geschlechterdifferenzen im globalen Risiko
einer Schizophrenieentwicklung fand sich tber alle einbezogenen Studien eine
Inzidenzratio von 1.4 bei Uberwiegen von Frauen (Aleman et al. 2003). Das
Pradilektionsalter fir den Ausbruch der Erkrankung liegt zwischen 18 und 30
Jahren. Das mittlere Ersterkrankungsalter von Méannern bewegt sich mit 21
Jahren drei bis vier Jahre unterhalb dem von Frauen (Hafner et al. 1998). Es
gibt auch charakteristische Unterschiede im Pradilektionsalter fur die einzelnen
Subtypen. So tritt zum Beispiel der hebephrene Subtyp vorwiegend im
Jugendalter, der paranoid-halluzinatorische Subtyp Uberwiegend im vierten
Lebensjahrzehnt auf (Moéller et al. 2001).



Einleitung

1.1.3 Symptomatik

Fir die Diagnostik der Schizophrenie und zur Kategorisierung der
vielschichtigen Symptomatik waren historisch unterschiedliche
Einteilungsmodelle bedeutsam. Bereits Emil Kraepelin fasste 1896 in seiner
ersten Beschreibung die Erscheinungsbilder der Schizophrenie unter dem
Begriff Dementia praecox zusammen und nahm die Einteilung in die Subtypen
paranoid-halluzinatorisch, hebephren und kataton in Abh&ngigkeit von
vorherrschender Symptomatik und Verlauf vor. Von Eugen Bleuler wurde mit
starkerem Bezug auf das psychopathologische Querschnittsbild die
Bezeichnung Schizophrenie (Bewul3tseinsspaltung) gepréagt und die Einteilung
in Grundsymptome und akzessorische Symptome entwickelt (Bleuler 1911).
Nach seiner Ansicht gehoérten zu den Grundsymptomen Assoziations- und
Affektstérungen, Autismus und Ambivalenz, zu den akzessorischen Stérungen
Halluzinationen, Wahn und Katatonie. Die spater etablierte Lehre Kurt
Schneiders von den Symptomen ersten und zweiten Ranges orientierte sich an
der unterschiedlichen diagnostischen Wertigkeit einzelner Symptome aus den
abnormen Erlebniskategorien Halluzinationen, schizophrene Ich-Stérungen und
Wahn (Schneider 1957).

Seit den siebziger Jahren wird die Unterscheidung schizophrener Psychosen
mit positiven und negativen Symptomen vorgenommen. Nach der von Kay et al.
1987 entwickelten Positiv- und Negativ-Syndrom Skala (PANSS) zahlen zu den
positiven Symptomen Wahn, GroRen- und Verfolgungsideen, Halluzinationen,
formale Denkstoérungen, Erregung und Feindseligkeit. Demgegeniuber
umfassen die negativen Symptome Affektverflachung, Mangel an affektivem
Rapport sowie an Spontanitdt und Flussigkeit der Sprache, Schwierigkeiten
beim abstrakten Denken, stereotype Gedanken, soziale Passivitat und
emotionalen Rickzug. Zu den charakteristischen Symptomen gelten nach
Moller und Deister Wahn, Halluzinationen, Stérungen im formalen Denken und

Affekt sowie Ich- und psychomotorische Stérungen (Méller und Deister 2000).
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Aktuell anerkannt sind die Klassifikationssysteme International Classification of
Diseases, Tenth Edition (ICD-10), und Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders, Fourth Edition (DSM-IV), (Bramer 1988, Wittchen et al.
1996). Die von der Weltgesundheitsorganisation herausgegebene Klassifikation
nach der ICD-10 umfasst die sieben klinischen Syndrome einer paranoiden,
hebephrenen, katatonen und undifferenzierten Schizophrenie sowie die
postschizophrene Depression, das schizophrene Residuum und die
Schizophrenia simplex. Das amerikanische Diagnosesystem DSM-IV, an dem
sich auch die Patientenrekrutierung in dieser Arbeit orientierte, unterscheidet
die funf Haupttypen paranoid, kataton, desorganisiert, undifferenziert und
residual. ICD-10 und DSM-IV legen die Diagnose der Schizophrenie durch
einen Kriterienkatalog fest. Die Tabelle 1 gibt diesen Katalog in modifizierter

Form wieder und zeigt die Uberlappungsbereiche an (Mdller et al. 2001).

Tab.1: Diagnostische Kriterien der Schizophrenie nach ICD-10 und DSM-IV gemal} der
Zusammenstellung von Méller et al. 2001

ICD-10 DSM-IV
Kontrollwahn, Beeinflussungswahn, Wahn, besonders bizarrer Wahn
Wahnwahrnehmung

stimmungsinkongruente Halluzinationen,
besonders kommentierende oder dialogi-
sierende Stimmen

Halluzinationen, besonders kommentierende
und dialogisierende Stimmen

Gedankenlautwerden,-eingebung,-entzug,
Beeinflussungserlebnisse, Zerfahrenheit, Zerfahrenheit
Gedankenabreissen u.a.

katatone Symptome katatone Symptome
negative Symptome wie Apathie, Sprach- Affektarmut, Antriebsmangel, sozialer
verarmung, verflachter Affekt Riickzug

Verschlechterung der sozialen Adaptation

charakteristische Symptomatik kontinuierliche Anzeichen der Erkrankung
mindestens 1 Monat mindestens 6 Monate
keine nachweisbare organische Ursache keine nachweisbare organische Ursache

1.1.4 Verlauf und Prognose

Die Schizophrenie erweist sich bezilglich ihres Verlaufes tberwiegend als
schwerwiegende psychiatrische Erkrankung. Das Vollbild der Schizophrenie
kann akut auftreten oder sich schleichend entwickeln. Es kann eine Phase mit
untypischen Prodromalerscheinungen, z.B. ein pseudoneurasthenisches oder

3
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depressives Vorstadium, vorausgehen. Die akuten Manifestationen dauern
Wochen bis Monate an. Die Krankheit kann in Schiben mit Ausbildung einer
Restsymptomatik oder in Phasen mit vollstindiger Remission verlaufen. Bei
einem geringen Prozentsatz der Betroffenen chronifiziert eine produktiv-
schizophrene Symptomatik und bleibt zeitlebens bestehen. Ein wesentlich
groRerer Teil bildet einen Residualzustand aus, der vorwiegend durch
Negativsymptomatik mit unterschiedlich starker Beimischung produktiver
Symptome gepragt ist. Es ergibt sich folgende Haufigkeitsverteilung der
unterschiedlichen Verlaufstypen: eine anhaltende Symptomatik tritt in mehr als
zwei Drittel der Félle bereits nach der ersten Episode, bei etwa 20 % dagegen
erst im spateren Verlauf auf. Nur knapp 7 % der Patienten bleiben langfristig
ohne persistierende Symptome (Marneros et al. 1991).

Nach dem Abklingen akuter Episoden kdnnen postschizophrene Depressionen
oder Erschopfungszustande auftreten, die aber im Gegensatz zum chronischen
Residuum nach einigen Wochen oder Monaten wieder abklingen. Im Rahmen
der akuten Erkrankung, in der Remission und im Residualzustand kann es zu

suizidalen Krisen kommen.

Auch wenn sich sowohl ungtinstige als auch glnstige Prognosemerkmale
herausfinden lieR3en, ist eine verlassliche Einschatzung der Prognose im
Einzelfall bei Beginn der Symptomatik unmoglich. Insgesamt scheint der
hebephrene Subtyp eher mit einem ungtinstigen und der katatone Subtyp mit
einem gunstigen Verlauf assoziiert zu sein (Moller et al. 2001). Eine grobe
klinische Faustregel besagt zwar, dass die Prognose umso ginstiger ist, je
akuter der Erkrankungsbeginn ist und je deutlicher situative Ausléser vorliegen,
eine genaue perspektivische Einschatzung lasst sich damit aber nicht
vornehmen.

Durch die heutigen Behandlungsmdglichkeiten ist die Prognose wie zu erwarten
gunstiger als es noch Kraepelin in seiner Beschreibung der Dementia praecox
fand. Die verfigbare Medikation vermag den Patienten nunmehr einige der
Symptome zu erleichtern, allerdings gelingt damit keine Heilung der
Schizophrenie. Bis heute nimmt die Krankheit noch bei mehr als 50 % der
Betroffenen einen unginstigen Verlauf mit Rezidiven und Residualsymptomatik

sowie erheblichen Stérungen der sozialen Integration (Mdller et al. 2001).

4
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1.1.5 Atiologie

Die Ursachenforschung zur Schizophrenie hat eine Uber hundertjhrige
Tradition. Eine familidre genetische Belastung gilt als gesicherter Risikofaktor
fur eine Schizophrenieentwicklung (Gottesman et al. 1987, Cardno et al. 1999).
Risiken werden auch aus sozialen und demographischen Faktoren wie einem
niedrigen sozioOkonomischen Status, einer Geburt im stadtischen Umfeld,
stresserfillten Lebensereignissen sowie dem Status von Zuwanderern oder
Minderheiten abgeleitet (Eaton 1974, Harrison et al. 1997, Eaton et al. 2000,
van Os et al. 2000). Die jahreszeitliche Verteilung des Geburtsdatums
schizophrener Personen ergibt eine Uberzufallige Haufung im spaten Winter
und Fruhjahr (Hettema et al. 1996). Auch Komplikationen in der
Schwangerschaft, bei und unmittelbar nach der Geburt stellen Risikofaktoren
dar (Hultman et al. 1997, Cannon et al. 2002).

Nach dem momentanen Verstandnis entwickelt sich die Erkrankung auf der
Basis einer multifaktoriellen Atiopathogenese. Hierbei wird die anteilige
Einbeziehung verschiedener Ursachen mit im Einzelfall differierenden
Wechselwirkungen verlangt. Eine schematische Zusammenstellung bietet
Abbildung 1, Seite 6, in Anlehnung an verschiedene konzeptionelle VVorgaben
(Scharfetter 1995, Deister und Moller 1997, Méller et al. 2001). Aus genetischen
Faktoren, die mit Umweltvariablen eine wechselseitige Beeinflussung
unterhalten, konnen z.B. hirnstrukturelle, neurophysiologische und/oder
biochemische Besonderheiten entstehen. Daraus resultiert im Sinne einer
erhohten Vulnerabilitat eine Pradisposition zur Manifestation der Krankheit,
wobei unginstige psychosoziale Stressoren und Personlichkeitsstrukturen die

Manifestation erleichtern.

Aus variablen Kombinationseffekten von genetischen und exogenen Faktoren
ergibt sich somit die Krankheitsmanifestation, wobei nach einer
Modellvorstellung die Uberschreitung einer multifaktoriellen Schwelle letztlich
zur Ausldsung der Erkrankung fuhrt (Sawa und Snyder 2002).
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Genetische hirnstrukturelle Psychosoziale Faktoren Prédisponierende

Faktoren Veranderung (soziale Umgebung Faktoren

familiare Interaktion)

Pradisposition/Vulnerabilitat

» pramorbide Personlichkeit

» Hirnfunktionsstorung T

Psychosoziale Stressoren

(z.B. Lebensereignisse,
unspezifischer Alltagsstress)

Psychose

\4

Remission — episodischer Verlauf — chronifizierte Zustande

Abb.1: Schematisches Modell zur Atiopathogenese der Schizophrenie mit Einbezug der
Darstellung nach Scharfetter 1995 und des Konzeptes nach Deister und Moéller 1997

1.2 Genetik in der Schizophrenie

Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien belegen die starke genetische
Komponente der Schizophrenie (Cardno et al. 1999, Tsuang et al. 2001,
Cloninger 2002). Die Krankheit zeigt ein komplexes Vererbungsschema und
niedrige Penetranz. Intrafamiliar wird ein qualitativ heterogener, quantitativ
variierender Phé&notyp Ubertragen. Es gibt noch keinen verlasslichen
biologischen Marker fur die Erkrankung. Die Variationen der Manifestation der
Schizophrenie lassen sich durch eine Heterogenitat der kausalen Loci erklaren
und erschweren den Fortschritt bei der Suche nach Schizophreniegenen. Die
Anwendung der verfigbar gewordenen molekulargenetischen Techniken zur
Identifikation der verantwortlichen Gene stellt jedoch die derzeit
erfolgversprechendste Strategie dar (Maier und Schwab 1999). Die Kenntnis
verantwortlicher Gene wirde auch die Aufdeckung von zusatzlichen

Risikofaktoren und kausalen pathogenen Mechanismen erleichtern.




Einleitung

1.2.1 Familien-, Adoptions- und Zwillingsstudien

Das Risiko fur die Krankheitsentwicklung erhoht sich mit zunehmender
genetischer Verwandtschaft (McGuffin et al. 1995). Das Risiko nimmt von 1 %
in der allgemeinen Bevolkerung bei Verwandten dritten Grades auf ca. 2 %,
Verwandten zweiten Grades auf ca. 6 % und schlie3lich bei Verwandten ersten
Grades bis auf 9 % zu (Tsuang et al. 2001). Fir den letztgenannten
Verwandschaftsgrad liegt die Schwankungsbreite der Risikoerh6hung zwischen
5 bis 15-fach im Vergleich zu dem allgemeinen Bevoélkerungsdurchschnitt
(Kendler und Gardner 1997). Da in Zwillings- und Adoptionsstudien keine
Hinweise auf relevante familidre nichtgenetische Umgebungsfaktoren zu finden
sind, ist die familiare Haufung vorwiegend auf genetische Faktoren

zurtckzufihren (Maier et al. 1999).

Zwillingsstudien vergleichen die Konkordanz von monozygoten Zwillingen, bei
denen eine vollstandige genetische Identitat vorliegt, mit der von zweieiigen
Zwillingen, die nur ungefahr 50 % ihrer Gene teilen. In der Literatur finden sich
Angaben der Konkordanzraten von monozygoten Zwillingen um 41 bis 65 %
verglichen mit O bis 28 % bei dizygoten Zwillingen und die Schatzungen der
Heritabilitat reichen bis zu 85 % (Tsuang et al. 2001). Dies kann als weiteres
Indiz fur die starke genetische Rolle bei der Schizophrenieentstehung gewertet
werden.

Andererseits wird der Beitrag nichtgenetischer Einflisse aus der
durchschnittlich nur 50 %igen Konkordanz fiir Schizophrenie bei eineiigen
Zwillingen ersichtlich. Monozygote Zwillinge haben bedingt durch ihre
gemeinsame Plazenta die gleiche pranatale Umgebung und intrauterinen
Variablen (Reiss et al. 1991). Sie teilen vergleichend zu dizygoten in starkerem
Ausmald auch eine postnatale Umgebung, sehen sich besonders &hnlich und
sind gleichgeschlechtlich. Daraus ergibt sich die Uberlegung, dass sie auch aus
ihrer Umgebung, z.B. durch die Eltern, in ahnlicherer Weise Reaktionen
erfahren und eventuelle Personlichkeitsunterschiede mdglicherweise nivelliert

werden.
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Adoptionsstudien stellen die geeignetste Methode zur Trennung von
genetischen und umweltbedingten Faktoren dar. Sie liefern Hinweise fir die
Gewichtung der Genetik bei einer familidren Haufung der Schizophrenie. Kinder
ohne genetische Pradisposition, welche friih in eine Familie mit schizophrenem
Elternteil adoptiert wurden, wiesen kein gesteigertes Risiko der Schizophrenie-
entwicklung auf. Demgegenuber behielten frih adoptierte Kinder mit an
Schizophrenie erkrankten leiblichen Eltern auch in einer Familie mit gesunden
Adoptiveltern ihr erhdhtes Erkrankungsrisiko bei (Kendler et al. 1994, Kety et al.
1994).

Die klinischen Subtypen zeigen kein reproduzierbar homogenes intrafamiliares
Vorkommen (Kendler und Diehl 1993). lhnen liegen qualitativ unterschiedliche
familiar-genetische Ursachen zugrunde. Allerdings variiert das Ausmald der
familiaren Belastung quantitiativ maRiggradig mit der Querschnittssymptomatik
(Maier et al. 1999). So wurde in Familienstudien nachgewiesen, dass
insbesondere Betroffene mit ausgepragter Negativsymptomatik familiar mit
psychotischen Stérungen belastet sind (Kendler et al. 1995, van Os et al. 1997).
Diese Aussage gilt Uberwiegend fir Schizophrene, die sowohl positive wie
negative Symptome aufweisen. Hohe Konkordanzraten wurden vor allem bei
eineiigen Zwillingen beobachtet, bei denen der Indexpatient eine ausgepréagte
schizophrene Negativsymptomatik mit einer langen Episodendauer aufwies
(Kendler und Diehl 1993).

1.2.2 Molekulargenetik

Die Daten von Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien verdeutlichen die
substantielle genetische Komponente der Schizophrenie. Der molekular-
genetische Mechanismus der Krankheit ist weitgehend unklar, sicher ist
lediglich, dass ihr Vererbungsmuster nicht den Mendelschen Regeln folgt
(McGue und Gottesman 1989). Das momentan plausibelste formalgenetische
Modell griindet sich auf die Annahme einer polygenen Ubertragung unter
Einbeziehung verschiedener Gene, die im Einzelnen jeweils vermutlich nur eine

geringe Auswirkung auf das Erkrankungsrisiko haben, und deren Interaktion mit
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Umweltfaktoren anzunehmen ist (Maier et al. 1999, Owen 2000). Verursachend
fur das Auftreten sind wahrscheinlich mehrere Mutationen an verschiedenen
Genorten gleichzeitig, die im Sinne einer genetischen Heterogenitat das gleiche
Merkmal, also Schizophrenie, hervorrufen kdnnen. Die resultierenden, &tiolo-
gisch unterschiedlichen, mdglichen Varianten lassen sich derzeit nicht mit

klinischen Mitteln unterscheiden.

Etwa drei Millionen der drei Milliarden humanen Nukleotidbasen unterscheiden
sich zwischen Individuen, wobei die meisten Mutationen nicht in den Exons, die
schlie3lich in Proteine umgesetzt werden, sondern in erster Linie in Introns
sowie in solchen Desoxyribonukleinsdure (DNA)-Regionen vorkommen, die
nicht in messenger Ribonukleinsaure (m-RNA) transkribiert werden (Plomin et
al. 1999). Handelt es sich bei den Mutationen um einen einzelnen
Basenaustausch werden sie als Single Nucleotide Polymorphism (SNP)
bezeichnet. Von den SNPs, die ca. 90 % der genetischen Heterogenitaten des
Menschen bedingen, sind bis dato bereits Millionen

(http://snp.cshl.org/linkage_maps/) identifiziert und prézise chromosomalen

Regionen zugeordnet worden. Zusammen mit einem anderen Markertyp, den

Mikrosatelliten (http://www.cidr.jhmi.edu/markerset.ntml), stand damit eine

aussagekraftige methodische Grundlage zur Ermittlung von Krankheitsgenen

zur Verfigung.

Bei der Schizophrenie sind nach wie vor die genaue Anzahl pradisponierender
Genorte, das von jedem Genlokus Ubertragene anteilige Risiko und der Grad
der Wechselwirkung zwischen den Genorten unbekannt. Hauptgene, die einen
groReren Beitrag als andere leisten, konnten bisher nicht identifiziert werden.
Zu Entdeckung oder Einengung chromosomaler Regionen, in denen sich
funktionell bedeutsame DNA-Varianten befinden, bieten sich zwei Anséatze an,
die beide eine Abweichung vom Mendelschen Gesetz der unabhangigen
Vererbung in differierender Weise messen. Eine Mdglichkeit sind
Kopplungsstudien, welche nicht auf bestimmten biologischen Hypothesen
beruhen und im Rahmen von Familienstudien auf die Identifikation von
chromosomalen Regionen mit pradisponierenden Genen abzielen. Andererseits

kommen Assoziationsstudien zur Anwendung, welche genigend Sensitivitat


http://snp.cshl.org/linkage_maps/
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zum Auffinden auch geringerer Geneffekte aufweisen, aber auf die Auswahl
plausibler Kandidatengene angewiesen sind. Beide Methoden sind einander
erganzende Ansatze zur Identifikation von Suszeptibilitatsgenen fur komplexe

Erkrankungen.

1.2.3 Kopplungsstudien

Mit Kopplungsuntersuchungen wird getestet, ob innerhalb einer Familie ein
Markerallel und ein Phanotyp respektive eine Krankheit Gberzufallig h&ufig
zusammen vererbt werden, d.h. co-segregieren (Béddeker und Ziegler 2000).
Die theoretische Grundlage dabei ist, dass eine dem Phanotyp
zugrundeliegende DNA-Sequenz und ein Marker mit umso geringerer
Wahrscheinlichkeit durch eine Rekombination voneinander getrennt werden, je

naher sie auf einem Chromosom liegen.

Die Durchfiihrung der ersten Kopplungsstudien basierte auf der Annahme, dass
Gene mit einer Hauptwirkung identifizierbar seien. Mutationen mit Penetranz
hinsichtlich einer klaren phénotypischen Manifestation sind aber vermutlich
aulBerst selten oder nicht vorhanden (McGuffin und Owen 1996). Als
Konsequenz wurden gemeinschaftliche Anstrengungen zur Durchfiihrung von
systematischen Kopplungsanalysen Uber das gesamte Genom unternommen.
2003 wurden von Lewis et al. in einer grol3 angelegten Meta-Analyse die Daten
von 20 genomweiten Kopplungsstudien mit dber 1200 Stammbaumen zur
Schizophrenie ausgewertet. Dabei fand sich eine groRere Ubereinstimmung der
Ergebnisse bisheriger Kopplungsstudien als bislang angenommen. Diese Meta-
Analyse konnte auch zur Bestatigung verschiedener Hinweise auf Kopplungen
herangezogen werden, die sich aus der Betrachtung homogener oder isolierter
Bevolkerungsgruppen an einer geringeren Anzahl von Stammb&aumen ergaben.
Die Autoren geben flr den Genabschnitt p12-q22.1 auf Chromosom 2 eine
genomweite signifikanteste Kopplung an. Starke Assoziationen erreichen die
chromosomalen Loci 1p13.3-923.3, 2¢g22.1-g23.3, 3p25.3-p22.1, 50q23.2-q34,
6pter-21.1, 8p22-p21.1, 11922.3-g24.1, 14pter-q13.1, 20p12.3-p11l und 22pter-
gl2.3.

10
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Die Meta-Analyse bestatigt die Hypothese, dass mehrere Genorte zur
Suszeptibilitat fir Schizophrenie beitragen. Die Wertigkeit positiver
Kopplungsbefunde ist allerdings erst dann abschlie3end beurteilbar, wenn sich
gesicherte Zusammenhange zwischen préadisponierenden Genen und der

Krankheitsentwicklung finden lassen.

1.2.4 Assoziationsstudien

Die Attraktivitdt von Assoziationsstudien beruht darauf, dass sich auch
Suszeptibilitdtsgene mit geringerem krankheitsinduzierendem Effekt detektieren
lassen. Zielsetzung dieser empfindlichen Methode ist, einen Zusammenhang
von potentiell funktionell relevanten Genvarianten oder Haplotypen mit einem
erhohten Erkrankungsrisiko zu klaren. Als Haplotyp wird eine, einem einzelnen
individuellen Chromosom zuordenbare und an einer oder mehreren
polymorphen Stellen lokalisierte, 5- nach 3'-Sequenz von Nukleotiden
bezeichnet. Ein Haplotyp kann fur ein Gen, eine chromosomale Region oder
auch fur jedes lange DNA-Segment definiert sein.

Eine Assoziation liegt dann vor, wenn der spezifische genetische Marker in der
untersuchten Population haufiger bei erkrankten als bei gesunden Personen
vorkommt (Béddeker und Ziegler 2000).

Als Gene, die in Assoziationsstudien untersucht werden, kommen funktionelle
und positionelle Kandidatengene in Frage. Bei funktionellen Kandidatengenen
handelt es sich um solche, die sich aus Hypothesen Uber die Pathophysiologie
der Schizophrenie ergeben. Positionelle Kandidatengene hingegen ergeben
sich aus Kopplungsstudien, d.h. es werden Gene untersucht, die in chromo-
somalen Regionen liegen, die in Kopplungsstudien eine signifikante Assoziation

mit der Schizophrenie aufwiesen.

Das Auffinden des Gens Neuregulin 1 (NRG1) und seine Bestatigung als
Kandidatengen der Schizophrenie wurden in einer Abfolge von Kopplungs- und
Assoziationsmethoden erreicht. In einem genomweiten Screening konnten

Ergebnisse von Kopplungsstudien zur Schizophrenie auf Chromosom 8p an
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einer islandischen Bevolkerungsgruppe bestatigt werden (Stefansson et al.
2002). Der gleichen Untersuchergruppe gelang dann die Entdeckung
verschiedenster Marker auf dem NRG1-Gen und die Bildung eines Haplotypen,

der eine signifikante Assoziation mit der Schizophrenie zeigte.

Die Tabelle 2 bietet einen Uberblick tiber die wichtigsten Assoziationsbefunde
zur Schizophrenie mit den zugehoérigen chromosomalen Regionen. Die
Assoziationen haben grof3tenteils nur einen geringen Effekt bezlglich des
Erkrankungsrisikos und konnen etablierte Kopplungsverweise nicht komplett

bestatigen.

Tab.2: Auswahl von Suszeptibilitditsgenen der Schizophrenie mit zytogenetischer Lokalisation

Gen Zytogenetische Lokalisation Studien
DRD3 3q13 (Williams et al. 1998)
DRD2 1123 (Breen et al. 1999)
comT 22q11 (Shifman et al. 2002)
e st o) oo
NRG1 8pl12-p21 (Stefansson et al. 2002, 2003)
PTNBPL bp22 (ssé[\w;beétagl.zgggg)’
RGS4 1021-22 (Chowdari et al. 2002)
PRODH 22q11 (Gogos et al. 1999, Liu et al. 2002)
DARO 12q24 c%fﬁgfx te?lél.zg%%’z)
G72 13qg22-34 (Chumakov et al. 2002)
G30 13qg22-34 (Chumakov et al. 2002)
Notch 4 6p23 (Wei und Hemmings 2000)
PPP3CC 8p21 (Gerber et al. 2003)
Coeyoen oLl 2ot
GRIA4 11922 (Makino et al. 2003)
AKT1 14932 (Staal et al. 1988, Boyd et al. 2002)
ZDHHCS8 22911 (Mukai et al. 2004)
TRAR4 623 (Duan et al. 2004)

12
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1.3 Neuregulin 1 in der Schizophrenie

1.3.1 Entdeckung und Definition von Neuregulin 1

Zur Neuregulin-Gen-Familie zahlen die vier Mitglieder NRG1 bis NRG4. Uber
die ldentifikation von Proteinen, welche von dem Gen NRG1 kodiert werden,
wurde 1992 und 1993 erstmals berichtet (Holmes et al. 1992, Peles et al. 1992,
Wen et al. 1992, Falls et al. 1993, Goodearl et al. 1993, Marchionni et al. 1993).
Ein bedeutender Fortschritt war die Sequenzierung und Kartierung des
kompletten humanen NRG1-Gens durch Stefansson et al. im Jahre 2002 (s.
Abbildung 3, Seite 14), Genbank Accession No. BKO00383. Dabei konnten tber
1200 SNPs in der gesamten NRG1-Sequenz identifiziert werden.

Das Ergebnis der vorausgegangenen genomweiten Reihenuntersuchung an
islandischen Familien mit Schizophrenie unterstutzte die Auffassung einer
Kopplung der Schizophrenie zum chromosomalen Lokus 8p. Durch extensives
Mapping dieses Lokus unter Verwendung einer Kombination von Kopplungs-
und Assoziationsmethoden basierend auf Mikrosatelliten-Markern und
nachfolgendem Einbezug von SNPs in Haplotyp-Assoziationanalysen wurde
NRG1 an Position 8pl12-21 (Lokus SCzZD6, MIM 603013) als Kandidatengen
der Schizophrenie identifiziert (Abbildung 2, Stefansson et al. 2002).

Chr &
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Abb.2: Darstellung von Chromosom 8 mit Position des NRG1-Gens

1.3.2 Aufbau und Isoformen von Neuregulin 1

Das NRG1-Gen (Abbildung 3, Seite 14) weist eine Lange von ca. 1.5
Megabasen (Mb) auf. Weniger als 0.3 % dieser Spanne finden Verwendung bei
der Kodierung von Proteinen. Das Genprodukt, das NRG1-Protein, ist ein
Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 44-Kilodalton (kD) (Wolpowitz et
al. 2000).
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Abb.3: lllustration der NRG1-Gen-Struktur, modifiziert nach Falls 2003 und Stefansson et al.
2004

Das NRG1-Gen befindet sich auf dem kurzen Arm von Chromosom 8. Auf der detaillierten
lllustration dieser Region ist die Position jedes Exons mit Bezug zu NRG1-Isoformen durch
vertikale Linien angezeigt. Die absteigenden Linien entlang der grinen Box geben die Grenzen
des Kerns des Risiko-Haplotypen fir die Schizophrenie an. Exons sind benannt nach der
strukturellen Region des von ihnen kodierten NRG1-Proteins. Verwendete Abkirzungen
entsprechen den Bezeichnungen von strukturellen Regionen der NRG1-Proteine nach Abb.4.
Die Typen IV und V sowie die schwarz markierten Exons stehen in aktueller Diskussion. EGF,
bezieht sich auf das Exon, welches den Teil der Sequenz der EGF-ahnlichen Domane kodiert,
den auch NRGs mit einer o-Typ bzw. B-Typ @hnlichen Doméne aufweisen. Das Exon mit der
Bezeichnung TMc beinhaltet auch benachbarte extrazellulare Sequenzen des membran-
gebundenen Anteils sowie des zytoplasmatischen Endes. Das Exon mit der Zuweisung s
kodiert das Zwischenstiick nach Abb.4, Seite 16.

Als Konsequenz alternativen Spleil3ens aus nur einem primaren Transkript und
multipler Promotorsequenzen kommt es zur Produktion von mindestens 15
verschiedenen NRG1-Isoformen mit gewebespezifischer Expression (Fischbach
und Rosen 1997).

Drei strukturelle Charakteristiken sind bekannt, die die bisher etablierten
Isoformen im Hinblick auf ihre in vivo Funktionen und zellbiologischen
Fahigkeiten unterscheiden: der Typ der Epidermal Growth Factor (EGF)-
ahnlichen Doméne (o oder B), der Typ der N-terminalen Sequenz (I, Il oder III)
und die initiale Synthese der Isoformen als transmembrane oder

nontransmembrane Proteine (s. Abbildung 4, Seite 16).
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Die Typen | (mit zytoplasmatischem Teil) und Il (ohne zytoplasmatischem Teil)
werden auch als Immunglobulin(lg)-&hnliche NRGs zusammengefasst und der
Typ 11l (mit oder ohne zytoplasmatischem Teil) als Cysteine Rich Domain(CRD)-
NRG bezeichnet (Wolpowitz et al. 2000). Die zuvor in der Literatur verwendete
Namensgebung zu den NRG1-Isoformen richtet sich nach dem Gewebe und
der Isoform der ersten Entdeckung: Acetylcholin Receptor Inducing Activity
(ARA), Glial Growth Factor (GGF), Heregulin (HRG), Neu Differentiation Factor
(NDF) und Sensory and Motor Neuron Derived Factor (SMDF) (Holmes et al.
1992, Peles et al. 1992, Wen et al. 1992, Falls et al. 1993, Goodearl et al. 1993,
Marchionni et al. 1993, Ho et al. 1995). ARA, HRG und NDF wurden zum NRG
Typ 1, CRD und SMDF zum NRG Typ Il subsumiert.

Inzwischen werden neue 5"Exons und die NRG1-Typen IV und V diskutiert, die
in Abbildung 3, Seitel4, mitangefiihrt sind (Steinthorsdottir et al. 2004). Sie
haben wie alle anderen bioaktiven NRG1-Isoformen eine EGF-ahnliche
Doméne. Der Typ IV exprimiert dariberhinaus eine Ig-&hnliche Domane. Die
vielfaltigen Aufgaben der NRG1-Genprodukte (Abschnitt 1.3.3) in unter-
schiedlichen Geweben und zu verschiedenen Zeiten in der Entwicklung
erfordern eine sorgfaltige Abstimmung der relativen Genexpression der
Isoformen (Steinthorsdottir et al. 2004).

15



Einleitung

Typ- ece. _otel
spezifische ahnllcher| Zytoplasmatisches Ende (CTc)
Sequenzen Abschnitt
g Zwischen- | l |
TYD | Iahnhcher Sucsk
NDFHRG/ARIA  Mabschnitt °1 %2

\lgﬂgng\' ,/
T

- ¥ \k:’/ e \ b

Typ 1l = ¥ TMc-NRGs
CRD-NRG/ ~ \l gemeinsam \E*
SMDF ']

CTn TMn

Abb.4: lllustration von NRG1-Segmenten mit kodierender Funktion, modifiziert nach Falls 2003

Die Isoformen differieren in der Zusammensetzung ihrer Segmente mit kodierender Funktion
infolge der Initiierung der Transkription durch verschiedene NRG1-Gen-Promotorregionen und
alternatives Splei3en. Nicht alle denkbaren Kombinationen von kodierenden Segmenten sind
angefiihrt. CRD = Cystein-reiche Doméane; EGF = Epidermaler Wachstumsfaktor-ahnliche
Doméne; Ig = Immunglobulin-ahnliche Doméane; CTc und TMc = C-terminaler Abschnitt des
zytoplasmatischen Endes und der Transmembranen Doméane der EGF-&hnlichen Doméane. CTn
und TMn (nur in Typ Il NRGs) = N-terminaler Abschnitt des zytoplasmatischen Endes und der
Transmembranen Domane der EGF-ahnlichen Domaéne. * = Stopp Kodons.

1.3.3 Funktionen von Neuregulin 1
Die Neureguline sind Proteine mit Signalibertragungsfunktion und vermitteln

Interaktionen zwischen Zellen verschiedenster Organsysteme und Strukturen,

dargestellt fiir NRG1 in einem orientierenden Uberblick in Tabelle 3, Seite 17.
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Tab.3: Selektion angenommener Funktionen von NRG1 in Anlehnung an Falls 2003

Organ/Zelltyp/Struktur Effekt Studien
Schwannzellen Uberleben, Proliferation, Myelinisierung, a)
Oligodendrozyten Differenzierung, Migration (Schwannzellen)
Kortikale neuronale Migration von neuronalen Vorlauferzellen b)
Vorlauferzellen entlang radialer Glia
. . Initiale Population kranialer sensorischer
Kraniale sensorische . - .
Neurone Ganglien mit von der N_eurallelste c)
abstammenden sensorischen Neuronen
Sympathische Neuronen| Migration d)
Motorls_che und Oberleben o)
sensorische Neurone
Involvierung in die Regulation von
Neuronen des peri- Neurotransmitter-Rezeptoren
pheren und zentralen (NMDA-, GABA-, neuronale nikotinerge f)
Nervensystems Acetylcholin-Rezeptoren) und anderen
neuronalen lonenkanélen
Neuromuskulare Nerven -Muskel- und Schwannzell-
Synapse Interaktion, Acetylcholin-Rezeptor Synthese 9
Hippocampus Inhibitio_n der In_duktion der h)
Langzeitpotenzierung
Pubertatsentwicklung durch Induktion der
Hypothalamus : . _
Hypophyse Frelset_zung hypothalamischer i)
Releasinghormone
Entwicklung von Trabekeln der
Ventrikelwand, des AV-Septums und der
Herz Klappen sowie des Erregungs- )
leitungssystems; Wachstum, Reparatur und
Fortbestehen von adulten Kardiomyozyten
Lunge Entwicklung von Pulmomalepithel k)

a) (Canoll et al. 1996, Barres und Raff 1998, Jessen und Mirsky 1998, Canoll et al. 1999,
Jessen und Mirsky 1999, Vartanian et al. 1999, Fernandez et al. 2000, Flores et al. 2000,
Garatt et al. 2000, Calaora et al. 2001, Lemke 2001, Park et al. 2001a, Mirsky et al. 2002)

b) (Anton et al. 1997, Rio et al. 1997)

¢) (Meyer und Birchmeier 1995, Meyer et al. 1997, Liu et al. 1998)

d) (Britsch et al. 1998)

e) (Wolpowitz et al. 2000)

f) (Ozaki et al. 1997, Yang et al. 1998, Rieff et al. 1999, Cameron et al. 2001, Liu et al. 2001)

g) (Fischbach und Rosen 1997, Sandrock et al. 1997, Burden 1998, Buonanno und Fischbach
2001, Sanes und Lichtman 2001, Schaeffer et al. 2001, Yang et al. 2001)

h) (Huang et al. 2000)

i) (Ma et al. 1999, Prevot et al. 2003)

i) (Meyer und Birchmeier 1995, Kramer et al. 1996, Erickson et al. 1997, Zhao et al. 1998,
Camenisch et al. 2002, Ozcelik et al. 2002, Rentschler et al. 2002, Brutsaert 2003)

k) (Patel et al. 2000)
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Im Vergleich zu NRG1 sind die biologischen Funktionen der dbrigen
Neuregulin-Proteine noch kaum bekannt. Den NRG1-Proteinen obliegt, wie aus
Tabelle 3, Seite 17, hervorgeht, eine kritische Rolle hinsichtlich der Entwicklung
und Funktion von zentralem und peripherem Nervensystem sowie kardialem

und pulmonalem System.

Fur dieses momentane Verstandnis der humanbiologischen NRG1-Funktionen
bildeten Experimente mit Knock Out (KO)-Mausen, bei denen gezielt
Mutationen im NRG1-Gen herbeigefiuhrt wurden, eine wichtige Grundlage
(Meyer und Birchmeier 1995, Kramer et al. 1996, Erickson et al. 1997, Meyer et
al. 1997, Britsch et al. 1998, Liu et al. 1998, Gerlai et al. 2000, Wolpowitz et al.
2000, Yang et al. 2001, Park et al. 2001a). Varianten von NRG1-KO-Mausen
weisen demnach u.a. Stérungen von kranialen sensorischen und motorischen
Neuronen sowie Neuronen des sympathischen Nervensystems und eine
markante Reduktion von Schwannzellvorlauferzellen auf. Weiterhin kann eine
Degeneration von kranialen und peripheren Nerven und Minderung der Anzahl
spinaler Neuronen gefunden werden. Zudem kénnen auch gravierende kardiale
Defekte und funktionsunfahige neuromuskulare Synapsen ein kardio-

respiratorisches Versagen bewirken.

1.3.4 Mechanismen der Signaltransduktion durch Neuregulin 1

Die postulierte bidirektionale Signalibertragung von einer NRG-produzierenden
zu einer NRG-empfangenden Zelle beinhaltet eine Reihe diffiziler Vorgéange, zu
denen Abbildung 5, Seite 19, einen orientierenden Einblick gewahrt. Die
Abbildung entspricht einer Modifikation von aktuellen Modellentwirfen zu der
Funktion von NRGL1 bei der Synaptogenese und zu der Lokalisation des ErbB4-
Rezeptors im Kern des Neurons (Ozaki 2002, Carpenter 2003, Stefansson et al.
2004). Die ErbB-Rezeptoren werden durch das Erythroblastic Leukemia Viral
Oncogen Homolog (v-ErbB)-Gen kodiert. Die nachfolgenden Beschreibungen
beziehen sich auf diese Modellvorstellungen.
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Abb.5: Schematischer Ablauf der NRG1-Signaliibertragung am Beispiel der Regulation von
Transkription und Modifikation von Neurotransmitter-Rezeptoren in Umgestaltung der
Modelle von Ozaki 2002, Carpenter 2003 und Stefansson et al. 2004

Varianten von NRG1-Proteinen existieren entweder als transmembrane oder
mobile Formen. Die transmembrane Form befindet sich in den synaptischen
Vesikeln. Sie wird von dort durch Exozytose weiterbeférdert und erreicht
sodann die prasynatische Membran. Nach Freisetzung der Ektodomé&ne mit
ihrem Bestandteil der EGF-ahnlichen Domane durch proteolytische Prozesse
kann NRG1 durch den synaptischen Spalt migrieren und sodann als Ligand far
ErbB-Rezeptoren Wachstum und Differenzierung von epithelialen, neuronalen,
glialen und anderen Zelltypen beeinflussen. Einmal angekommen in der
extrazellularen Umgebung der Zielzelle, interagiert NRG1 mit den Rezeptoren
der ErbB-Familie, wobei die EGF-ahnliche Domane fiir die Aktivierung der

ErbB-Rezeptoren an der postsynaptischen Membran verantwortlich und alleine
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ausreichend ist (Buonanno und Fischbach 2001). Im weiteren Ablauf der
NRG1-Signaltransmission fiuhrt die Bindung der NRG1-Ektodoméane an eine
extrazellulare Domane der ErbB3- oder ErbB4-Rezeptoren zu deren
Formationsanderung und zur fortgesetzten Autophosphorylierung von Tyrosin-
resten, vermittelt durch die ErbB-Rezeptoren in ihrer Funktion als
Tyrosinkinasen. Es wird angenommen, dass als Folge die intrazellularen
Bedingungen im postsynaptischen Neuron moduliert werden (Plowman et al.
1993). ErbB4 ist der dominante neuronale Rezeptor fur NRG1 im zentralen
Nervensystem und reguliert als transmembrane Rezeptortyrosinkinase die
Zellproliferation und Zelldifferenzierung (Pinkas-Kramarski et al. 1997, Steiner
et al. 1999).

Im Rahmen der vorwarts gerichteten Signallibertragung lauft die Aktivierung
von ErbB2- und ErbB4-Heterodimeren uber nachgeschaltete intrazellulare
Kaskaden. Daraus konnte eine Hochregulation der Expression von GABA- und
NMDA-Rezeptor Untereinheiten resultieren (Ozaki 2002). Die durch NRG1
bewirkte Autophosphorylierung ist auch auf die ErbB-Rezeptoren ausgedehnt,
die mit NMDA-Rezeptoren an dem Postsynaptischen Dichte (PSD)-95-Komplex
co-lokalisiert sind (Garcia et al. 2000, Huang et al. 2000). Eine post-
translationale Modifikation des NMDA-Kanals kénnte durch Interaktion mit dem
ErbB4-Rezeptor erfolgen. Die Signalubertragung wirde vorstellungsgeman von
dem ErbB4-Rezeptor zu dem NMDA-Rezeptor durch Rekrutierung weiterer,
nicht mitabgebildeter Kinasen ablaufen, welche die kinetischen Eigenschaften
des NMDA-Kanals zu regulieren vermodgen (Garcia et al. 2000). Der NMDA-
Kanal wird als essentiell fur die neuronale Entwicklung und synaptische

Plastizitat hervorgehoben (Stefansson et al. 2004).

Die intrazellulare Domane von ErbB4 kann mdglicherweise auch von der
Plasmamembran zum Kern transloziert werden und dort die Regulation der
Zellfunktion tbernehmen (Carpenter 2003). Wenn Rezeptor-Tyrosinkinasen wie
ErbB4 in der Lage sind, ihre Liganden zum Kern zu transportieren, konnte u.U.
auch die NRG1-Ektodomé&ne fahig sein, eine regulierende Funktion bei der

Genexpression auszuiben (Stefansson et al. 2004).
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Vermutlich entspricht nicht die zuvor dargelegte uni-, sondern eine
bidirektionale NRG1-Signalibertragung den tatsachlichen Gegebenheiten
(Stefansson et al. 2004). Der retrograde Signalweg koénnte die NRG1-
Genexpression im prasynaptischen Neuron bestimmen. Anhaltspunkte fur die
Vorstellung eines ruckwarts gerichteten Signaltransfers ergeben sich daraus,
dass ErbB-Rezeptordimere eventuell die Fahigkeit zur Bindung an die
extrazellulare Domane eines intakten, transmembranen NRG1-Molekuils haben
und konsekutiv eine Depolarisation der prasynaptischen Zelle stattfinden
konnte. Nach anschlie3ender proteolytischer Freisetzung und Translokalisation
zum Kern koénnte die intrazellulare Doméane von NRG1 auf die Expression
verschiedener Regulatoren der Apoptose einwirken. Auf diesem Weg wére
denkbar, dass NRG1 das Uberleben von Neuronen mit NRG1-Expression
beeinflusst (Bao et al. 2003).

Uber die Rezeptoraktivierung hinausgehende physiologische NRG1-Aktivitaten
werden durch strukturelle Unterschiede in den Isoformen moduliert, die auch
eine Anpassung der SignalUbertragungsstrategien ermdglichen. Die ErbB-
Rezeptorfamilie und ihre Liganden sind im Sinne eines dreischichtigen signaling
network interpretiert worden (Falls 2003). Dieses Netzwerk besteht demnach
aus einer Eingangsebene mit Liganden, Rezeptoren und Transaktivatoren
neben einer signalverarbeitenden Ebene mit Adaptern, Kaskaden und
Transkriptionsfaktoren. Die Ausgangsebene bietet die Basis fir die biologischen
Konsequenzen der Ligand-ErbB-Interaktion mit Stimulation oder Inhibition von
Proliferation, Migration, Differenzierung, Adh&sion und Apoptose (Pinkas-
Kramarski et al. 1996, 1998, Olayioye et al. 2000, Yarden und Sliwkowski
2001).

Das gedankliche Konstrukt beinhaltet auch Konvergenz und Divergenz sowie
horizontale Interaktionen innerhalb der Ebenen. Bezuglich der exakten
Mechanismen, welche die Selektion, Arrangierung, Modifikation und Modulation
der Netzwerkkomponenten in individuellen Zellen bewirken, steht das

Verstandnis aber erst am Anfang (Falls 2003).
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1.3.5 Verbindungen von Neuregulin 1 zur Pathophysiologie der
Schizophrenie

Krankheiten bzw. Lasionen des Zentralnervensystems (ZNS), die mit Stérungen
der NRG1-Signalubertragung in Zusammenhang gebracht werden, sind die
Multiple Sklerose (Cannella et al. 1999, Viehover et al. 2001), der Morbus
Alzheimer (Chaudhury et al. 2003), traumatische Hirnverletzungen (Tokita et al.
2001) und die Schizophrenie (Cloninger 2002, Moises et al. 2002, Stefansson
et al. 2002, 2003) Die folgenden Ausfiilhrungen konzentrieren sich auf die

Involvierung von NRG1 in die Pathophysiologie der Schizophrenie.

1. Im Vordergrund steht die Hypothese, dass die Schizophrenie durch eine
Stérung der neuronalen Entwicklung und ZNS-Maturation gekennzeichnet ist
(Murray und Lewis 1987, Marenco und Weinberger 2000, Lewis und Levitt
2002, Dauvis et al. 2003).

Die Integration von NRG1 in die Prozesse der Hirnentwicklung wird durch
Variation des Expressionsniveaus von NRG1 oder seiner Isoformen geregelt.
Diese Ansicht wird gestitzt durch eine Fall-Kontroll-Studie zum m-RNA-
Expressionsniveau der drei Hauptisoformen von NRG1 am dorsolateralen
prafrontalen Kortex in post mortem-Gehirnen von Schizophrenen und
Gesunden (Hashimoto et al. 2004). In dieser Hirnregion wurden bei
schizophrenen Patienten funktionelle und neuroanatomische Anomalien
beobachtet (Weinberger et al. 2001). Es waren keine Anderungen im absoluten
Niveau der Isoformen nachweisbar, dafir aber eine minimale Erhéhung des

Typ | und Erniedrigung der Verhaltnisse von Typ I/l und Typ II/111.

Der Kenntnisstand zu regionalen und zellularen NRG1-Expressionsprofilen
wurde durch eine weitere aktuelle Studie ergénzt (Law et al. 2004). Bei der
Untersuchung der m-RNA und des Proteins mit in situ Hybridisations- und
immunhistochemischen Verfahren gelang eine eindeutige Detektion u.a. im
prafrontalen Kortex, im Hippocampus, im Cerebellum, in der Substantia nigra

und in verschiedenen Kernarealen des Hirnstammes.
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Die persistente Genexpression bis ins Erwachsenenalter deutet auf eine
kontinuierliche Einflussnahme auf die Funktionalitdt des ausgereiften Gehirns
hin, und ihre weitgestreute Verteilung erreicht Hirnareale und Zellpopulationen,

die auch bei der Schizophrenie involviert sind.

Aus einer gestdrten Expression und/oder Funktion von NRG1 wirde sich
schlie3lich die Beeintrachtigung der neuronalen Entwicklung und ZNS-
Maturation ergeben. Die Schizophrenie kdnnte das Resultat abnormer kortikaler
Verschaltungen oder Dysregulationen der synaptischen Funktion mit
sekundarer Beeinflussung von Neurotransmitter-Systemen sein (Weinberger
1995). NRG1-Isoformen greifen eventuell in jeder Phase dieses Prozesses
durch Regulierung der neuronalen Migration und der Gliogenese wéahrend der
Entwicklung des ZNS ein (Canoll et al. 1996, Syroid et al. 1996, Zanazzi et al.
2001). Fur NRGs wurden in diesem Kontext Effekte auf die Regulation der
Migration von neuronalen Vorlauferzellen in Zellkulturen gezeigt. Eine abnorme
neuronale Migration konnte den Aufbau von Verbindungen zwischen den
Hirnregionen dahingehend stoéren, dass externe Stimuli inadaquate kognitive

Antworten erzeugen.

Weiterhin wird ein Zusammenhang zwischen Schizophrenieentwicklung und
unzureichender Myelinisierung vermutet. Die dadurch hervorgerufene
reduzierte oder irregulare neuronale Transmission kénnte zu der fur die
Schizophrenie charakteristischen Umformung der Perzeption und des
emotionalen Zustandes fuhren. Eventuell ist das Gehirn auch in der Lage, sich
an eine Verringerung der Myelinisierung anzupassen, indem die synaptische
Freisetzung oder die Expression von Rezeptoren oder anderen pra- und
postsynaptischen Molekiilen eine Anderung erfahren. In die Myelinisierung ist
NRG1 durch Regulation der Differenzierung und Proliferation von Oligo-
dendrozyten involviert (Fernandez et al. 2000, Flores et al. 2000, Calaora et al.
2001, Park et al. 2001b).

ErbB3 als Mitglied der NRG1-Rezeptor Familie zahlt zu den Genen, die in
starkem Ausmal’ eine Expression in Oligodendrozyten zeigen, in die Formation

von Myelinscheiden einbezogen und im prafrontalen Kortex von Personen mit
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chronischer Schizophrenie herunterreguliert sind (Hakak et al. 2001). Die
beobachtete Reduktion des Expressionsniveaus bezog sich neben dem ErbB3-
Gen auch auf oligodendrozytenspezifische Gene. Oligodendrozyten, in denen
auch NRG1-Molekile und NRG1-Rezeptoren nachweisbar sind, produzieren
Wachstumsfaktoren, die trophische Signale fiir das Uberleben und die Funktion
benachbarter Neuronen und Gliazellen bereitstellen (Du und Dreyfus 2002).
Damit ist eine Verbindung zu der Uberlegung von Anomalien in der
biologischen Funktion und im Aufbau der Glia als pathophysiologische

Grundlage der Schizophrenie gegeben (Hakak et al. 2001).

Ein Mangel an glialen Wachstumsfaktoren (GGFs), wie zum Beispiel von
NRG1-Isoformen, kénnte die Starke synaptischer Verbindungen abschwéchen,
in eine synaptische Destabilisation minden, die neuronale Entwicklung
beeintrachtigen und schlie3lich die Symptome der Schizophrenie hervorrufen
(Moises et al. 2002). Uber das Einwirken auf gliale Wachtumselemente reicht
NRG1 in das weite Funktionsspektrum von Gliazellen hinein. Zu diesem
gehoren die direktionale Kontrolle der neuronalen Migration, Regulation der
neuronalen Aktivitdt und synaptischen Eigenschaften sowie die synaptische
Transmission, Unterstitzung der Hirnfunktion nach Verletzungen oder
Erkrankungen und ebenfalls die Bereitstellung von Wachstumsfaktoren (Rakic
1990, Lackland und Dreyfus 1999, Haydon 2001, Ullian et al. 2001).

Die Organisation radialer Gliazellen, die als Vorlaufer von Neuronen angesehen
werden, sowie ihre Entwicklung zu Astrozyten werden von NRG1 reguliert
(Schmid et al. 2003). Eine abnorme Entwicklung radialer Glia wirde in Fehlern
bei der Plazierung von Neuronen und im Aufbau der neuronalen Verbindungen
minden (Anton et al. 1997, Rio et al. 1997).

Fir eine verminderte Konnektivitéat im Gehirn Schizophreniekranker sprechen
die zunehmende Eliminierung von Synapsen wahrend der Adoleszenz und eine
Verringerung der grauen Substanz bei betroffenen Individuen und ihren
Verwandten ersten Grades (Friston und Frith 1995, Cannon et al. 1998). NRG1
ist in die Astrozytenbiologie und vermutlich auch in die Formation oder
Stabilisierung zentraler Synapsen integriert (Pinkas-Kramarski et al. 1994,

Ullian et al. 2001). Desweiteren greift NRG1 in die Formation und Funktion von
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Synapsen durch Steuerung der Expression von Glutamat- und GABA-
Rezeptoren sowie Acetylcholin-Rezeptoren ein (Ozaki et al. 1997, Rieff et al.
1999, Liu et al. 2001, Stefansson et al. 2002). In der Gesamtbewertung sind die
Daten zu zytoarchitektonischen Anomalien noch sparlich und bieten keine

umfassende urséachliche Erklarung fur die Schizophrenie.

2. Eine zweite Vorstellung geht davon aus, dass die Storungen der
Denkprozesse und Kognition bei der Schizophrenie die Folge von Anomalien
der synaptischen Plastizitat sind.

NRGL1 ist in die Induktion der Langzeitpotenzierung in der hippocampalen CA1
Region involviert, ohne die basale synaptische Transmission zu tangieren.
Hierbei handelt es sich um Mechanismen, die fur die Formation des
Gedachtnisses als wichtig betrachtet werden und die eine Form von
synaptischer Plastizitdt bilden, welche als ein Studienmodell fur die neuro-
physiologischen Substrate von Lernen und Erinnerung Anwendung findet
(Huang et al. 2000). Die sich aus einer Destabilisierung der synaptischen
Plastizitdt ergebenden Gedachtnisstorungen scheinen fir einige Symptome der

Schizophrenie verantwortlich zu sein (Kandel et al. 1995, Frith und Dolan 2000).

Die aktivitaitsabh&ngigen Effekte von NRG1 und ErbB4 auf die Effizienz der
glutamatergen Neurotransmission werden ebenfalls als ein Mechanismus
synaptischer Plastizitat diskutiert. SchlieB3lich zeigen Mause mit einer
reduzierten Zahl von NMDA-Rezeptoren auch Defizite in einem psycho-
metrischen Korrelat fir die Lenkung von sensorischen Empfindungen, der
sogenannten Prepulse Inhibition (PPI) (Mohn et al. 1999, Stefansson et al.
2002).

3. Eine dritte Theorie schlagt vor, dass die Schizophrenieentwicklung aus
einem relativen Mangel an glutamaterger im Vergleich zu dopaminerger
Innervation resultiert.

Auf diesem Weg vermag auch eine Beeintrachtigung der NRGI1-
Signalibertragung zur Pathophysiologie der Schizophrenie beizutragen. Fur
zwei differierende Mutationen im NRG1-Gen oder eine Nullmutation des ErbB-

Gens heterozygote Mause zeigen eine Hyperaktivitat in Verhaltenstests ahnlich

25



Einleitung

der bei Mausen, die mit der psychotomimetischen Droge Phencyclidin (PCP)
behandelt waren oder eine Reduktion glutamaterger bzw. Zunahme
dopaminerger Neurotransmission aufwiesen. Bei den in den Verhaltensstudien
untersuchten Mausen fand sich ein Stopp-Kodon eingebettet in die Sequenzen,
welche die NRG1-ahnliche Doméne oder die transmembrane Doméane kodieren
(Gerlai et al. 2000, Stefansson et al. 2002).

Die Hyperaktivitatt der Ma&ause erwies sich unter Behandlung mit dem
antipsychotischen Medikament Clozapin als reversibel. Parallel war ein
abnehmender Bestand des NMDA-Typs des Glutamatrezeptors festzustellen.
Die Reversibilitat unter Clozapin kénnte ein Hinweis darauf sein, dass die
registrierte Hyperaktivitat der Mause mit Mutationen im NRG1-Gen zu den
Phanotypen der Schizophrenie in Beziehung steht (Stefansson et al. 2002).
AulRerdem wurde beschrieben, dass Mause mit einer Stérung der NRG1-
Expression eine Reduktion funktioneller NMDA-Rezeptoren im Vergleich zu
Kontrollmausen aufweisen, eine Beobachtung in Ubereinstimmung mit an
Gehirnen von Schizophreniepatienten gewonnenen Befunden (lbrahim et al.
2000, Goff und Coyle 2001). Limitationen in der Symptombehandlung durch
Neuroleptika lassen aber die Vermutung zu, dass die priméaren Defekte nicht in
den Neurotransmitter-Systemen liegen und die Dopamin-Glutamat-Hypothese
die Pathophysiologie der Schizophrenie nicht voll erklaren kann.

4. In einer vierten Hypothese wird angenommen, dass die Erkrankung mit
Storungen der durch NRG1 beeinflussten Hormonregulation einhergeht.

Die Suszeptibilitat fir Schizophrenie scheint den periodischen Anderungen der
endokrinologischen Homoostase zu folgen. So steigt das Erkrankungsrisiko in
der spaten Adoleszenz und dem frihen Erwachsenenalter bei beiden
Geschlechtern, am Ende des vierten Lebensjahrzehnts bei Frauen und im
sechsten Jahrzehnt wiederum bei beiden Geschlechtern an (Petronis 2004). Es
gibt Hinweise, dass bei Frauen Ostrogene schizophrene Psychosen modulieren
kénnen, wobei sowohl eine protektive Wirkung dieser Geschlechtshormone als
auch ein krankheitsverursachender Hypodstrogenismus diskutiert werden
(Riecher-Rossler 2003). Alters- und geschlechtsspezifische Wechsel in der
hormonellen Regulation sind offenbar fir die Dynamik des Einflusses einer

genetischen Veranlagung von Bedeutung.

26



Einleitung

NRGL1 scheint eine Kontrollfunktion in der Pubertatsentwicklung durch Induktion
der Freisetzung hypothalamischer Releasinghormome zu tGbernehmen. Fir die
Initierung der Pubertat von Saugetieren ist die Aktivierung hypothalamischer
Neurone notwendig, die das Neuropeptid Luteinizing Hormone-Releasing
Hormone (LHRH) absondern. Diese durch Steuerung transsynaptischer
Einfluisse auf LHRH-Neurone bewirkte Aktivierung erfordert vermutlich auch
eine Signalibertragung zwischen Neuronen und Glia. Vermittelt wird die
Signaltransmission durch Wachstumsfaktoren der EGF-Familie und deren
astrozytare ErbB4-Rezeptoren. Es wird angenommen, dass eine Reduktion der
LHRH-Freisetzung und damit auch der Gonadotropinsekrektion durch die
Unfahigkeit von hypothalamischen Astrozyten hervorgerufen wird, auf NRG1
mit der Produktion von Prostaglandin E zu reagieren. Zu dessen Funktion
gehort die Stimulation der Astroglia-ErbB-Rezeptor-Aktivierung und damit der
neuronalen LHRH-Freisetzung.

Somit kobnnte eine Stdorung der Kommunikation zwischen Neuronen und
Astrozyten, welche Uber die NRG1-ErbB4-Rezeptor-Signalibertragung
vermittelt wird, in Anomalien der zerebralen Kontrolle der Pubertatsentwicklung
bzw. allgemein in der Regulierung des Hormonhaushaltes minden (Prevot et
al. 2003).

Die klinische Symptomatik der Schizophrenie beginnt in der Regel erst nach der
Pubertat. Fir die Uberlegung, dass Storungen dieser Entwicklungsphase im
Zusammenhang mit der Schizophrenie stehen kdnnten, fand sich aber bisher

keine eindeutige Bestatigung.

1.3.6 Suszeptibilitatsprufung in  Analysen von Einzel Nukleotid
Polymorphismen und Haplotypen

Uber die Testung von SNPs hinaus bildet die Analyse von Haplotypen die

momentan vielversprechendste Vorgehensweise zur Ermittlung einer

Assoziation genetischer Marker mit der Schizophrenie (s. Tabelle 4, Seite 30).
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Stefansson et al. publizierten im Jahr 2002 die Identifikation von drei Risiko-
Haplotypen mit jeweils exzessiver Haufigkeit bei schizophrenen Patienten aus
Island und einem gemeinsamen Kern-Risiko-Haplotyp aus sieben Markern (s.
Abbildung 3, Seite 14). Der Kern-Risiko-Haplotyp mit ebenso eindeutiger
Assoziaton zur Schizophrenie hat eine Lange von 290 kb und besteht aus funf
SNPs und zwei Mikrosatelliten-Markern. Er umspannt am 5 Ende des NRG1-
Gens den Promotor und die ersten beiden Exons, wobei das postulierte neue
Exon, welches den Typ IV von NRG1 kodieren kdnnte, bereits mit einbezogen
ist.

Die Assozation des Kern-Risiko-Haplotypen konnte im Folgejahr in grof3en Fall-
Kontroll-Studien aus Schottland, GroRRbritannien und Irland bestatigt werden
(Stefansson et al. 2003, Williams et al. 2003). Die Haplotypfrequenzen der
islandischen und schottischen Patienten respektive der entsprechenden
Kontrollpopulationen waren in den beiden Studien von Stefansson und
Mitarbeitern sehr ahnlich. In der Replikationsstudie von Williams et al. fand sich
eine geringere Assoziation des gleichen NRG1-Risiko-Haplotypen, insbe-

sondere bei Betrachtung von Patienten mit familiarer Schizophreniebelastung.

Im Jahr 2004 wurden Replikationsversuche im Hinblick auf den sieben Marker
Risiko-Haplotyp oder auf Mikrosatelliten-Marker, welche von Stefansson zur
Genotypisierung verwendet wurden, unternommen.

Die Studien an drei chinesischen Gruppen sowie an einer japanischen und zwei
irischen Populationen zeigten teilweise zuséatzliche mit der Schizophrenie
assoziierte Haplotypen (Corvin et al. 2004, Iwata et al. 2004, Li et al. 2004,
Tang et al. 2004, Thiselton et al. 2004, Zhao et al. 2004). Von den Studien
erbrachte eine an einer siddchinesischen Population eine Assoziation von
Haplotypen aus Mikrosatelliten-Kombinationen. Bei differierender Marker-
zusammenstellung bestand eine teilweise Ubereinstimmung zu der des Risiko-
Haplotypen der islandischen und schottischen Bevdlkerung (Tang et al. 2004).
In einer anderen Studie an Han-Chinesen war nur ein aus funf Markern des
Kern-Risiko-Haplotypen zusammengestellter Haplotyp, nicht jedoch der sieben
Marker Risiko-Haplotyp selbst, mit der Krankheit assoziiert (Zhao et al. 2004).
In den Studien an einer japanischen und einer irischen Bevoélkerungsguppe

fehlte dagegen jeglicher Anhaltspunkt fir eine Assoziation mit dem Risiko-
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Haplotyp (Corvin et al. 2004, Ilwata et al. 2004). Auch in einer kdrzlich
durchgefuhrten Studie an irischen Familien mit sehr hohem Anteil an
Schizophrenie konnte in kombinierter Kopplungs- und Assoziationsmethode
kein Zusammenhang von NRG1 mit der Krankheit eruiert werden, wobei auch

Marker des Risiko-Haplotypen mituntersucht wurden (Thiselton et al. 2004).

Die Studie von Yang et al. aus dem Jahr 2003 diente als priméare Referenz fur
die vorliegende Arbeit, insbesondere, da zu ihr bisher noch keine
Replikationsversuche an einem deutschen Kollektiv unternommen wurden. In
der SNP- und Haplotyp-Analyse an einer Population von Han-Chinesen wurden
stark positive Assoziationen gefunden.

Von den drei untersuchten SNPs (s. Abbildung 6, Seite 30, Tabelle 6, Seite 39)
stammte einer aus der 5°Region, die beiden anderen lagen im mittleren
Genabschnitt und wurden durch Zufallsauswahl aus den bekannten Markern
des 8p2l1 Lokus (Datenbank: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) ermittelt. Der
SNP des 5'Endes (SNP8NRG221533) ist der nach Stefansson signifikanteste

Einzelmarker und kommt demzufolge in der Mehrzahl der hier zitierten SNP-

und Haplotyp-Studien zur Anwendung. In einem zweiten SNP (rs3924999)
erscheint ein G zu A Basenwechsel in Position 12 des in allen NRG1-Isoformen
gleichermalRen vorkommenden zweiten Exons. Dieser SNP fuhrt zu einem
Aminosaurenaustausch von Arginin (Arg) zu Glutamin (GIn) (Arg38GiIn). Zu
dem dritten, im funften Intron lokalisierten SNP (rs2954041), besteht die
Uberlegung, dass er mdglicherweise im Kopplungsungleichgewicht mit einem
kausalen Lokus fiir Schizophrenie stehen kénnte.
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Tab.4: Ubersicht der bedeutendsten Studien zur Suszeptibiltatsprifung von NRG1-Einzel
Nukleotid Polymorphismen und Haplotypen

Jahr der . L
Autor Publikation Population Signifikanz
7 Marker Haplotyp, signifikantester
Stefansson 2002 Island Einzelmarker SNP8NRG221533
7 Marker Haplotyp, signifikantester
Stefansson 2003 Schottland | =i clmarker SNPBNRG221533
Yang 2003 China SNP8NRG221533, rs2954041, rs3924999
o . . 3 Marker Haplotyp (minimale
Williams 2003 GroBlblrltadnnlen Markerkombination fir den 7 Marker Risiko-
rlan Haplotyp inklusive SNPSNRG221533)
_ neuer 2 Marker Haplotyp HapBire mit 1
Corvin 2004 Irland Mikrosatelliten-Marker vom 7 Marker Risiko-
Haplotyp
_ 2 neue Haplotypen aus Kombinationen von
Tang 2004 China Mikrosatelliten-Markern, u.a. auch von 2
Markern aus dem 7 Marker Risiko-Haplotyp
_ 5 Marker Haplotyp (3 SNP, inklusive
Zhao 2004 China SNP8NRG221533, und 2 Mikrosatelliten-
Marker aus dem 7 Marker Risiko-Haplotyp)
. . 3 neue HAP aus Mikrosatelliten-Marker-
Li 2004 China Kombinationen, HAPChina 1-3
\wata 2004 Japan keine inklusive des 7 Marker Risiko-
Haplotyp
Thiselton 2004 Irland keine inklusive des 7 Marker Risiko-
Haplotyp
SNP8NRG221533 rs3924999 rs2954041
(31531809) (32511026)  (32580294)
5 | / 3
| /
0 1.5 Mb

Abb.6: Position der von Yang et al. (2003) und in dieser Studie verwendeten Marker ohne
Berucksichtigung der in Abb.3, Seite 14, graphisch mitdargestellten postulierten neuen
Exons. Zahlen in Klammern = Angabe der chromosomalen Lokalisation

Die in den Studien gefundenen Assoziationen sind auf Haplotypen ein-
geschrankt und die fur das Erkrankungsrisiko verantwortlichen funktionellen
Varianten noch nicht aufgedeckt. Es mehren sich aber die Hinweise fir NRG1
als tatsachlich pathogenetisch relevantes, wenn auch nicht gleichsam haupt-

verantwortliches Risikogen der Schizophrenie.
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1.4 Fragestellung

Es gilt heute als gesichert, dass eine starke genetische Komponente bei der
Atiologie der Schizophrenie vorliegt. Die Entstehung schizophrener
Erkrankungen ist jedoch noch nicht geklart. Fall-Kontroll-Assoziationsstudien
sind eine sensitive Methode, um auf molekulargenetischer Ebene nach
Suszeptibilitaitsgenen mit kleinen Effekten bei komplexen Krankheiten wie der

Schizophrenie zu suchen.

NRG1 wurde im Literaturiberblick als interessantes Kandidatengen der
Schizophrenie ausgewiesen. Das Gen liegt in einer Region auf Chromosom 8,
fur die sich in aktuellen Studien signifikante Kopplungs- respektive
Assoziationshinweise finden lassen. In der primaren, familienbasierten
Referenzstudie an einer chinesischen Population von Yang et al. aus dem Jahr
2003 wurden fir die in dieser Arbeit untersuchten Marker und Haplotypen des

NRG1-Gens signifikante Assoziationen mit der Schizophrenie beschrieben.

Ziel der vorliegenden Studie ist es, Zusammenhange zwischen den
untersuchten Polymorphismen und Haplotypen des NRG1-Gens mit der
Schizophrenie an einer deutschen Population zu erfassen. Dazu wurden Allel-,
Genotyp- und Haplotypfrequenzen im Vergleich schizophrener Patienten zu

einer gesunden Kontrollpopulation bestimmit.
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2 Material und Methoden

2.1 Vorbedingungen der Studiendurchfihrung

Die Studie wurde mit Zustimmung der lokalen Ethikkommission durchgefihrt.
Samtliche Probanden und Betroffene wurden uber die Zielsetzung der Studie
sowie die anonymisierte Verwendung von erhobenen Daten und gewonnenen
Blutproben aufgeklart. Die Studienteilnahme erfolgte auf freiwilliger Basis nach

Einholung unterschriebener Einverstandniserklarungen.

2.2 Studienteilnehmer

2.2.1 Kontrollen

Als Kontrollgruppe (s. Tabelle 5, Seite 33) diente eine Stichprobe von 366
Probanden deutscher Abstammung aus der allgemeinen Bevolkerung
Minchens, die per Zufallsauswahl Uber das Zentralverwaltungsreferat Miinchen
ausgewahlt wurden. Das Alter variierte bei einem Durchschnitt von 43 Jahren
von 21 bis 69. Die prozentuale Verteilung von mannlichen zu weiblichen
Teilnehmern betrug 57.9 % gegenitber 42.1 %. In das Probandenkollektiv
wurden nicht verwandte gesunde Personen aufgenommen, deren Rekrutierung
in einem mehrstufigen Vorgehen erfolgte. Nach Erhalt einer positiven
Ruckantwort auf ein Einladungsschreiben mit Aufklarung tber das Studienziel
wurde in einem Telefonscreening nach psychiatrischen beziehungsweise
hirnorganischen Erkrankungen bei den angerufenen Personen und ihren
Verwandten ersten Grades gefragt. Bestanden hierzu keine klaren Hinweise,
wurde die Erfassung einer ausfuhrlicheren, schriftichen somatischen und
psychiatrischen Anamnese der Kontollteiinehmer und ihrer Verwandten ersten

Grades angeschlossen.
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Hierbei wurde nach Intervention von neurologischen oder psychiatrischen
Kollegen, nach entsprechenden Vorerkrankungen, insbesondere depressiven
oder manischen Episoden, weiterhin nach Phasen mit grofRer Angst,
Essstorungen, Alkohol- oder Drogenkonsum, Suizidversuch, eventueller
Lebensbeendigung durch Selbsttétung bei Verwandten und schlie3lich nach der
Abstammung gefragt. Waren die Eingangskriterien erfillt, wurden im néchsten
Schritt die potentiellen Kontrollteiinehmer zu einem umfassenden Interview

eingeladen.

Zur Anwendung kam das Strukturierte Klinische Interview zur Exploration
gemal der Klassifikation des DSM-IV der American Psychiatric Association in
seiner vierten Revision, 1994 (DSM-IV dt.: Wittchen et al. 1996, SKID: Wittchen
et al. 1997). SKID 1 ist als halbstrukturiertes klinisches Interview ein Verfahren
zur Diagnosefindung von Achse | Stérungen (Psychopathologie), SKID Il dient
zur Erfassung von Personlichkeitsstorungen auf der Achse Il. Psychiatrische
Diagnosen unter Verwandten ersten Grades wurden mittels der Family History
Assessment Module (Rice et al. 1995) aufgeklart. Ein Studieneinschluss
erfolgte nur bei negativer psychiatrischer Familienanamnese sowie bei
Abwesenheit somatischer Krankheiten oder von Stérungen der Achse I/l

(lifetime).

Tab.5:Beschreibung der Kontroll- und Patientengruppe nach Alter und

Geschlecht
Alter (Jahre) Geschlecht n (%)
Gruppe Mittelwert (SD) mannlich  weiblich Gesamt n
Kontrollen 43 (13) 212 (57.9) 154 (42.1) 366
Patienten 43 (15) 188 (51.2) 179 (48.8) 367
Gesamt n (%) 400 (54.6) 333 (45.4) 733

2.2.2 Patienten

Die Patientengruppe (Tabelle 5) bestand aus 367 schizophrenen Personen
deutscher Herkunft. Sie zeigten einen Altersdurchschnitt von 43 Jahren (19 bis
zu 70 Jahre). 51.2 % der Patienten waren mannlichen und 48.8 % weiblichen

Geschlechts.
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Eine einfiuhrende standardisierte = Anamneseerhebung umfasste die
Lebensgeschichte seit der Kindheit, eigene Erkrankungen, Medikamenten-
einnahme, Alkohol- und Drogenkonsum, ambulante nervenérztliche Therapie,
stationdre psychiatrische Behandlung, eventuellen Suizidversuch, schulischen
und beruflichen Werdegang, familiare- und Wohnsituation. Das anschlieRende
differenzierte Vorgehen wiederum nach dem SKID | in der klinischen Version
ermdoglichte die Auswahl der Patientenpopulation fur die spezifische Studie.
Besondere Sorgfalt wurde auf die Verifizierung der Diagnose nach den DSM-IV-

Richtlinien gelegt.

Die vorliegende Erkrankung sollte durch mindestens zwei der funf Merkmale
Wahnvorstellungen, Halluzinationen, desorganisierte Sprechweise, grob
desorganisiertes oder katatones Verhalten bzw. Negativsymptomatik wie
flacher Affekt, Alogie oder Antriebshemmung gekennzeichnet sein. Lediglich ein
Merkmal wird unabdingbar gefordert, wenn es sich um bizarre Wahn-
vorstellungen handelt oder die Halluzinationen aus kommentierenden oder
dialogisierenden Stimmen bestehen. Als zeitliche Minimalvoraussetzung fir das
Bestehen der Stérung sind sechs Monate vorgegeben, wovon mindestens fir
einen Monat die Symptome der akuten Episode erflillt sein sollten. Wahrend der
Prodromal- und Residualphasen sind nach den Vorgaben auch negative
Symptome hinreichend. Ein klinisch bedeutsames Leiden mit zumindest zeit-
weisem deutlichem Absinken des Funktionsniveaus im sozialen- oder

Arbeitsbereich wird verlangt.

Differentialdiagnostisch waren eine schizoaffektive Storung, affektive Stérung
mit psychotischen Merkmalen, schizophreniforme, nur kurze oder nicht naher
zu bezeichnende psychotische und rein wahnhafte Stérung auszuschliel3en.
Zudem durfte die Erkrankung keine direkte Folge von Substanzmissbrauch
bzw. Abhéngigkeit (Medikamente, Drogen) oder eines allgemeinen
medizinischen Krankheitsfaktors (z.B. von neurologischen und endokrinen
Faktoren, Instabilitat des Elektrolyt- und Flussigkeitshaushaltes, Stoffwechsel-,
Autoimmun- und anderweitigen somatischen Erkrankungen) sein.

Diesen Bedingungen ist zugrundeliegend, dass durch zahlreiche psychotrope

Substanzen und organische Krankheiten nahezu das komplette Spektrum der
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charakteristischen Symptomatik der Schizophrenie induziert werden kann. Auch
Patienten mit florider Hepatits B und C, HIV-Positivitdt oder anamnestischem
Anhalt fir intravendsen Heroinkonsum (lifetime Abhangigkeit) wurden von der

Studienteilnahme ausgeschlossen.

Nach den Beurteilungsanleitungen des SKID | und den das klinische Bild
bestimmenden Symptomen wurde die Unterteilung des phanomenologischen
Subtypus in paranoid, kataton, desorganisiert, undifferenziert und residual
vorgenommen. Der Schweregrad wurde hinsichtlich aktuellem und jemals
gegebenem, ausgepragtesten Ausmald beurteilt. Bei Erfassung der Chronologie
wurden weiterhin der Remissionsgrad, das Alter bei Erstmanifestation und
Beginn eventueller prodromaler Symptome bericksichtigt sowie ein
episodisches, kontinuierliches oder unspezifisches Verlaufsmuster unter-
schieden. Fur die Unterteilung episodischer Ablaufe waren eine Remission,
Residualsymptome und, wie auch bei chronischem Verlauf, eine etwaige
deutliche Negativsymptomatik mit bedeutsam. Eventuelle Komorbiditaten
wurden mit den diagnostischen Sektionen fir Alkohol- und Drogenmissbrauch/-
abhangigkeit, Posttraumatische Belastungsreaktion, Panik-, Zwangs-, Angst-,

Anpassungsstérung, Somatoforme- und Essstérung abgefragt.

2.3 DNA-Extraktion

Von allen Studienteilnehmern wurde Blut vends abgenommen. Die Proben
wurden kodiert, um Anonymitéat zu gewahrleisten und bei — 80 °C konserviert.
Zur Extraktion der genomischen DNA wurde ein Kit der Firma Qiagen gemafi
der gegebenen Anleitung verwendet (Qiagen 2001).

Nach Auftauen des tiefgefrorenen EDTA-Blutes bei Raumtemperatur wurden
jeweils 10 ml Blut zur Lyse der Leukozyten und Freisetzung der Nukleinsauren
mit 500 ul Proteinase K versetzt, um durch Verdauung und Degradierung der
denaturierten Proteine zu kleineren Fragmenten eine leichtere Trennung von
der DNA zu erreichen. Der anschlielend zugegebene Guanidin-HCI-haltige

Puffer fuhrt zum Entzug der Hydrathille der DNA, damit sie sich spater an die
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Silikagel-Saule zu binden vermag. Die Lésung wurde nun fur 2 min auf dem
Vortexer zur Vervollstandigung der Zelllyse durchmischt und unter gleich-
zeitigem Schutteln im Wasserbad bei 70 °C fur mindestens 30 min inkubiert, um

einen maximalen DNA-Ertrag zu erhalten.

Um die DNA auf das Saulenmaterial zu fallen, wurde die Probe mit 10 ml
Ethanol (100 %) versehen und sodann fur 2 min auf dem Vortexer vermischt,
auf die Silikamembran gegeben und sukzessive fur 3 min bei 3000 rpm
zentrifugiert. Hierbei sorgen Salz- und pH-Bedingungen dafir, dass RNA und
Nukleinsédure-bindende Proteine ungebunden bleiben. Zur Entfernung von
RNA- und Protein-Verunreinigungen wurde die Saule erst mit Guanidin-HCI
haltigem Puffer, sodann zur Entfernung der Guanidiniumsalze mit ethanol-

haltigem Waschpuffer gewaschen.

Die Elution von der Silikamembran erfolgte unter Zugabe von 1 ml eines Tris-
haltigen Puffers (pH > 9.0). Die DNA-haltige Membran wurde dazu fur 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert und fir weitere 5 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Die
unter saurem Milieu zuvor an die Silikamembran gebundene DNA lief3 sich so

mittels des basischen Tris-Puffers eluieren.

2.4 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration jeder einzelnen Probe wurde mittels dsDNA-
spezifischem SYBR Green | Fluoreszenzfarbstoff (Molecular Probes, Eugene,
Oregon) in einem Genios Mikrotiterplatten-Fluoreszenz-Leser (Fa. Tecan)
bestimmt. Dabei wurde fur die qualitativen SNP-Typisierungen eine Genauigkeit

der DNA-Konzentration von ca. +/-10 % als hinreichend angesehen.
Die Konzentrationsbestimmung wurde in schwarzen 96 well Platten mit flachem

Boden (Fa. Greiner) durchgefuhrt. Auf jeder zu messenden Platte wurde eine
Standardkurve mitgemessen.
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Die Standardkurve aus Lamda-Kontroll-DNA (100 pg/ml) wurde aus 8
Punktmessungen (0 /0.001/0.01/0.1/0.125/0.25/ 0.5/ 1 ng/pl) erstellt. Zur
weiteren Vorbereitung der Messplatte wurden 99 pl 0.2 x Tris-EDTA-Puffer (TE)
vorgelegt und je 1 pl DNA zupipettiert. Je 2 wells pro Platte enthielten Kontroll-
DNA definierter Konzentration (50 ng/ul) sowie den Leerwert (100ul 0.2 x TE).
Das lichtempfindliche SYBR Green | wurde unmittelbar vor der Messung mit 0.2
x TE verdunnt (3.52 pul SYBR Green | Stammlosung mit 11 ml 0.2 x TE pro
Platte). Zu jeder Probe inklusive der Lamda-Standard-DNA wurden jeweils 100

ml SYBR Green | Arbeitsldsung zupipettiert, gut gemischt und zentrifugiert.

Nach einer Reaktionszeit von 5 - 10 min wurde die Fluoreszenz sofort mittels
Photometer gemessen, da es bereits nach etwa 15 min zu einem deutlichen
Abfall der Fluoreszenz kommt. Zur Bestimmung der Fluoreszenz wurde eine
Anregungswellenlange von 485 nm verwendet und die Emission bei 535 nm
gemessen. Weitere Einstellungen des verwendeten Tecan Genios Gerates
waren die Messung von 10 Lichtblitzen bei einer optimalen Steigerung und

ohne Verzdgerung mit einer Integrationszeit von 40 ps.

Die ermittelten Werte wurden beziglich der Standardkurve kalibriert (8-Punkt-
Kalibrierung). Eine Uberprifung der Qualitat der Standardkurve sollte
mindestens einen Pearsonschen Korrelationskoeffizienten von 0.98 ergeben.
Der optimale Messbereich dieser Methode liegt bei Konzentrationen zwischen
20 und 200 ng/ul. Bei Uber- oder Unterschreiten dieses Bereiches wird eine
neue Messung in anderer Verdinnung verlangt. Alle Proben wurden sorgfaltig
auf dieselbe Konzentration von 50 ng/ul eingestellt, anschlieend erneut

vermessen und mit 0.1 x TE auf 1 ng/ul verdiinnt.

2.5 Genotypisierung

Die Genotypisierung wurde an drei, mit denen aus der Arbeit von Yang et al.
2003 identischen, SNPs vorgenommen. Die Assays fur diese SNPs im NRG1-
Gen (rs3924999 und rs2954041, dbSNP; National Center for Biotechnology
Information (NCBI): http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP sowie SNP8NRG221533;

s. Tabelle 6, Seite 39) wurden mit Hilfe der Spectro Designer Software (Fa.
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Sequenom, San Diego, CA) konzipiert. Im Anschluss daran wurden mittels
-BLAST" (http://www.ncbi.nim.nih.qov:80/BLAST/) die Primer und die zu
amplifizierenden Sequenzen auf ihre Spezifitdt Gberprift (s. Tabelle 7, Seite
39).

Die Genotypisierung der DNA-Proben erfolgte im Genom Analyse Zentrum der
Gesellschaft fur Strahlenforschung in Midnchen. Die Analysen wurden mittels
des MASS ARRAY Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight
Systems (MASS ARRAY MALDI-TOF System, Prinzip s. http://www.pharmaco-
genomics.co.uk/admin/articlefile/PGS030412.pdf) durchgefuhrt. Dieses

Verfahren erlaubt bei hoher Sensitivitat und Genauigkeit eine reproduzierbare,
automatisierte Genotypisierung im Hochdurchsatz. Nach Bestimmung der
molekularen Massen von allelspezifischen Primerextensionsprodukten lassen

sich die Genotypen der untersuchten SNPs eindeutig feststellen.

Zundchst wurden jeweils Proben a” 5 ng genomischer DNA durch die
Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert. Hierzu wurde Hot Star Taq DNA-
Polymerase (Fa. Qiagen) mit den PCR-Primern in einer finalen Konzentration
von 167 nmol in einem Volumen von 6 pl zusammengefuhrt. Die PCR-Primer
wurden um 10 Basen verlangert, um ihre Masse zu erhohen, bis sie aul3erhalb
des Messfensters lag.

PCR-Bedingungen waren 95 °C fur 15 min, Denaturierung bei 95 °C fur 30 s,
Annealling bei 56 °C fur 30 s, Extension bei 72 °C fur 1 min fur 44 Zyklen und
eine abschlieRende Extension bei 72 °C fir 10 min.

Die PCR-Produkte wurden mit Shrimp Alkaline Phosphatase ((SAP);
Amersham) bei 37 °C fur 20 min behandelt, um Uberschissige dNTPs zu
entfernen. Danach wurde die SAP durch Inkubation bei 85 °C Uber 10 min
inaktiviert.

Thermo sequenase (Amersham) wurde fir die basalen Extensionsreaktionen
verwendet. Extensionsprimer wurden bis zur endglltigen Konzentration von
0.54 millimol in 10 pl Reaktionsvolumen zugesetzt.

Die Konditionen fir die grundlegenden Extensionsreaktionen waren 94 °C fir 2
min, gefolgt von 94 °C fur 5 s, 52 °C fir 5 s und 72 °C fur 5 s bei 40 Zyklen.

Samtliche Reaktionen - Reverse Transkription, PCR-Amplifikation und basale
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Extension - wurden in einem Tetrad PCR Cycler (M.J. Research) durchgefihrt.
Die Produkte der basalen Extension wurden mit SpectroCLEAN Granulat (Fa.
Sequenom) behandelt, um die Salze im Reaktionspuffer zu entfernen.

Alle Pipettierschritte wurden mit einer Multimek 96 Kanal Autopipette (Fa.
Beckman Coulter) ausgefuhrt und 16 pl der Granulat-Wasser-Suspension
wurden in jedes well zugegeben, woraus sich ein Gesamtvolumen von 26 pl
ergab. Nach Zentrifugation bei 2000 rpm fur 3 min in einer Eppendorf Zentrifuge
5810, wurden 10 nl der Reaktionslosung mit einem ROBO Design Pintool
Nanodispenser (Fa. Sequenom) auf einem 384-Format SpectroCHIP (Fa.
verteilt.

Sequenom,  http://www.methexis-genomics.com/0206malditof.html)

Dieser CHIP war bereits mit einer Matrix von 3-Hydroxypicolinsaure (3-HPA)
beschichtet. Autoflex MALDI-TOF
die

Ein modifiziertes Bruker Biflex oder
(Fa.
Datenaquisition von dem SpectroCHIP herangezogen.

Die Genotypen wurden mit der MASS ARRAY RT Software (Fa. Sequenom)

bestimmt und manuell mit der Software SpectroTYPER RT 2.0 (Fa. Sequenom)

SpectroCHIP-Massenspektrometer Sequenom) wurde  flr

Uberpruft. Massenspektren von konservativen Genotypen wurden auf
Konsistenz kontrolliert. Massenspektren aller nicht eindeutigen Genotypen

wurden individuell geprift und mehrdeutige Genotypen verworfen.

Tab.6: Marker

ID / Accession No. Contig | Chromosom| Allel Position Funktion
Position 8 Position im/zum Gen
Basenaustausch
rs3924999 2774132 | 32511026 | C/T |  Exon2 Arg 2> Gin
rs2954041 2843400 | 32580294 | G/T Intron 5 Intron 5
SNP8NRG221533| 1794915 | 31531809 | C/T 5'Rpegi°” nahe | hekannt
romotor
Tab 7: Primer
ID / Accession No. Primer 1 Primer 2 Fragmentlange

5-CCGATTCCTG

5-TTGCCTGGTG

r$3924999 GCTTTTCATC-3 ATCAGAGTTG-3 108 bp
5-GTTCTTCCCC 5 -GGGAACACAC

rs2954041 TGATGTTATAC-3’ ACTCGAAAAG-3’ 153 bp
5 -AGGCATCAGT 5 -ATGTCTCAAG

SNP8NRG221533|  Trrcaatace3 AGACTGGAAG-3’ 118 bp
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2.6 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung zu Allel- und Genotypverteilungen der drei Marker

erfolgte mit Hilfe der Software Statistical Package for Social Sciences (SPSS
11.0; Inc Chicago, 2001, http://www.csub.edu/ssric-trd/SPSS/SP Sfirst.htm).

Die Verteilung der Genotypen wurde mittels des Hardy-Weinberg-
Gleichgewichts getestet. Es interessierten insbesondere die Unterschiede in der
Allel- und Genotypverteilung zwischen Patienten und Kontrollen. Die Prifung
der Signifikanz der Unterschiede erfolgte mit dem y? Test.

Das Ausmald des Kopplungsungleichgewichtes zwischen zwei Markern wurde
mit Lewontins D° geschatzt (Lewontin 1964). Zusétzlich wurde der y? Test

eingesetzt, um die Unabhangigkeit der Marker untereinander zu Uberprifen.

Desweiteren wurde nach Unterschieden in den Haplotypfrequenzen zwischen
der Patienten- und Kontrollgruppe gesucht.

Zur Kalkulation der Haplotypfrequenzen im Fall-Kontroll-Vergleich diente das
Programm R: (gap: genetic analysis package von R,

http://www.maths.lth.se/help/R/.R/library/gap/html/hap.score.html). Die

Frequenzen wurden zunachst mit dem Expectation Maximization (EM)-
Algorithmus geschatzt (Excoffier und Slatkin 1995). AnschlieRend wurden die
resultierenden Frequenzen unter Verwendung des Score Testes (Schaid et al.
2002, Dokumentation enthalten in gap), der auf generalisierten linearen
Modellen basiert und empirische p-Werte ermittelt, einer Signifikanzprifung
unterzogen.

Fur alle statistischen Berechnungen wurde ein Signifikanzniveau von p < 0.05

festgelegt, wahrend p < 0.1 als Trend gewertet wurde.
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3  Ergebnisse

Die untersuchten Marker und Haplotypen des NRG1-Gens sind auf Chromosom
8 in einer Region lokalisiert, zu der in der aktuellen Literatur signifikante
Kopplungs- bzw. Assoziationshinweise beschrieben sind. Nach der Publikation
von Yang et al. bestehen signifikante Differenzen in den Allel- und
Genotypverteilungen der drei auch in dieser Arbeit untersuchten Einzelmarker,
sowie in den Haufigkeiten der aus ihnen zusammengestellten Haplotypen bei
chinesischen schizophrenen Patienten (Yang et al. 2003). Um diese Ergebnisse
in einem kaukasischen Kollektiv zu replizieren, wurden 366 deutsche
schizophrene Patienten und 367 deutsche gesunde Kontrollen mittels MALDI-
TOF MS bezlglich der Marker rs392499, rs2954041 und SNP8NRG221533
genotypisiert.

3.1 Analyse des Markers rs3924999 des Neuregulin 1 Gens

3.1.1 Allelverteilung

Die statistische Auswertung ergab die in Tabelle 8 veranschaulichte

Allelverteilung innerhalb der Kontroll- und Patientengruppe.

Tab.8: Darstellung der Allelverteilung des Polymorphismus rs3924999

Gruppe T-Allel n (%) C-Allel n (%) Gesamt n
Kontrollen 268 (36.5) 466 (63.5) 734
Patienten 266 (36.4) 464 (63.6) 730
Gesamt 534 (36.5) 930 (63.5) 1464

Es fand sich kein signifikanter Unterschied in der Allel-Verteilung zwischen der

Kontroll- und Patientengruppe.

7% =0.001, OR = 0.997 (Cl = 0.806 — 1.233), df = 1, p = 0.977
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3.1.2 Genotypverteilungen

Die Genotypen des Basenaustauschpolymorphismus rs3924999 waren in der

Patientengruppe nicht innerhalb des Hardy-Weinberg-Gleichgewichtes verteilt.

Gruppe Kontrollen
x*=0.188,df = 1, p = 0.664

Gruppe Patienten
v*>=9.36,df = 1, p = 0.002

Die mdglichen Genotypen wurden wie folgt zugewiesen:
Genotyp 1 = homozygot T/T

Genotyp 2 = Heterozygotie fur T/C

Genotyp 3 = homozygot C/C

Die Genotypverteilungen in den beiden Gruppen sind aus Tabelle 9 ersichtlich.

Tab.9: Darstellung der Genotypverteilung des Polymorphismus rs3924999

Gruppe Genotyp 1 T/T | Genotyp 2 T/C| Genotyp 3C/C| Gesamt
n (%) n (%) n (%) n
Kontrollen 47 (12.8) 174 (47.4) 146 (39,8) 367
Patienten 62 (17.0) 142 (38.9) 161 (44.1) 365
Gesamt 109 (14.9) 316 (43.2) 307 (41.9) 732

Die Genotypverteilungen zeigten einen Trend bei hdherer Frequenz von T/T

und C/C in der Patientengruppe.

| 2= 6.032, df = 2, p = 0.049 |

Tabelle 10 ist eine Zusammenstellung der Trager des C-Allels (T/C und C/C)
gegenuber den Homozygoten fir das T-Allel.

Tab.10:Darstellung der Haufigkeit der C-Trager (Genotypen 2 und 3) im Vergleich mit den
homozygoten Tragern fir das T-Allel (Genotyp 1) des Polymorphismus rs3924999

Gruppe Genotyp T/T Genotyp T/C und C/C Gesamt
n (%) n (%) n
Kontrollen 47 (12.8) 320 (87.2) 367
Patienten 62 (17.0) 303 (83.0) 365
Gesamt 109 (14.9) 623 (85.1) 732
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Die Genotypfrequenzen wiesen zwischen den beiden Gruppen keinen

signifikanten Unterschied auf.

| v? = 2523, OR 0.718 (C1 0.476 — 1.082), df = 1, p = 0.112 |

In der Tabelle 11 wurden die T-Allel Trager (T/C und T/T) in eine Gruppe
zusammengefasst und mit den Homozygoten fur das C-Allel verglichen.

Tab.11:Darstellung der Haufigkeit der T-Trager (Genotypen 1 und 2) im Vergleich mit den
homozygoten Tragern fir das C-Allel (Genotyp 3) des Polymorphismus rs3924999

Gruppe Genotyp T/C und T/T Genotyp C/C Gesamt
n (%) n (%) n
Kontrollen 221 (60.2) 146 (39.8) 367
Patienten 204 (55.9) 161 (44.1) 365
Gesamt 425 (58.1) 307 (41.9) 732

Es war auch hier keine Assoziation zwischen den jeweiligen Genotypen und der

Schizophrenie zu finden.

| %= 1.407, OR = 1.195 (Cl = 0.890 — 1.603), df = 1, p = 0.235

3.2 Analyse des Markers rs2954041 des Neuregulin 1 Gens

3.2.1 Allelverteilung

Aus Tabelle 12 ergibt sich die Allelverteilung innerhalb der Kontroll- und

Patientengruppe.

Tab.12: Darstellung der Allelverteilung des Markers rs2954041

Gruppe G-Allel n (%) T-Allel n (%) Gesamt n
Kontrollen 713 (99.0) 7 (1.0) 720
Patienten 702 (98.9) 8 (1.1) 710
Gesamt 1415 (99.0) 15 (1.0) 1430
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Es fand sich kein Unterschied in der Allel-Verteilung zwischen Kontroll- und

Patientengruppe. In beiden Gruppen war das T-Allel stark unterreprasentiert.

x>=0.082, OR = 0.997 (Cl = 0.806 — 1.233), df = 1, p = 0.774

3.2.2 Genotypverteilungen

In der Kontroll- und Patientengruppe waren die Genotypen des Markers

rs2954041 innerhalb des Hardy-Weinberg-Gleichgewichtes verteilt.

Gruppe Kontrollen Gruppe Patienten
v*=0.04,df =1, p = 0.852 v*=0.04,df =1, p=0.82

Die mdglichen Genotypen wurden wie folgt beziffert:
Genotyp 1 = homozygot G/G

Genotyp 2 = Heterozygotie fur G/T

Genotyp 3 = homozygot T/T

Die Genotypverteilung in den beiden Gruppen zeigt Tabelle 13.

Tab.13: Darstellung der Genotypverteilung des Markers rs2954041

Gruppe Genotyp 1 G/G |Genotyp 2 G/T |Genotyp 3 T/T Gesamt
n (%) n (%) n (%) n
Kontrollen 353 (98.1) 7(1.9) 0 360
Patienten 347 (97.7) 8 (2.3) 0 355
Gesamt 700 (97.9) 15 (2.1) 0 715

Der Genotyp G/T war in beiden Gruppen deutlich unterrepréasentiert, die
Allelkombination T/T Uberhaupt nicht vorhanden. Die Genotypen 1 und 2

ergaben keine Assoziation mit der Schizophrenie.

| »2=0.083,df= 1, p = 0.773

44



Ergebnisse

In Tabelle 14 wurden die T-Trager (Werte resultierend aus G/T bei fehlendem

T/T) den Homozygoten fir das G-Allel gegentbergestellt.

Tab.14:Darstellung der Haufigkeit der T-Trager (Genotypen 2 und 3) im Vergleich mit den
homozygoten Tragern fir das G-Allel (Genotyp 1) des Markers rs2954041

Gruppe Genotyp G/G Genotyp G/T und T/T Gesamt
n (%) n (%) n
Kontrollen 353 (98.1) 7 (1.9) 360
Patienten 347 (97.7) 8 (2.3) 355
Gesamt 700 (97.9) 15 (2.1) 715

Bei nicht existenter Allelkombination T/T, entsprechend dem Genotyp 3, sind
die Zahlen der Genotypzusammenstellung aus G/T und T/T identisch mit denen
der Heterozygoten aus Tabelle 13, Seite 44. Wiederum ergab sich kein
signifikanter Unterschied in den Genotypfrequenzen zwischen den beiden

Gruppen.

| 7> =0.083, OR = 0.860 (Cl 0.309 — 2.398), df = 1, p = 0.773

In Tabelle 15 sind die Trager des G-Allels, bei ausschlie3lich aus G/T
resultierenden Werten, mit den Homozygoten fir das T-Allel verglichen. Die
komplette Gegenuberstellung von Genotypen und die Prufung auf signifikante

Unterschiede war bei fehlender Reprasentanz von T/T nicht mdglich.

Tab.15:Darstellung der Haufigkeit der G-Trager (Genotypen 1 und 2) im Vergleich mit den
homozygoten Tragern fir das T-Allel (Genotyp 3) des Markers rs2954041

Gruppe Genotyp G/T und G/G Genotyp T/T Gesamt
n (%) n (%) n
Kontrollen 360 (100) 0 360
Patienten 355 (100) 0 355
Gesamt 715 (100) 0 710
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3.3 Analyse des Markers SNP8NRG221533 des Neuregulin 1

Gens

3.3.1 Allelverteilung

Tabelle 16 veranschaulicht die Allelverteilung innerhalb der Kontroll- und

Patientengruppe.

Tab.16: Darstellung der Allelverteilung des Polymorphismus SNP8NRG221533

Gruppe T-Allel n (%) C-Allel n (%) Gesamt n
Kontrollen 458 (64.0) 258 (36.0) 716
Patienten 465 (64.4) 257 (35.6) 722
Gesamt 923 (64.2) 515 (35.8) 1438

Es konnte kein Unterschied in den Haufigkeiten der Allele zwischen Kontroll-

und Patientengruppe gefunden werden.

| % =0.030, OR = 0.981 (C1 0.791 — 1.217), df = 1, p = 0.863

3.3.2 Genotypverteilungen

In der Analyse der Kontroll- und Patientengruppe waren die Genotypen des
Basenaustauschpolymorphismus SNP8NRG221533 innerhalb des Hardy-

Weinberg-Gleichgewichtes verteilt.

Gruppe Kontrollen
y*=0.01, df =1, p= 0.912

Gruppe Patienten
y*=0.004, df =1, p = 0.952

Die mdglichen Genotypen wurden wie folgt beziffert:
Genotyp 1 = homozygot T/T

Genotyp 2 = Heterozygotie fur T/C

Genotyp 3 = homozygot C/C
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Die Genotypverteilung in der Kontroll- und Patientengruppe zeigt Tabelle 17.

Tab.17: Darstellung der Genotypverteilung des Polymorphismus SNP8NRG221533

Gruppe Genotyp 1 T/T | Genotyp 2 T/C| Genotyp 3C/C| Gesamt
n (%) n (%) n (%) n
Kontrollen 146 (40.8) 166 (46.4) 46 (12.8) 358
Patienten 150 (41.6) 165 (45.7) 46 (12.7) 361
Gesamt 296 (41.2) 331 (46.0) 92 (12.8) 719

Auch hier war kein signifikanter Unterschied in den Genotypfrequenzen

zwischen den beiden Gruppen erkennbar.

| v? =0.045, df = 2, p = 0.978

In der nachsten Tabelle 18 wurden die C-Allel Trager (T/C und C/C) in eine
Gruppe zusammengefasst und mit den Homozygoten fur das T-Allel verglichen.

Tab.18:Darstellung der Haufigkeit der C-Trager (Genotypen 2 und 3) im Vergleich mit den
homozygoten Tragern fir das T-Allel (Genotyp 1) des Markers SNP8NRG221533

Gruppe Genotyp T/T Genotyp T/C und C/C Gesamt
n (%) n (%) n
Kontrollen 146 (40.8) 212 (59.2) 358
Patienten 150 (41.6) 211 (58.4) 361
Gesamt 296 (41.2) 423 (58.8) 719

Es konnte keine Assoziation mit der Schizophrenie festgestellt werden.

| v? = 0.044, OR = 0.969 (Cl 0.720 — 1.304), df = 1, p = 0.834

In Tabelle 19, Seite 48, finden sich nun die Trager des T-Alles (T/C und T/T)

zusammengeflugt und verglichen mit den Homozygoten fur das C-Allel.
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Tab.19:Darstellung der Haufigkeit der T-Tréger (Genotypen 1 und 2) im Vergleich mit den
homozygoten Tragern fiir das C-Allel (Genotyp 3) des Markers SNP8BNRG221533

Gruppe Genotyp T/C und T/T Genotyp C/C Gesamt
n (%) n (%) n
Kontrollen 312 (87.2) 46 (12.8) 358
Patienten 315 (87.3) 46 (12.7) 361
Gesamt 627 (87.2) 92 (12.8) 719

Wiederum ergab sich kein signifikanter Unterschied in den Genotypfrequenzen
zwischen den beiden Gruppen.

| v?=0.002, OR = 0.990 (Cl 0.639 — 1.534), df = 1, p = 0.966

3.4 Analyse des Kopplungsungleichgewichtes zwischen den

untersuchten Polymorphismen des Neuregulin 1 Gens

Das Kopplungsungleichgewicht (Linkage Disequilibrium (LD)) wurde in
paarweiser Kombination der SNPs rs3924999 und SNP8NRG221533, die eine
physikalische Distanz von 979217 bp aufweisen, in der Kontroll- und
Patientengruppe untersucht. Der Marker rs2954041 wurde von der Berechnung
ausgeschlossen, da in der vorliegenden Stichprobe der Genotyp T/T fehlte und
das T-Allel insgesamt nur in minimaler Haufigkeit vorlag. Die resultierenden LD-

Werte sind in der Tabelle 20 angefihrt.

Tab.20:Resultate der paarweisen Untersuchung des Kopplungsungleichgewichtes zwischen
den Markern rs3924999 und SNP8NRG221533 in der Kontrollgruppe (n = 359) und
Patientengruppe (n = 363)

rs3924999 <» SNP8NRG221533

Gruppe D’ y? p
Kontrollen 0.032 0.245 0.621
Patienten 0.027 0.513 0.474

Die untersuchten Polymorphismen befanden sich weder in der Kontroll- noch in

der Patientengruppe im Kopplungsungleichgewicht.
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3.5 Analyse der Assoziation der Haplotypen

In einer Haplotypanalyse wurde auf Genotypebene im Vergleich der Marker
rs3924999 und SNP8NRG221533 untersucht, ob eine Assoziation zur
Schizophrenie vorliegt.

Bei u.g. Resultatezusammenstellung reflektiert die globale Score Statistik den
globalen Wert Uber alle Haplotypen, die lbrigen Scores (Tabelle 21) sind
haplotypspezifisch.

| Global-stat.= 0.445, df = 3, p = 0.931

Tabelle 21 gibt die Verteilung der Haplotypen innerhalb der Kontroll- und
Patientengruppe und die Assoziationssignifikanz wieder. Der Marker rs2954041
wurde in die Analyse wiederum nicht einbezogen. Die verbleibenden vier
Haplotypen ergeben sich aus den Genotypkombinationen der Marker
rs3924999 und SNP8NRG221533.

Tab.21: Erwartete Haploptypfrequenzen und Assoziationssignifikanzen

Haplotypen Kontrollen Patienten Score p-Wert
T-C 0.409 0.413 0.410 0.682
T-T 0.241 0.232 -0.286 0.775
C-C 0.226 0.221 -0.354 0.724
C-T 0.125 0.133 0.191 0.848

Die Ergebnisse des globalen Score Testes und der haplotypspezifischen
Scores, Tabelle 21, zeigen keine signifikanten Differenzen zwischen der

Kontroll- und Patientengruppe. Der Haplotyp T — C war am haufigsten vertreten.
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4 Diskussion

4.1 Ubersicht zu den experimentellen Befunden

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob Polymorphismen und Haplotypen des
NRG1-Gens mit der Schizophrenie assoziiert sind. Dazu lassen sich aufgrund

der Untersuchungsergebnisse folgende Aussagen treffen:

Es konnte keine Assoziation zwischen den untersuchten Markern und der
Erkrankung festgestellt werden. Ein Marker (rs2954041) wurde von
weiterfihrenden Statistiken und der Haplotypanalyse ausgeschlossen, da der
Polymorphismus in dem untersuchten Kollektiv bei geringer Frequenz des T-
Allels und Fehlen des Genotyps T/T nur sehr selten vorkam. In den
Haufigkeiten der aus den beiden anderen Markern (rs3924999 und
SNP8NRG221533) zusammengestellten Haplotypen zeigten sich zwischen
Patienten- und Kontrollgruppe keine signifikanten Unterschiede. Diese Marker
befanden sich weder in der Kontroll- noch in der Patientengruppe im
Kopplungsungleichgewicht.

4.2 Diskussion der Ergebnisse im Horizont der Literatur

Der folgende Abschnitt 4.2.1, Seite 51, bietet eine Ubersicht zu der
Referenzliteratur und beleuchtet die publizierten Ergebnisse vor allem im
Hinblick auf Unterschiede im Studiendesign. Die Abschnitte 4.2.2, Seite 61, und
4.2.3, Seite 64, beinhalten dann eine kritische Beurteilung der Resultate dieser
Arbeit im Vergleich zu denen der primaren Referenzstudie bzw. der dartber
hinaus zitierten Studien (s. Tabelle 4, Seite 30, und Tabelle 22, Seite 58). In
diesem Zusammenhang werden auch Erklarungsmoglichkeiten  fir

divergierende Befunde ausfuhrlich diskutiert.
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4.2.1 Uberblick zu Design und Resultaten von Referenzstudien

Studie von Yang et al. an Population von Han Chinesen

Die fur diese Assoziationsstudie herangezogenen Marker (s. Abbildung 6, Seite
30,Tabelle 6, Seite 39) sind der Publikation von Yang et al. entnommen. In
dieser Referenzstudie wurden 246 Familientrios mit Han-Chinesischer
Abstammung untersucht. Von den Patienten waren bei einem mittleren
Erkrankungsalter von 29 Jahren 138 (56 %) mannlichen und 108 (44 %)
weiblichen Geschlechts. Diagnostisch bestimmend waren die ICD-10-Kriterien
(s. Tabelle 1, Seite 3), gemaR derer die Patienten als schizophren klassifiziert

wurden.

Die Autoren berichten Uber starke Assoziationen von drei polymorphen
genetischen Varianten des NRG1-Lokus. Bei allen Markern bestanden
signifikante Differenzen in der Frequenz der Allel- und Haplotyp-Transmission

zwischen den heterozygoten Eltern und ihren betroffenen Nachkommen.

Zwei der SNPs sind im mittleren Bereich des NRG1-Gens lokalisiert. Davon
beinhaltet einer (rs3924999, G38A) einen G zu A Basenaustausch im zweiten
Exon, wobei die aktuell diskutierten neuen Exons nicht mitbertcksichtigt
wurden, und fihrt zu einem Aminosaurenaustausch von Arginin in Glutamin
(Arg 38 GIn). Der zweite SNP (rs2954041), lokalisiert im flinften Intron, ist von
Interesse, da von Yang et al. angenommen wird, dass er im Kopplungs-
ungleichgewicht mit einem kausalen Lokus fir Schizophrenie stehen koénnte.
Eine eventuelle Kopplung zu anderen polymorphen Stellen im NRG1-Gen ist
aber nicht auszuschlielBen. Der dritte SNP (SNP8NRG221533) nahe dem
Promotor am 5"Ende des Gens ist identisch mit dem, der sich nach Stefansson
et al. als am hochsten signifikant erwiesen hat und der folglich auch in den
meisten der in den Tabellen 22, Seite 58, und 23, Seite 59,
zusammengestellten Studien bericksichtigt wurde. Die Studie an der
chinesischen Bevélkerungsgruppe belegt einen erweiterten gekoppelten
Haplotyp-Block, der vom 5"Exon von NRGL1 bis zum flinften Intron reicht (Yang
et al. 2003).
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Studien von Stefansson et al. an islandischer und schottischer Population

Stefansson und Mitarbeiter erforschten mit Fall-Kontroll- und familienbasierten
Assoziationsstudien drei Risiko-Haplotypen mit den Bezeichnungen A, B und C,
bestehend aus 12 SNPs und vier Mikrosatellitenmarkern, die den NRG1-Lokus
umspannen und einen einzelnen Kern-Risiko-Haplotypen mit eindeutiger
Assoziation zur Schizophrenie teilen (s. Abbildung 3, Seite 14). Dieser Kern-
Risiko-Haplotyp ist am 5"Ende des Gens lokalisiert und besteht aus finf SNPs
sowie zwei Mikrosatelliten-Markern. Er wird reprasentiert durch einen LD-Block
mit einer minimalen Kombination von zwei Mikrosatelliten und dem
SNP8NRG221533.

Einer dieser sieben SNPs liegt in dem Exon, welches die Typ Il (GGF2) N-
terminale  Sequenz  kodiert. Alle weiteren SNPs, inklusive des
SNP8NRG221533, sind bis zu 22 kb von der Promotorregion in Richtung des
5'Endes verlagert. Der sieben Marker-Risiko-Haplotyp bildet die Grundlage fur
eine Reihe von Nachprifungen in z.T. divergierenden Studiendesigns (s.
Tabellen 4, Seite 30, 22, Seite 58 und 23, Seite 59).

An der Studie von Stefansson et al. nahmen 476 Patienten teil. Von diesen
wurden 440 mit Schizophrenie, 32 mit schizoaffektiver Stérung und 4 mit
unspezifischer funktioneller Psychose diagnostiziert. Der sieben Marker
Haplotyp wurde auf eine Frequenz von 7.5 % in der Kontrollgruppe und von
15.4 % in den islandischen Patienten geschatzt. Der Beitrag des Risiko-
Haplotypen zum familiaren Risiko fir eine Schizophrenieentwicklung war aber
gering und konnte nicht voll die zuvor an 33 islandischen Familien erhobenen
Kopplungsergebnisse erklaren. Die Autoren wiesen diesbeziglich darauf hin,
dass noch anderere Suszeptibilitatsgene in der 8p Region oder andere
Risikoallele und Haplotypen fir den Kopplungsnachweis in Frage kommen

kdnnten.

Die direkte Replikation dieser Haplotypassoziation gelang an einer schottischen
Population. Beim Vergleich von 609 Patienten mit nicht eindeutigem Ausschluss
von schizoaffektiven Stérungen und 618 nicht verwandten Kontrollen ergaben
sich Frequenzen von 5.9 % respektive 10.2 % (Stefansson et al. 2002, 2003).
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Studie von Williams et al. an Population aus Irland und GroRbritannien

Eine andere unabh&ngige Replikation bietet die Studie von Williams et al. In
einer Population von 709 Patienten und 710 Kontrollen aus Irland oder
GrolRbritannien wurde die minimale, den Kern-Risiko-Haplotypen definierende,
Markerkombination aus einem SNP und zwei Mikrosatelliten analysiert. Die
erhobenen Assoziationen waren aber wesentlich schwécher. Es wurden
H&aufigkeiten von 7.5 % in den Kontrollen gegeniber 9.5 % bei den Patienten
(11.6 % im Fall einer familiaren Schizophreniebelastung) gefunden, das relative
Risiko lag bei 1.2 (Williams et al. 2003).

Studie von Corvin et al. an irischer Population

Corvin et al. konnten mdglicherweise aufgrund von unterschiedlich
strukturierten Haplotypen keine Assoziation des Kern-Risiko-Haplotypen der
islandischen und schottischen Bevdlkerungsgruppe belegen. Sie untersuchten
in einer unabhangigen Fall-Kontroll-Studie an einer irischen Stichprobe 243,
zum Teil auch schizoaffektive Patienten und 222 Kontrollen. Sie genotypisierten
drei SNPs, u.a. auch den SNP8NRG221533, und siebzehn Mikrosatelliten. Auf
Einzelmarkerebene zeigten lediglich zwei der Mikrosatelliten ein signifikantes
Resultat. Die Autoren identifizierten einen verfeinerten, mit der Schizophrenie
assoziierten 2-Marker Haplotyp, benannt als HapB;.. Dieser bot ein signifikant
haufigeres Auftreten unter den Patienten versus den Kontrollen bei Werten von
19.4 % gegenuber 12.3 %. Auch in der zum Vergleich herangezogenen
schottischen Fallpopulation fand sich eine signifikante Haufigkeitsdifferenz des
HapBie von Patienten zu Kontrollen (17.0 % gegenuber 13.5 %) (Corvin et al.
2004).

Studie von Tang et al. an Population aus Sudchina

Die unabhangige Analyse von Tang et al. an 540 Patienten und 279 Kontrollen
aus verschiedenen ethnischen Bevolkerungsgruppen Siddchinas schloss
dreizehn Mikrosatelliten ein, die von Stefansson zur Genotypisierung verwendet
wurden, tUber 360 kb vom 5°Ende zum ersten Intron des NRG1-Gens weit
reichen und insgesamt eine 800 kb Region von Chromosom 8 umspannen.
Hinsichtlich der Marker des Kern-Risiko-Haplotyps erbrachte nur einer der in

diesem inkludierten Mikrosatelliten eine Assoziation. Auch eine Haplotyp-
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Kombination aus dem Mikrosatelliten und drei weiteren Markern, die in
lokalisatorischem Bezug zu dem Kern-Risiko-Haplotyp standen, fuhrte zu
keinem signifikanten Ergebnis. Dagegen erreichten zwei von vier
Haplotypgruppen, die anderen Mikrosatellitenregionen zugeordnet waren, eine
signifikante Assoziation zur Schizophrenie. Gegenuber den Arbeiten von
Stefansson et al. war somit in der Studie die Haplotyp-Zusammenstellung
unterschiedlich, die geschétzte OR ergab auch einen geringeren Wert. Die
statistischen Ergebnisse weisen aber erneut eine Assoziation des 5"Endes von
NRG1 mit der Schizophrenie aus (Tang et al. 2004).

Studie von Zhao et al. an Population von Han Chinesen

Zhao et al. gingen an einer Population von insgesamt 1724 Han Chinesen
methodisch im kombinierten Design einer Fall-Kontroll-Studie (369 Patienten
und 299 Kontrollen) und einer familienbasierten Analyse (353 Probanden mit
ihren Eltern) vor. Es gelang keine erneute Replikation des sieben Marker Kern-
Risiko-Haplotypen, vermutlich aufgrund der nur geringen Haufigkeit von
weniger als 1 % in den chinesischen Kollektiven. Eine Haplotyp-Kombination
aus funf Markern des Kern-Risiko-Haplotypen ergab allerdings eine deutliche
Assoziation im Fall-Kontroll-Vergleich und bei der Analyse der Trios. Zu den
Einzelmarkern gehdrten neben dem SNP8NRG221533 jeweils zwei andere
SNPs und Mikrosatelliten-Marker. Zu keinem der finf Einzelmarker fand sich im
Fall-Kontroll-Vergleich und bei der Untersuchung der Familien-Trios eine
Assoziation (Zhao et al. 2004).

Studie von Li et al. an Population von Han Chinesen

Li et al. unternahmen einen Replikationsversuch an Schizophreniepatienten
unter methodischer Anlehnung an Stefansson und Anwendung eines Familien-
trio- und Fall-Kontroll-Designs. In der Population von Han Chinesen bestanden
die Kollektive aus 184 Familientrios und 138 Geschwisterpaaren mit ihren
Eltern sowie fur den Fall-Kontroll-Vergleich aus 298 Patienten der vorgenannten
Familien und 336 nicht verwandten Kontrollen. Die Genotypisierung umfasste
25 Mikrosatelliten-Marker und 3 SNPs Uber eine Spannweite von 1.1 Mb des
NRG1-Gens, inklusive von drei bzw. finf Markern stellvertretend fur den sieben

Marker Risiko-Haplotyp. Auch in dieser chinesischen Population gelang keine
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Replikation einer Assoziation zur Schizophrenie in den Haplotyp-Kombinationen
der Einzelmarker des Kern-Risiko-Haplotypen.

Unter den nicht verwandten Patienten konnten sie einen neuen Haplotyp aus
zwei Mikrosatelliten-Markern, HAPchina 1, Unmittelbar angrenzend an den Kern-
Risiko-Haplotyp nach Stefansson in Richtung des 5 Endes isolieren. Dieser
Haplotyp zeigte, bei einem relativen Risiko von 3.1, ein exzessives Vorkommen
mit 11.9 % bei den Patienten gegenuber 4.2 % bei den Kontrollen. Bei
Betrachtung von elterlichen Kontrollen war die Frequenz mit 9.2 % nicht
signifikant erhdht, moéglicherweise bedingt durch Populationsstratifikation. Ein
zweiter neu beschriebener Haplotyp aus vier Mikrosatelliten-Markern,
HAPchina2, Mit Uberlappung des islandischen Risiko-Haplotypen, zeigte
ebenfalls deutlich signifikante Unterschiede bei Resultaten von 11.9 % fur
Patienten respektive 4.0 % fir nicht verwandte Kontrollen und einem relativen
Risiko von 2.2. Dieser Haplotyp war auch hinsichtlich elterlicher Kontrollen
signifikant, das relative Risiko betrug hier 2.0. Ein weiterer Haplotyp, HAPchina 3,
war aus vier Mikrosatelliten-Markern zusammengesetzt, am 3'Ende des NRG1-
Gens lokalisiert und Uberdeckte zahlreiche Exons. Bei einem relativen Risiko
von 2.0 zeigte auch dieser Haplotyp signifikante Unterschiede in der Frequenz
bei Werten von 23.8 % unter den Patienten und 13.7 % unter den verglichenen,
nichtubertragenen elterlichen Haplotypen. Im Fall-Kontroll-Vergleich bestand

dagegen keine signifikante Haufigkeitsdifferenz (Li et al. 2004).

Studie von lwata et al. an japanischer Population

Iwata et al. fanden an einer japanischen Bevolkerungsgruppe von 515
Kontrollen und 607 Patienten mit bzw. ohne familidre Schizophreniebelastung
bezuglich des sieben Marker Risiko-Haplotypen keine Differenz der
Haufigkeiten zwischen Patienten (4.5 %) und Kontrollen (4.3 %), die geschatzte
OR betrug 1.13. Keiner der sieben Einzelmarker, inklusive des nach Stefansson
in signifikantem Ausmald bei irischen und schottischen Schizophreniepatienten
nachgewiesenen C-Allels von SNP8NRG221533, war mit der Schizophrenie
assoziiert. Es wurden auch ein Haplotyp aus funf Markern des Kern-Risiko-
Haplotypen und im Einklang mit dem Vorgehen von Williams und Kollegen der
minimale Haplotyp aus drei Markern analysiert. Auch dabei konnten keine

signifikanten Unterschiede zwischen jeder der Patientengruppen und den
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Kontrollen gefunden werden. Die Erstbeschreibungen zur Kopplung des NRG1-
Lokus an 8p mit der Krankheit nahmen ihren Ausgang von Studien an
europaischen Populationen. Im Gegensatz dazu erflllte auch in japanischen
Kopplungsstudien kein Lokus auf Chromosom 8 die Kriterien fur Signifikanz

oder einen betrachtlichen Kopplungsnachweis (JSSLG 2003, lwata et al. 2004).

Studie von Thiselton et al. an irischer Population

Thiselton et al. suchten nach geeigneten SNPs und Haplotypen fur Kopplung
als auch Assoziation zur Schizophrenie in einer Stichprobe aus 270 irischen
Familien mit hohem Anteil an schizophrenen Personen. 1425 Individuen waren
fur die Genotypisierung verfugbar und wurden in drei diagnostische Kategorien
eingeteilt. Zugewiesen wurden auch die Diagnosen Schizophrenia simplex,
schizoaffektive und (non)affektive Stérungen sowie psychotische Stérungen,
paranoide und schizoide Personlichkeitsstorungen. Auch bei intensiver Analyse
konnte in der von Stefansson ausgewiesenen Region auf Chromosom 8 kein
vergleichbarer Hinweis auf Kopplung gefunden werden. Im Kontrast zum
Kopplungsnachweis der islandischen Population konnten nur vorbestehende
Befunde zu einem Kopplungssignal etwa 20 cM distal vom NRG1-Gen bestéatigt
werden (Kendler et al. 1996). Lediglich in einem Uber 250 kb in den Kern-
Risiko-Haplotyp hineinreichenden Intervall konnten zwei Regionen mit geringem
LD ausgemacht werden. Zu einer LD-Region gehérten drei SNPs, u.a. auch der
Marker SNP8NRG255133, zu der zweiten vier Mikosatelliten-Marker.

Im Bemuhen um eine Replikation der Ergebnisse von Stefansson wurden die
drei SNPs, welche die minimale, den Kern-Risiko-Haplotyp reprasentierende
Kombination bilden, zwei andere SNPs des erweiterten sieben Marker
Haplotypen und zusatzlich zwei Mikrosatelliten-Marker aus dem Intron 1 von
NRG1 genotypisiert. Die beiden Mikrosatelliten-Marker entsprechen dem von
Corvin et al. beschriebenen HapBie. In den Analysen der acht insgesamt
untersuchten Einzelmarker und von Haplotypen aus Kombinationen der drei
SNPs, die den Kern-Risiko-Haplotyp kennzeichnen, war kein Assoziations-
nachweis erbracht worden. In der Analyse von Haplotypen aus Markern der
beiden schwachen LD-Regionen war Kkeine erhéhte Transmission zu

betroffenen Individuen feststellbar. Die Studie an der irischen Population mit
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hoher Dichte an Schizophrenie detektierte schlussendlich weder eine
Assoziation mit dem Kern-Risiko-Haplotyp noch mit dem von Corvin et al.
gefundenen HapB;. oder einer davon differierenden, bisher nicht publizierten,
Haplotyp-Version (Thiselton et al. 2004).
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Tab.22:Vergleich der Studien aus Tab.4, Seite 30, und 23, Seite 59, nach Design, klinischem
Testverfahren und Signifikanz des Einzelmarkers SNP8NRG221533

Autor

Studiendesign

Klinische
Testverfahren

p-Wert
(SNP8NRG221533)

Stefansson
2002

Kombination aus
Kopplungsanalyse und
Fall-Kontroll- bzw.
familienbasierter
Assoziationsstudie

RDC, SADS-L
inklusive Diagnose
schizoaffektiv und
unspezifische
Psychose

0.0028 im Fall-
Kontroll-Vergleich

Stefansson
2003

Fall-Kontroll-Studie

DSM-III-R, SADS-L.
Schizoaffektive
Patienten nicht klar
ausgeschlossen

0.00064

Yang

familienbasierte Studie

ICD-10. Strikte
Beschrankung auf
schizophrene Patienten
fraglich

0.00420

Williams

Fall-Kontroll-Studie

DSM-IIl, SCAN oder
PSE. Kaukasische
Probanden mit oder ohne
familiarer Schizophrenie-
belastung; bei

Kontrollen psychiatrische
Stoérung maoglich, aber
keine Medikation

keine Angabe

Corvin

Fall-Kontroll-Studie

DSM-IV, SCID. Bei
Kontrollen psychiatrische
Stérung mdoglich, aber
keine regelmaiige
Medikation

0.724

Tang

Fall-Kontroll-Studie

DSM-III-R. Strikte
Beschrankung auf
schizophrene Patienten
fraglich

nicht untersucht

Zhao

Fall-Kontroll- und
familienbasierte Studie

DSM-III-R. Sicher
schizophrene Patienten

0.56 im Fall-Kontroll-
Vergleich,
0.18 bei Trios

Li

Fall-Kontroll- und
familienbasierte Studie

DSM-IIl und IV, SCID.
Strikte Beschréankung auf
schizophrene Patienten
fraglich

0.22 im Fall-Kontroll-
Vergleich

Iwata

Fall-Kontroll-Studie

DSM-IV. Strikte
Beschrankung auf
schizophrene Patienten
fraglich

0.42

Thiselton

Kombination aus
Kopplungs- und
Assoziationsanalyse,
Familien mit hohem
Anteil an Schizophrenie

Keine Angabe zum
Testverfahren, aber
schizoaffektive und
(non)affektive Stérungen
sowie psychotische und
Personlichkeitsstorungen
einbezogen

entsprechend drei
diagnostischen
Kategorien variierende
Werte flr
Einzelmarker
0.548-0.833 bzw. flr
Haplotypen 0.53-0.55

RDC = Research Diagnostic Criteria; SADS-L = Lifetime version of Schizophrenia and Affective
Disorders Schedule; SCAN = Schedules for the clinical Assessment in Neuropsychiatry; PSE =
The measurement and Classification of Psychiatric lllness
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Tab.23:Vergleich der Marker der zitierten Studien mit Referenz zu dem Risiko-Haplotyp nach
Stefansson. Autorenbezeichnung: Sf = Stefansson, Wi = Williams, Co = Corvin, Ta =
Tang, Zh = Zhao, Li = Li, lw = lwata, Th = Thiselton, Ya = Yang (Markierungshinweise s.

Seite 60)

Marker Sf | Wi | Co | Ta | Zh Li Iw | Th | Ya
rs3924999 - - - - - - - - X
rs2954041 - - - - - - - - X
SNP8NRG221533 o*+ o*+ o*+ - o+ o*+ o*+ o*+ o*+
SNP8BNRG85307DEL25 | eX - - - - - - - -
SNP8NRG103492 oX - - - - - - - -
SNP8NRG221132 o* - - - - - - - -
SNP8NRG241930 ¥ - o* - o o o* o* -
SNP8NRG243177 ¥ - o* - o o o o _
SNP8NRG249130 - - - - - - - X -
SNP8NRG433E1006 o* - - - - - - - -
SNP8NRG444511 e X - - - - - - - -
SNP8NRG449280 o X - - - - - - - -
SNP8NRG1575566 o X - - - - - - - -
478B14-428 - - - - - - - X -
478B14-848 oF+ | o*+ | e*+ | e*+R3| e*+ | e*+ | e*+ | e*+ _
420M9-1395 o*+ o*+ | o*+ire | *+R3 | o*+ | e*+C2 | e*+ o*+ -
478B14-642 X - X | xr2 | - |xc2| - R -
487-2 X - X X R3 - X c2 - - -
420M9-1 - - X - - X - _ -
420M9-116112 - - X - - - - X -
420M9-3663 - - - X R3 - - - - -
450K14-72458 - - X - - - - - -
473C15-439 - - X X - X - ] _
473C15-533 - - X - - - - - -
72H22-1 - - X X - X - - -
72H22-36 - - X - - - - - -
29H12-1 - - X - - x| - ] -
29H12-7320 - - X X R2 - - - - -
20H12-121121 % - X |exRr2| - oX - - _
TSCO0707270 X - - - - - - -
TSC0707290 X - - - - - - -
D8S1810 X - eXire | X R3 - |exc2 - X -
D8S1711 - - X X R2 - X C1 - - -
D8S1769 - - - X - X - - -
D8S1770 - - X X - X - i _
317J8-1 = - - - - | xe3 | - - -
317J8-2 - - - - - | xes | - ] -
317J38-2123 - - - - - X C3 - - -
317J8-4858 - - - - - | xe3 | - ] -
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Tabelle 23 schwarze Markierungen

Marker der 3 Risiko-Haplotypen nach Stefansson

Marker zur Festlegung des 7 Marker Kern-Risiko-Haplotypen

Marker des minimalen Haplotypen aus 1 SNP und 2 Mikrosatelliten-

" Markern zur Definition des Kern-Risiko-Haplotypen
X Marker verwendet aul3erhalb des 7 Marker-Risiko-Haplotypen
Tabelle 23 blaue Markierungen

o %4 Marker inkludiert in Haplotyp-Kombinationen des Kern-Risiko-
Haplotypen mit Signifikanznachweis
Marker inkludiert in Haplotypen mit Signifikanznachweis,

X bericksichtigt sind nur Marker auRerhalb des Kern-Risiko-
Haplotypen oder von Haplotypen in anderen Studien

C1-3 Marker der HAP China 1-3 nach Li et al.

R1-3 Marker der Haplotypen aus Mikrosatelliten-Regionen 1-3 nach
Tang et al.

ire Marker des HapBire nach Corvin et al.
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4.2.2 Vergleich der Ergebnisse der untersuchten Einzelmarker und
Haplotypen mit der primaren Referenzstudie

Fur eine Gegeniberstellung der Ergebnisse zu allen drei in dieser Arbeit
untersuchten Markern lasst sich nur die Studie von Yang et al. heranziehen. Die
familienbasierte Assoziationsanalyse an einer chinesischen Population bezog
nach ICD-10-Kriterien klassifizierte Patienten neben elterlichen Kontrollen ein.
Von den Patienten waren bei einem mittleren Alter von 29 Jahren 138 (56 %)
mannlichen und 108 (44 %) weiblichen Geschlechts. Alle drei SNPs standen im
Kopplungsungleichgewicht. Hochsignifikante Werte konnten in der Allel-
Ubertragung fur jeden einzelnen Marker (Tabelle 24), im globalen Test fur die
Haplotyp-Transmission (y? = 46.068, df = 7, p = 0.000001) sowie fiir die
geschatzten Haplotyp-Frequenzen, mit Ausnahme der Kombinationen TAT,
CGG und TGG, ermittelt werden.

Tab.24: Transmission Disequilibrium Test fur jeden Marker nach der Studie von Yang et al 2003

Marker Allele v p-Wert
rs3924999 ﬁ 9.0905 0.002584
rs2954041 g; 22.0458 0.0003103
SNPSNRG221533 $ 8.2 0.004202

Der Marker rs2954041 zeigte in der Population dieser Arbeit nur ein aul3erst
seltenes Vorkommen des T-Allels und der Genotyp T/T liel3 sich im Gegensatz
zu der von Yang et al untersuchten Population nicht finden (s. Tabelle 13, Seite
44). Zu dem Marker rs3924999 wurden von Yang et al. die Allele G und A statt
der komplementéaren und damit vergleichbaren C/T-Kombination untersucht.
Wahrend in dieser Studie das C-Allel haufiger vertreten war (63.5 %), Uberwog
in der chinesischen Population von Yang et al. das T- bzw. A-Allel (67 %). Auch
bei dem SNP8NRG221533 war die Allelverteilung in beiden Studien genau
umgekehrt. Entsprechend fielen auch die Genotypverteilungen in den beiden
Studien unterschiedlich aus. Samtliche angesprochenen Allel- und Genotyp-

frequenzen sind aus den Tabellen 25 und 26, Seite 62, ersichtlich.
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Tab.25:Genotypverteilungen und Allel-Frequenzen fiir jeden der SNPs nach der Studie von
Yang et al 2003 (Werte in Klammern = prozentualer Anteil von n)

Marker Genotypverteilungen Allel-Frequenzen
rs3924999 GIG(CIC)| G/A (CIT)| A/IA (T/T) G (C) A (T)
Eltern 33(6.7) | 243 (49.4) | 216 (43.9) 1309 (31.4) | 675 (68.6)
Patienten 26 (10.6) | 126 (51.2) | 94 (38.2) [178 (36.2) | 314 (63.8)
Gesamt 59 (8.0) | 369 (50.0) | 310 (42.0) 487 (33.0) | 989 (67.0)
rs2954041 T/T GIT GIG T G
Eltern 64 (13.0) | 262 (53.3) | 166 (33.7) | 390 (39.6) | 594 (60.4)
Patienten 51(20.7) | 131 (53.3) | 64 (26.0) | 233 (47.4) | 259 (52.6)
Gesamt 115(15.6) | 393 (53.3) | 230 (31.1) | 623 (42.2) | 853 (57.8)
SNP8NRG221533 C/C CIT T/T C T
Eltern 205(41.7) | 205 (41.7) | 82 (16.6) | 615 (62.5) | 369 (37.5)
Patienten 113(45.9) | 102 (41.5) | 31 (12.6) | 328 (66.6) | 164 (33.4)
Gesamt 318(43.1) | 307 (41.6) | 113 (15.3) | 943 (63.9) | 533 (36.1)

Tab.26: Genotypverteilungen und Allel-Frequenzen fiir jeden der SNPs nach der vorliegenden
Studie (Werte in Klammern = prozentualer Anteil von n)

Marker Genotypverteilungen Allel-Frequenzen
rs3924999 C/iC CIT T/T C T
Kontrollen 146(39,8) | 174 (47.4) | 47 (12.8) | 466 (63.5) | 268 (36.5)
Patienten 161(44.1) | 142 (38.9) | 62 (17.0) | 464 (63.6) | 266 (36.4)
Gesamt 307(41.9) | 316 (43.2) | 109 (14.9) | 930 (63.5) | 534 (36.5)
rs2954041 T/T GIT GIG T G
Kontrollen 0 7(1.9) |353(98.1)| 7(1.0 713 (99)
Patienten 0 8(23) |[347(97.7)| 8(1.1) |702(98.9)
Gesamt 0 15(2.1) | 700(97.9) | 15(1.0) | 1415(99)
SNP8NRG221533 C/IC CIT T/T C T
Kontrollen 46 (12.8) | 166 (46.4) | 146 (40.8) | 258 (36.0) | 458 (64.0)
Patienten 46 (12.7) | 165 (45.7) | 150 (41.6) | 257 (35.6) | 465 (64.4)
Gesamt 92 (12.8) | 331 (46.0) | 296 (41.2) | 515 (35.8) | 923 (64.2)

Eine komplette Haplotypanalyse, wie von Yang et al.

vorgenommen, war in

dieser Arbeit bei Einschrdnkung der Berechnungen auf die beiden Marker
rs3924999 und SNP8BNRG221533 nicht mdglich. Dennoch ist bemerkenswert,

dass Yang et al. im Gegensatz zu den eigenen Resultaten nicht nur fur die drei

Einzelmarker,

sondern auch

in der

signifikante Ergebnisse erhoben haben.
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Fur die beschriebenen Differenzen in den Resultaten kommen vielfaltige
Erklarungsmaglichkeiten in Betracht. Der auffalligste Unterschied der beiden
Studien ist die Zusammensetzung der Populationen. Wahrend Yang et al. ein
chinesisches Kollektiv untersuchten, wurden in dieser Studie ausschlief3lich
kaukasische bzw. deutsche Probanden herangezogen. Da die in dieser Arbeit
untersuchte Stichprobe grél3er ist als die von Yang et al. kommt eine zu geringe
Stichprobengrdl3e als Ursache eher nicht in Frage.

Eine weitere Ursache fur die unterschiedlichen Ergebnisse kénnte im
Studiendesign liegen, da hier eine Fall-Kontroll-Studie verwendet wurde im
Gegensatz zur familienbasierten Studie von Yang et al.. Die Varianz in der
prozentualen Geschlechterverteilung bei beiden Gruppen und im mittleren Alter
der Patienten (vgl. mit Tabelle 5, Seite 33) diurften ebenso wie die der klinischen
Tests zur Diagnoseerhebung (ICD-10 und DSM-IV, s. Tabellen 1, Seite 3 und
22, Seite 58) demgegeniber von eher untergeordneter Bedeutung sein.
Waéhrend in der vorliegenden Studie nur rein schizophrene Patienten untersucht
wurden, ist allerdings nicht auszuschlieRen, dass Yang et al. eventuell auch
schizoaffektive Patienten oder Patienten mit anderen Diagnosen aus dem
schizophrenen Formenkreis mit aufgenommen haben. Die in dieser Arbeit
erhobenen negativen Assoziationsresultate fur Haplotypen koénnten auch
dadurch mitbedingt sein, dass die Marker rs3924999 und SNP8NRG221533

untereinander nicht im Kopplungsungleichgewicht stehen.

Insbesondere in Bezug auf den SNP rs3924999 ware die erfolgreiche
Replikation einer Assoziation zur Schizophrenie interessant gewesen. Dieser
SNP fuhrt wie zuvor erlautert zu einem Aminosaurenaustausch. Ob damit eine
eindeutig pathogenetisch relevante Auswirkung auf Proteinniveau verbunden
ist, bleibt jedoch zu klaren. Fur die beiden anderen Marker sind dagegen keine
funktionellen Auswirkungen beschrieben. Der in einem Intron lokalisierte Marker
rs2954041 und der SNP8NRG221533 nahe der Promotorregion am 5 Ende des
NRG1-Gens konnten stille Veranderungen sein. Theoretisch sollten diese
Polymorphismen die Bioaktivitdt des NRG1-Proteins nicht andern kénnen, daftr
bestiinde aber die Mdglichkeit eines quantitativen Einflusses auf die NRG1-

Genexpression. Weiterhin kénnten sie sich im Kopplungsungleichgewicht zu
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einem kausalen Schizophrenielokus befinden. Der Polymorphismus
SNP8NRG221533 konnte daruber hinaus eventuell bei seinem unmittelbaren
lokalisatorischen Bezug zum Promotor tber einen noch nicht identifizierten Weg

dessen regulatorische Funktion auf z.B. die Transkription mit beeinflussen.

4.2.3 AbschlieRende Beurteilung der Ergebnisse der untersuchten

Einzelmarker und Haplotypen im Kontext der Literatur

Der Entdeckung von NRG1 und seiner Verifizierung als Kandidatengen der
Schizophrenie lagen eine Reihe von Kopplungs- und Assoziationsstudien
zugrunde. Durch verschiedenste Marker auf dem NRG1-Gen und die Bildung
eines Haplotypen, der eine signifikante Assoziation mit der Schizophrenie
zeigte, wurde NRG1 schlie3lich als interessantes Kandidatengen ausgewiesen
(Stefansson et al. 2002). Die von der Untersuchergruppe um Levinson
durchgefuhrte Metaanalyse Uber Schizophrenie Genomscans ergab eine
signifikante statistische Unterstlitzung fir Chromosom 8p als einem
Suszeptibilitatslokus der Krankheit. Auch in einer gro3 angelegten Metaanalyse
von Lewis et al. war ein stark signifikanter Kopplungshinweis fur den NRG1-
Lokus 8p zu finden (Levinson et al. 2002, Lewis et al. 2003). Die von
Stefansson et al. gefundene Region mit dem hochsten Logarithm of Odds
(LOD)Score auf dem kurzen Arm von Chromosom 8 lag 10 bis 15 cM néaher
zum Centromer, ein Unterschied, der auf eine geringere Markerdichte bzw.
Unsicherheiten beim Mapping in vorangegangenen Studien zuriickgehen
konnte (Kendler et al. 1996, Stefansson et al. 2002, Straub et al. 2002b).
Chromosom 8 gilt als problematisch im Hinblick auf Sequenzanalysen und
Markerzuordnung bei Deletionen oder Inversion von Polymorphismen (Giglio et
al. 2001, Yu et al. 2002).

Im Uberblick der in den Tabellen 22, Seite 58 und 23, Seite 59, angefiihrten
weiteren Referenzliteratur ist von den drei Markern aus dieser Studie
ausschlief3lich der Polymorphismus SNP8NRG221533 untersucht worden.

Die Studienlage verdeutlicht teilweise signifikante Assoziationsnachweise flr

den Einzelmarker und/oder fr mit diesem konzipierte Haplotypen (Stefansson
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et al. 2002, 2003, Williams et al. 2003, Zhao et al. 2004, s. Tabellen 4, Seite 30
und 22, Seite 58). Andererseits finden sich auch widerspriichliche und negative
Befunde (Corvin et al. 2004, Iwata et al. 2004, Li et al. 2004, Thiselton et al.
2004, Tabellen 4 und 22). Mit Ausnahme der Studien von Iwata et al. und
Thiselton et al. bieten alle in Tabelle 4 wiedergegebenen Arbeiten positive
Assoziationen von Haplotypen uberwiegend unterschiedlicher Zusammen-
setzung und damit Anhaltspunkte, dass das NRG1-Gen als Faktor fur die
Pradisposition eines Individuums zur Schizophrenie in Frage kommt.
Samtlichen zitierten Referenzstudien ist die Aussage gemeinsam, dass kein
individueller Haplotyp oder Einzelmarker den gleichen Grad an Assoziation wie

die Ubergeordneten Haplotypen in den globalen Tests erreicht.
Fur die unterschiedlichen Ergebnisse der Studien, die die Assoziation des
NRG1-Gens mit der Schizophrenie untersuchten, gibt es mehrere

Erklarungsmadglichkeiten:

Ethnische Abstammung

Wie schon oben beschrieben kann die ethnische Abstammung der
Studienpopulationen fir differierende Resultate verantwortlich sein. Die bisher
durchgefuhrten Studien zum NRG1-Gen fanden in verschiedensten
Populationen statt, wie Tabelle 4, Seite 30, zu entnehmen ist. Flr unter-
schiedliche ethnische Gruppen wirden auch differierende assoziierte Haplo-
typen erwartet werden, selbst wenn die potentiellen Risikoallele dieselben
waren. Der Umstand, dass keine ldentifikation des Risiko-Haplotypen nach
Stefansson vor allem in asiatischen Studien gelang, ist wenig Uberraschend, da
nordeuropaische und chinesische Bevdlkerungen seit Tausenden von Jahren
getrennt sind und sich differierende Beziehungen zwischen Risiko-Haplotypen
und zugrundeliegenden pathologischen Varianten entwickelt haben kdnnen.
Das Ausmald an Bestandigkeit von Haplotypen und ihren Blockstrukturen tber
ethnische Gruppen hinweg ist unklar. Faktoren wie genetischer Drift, Selektion,
Mutation und geplante, nicht zufallsgeleitete Paarung kdnnen profunde Effekte
auf die Haplotyp-Strukturen haben (Cardon und Abecasis 2003). Eventuell
existieren dieselben, bis heute nicht identifizierten, die Schizophrenie

verursachenden, genetischen Varianten in europaischen und asiatischen
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Populationen. Denkbar ist auch eine Heterogenitdt der NRG1-Loci mit
mehreren, in Auftreten und Haufigkeit zwischen geographischen Populationen
differierenden, Risikoallelen oder die Assoziation multipler, seltener Allele mit

variierenden Haplotypen.

Diagnoseverfahren und Einschlusskriterien

Auch divergierende Kklinische Testverfahren und Einschlusskriterien bei der
Diagnosestellung kénnen die Assoziationsergebnisse beeinflussen. Wahrend
ICD-10 und DSM-IV hierbei zahlreiche Gemeinsamkeiten zeigen, unterscheiden
sich die anderen in den Referenzstudien angewandten diagnostischen
Methoden deutlicher (s. Tabelle 22, Seite 58).

Im Gegensatz zum Vorgehen in dieser Studie wurden von manchen
Untersuchern auch Probanden mit Erkrankungen des schizophrenen
Spektrums einbezogen. Zu diesen zahlen per definitionem schizoaffektive
Stérungen, schizotype Personlichkeitsstorungen und andere Psychosen,
inklusive psychotische affektive Stérungen. Eine gemeinsame familiar-
genetische Grundlage kann insbesondere fur die Schizophrenie und die
schizoaffektiven Erkrankungen postuliert werden (Maier et al. 1999).
Psychotische Stérungen sind inkludiert in breite diagnostische Kategorien, und
obwohl die diagnostischen Kriterien fur die Schizophrenie mit den aktuellen
Klassifikationssystemen enger definiert worden sind, ist die Ansicht verbreitet,
dass die Krankheit nicht eine einzige Stérung sondern eine Mischung aus
verschiedenen miteinander verwandten Stérungen sein kdnnte (Stefansson et
al. 2004). Die Beschrankung bei der Patientenrekrutierung auf ausschlie3lich an
Schizophrenie leidende Personen konnte im Falle eines nicht divergierenden

genetischen Spektrums dann eine unwesentliche Vorbedingung gewesen sein.

Auch die Wahl der Kontroll-Probanden stellt eine mdgliche Ursache fir
divergierende Ergebnisse dar. So konnte es bei den Kontroll-Probanden
zwischen den einzelnen Studien Unterschiede in Alters- und Geschlechts-
verteilung, Familienanamnese, Verwandtschaftsgrad, ethnischer Zugehorigkeit

usw. geben.
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Studiendesign

Weitere Erklarungsmoglichkeiten fur die variierenden Resultate in den Studien
konnen Populationsstratifikation oder ungenigende Stichprobengrol3e sein.
AulRerdem ist das Studiendesign nicht unerheblich. Fall-Kontroll-Studien haben
im Vergleich zu familienbasierten Studien, die den Transmission Disequilibrium
Test (TDT) heranziehen, mehr statistische Power zur Detektierung von
Assoziationen, da im TDT in der Kontrollgruppe nur Eltern, die heterozygot zu
den in Frage kommenden Loci sind, effektive Informationen bieten. Der TDT
vermeidet dagegen falsch-positive Assoziation durch Populationsstratifikation,
die sich in Fall-Kontroll-Studien auch bei sorgfaltiger Auswahl der
Gruppenteilnehmer als stoérender Faktor nicht ganzlich ausschlie3en lasst. Der
TDT ist auch robuster bei genetischer Heterogenitat und hat eine groR3ere
statistische Macht. Zuséatzlich zur Assoziationsinformation der nicht trans-
mittierten elterlichen Anteile nutzt dieser Testansatz auch die Kopplungs-
information, die in der Segregation der elterlichen Anteile enthalten ist. Eine
Entdeckung von Kopplung gelingt aber nur, wenn eine Assoziation vorhanden
ist. Umgekehrt kann nur bei vorliegender Assoziation ein Kopplungshinweis

gefunden werden.

Auf dem Hintergrund der Problemstellung einer unubersichtlichen
Populationsstruktur in Assoziationsstudien als Folge der Mischung ethnischer,
in der Haufigkeit der Krankheit oder der Markerallele differierender Gruppen,
wurden schlieBlich Analysemethoden mit Familienmitgliedern als ,interne
Kontrollen® popular (Sham und McGuffin 2002). Aber bezuglich der
Fragestellung einer Assoziation mit der Schizophrenie ist die genetische
Ausgangssituation gesunder Kontrollen gegeniber selbst nicht betroffenen
Eltern ungleich. Die Auswertungsverfahren, welche Assoziation unter
Verwendung von Haplotypen untersuchen, besitzen eine groRere statistische
Aussagekraft bei der Feinkartierung als herkdbmmliche Assoziationsstudien. Da
die ermittelten Assoziationen tGberwiegend mit nur geringen Effekten verbunden
sind, lasst sich aber nicht vollstandig erklaren, wie Gberhaupt eine Detektion der
betreffenden Regionen durch Kopplung gelingen konnte. Weitere
Replikationsversuche erfordern demgemaf grol3e Stichproben, die eine héhere

analytische Aussagekraft gewéhrleisten (McGuffin et al. 2003).
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Heterogenitat

Eine weitere Erklarung dafir, dass das NRG1-Gen, einzelne SNPs oder
Haplotypen in manchen Studien mit der Schizophrenie assoziiert sind, wahrend
andere Studien keine Suszeptibilitat von NRG1 zur Schizophrenie nahelegen,
ist die Heterogenitat erstens der Krankheit und zweitens der fur sie
verantwortlichen Gene. Unter optimalen Umstanden erklart eine einzelne
Mutation oder ein einzelner SNP bzw. ein Haplotyp einen grofRen Anteil des
Phanotypen sowie der Klinischen Ausprdgung einer Erkrankung. Solche
Umstande existieren im Falle der Schizophrenie praktisch nicht. Wie in der
Einleitung beschrieben, ist das Krankheitsbild der Schizophrenie sehr hetero-
gen. Dies macht es problematisch, einen bestimmten Genotyp einem
bestimmten Phanotyp zuzuordnen. AufRerdem sind bei dieser Erkrankung

Lokus- und Allel-Heterogenitat tblich.

Da es sich wahrscheinlich um eine nicht nur multifaktorielle sondern auch
polygenetische Krankheit handelt, kénnen bei einigen Patienten die einen und
bei einigen Patienten andere Gene Ursache fir dieselbe Krankheit sein, wenn
man davon ausgeht, dass viele Gene mit einem kleinen Effekt zur Entstehung
beitragen. So kdnnte es also sein, dass in manchen der hier erwahnten Studien
durchaus das NRG1-Gen atiologisch bedeutsam war, wahrend es in anderen
Studien respektive Populationen keine so grof3e Rolle spielte und deshalb nicht
als mit der Schizophrenie assoziiert gefunden wurde.

Genauso kann es nicht nur Unterschiede zwischen einzelnen Genen geben,
sondern auch innerhalb eines Gens konnten mehrere  Loci
krankeitsverursachend sein. Dies wirde auch erklaren, warum einzelne SNPs
oder Haplotypen im NRG1-Gen teilweise positiv und in anderen Studien wieder
negativ getestet wurden.

Aufgrund der Studienlage mit Uberwiegen von positiven Assoziationen, kann
aber davon ausgegangen werden, dass NRG1 oder ein Nachbar-Gen an der
Pathophysiologie der Schizophrenie beteiligt sind. Ein Nachbar-Gen kommt in
Frage, weil es auch mdoglich ist, dass die bisher gefundenen assoziierten SNPs
oder Haplotypen an eine dort lokalisierte, noch nicht identifizierte, letztendlich

pathogenetische bzw. funktionelle Mutation gekoppelt sind. Eine solche
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pathogenetische und/oder funktionelle Variante konnte aber auch im
kodierenden Abschnitt des NRG1-Gens liegen und dann zu einer Verdnderung
von NRG1 auf Proteinebene fiihren. Der Polymorphismus kdnnte zudem im
Intron, Promotor oder sonstwo liegen und Uber die Regulation der Gen-
expression seine krankheitsbeginstigende Wirkung entfalten. Da es sich bei
dem NRG1-Gen um ein sehr grof3es Gen mit zahlreichen Polymorphismen und
verschiedenen LD-Blocks handelt, ist es nicht verwunderlich, dass bei
mehreren potentiellen Varianten die pathogenetische Veranderung noch nicht
gefunden wurde, denn es gibt bei so vielen SNPs natirlich auch ein Vielfaches

an Haplotyp-Madglichkeiten.

4.3 Ausblick auf zuklinftige Untersuchungen

Die vorliegende Arbeit konnte die Ergebnisse der Assoziationsstudie von Yang
et al. bezlglich des NRG1-Gens und der Schizophrenie nicht bestatigen.
Ebenso sind die Ergebnisse anderer Studien, die die Assoziation von NRG1
und Schizophrenie untersucht haben, inkonsistent. Um zu klaren, ob erstens
das NRG1-Gen zur Suszeptibilitat der Schizophrenie beitragt und zweitens wie

es pathophysiologisch wirkt, sind weitere Untersuchungen nétig.

Zunachst einmal wéare es wichtig, Replikationsstudien in noch viel grof3eren
Stichproben durchzufihren. Mdoglicherweise existieren viele gemeinsame
Varianten im NRG1-Gen mit moderaten aber realen Effekten auf das Krank-
heitsrisiko. Studien mit groB3eren Stichprobenumféangen kénnten auch solche
Varianten identifizieren. Dabei sollte aulerdem auf eine exakte und sichere
Diagnose der Patienten geachtet werden. Ferner sollten die Studien in
verschiedenen ethnischen Populationen kontrolliert werden. Vor allem sollten
ausreichend viele Polymorphismen, die samtliche LD-Blocks des NRG1-Gens
abdecken, ausgewahlt werden. Problematisch hierbei wird wiederum die
Heterogenitat des klinischen Bildes der Schizophrenie sein.
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Es findet sich bei zugrundeliegender genetischer Pradisposition keine ubiquitér
nutzbare pathophysiologische Erklarung fur die Vielfalt klinischer
Manifestationen. Kopplungs- und Gen-ldentifikation wurden stets durch die
Verwertung klassischer klinischer Phanotypen erreicht. Die alleinige klinische
Charakterisierung des Phanotyps durch psychopathologische Merkmale ist aber

unzureichend.

Zur Differenzierung konnte die Erfassung von neuropsychologischen und
neurophysiologischen Normabweichungen zur Definition von sogenannten
Endophanotypen einen wesentlichen Fortschritt bieten. Die Identifikation dieser
Vulnerabilitatsmarker konnte bei Personen im Risikoalter im Hinblick auf die
Friherkennung und Fruhintervention bei schizophrenen Stérungen klinisch
bedeutsam werden. Die Endophanotypen sind weiterhin mdoglicherweise
unmittelbarer als die klinischen Phéanotypen Ausdruck bestimmter Genotypen
und konnten sich daher auch besonders fir molekulargenetische

Untersuchungen eignen.

Im Bemihen um das Verstandnis, wie Gene die Schizophrenie beeinflussen
konnen, ist die Untersuchung von Genen auf Assoziation mit der Erkrankung
nur der erste Schritt. So sind sorgfaltige Untersuchungen der Effekte der
assoziierten SNPs und Haplotypen auf Expression und Funktion des
Genproduktes erforderlich. Es muss verstarkt nach der funktionellen bzw.
pathogenetischen Variante im NRG1-Gen oder einem seiner Nachbargene
gesucht werden, um dann mit Hilfe molekularbiologischer Methoden die

pathophysiologischen und kausalen Zusammenhénge zu identifizieren.

Erst wenn dies gelingen sollte, ware bestétigt, dass das NRG1-Gen mit der
Schizophrenie assoziiert ist. Dann stinden auch Mdglichkeiten offen, neue
Medikamente zu entwickeln, die kausal die Schizophrenie therapieren kdnnten.
Im Bereich der Pharmakogenetik wirde dies auch bedeuten, dass Art und
Dosierung der Medikation in Abhangigkeit vom Genotyp der Patienten

individuell angepasst werden kdnnten.
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Mit dem besseren Verstandnis der Pathogenese ist zudem die Hoffnung
verbunden, Praventivmalinahmen gegen den Ausbruch der Schizophrenie
ergreifen zu kdnnen oder eine zuverlassigere Diagnose zu stellen. Dazu mufite
aber auch geklart werden, wie gro3 der Anteil des NRG1-Gens an der
Suszeptibilitdt der Schizophrenie ist. Dies kann nur gelingen, indem die Suche
nach weiteren Suszeptibilitatsgenen konsequent fortgesetzt wird, ferner
Interaktionen zwischen dem NRG1-Gen und der Umwelt sowie anderen Genen

erforscht werden.
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5 Zusammenfassung

Die Schizophrenie ist eine schwerwiegende chronische, psychiatrische Stérung
mit noch weitgehend ungeklarter multifaktorieller Atiologie bei einer
ausgepragten Heritabilitatt und einem Lebenszeiterkrankungsrisiko von
annahernd 1 %. Bei der Suche nach kausalen chromosomalen Loci und Genen
wurden multiple Gene mit jeweils nur geringen Beitrdgen zur Entstehung und
Auspragung der Erkrankung gefunden. Bisher gelang aber noch kein Nachweis
von klar pathogenetischen Mutationen. Eine definitive Bestatigung von
spezifischen Genen als wahre Suszeptibilitditsgene fir die Schizophrenie
konnte das pathogenetische Verstandnis verbessern und den Fortschritt in der

gezielten Entwicklung neuer Medikamente unterstttzen.

NRGL1 ist ein Kandidatengen auf Chromosom 8p, das sowohl in Kopplungs- als
auch Assoziationsstudien als Risikogen fur die Schizophrenie identifiziert
wurde. Das Neuregulinsystem partizipiert an der Regulation von Proliferation,
Migration und Differenzierung von Neuronen und Glia. Damit verbunden ist eine
zentrale Rolle in der neuronalen Entwicklung und der Regulation synaptischer
Plastizitdit sowie in der Antwort oder Adaptation des Gehirns auf Umwelt-
einflisse. Die Umwelt beeinflusst das Gehirn durch individuelle Erfahrungen,
auf die eine Antwort des zentralen Nervensystems durch synaptische
Remodellierung erfolgt, die wiederum durch NRG1 reguliert wird. Darlber-
hinaus beeinflusst NRG1 multiple Neurotransmitter-Systeme. So greift NRG1 in
die Regulation von Neurotransmitter-Rezeptoren (NMDA-, GABA-, neuronalen
nikotinergen Acetylcholin-Rezeptoren) und anderen neuronalen lonenkanélen
ein. Defizite in der NRG1-Expression und/oder -Funktion kdnnen aul3erdem
Uber Alterationen der hormonellen Regulation die Krankheitsentwicklung
madglicherweise begulnstigen. Es ist noch nicht vollstadndig geklart, wie NRG1
zur Suszeptibilitat der Schizophrenie beitragt.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Fall-Kontroll-Assoziationsstudie zur
Untersuchung der Beziehung zwischen drei Markern des NRG1-Gens und der
Schizophrenie an 367 deutschen schizophrenen Patienten und 366 deutschen

gesunden Kontrollprobanden durchgefuhrt.
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Die drei SNPs (rs3924999, rs2954041, SNP8NRG221533) wurden von Yang et
al. in einer familienbasierten Assoziationsstudie als mit der Schizophrenie
signifikant assoziiert beschrieben. Da es sich um ein chinesisches Kollektiv
handelte, sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob sich die Ergebnisse in

einem deutschen Kollektiv replizieren lassen.

Weder bei der Untersuchung von Allel- und Genotypfrequenzen noch bei der
Analyse der Haufigkeiten von Haplotypen konnte in der deutschen Population

eine Assoziation mit der Schizophrenie ermittelt werden.

Die naheliegendste Erklarung fur die Unterschiede zwischen den Ergebnissen
dieser Arbeit und denen von Yang et al. ist die, dass es in der chinesischen
Population andere Risikoallele gibt als in der deutschen. Eine weitere Ursache
konnte das unterschiedliche Testverfahren sein, da hier eine Studie mit nicht
verwandten Kontrollprobanden gegenudber der Studie von Yang et al. mit
elterlichen Kontrollen durchgefiihrt wurde. Trotz einer sehr sorgfaltigen Auswahl
sowohl des Patienten- als auch des Kontrollkollektivs mit klar definierten Ein-
und Ausschlusskriterien in dieser Studie kodnnten auch diagnostische
Unterschiede verantwortlich sein. Sowohl die Heterogenitat der Krankheit als
auch die Heterogenitat der sie moglicherweise verursachenden Gene sind

weitere Griinde fur differierende Resultate.

Die vorliegende Arbeit konnte eine positive Assoziation von NRG1 und der
Schizophrenie nicht bestatigen. Ob NRG1 zur Suszeptibilitdt der Schizophrenie
beitragt, muss in weiteren unabhéngigen Studien untersucht werden, wobei auf
strenge diagnostische Kriterien, grof3e Stichproben in verschiedenen
ethnischen Populationen und eine das Gen abdeckende Anzahl an Poly-
morphismen geachtet werden sollte. Ferner bedarf es auch der Erweiterung des
Spektrums an molekularbiologischen Techniken, um den Nachweis einer patho-
genen Mutation filhren bzw. den pathophysiologischen Zusammenhang

zwischen NRG1 und der Schizophrenie entschlisseln zu kénnen.
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6  Abklrzungen und Fachbegriffe

Abklrzung Erklarung

A Adenin/Adenosin

Abb. Abbildung

AKT1 v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1

ARA Acetylcholin Receptor Inducing Activity

Arg Arginin

bp Basenpaare

C Cytosin

Cl Confidence Interval

CRD Cysteine Rich Domain des NRG1-Proteins

COMT Catechol-O-Methyltransferase

cM Centimorgan

C-Terminus Carboxy-Ende

D’ Maf3 fl'_Jr (_jas Disequilipriqm (KopplungsungIeichgewicht_), Wert fur die
Assoziation der am haufigsten vorkommenden Allele eines Genorts

DAAO D-Aminoséure Oxidase

DNA Desoxyribonukleinsaure

DRD2 Dopamin 2-Rezeptor

DRD3 Dopamin 3-Rezeptor

DSM-IV Diagnostic.a_md Statistical 'Manual of _I\/Iental Disqrders
(Fourth Edition) der American Psychiatric Association

DTNBP1 Dysbindin

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGF Epidermal Growth Factor

EM Expectation Maximization Algorithm

ErbB Virales Onkogen Homolog (v-Erb-B) als Form eines im Vogel (avian)
Erythroblastose Virus gefundenen Gens

Fa. Firma

G Guanin/Guanosin

GABA Gamma Aminobutterséure

gap genetic analysis package

GGF Glial Growth Factor

Gln Glutamin

GRIA4 a—amir_10—3—hydroxy-5—methyI—4-isoxazo|epropionic acid (AMPA)-Receptor
subunit GluR4

HCI Salzsaure

3-HPA 3-Hydroxypicolinsaure

HRG Heregulin

5-HT 5-Hydroxy-Tryptamin (Serotonin)

HTR4 Human Serotonin 4 Receptor
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International Classification of Diseases, Klassifikationssystem fir

ICD-10 Krankheiten der Weltgesundheitsorganistion
ID Identifikation bei Single Nukleotid Polymorphismen
Ig like Immunglobulin ahnlich
kb Kilobasenpaare
kD Kilo-Dalton, Malf3 fir Molekulargewicht

N Knock Out Mause mit gezielten Mutationen bzgl. bestimmter Gen- und
KO-Méause ) .

Proteinfunktionen

LD Linkage Disequilibrium, Kopplungsungleichgewicht
LHRH Luteinizing Hormone-Releasing Hormone
LOD Score Logarithm of Odds Score
MASS ARRAY Mass Array Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight

MALDI-TOFSystem

System

Mb Megabasen

mi Milliliter

mmol Millimol

min Minute

m-RNA Messenger(Boten-)Ribonukleinsaure

n Probandenzahl

NCBI National Center for Biotechnology Information

ng Nanogramm

nl Nanoliter

ns Nanosekunde

NDF Neu Differentiation Factor

Notch 4 Notch Homolog 4 (Drosophila)

NRG Neuregulin

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

nmol Nanomol

N-Terminus Amino-Ende

OR Odds Ratio

p(Chromosom) petit, kurzer Arm eines Chromosoms

p Signifikanz, p-Wert, probability

PANSS Positiv- und Negativ-Syndrom Skala

PCP Phencyclidin

PCR Polymerasekettenreaktion

pH Wasserstoff-lonenkonzentration

PPI Prepulse Inhibition

PPP3CC Protein' Phqsphgtase 3-Gen, welches die Calcineurin y katalytische
Untereinheit kodiert

Primer DNA-Oligonukleotid

PRODH Prolin Dehydrogenase

PSD Postsynaptische Dichte
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PSE The measurement and Classification of Psychiatric lllness

g(Chromosom) queue, langer Arm eines Chromosoms

RDC Resarch Diagnostic Criteria

RGS4 Regulator of Guanin-Nukleotid Bindungsprotein (G-Protein)-Signaling-4

RNA Ribonukleinséure

rpm rounds per minute, Umdrehungen pro Minute

S Sekunde

SADS-L Lifetime version of Schizophrenia and Affective Disorders Schedule

SAP Shrimp Alkaline Phosphatase

SCAN Schedules for the clinical Assessment in Neuropsychiatry

SMDF Sensory and Motor Neuron Derived Factor

SKID | Strukturiertes Klinisches Interview fir DSM-IV Achse |

SKID 1l Strukturiertes Klinisches Interview fir DSM-1V Achse Il

SNP Einzel (Single) Nukleotid-Polymorphismus

T Thymidin

Tab. Tabelle

Tag Thermus aqugticus, Bakterium, aus dem die Isolation der Tag-
Polymerase fir das PCR-Verfahren erfolgt

TDT Transmission Disequilibrium Test

™ Transmembran

TRAR4 Trace Amine Receptor 4

TE Tris-Ethylendiamintetraacetat Puffer

ZDHHCS8 Zinc finger, DHHC domain containing 8

ZNS Zentrales Nervensystem

°C Grad Celcius

ul Mikroliter

us Mikrosekunde
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