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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Der starke Einfluss genetischer Faktoren auf die Atiologie der Schizophrenie gilt
heute als unbestritten. In der vorliegenden Arbeit wurden an einer Fall- Kontroll-
Stichprobe im  Zuge eines Hochdurchsatzgenotypisierungsprojektes 11
Polymorphismen im Serotonin- 2A- Rezeptorgen (HTR2A) auf einen Zusammenhang
mit der Erkrankung untersucht. Dieser Rezeptor, der in verschiedenen, auch fir die
Schizophrenie relevanten Regionen des humanen Gehirns in hoher Dichte exprimiert
wird, dient als Zielrezeptor fur atypische Antipsychotika. Des Weiteren (ben
Serotonin und seine Rezeptoren einen bedeutenden Einfluss auf kognitive Prozesse
aus, die bei schizophrenen Patienten defizitdr ausgepragt sind. Somit scheint HTR2A
ein vielversprechendes Kandidatengen fur die Erkrankung darzustellen.

Bisher wurden zahlreiche Studien mit variablen StichprobengréZen und
verschiedener Ethnizitdat zu Polymorphismen in dem hier beschriebenen Gen
publiziert. Die dabei erzielten Ergebnisse sind nicht konsistent, eine Replikation
positiver Befunde ist bisher nur sehr selten gelungen, so dass eine Assoziation des
HTR2A- Gens mit der Erkrankung als nicht gesichert gilt.

Auch die vorliegende Arbeit zeigte keinen positiven Zusammenhang des HTR2A-
Gens mit der Schizophrenie. Weder bei der Untersuchung von Allel- und
Genotypfrequenzen noch bei der Analyse der Haufigkeiten von Haplotypen konnte in
der hier untersuchten deutschen Population aus 1325 gesunden Kontrollpersonen
und 513 schizophrenen Patienten eine signifikante Assoziation (p<0,05) mit der
Schizophrenie ermittelt werden.

Ursachen fur diese Inkonsistenz der bisherigen Befunde konnten in den
unterschiedlichen Stichprobengrofien, der ethnischen Herkunft, den
Rekrutierungskriterien fur die Patienten- und Kontrollgruppen, aber auch in einer
genetischen und phéanotypischen Heterogenitéat der Erkrankung zu finden sein. Nicht
zuletzt kénnte das Serotonin- 2A- Rezeptorgen nicht mit der Erkrankung an sich
assoziiert sein, sondern nur mit einem Teilaspekt, wie bestimmten kognitiven
Funktionen oder dem Ansprechen auf verschiedene Neuroleptika.

Ob HTR2A einen Beitrag zur Suszeptibilitat der Erkrankung leistet, kann hier nicht

abschlieBend geklart werden und sollte in weiteren Studien mit grof3en



Individuenzahlen und strengen Rekrutierungskriterien anhand einer ausreichenden

Anzahl an sorgfaltig ausgewahlten Markern im Gen untersucht werden.

Nach bestatigter Assoziation eines Gens mit einer Erkrankung stellt sich die Frage
nach der Funktionalitdit. Es muss geklart werden, wie ein Genprodukt die
Suszeptibilitat fur eine Erkrankung beeinflusst. Dazu wurde in dieser Arbeit eine neue
Methode zur Untersuchung quantitativer Genexpression (QGE) mittels kompetitiver
PCR und anschlieBender Messung im MALDI- TOF Massenspektrometer an einem
bereits bestehenden humanen Genset getestet.

Anhand der Erfahrungen aus der vorliegenden Arbeit scheint die QGE-Technik nach
sorgfaltiger Auswahl der zu untersuchenden Gene und des Startmaterials eine

vielversprechende Alternative zur haufig verwendeten real time PCR zu sein.
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2 Einleitung

2.1 Definition der Schizophrenie

Die Schizophrenie ist eine schwerwiegende psychische Erkrankung, die den
endogenen Psychosen zugeordnet wird. Charakteristisch sind psychopathologische
Auffalligkeiten des Denkens, der Wahrnehmung und der Affektivitat. Im akuten
Schub bestehen meist eine erheblich verzerrte Realitdtswahrmehmung und
-bewertung mit Wahnsymptomatik und psychomotorischen Defiziten (Arolt et al.,
2007).

2.2 Historische Aspekte der Schizophrenie

Das komplexe und phénotypisch sehr heterogene Erscheinungsbild der
Schizophrenie ist schon seit mehreren Jahrhunderten bekannt und wurde von Emil
Kraepelin zun&chst 1896 in Hinblick auf den ungtinstigen Verlauf der Erkrankung
unter der Bezeichnung Dementia praecox  (frihzeitige  Verbl6dung)
zusammengefasst. Kraepelin sah die Erkrankung vorrangig als eine
Gesamtveranderung der Personlichkeit, in der die Willensfunktionen des Erkrankten
fortschreitend immer umfassender beeintrachtigt werden (Kraepelin, 1896).

Eugen Bleuler  fuhrte 1911  erstmals den Begriff ~ Schizophrenie
(Bewusstseinsspaltung) ein (Bleuler, 1911), wobei er bei dem Krankheitshild
zwischen Grundsymptomen und akzessorischen Symptomen unterschied.
Grundsymptome sind nach Bleulers Verstandnis grundsatzlich anzutreffen, wenn die
Erkrankung eine bestimmte Auspragung erreicht hat, wahrend akzessorische
Symptome nicht bei jedem Erkrankten und auch bei anderen psychischen Stérungen
auftreten konnen. Aullerdem teilte er die bei der Schizophrenie auftretenden
Charakteristika in primare und sekundare Symptome ein. Dabei sah er in priméren
Symptomen solche, die eine direkte Folge des Krankheitsprozesses darstellen, wie
zum Beispiel die Lockerung der Assoziation und die Disposition zu Halluzinationen.
Sekundare Symptome wie Affektstorungen und Storungen des Gedachtnisses,

wertete er dagegen als eine Folge der primaren Symptome (Bleuer, 1911).
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In der Mitte des 20. Jahrhunderts konzipierte Kurt Schneider die Lehre von den
Symptomen ersten und zweiten Ranges. Diese Einteilung war ein erster Versuch, die
bei der Schizophrenie auftretenden Storungen nach ihrer Gewichtung fur eine
Diagnose Zu operationalisieren. Gedankeneingebung oder -entzug,
Wahnwahrnehmungen und andere Beeinflussungserlebnisse zéhlte Schneider zu
den primaren Affektverdnderungen, Wahneinfalle und Halluzinationen zu den

sekundaren Symptomen (Schneider, 1957).

2.3 Klassifikation schizophrener Psychosen

Konzepte der Schizophrenie nach modernen Klassifikationssystemen wie ICD 10
(International Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems 10)
und DSM- IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders V) basieren
vorwiegend auf dem Ansatz von Kraepelin. Heute wird in erster Naherung zwischen
positiven und negativen Symptomen unterschieden (Andreasen und Olsen, 1982).
Positive Symptome, wie zum Beispiel Wahn und Halluzinationen, sind hierbei als
Eigenschaften zu verstehen, die bei Schizophrenen auftreten, bei Gesunden
hingegen nicht. Im Gegensatz hierzu werden Verhaltensweisen, die bei
Schizophrenen im Vergleich zu Gesunden defizitdr ausgepragt sind, der
Negativsymptomatik zugeordnet, wie zum Beispiel Affektverflachung und
Aufmerksamkeitsstorungen (Rothenhausler und Taschner, 2007).

Sowohl DSM- |V als auch ICD 10 verlangen fir die Diagnosestellung die Erfullung
einer Mindestanzahl an definierten diagnostischen Kriterien. Das Vorhandensein
eines Einzelsymptoms genugt nicht fiir eine Diagnose. Die von der WHO entwickelte
ICD 10 teilt die Schizophrenie in sieben Subtypen ein, wéahrend das von der
American Psychiatric Association konzipierte DSM- |V funf Haupttypen der
Erkrankung unterscheidet (Tabelle 2-1, S. 8).

10
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Tabelle 2-1:Klassifikation schizophrener Erkrankungen (nach Mddteal., 2005)

ICD 10 DSM IV
Paranoide Schizophrenie (F20.0) Paranoider Typ (295.30)
Hebephrene Schizophrenie (F20.1) Desorganisierter Typ (295.10)
Katatone Schizophrenie (F20.2) Katatoner Typ (295.20)
Undifferenzierte Schizophrenie (F20.3) Undifferenzierter Typ (295.90)
Postschizophrene Depression (F20.4)
Schizophrenes Residuum (F20.5) Residualer Typ (295.60)
Schizophrenia simplex (F20.6)

Diese beiden Systeme unterscheiden sich in der Dauer der geforderten
schizophrenen Symptome. So wird zum Beispiel nach ICD 10 die Dauer eines
psychotischen Zustandes von einem Monat fiur die Diagnosestellung postuliert,

wahrend bei DSM- IV ein Vorhandensein von sechs Monaten erforderlich ist.

2.4 Epidemiologie

Die Distribution einer Erkrankung in der Bevodlkerung wird generell durch zwei
Kennzahlen angegeben. Mit der Inzidenzrate werden die Neuerkrankungen in einer
Population innerhalb einer bestimmten Zeitspanne ausgedrickt, wahrend die
Pravalenz den Anteil an Menschen in einer Gemeinschaft erfasst, die zu einem
bestimmten Zeitpunkt oder Zeitraum von einer Erkrankung betroffen sind, ganz
gleich, ob es sich um Neuerkrankungen oder bereits bestehende Falle handelt. Die
Schatzungen zur Lebenszeitpravalenz der Schizophrenie umfassen einen Bereich
von 0,3% bis 2% mit einem Mittelwert von etwa 0,7% (Saha et al., 2005). Eine
Metaanalyse Uber eine groRe Anzahl an Studien zur Inzidenzrate aus einer
Zeitspanne von 46 Jahren ergab eine mittlere jahrliche Inzidenzrate von 0,02%
(McGrath et al., 2004).

Lange wurde eine gleiche Verteilung der Erkrankung bei beiden Geschlechtern
angenommen (Jablensky und Cole, 1997), jedoch konnten zwei aktuellere
Metaanalysen zeigen, dass Manner ein 1,4fach hoheres Risiko tragen, an
Schizophrenie zu erkranken als Frauen (Aleman et al., 2003; McGrath et al., 2004).
Zwischen verschiedenen geographischen, ethnischen und soziokulturellen
Kollektiven gibt es aber kaum Unterschiede (Saha et al., 2006; Tsuang and Tohen,

2002). In den genannten Metaanalysen konnte auch die Hypothese bestatigt werden,

11
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dass eine urbane Herkunft signifikant mit einem groReren Erkrankungsrisiko
verbunden ist. Die Kausalitat dieses Befundes konnte jedoch noch nicht
abschlieBend geklart werden. So wéare es zum Einen mdoglich, dass sich eine
stadtische Abstammung mit ihren Einflissen direkt auf die Suszeptibilitat fur
Schizophrenie auswirkt (breeder hypothesis), zum anderen kdnnten aber auch
Schizophrene ein urbanes Umfeld vorziehen (selection hypothesis) (Tandon et al.,
2008).

Die Erstmanifestation erfolgt bei einem Grof3teil der Patienten vor dem 30.
Lebensjahr, wobei das durchschnittliche Pradilektionsalter bei Frauen mit 26 um flnf
Jahre hoher als bei Mannern liegt (Jablensky und Cole, 1997). Ursachen hierflr
konnten neben subtypologischen und psychosozialen Faktoren auch neurohumorale
intersexuelle Differenzen, wie zum Beispiel eine protektive Wirkung des Ostrogens
sein (Hafner, 1995). Auch Spéat- oder Altschizophrenien, bei denen die
Erstmanifestation nach dem 40. oder 60. Lebensjahr auftritt, sind zu beobachten.
Von schizophrenen Psychosen sind Personen mit niedrigen Bildungsabschliissen
und niedriger sozio6konomischer Schichtzugehorigkeit besonders haufig betroffen
(Crow, 2007; McClellan et al., 2007; Sullivan et al., 2003). Diesem Phanomen liegt
kein gehauftes Auftreten der Erkrankung in niedrigen soziodkonomischen Schichten
zu Grunde, sondern vielmehr eine bereits im frihen Erkrankungsstadium auftretende
Beeintrachtigung der sozialen Kompetenzen und ein damit verbundenes Abgleiten in
tiefere soziale Schichten (Drift- Hypothese). Dieses Abgleiten hat nicht nur
individuell, sondern auch 6konomisch weitreichende Konsequenzen. Nur 15% der
Erkrankten sind in der Lage, auf dem primaren Arbeitsmarkt einer l&ngerfristigen
Beschaftigung nachzugehen, nur 30% leben in einer festen partnerschaftlichen
Beziehung (Falkai und Maier, 2006).

2.5 Krankheitsverlauf

Bereits Jahre vor Beginn der ersten schizophrenen Episode finden sich bei etwa
einem Drittel der spateren Patienten charakteristische prodromale Symptome. Hierzu
gehoren depressive Verstimmtheit, Unruhe, Gespanntheit und eine Minderung der
Leistungsfahigkeit (Marneros et al., 1991). Nur bei etwa einem Drittel verlauft die
Erkrankung nach Ausbruch der ersten psychotischen Episode eher chronisch,

haufiger ist ein schubhaftes Auftreten (Arolt et al., 2006). Im Laufe ihres Lebens
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durchlaufen 90% aller Patienten mehr als eine Krankheitsepisode. An die akute
Erkrankungsphase, die in der Regel etwa 3 Monate dauert, kann sich eine
postpsychotische Depression anschlieen. Auf3erdem weisen jeweils etwa ein Drittel
der Patienten in dieser Phase leichte, mittelschwere oder schwere Residualzustande
auf (Hafner, 1995).

Fur die Prognose sind mehrere Parameter entscheidend. So wirken sich weibliches
Geschlecht, das Auftreten eines paranoiden Subtyps und stabile soziale Herkunft
eher positiv auf die Prognose aus, wahrend eine pramorbide Personlichkeit,
akustische Halluzinationen und Zwangssymptomatik eher einen ungunstigen Verlauf
prognostizieren (Arolt et al., 2006). Marneros und Mitarbeiter beobachteten in einer
Langzeitstudie tber 25 Jahre lang 148 schizophrene Patienten, dabei stellte sich nur
bei 7% eine psychopathologische Symptomfreiheit ein, wahrend 48,6% eine
andauernde Negativsymptomatik zeigten. 34,4% litten weiterhin unter positiven und
negativen Symptomen und bei 7% dominierte eine positive Symptomatik (Marneros
et al., 1991). Auch neuere Studien konnten bestéatigen, dass zwar haufig eine
deutliche langerfristige Verbesserung der sozialen und kognitiven Fahigkeiten
erreicht werden kann, eine vollstandige Genesung jedoch unwahrscheinlich ist
(Tandon et al., 2008).

2.6 Atiopathogenese

2.6.1 Risikofaktoren

Obwohl die Atiologie der Schizophrenie seit Jahrzehnten Gegenstand intensiver
Forschung ist, sind die Umstande, die zur Ausbildung einer Schizophrenie flhren,
nach wie vor unklar.
Dennoch gibt es einige, heute als fundiert geltende Risikofaktoren, die eine
Manifestation begunstigen. So erhéhen ernste Ernahrungsdefizite der Mutter
(Tandon et al., 2008), préanatale und perinatale Schwangerschafts- und
Geburtskomplikationen, maternale Infektionen wahrend der Schwangerschaft und
Infektionen in der Kindheit, Cannabisabusus (Moore et al., 2007) und das
Aufwachsen in urbaner Umgebung das Risiko, eine schizophrene Psychose zu
entwickeln (Maier et al.,, 1999). Auch ein hohes vaterliches Alter scheint die
Entstehung einer schizophrenen Psychose zu beginstigen (Falkai und Maier, 2006).
13
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Es wird angenommen, dass mit steigendem Alter die Haufigkeit fehlerhafter
Spermatogenesen zunimmt und so entstandene de novo Mutationen oder eine
veranderte epigenetische Regulation ein erhdhtes Erkrankungsrisiko beim Kind
bedingen kdonnten (Tandon et al., 2008).

Mit der Geburt in den Wintermonaten steigt auch das individuelle Risiko fir die
Ausbildung einer Schizophrenie um das 1,2- bis 1,5- fache im Vergleich zu einer
Geburt in den Sommermonaten (Lewis, 1989; Torrey und Bowler, 1990). Eine
maogliche Erklarung hierfur kénnte sein, dass wintergeborene Personen antenatal im
ersten und frihen zweiten Trimenon der Schwangerschaft vermehrt intrauterin
Infektionen, wie Influenzaerkrankungen, ausgesetzt sind (Meyer et al., 2008; Penner
und Brown, 2007), welche die neuronale Entwicklung des Fetus beeintrachtigen
konnten. Vor dem Hintergrund der weltweit gleichen Pravalenzzahlen kdnnen
allerdings nur Agenzien mit ubiquitdrer Durchseuchungsrate in Betracht kommen.
Auch einige Infektionen, die die Patienten selbst betreffen, werden im
Zusammenhang mit der Schizophrenie diskutiert. Dazu gehdren neben den
Influenzaviren Herpes Simplex Infektionen, Varicella Zoster Infektionen und
Zytomegalovirusinfektionen (Buka et al., 2001; Dickerson et al., 2003; Leweke et al.,
2004; Watson et al., 1984). Dickerson und Mitarbeiter konnten aul3erdem zeigen,
dass sich bei Schizophrenen mit einer diagnostizierten Zytomegalovirus- Infektion
eine Therapie mit Valacyclovir positiv auf die schizophrene Symptomatik auswirkt
(Dickerson et al., 2003). Obwohl der genaue neurobiologische Mechanismus, durch
den ein erhdhtes Erkrankungsrisiko vermittelt wird, noch nicht bekannt ist, wird im
Allgemeinen eine Rolle der Zytokine und eine anormale Immunantwort auf diese
Infektionen angenommen, die mit der normalen Hirnentwicklung interferiert
(Ashdown et al., 2006).

Oft sind in der Anamnese von schizophrenen Patienten Geburtskomplikationen zu
finden. Dazu gehoren Ereignisse wie eine Friuhgeburt, Inkubatorbehandlung,
Asphyxie, Geburtsstillstand, Praklampsie, Rhesusfaktor- Inkompatibilitat, langere
Geburtsdauer, niedriges Geburtsgewicht oder Nabelschnurkomplikationen (Dalman
et al., 1999; Kunugi et al., 2001; McNeil et al., 1994; O'Callaghan et al., 1991) . Der
hieraus resultierende Sauerstoffmangel im kindlichen Gehirn fihrt bevorzugt zu
Zellverlusten in der sensiblen Amygdala- und Hippocampusregion und konnte damit
ursachlich fur die schizophrenietypische leichte Hippocampusschadigung sein
(McGrath und Murray, 1995)

14
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2.6.2 Morphologische Veranderungen des ZNS bei Schi  zophrenie

Ein Teil der schizophrenen Patienten zeigt morphologische Abnormitaten im ZNS.
Schon in den 1960er Jahren wurden morphologische Veranderungen angenommen
(Huber, 1963), aufgrund der unzureichenden aparativen Ausstattung waren aber
keine eindeutigen Befunde zu erbringen. Erst mit der Einfuhrung der
Computertomographie (CT) wurden gesicherte in vivo Befunde maoglich. Die ersten
CT- Untersuchungen der 70er Jahre bestatigten die  Vermutung
pneumoenzephalographischer Befunde, die eine Erweiterung der Liquorrdume bei
Schizophrenen vermuten lieR (Johnstone et al., 1976). Im letzten Viertel des 20.
Jahrhunderts folgte eine Vielzahl von Studien zu volumetrischen Veranderungen bei
schizophrenen Psychosen. Bis heute ist es aber noch nicht gelungen, spezifische
volumetrische oder neuroanatomische Pathologien zu identifizieren, die bei der
Diagnosestellung hilfreich sein kénnten (Arolt et al., 2006). Ein grundsatzliches
Problem bei neuroanatomischen und volumetrischen Befunden liegt in der grof3en
Streubreite der ermittelten Abweichungen. So Uberlappen die Messwerte von
Schizophrenen mit denen von gesunden Kontrollpersonen, und nur etwa 20% der
Patienten zeigen Uberhaupt morphologische Veranderungen im ZNS (Iritani, 2007).
AulRerdem uberschneiden sich die Befunde zur Schizophrenie mit denen anderer
psychischer Erkrankungen, wie zum Beispiel den bipolaren Psychosen. Inzwischen
wurde nahezu in allen bedeutenden Hirnregionen Uber Volumenabnormitéaten bei
schizophrenen Patienten berichtet (Harrison, 1999).

Quantitative Hirnsubstanzdefizite konnten in temporalen Regionen,
schwerpunktmaRig im Hippokampus und entorhinalen Kortex, in frontalen
Gehirnregionen, besonders dorsal und orbitofrontal, und im Thalamus gezeigt
werden (Iritani, 2007; Vogeley und Falkai, 1998).

Gesamthirnvolumina

Das Gesamthirnvolumen stellt eine wichtige BasisgroRe dar, auf die sich alle
volumetrischen Befunde beziehen missen, um reliabel zu sein.

Shenton und Mitarbeiter werteten 51 Studien zum Gesamthirnvolumen
schizophrener Patienten aus und konnten bei 61% der Untersuchungen eine
Volumenreduktion der Gesamthirnmasse der Erkrankten im Vergleich zu

Normalprobanden darstellen (Shenton et al., 2001). Diese Volumenreduktionen sind
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auch bei nahen Verwandten der Betroffenen zu finden, ebenso wie bei Neuroleptika-
naiven Patienten (Keshavan et al., 2008).

In einem anderen Untersuchungsansatz wird das Gesamthirnvolumen in graue und
weille Substanz segmentiert. Dabei zeigte sich eine Verminderung der grauen
Substanz im Temporallappen, aber nicht in frontalen Hirnarealen (Mitelman et al.,
2000; Steen et al., 2005). Fur die weiBe Substanz konnten bisher keine
Volumenreduktionen ermittelt werden.

Temporallappen

Der mediale Temporallappen schlie3t den Hippokampus, die Amygdala und den
Gyrus parahippocampalis mit ein.

Eine fruhe Metaanalyse Uber 18 MRI- Studien ergab eine Volumendifferenz von ca.
4% zwischen Patienten und Kontrollen (Nelson et al., 1998). Untersuchungen der
Seitendifferenzen  des  Temporallappens zeigten bei Patienten  einen
Volumenunterschied von links nach rechts (Shenton et al., 1992). Neuere Befunde
weisen auf eine Reduktion der grauen Substanz im Hippokampus hin, die schon sehr
frih und wéahrend der gesamten Erkrankung besteht, was gegen eine progrediente
Volumenveranderung spricht (Keshavan et al., 2008). Neben dem Hippokampus
wurden auch Volumenminderungen in der Amygdala, dem temporalen Gyrus und
dem Gyrus zingulum berichtet (Baiano et al., 2007).

AulRerdem gibt es Hinweise, dass auch die Neuronenanzahl und -grof3e in diesen
Regionen reduziert sein konnte (Bogerts et al., 1990). Des weiteren konnten
Storungen in der Zytoarchitektur, sowie eine ektopische Anordnung der Neuronen
nachgewiesen werden (Akbarian et al., 1993). Diese Veranderungen auf zellularer
Ebene kdnnten bereits préanatal zu einer gestorten Neuronenwanderung (migration)
fuhren (Iritani, 2007).

Eine Volumenminderung im anterioren Gyrus temporalis superior konnte mit
akustischen Halluzinationen in Verbindung gebracht werden (Rajarethinam et al.,
2000). Das Ausmald der Volumenminderungen ist mit 5-10% aber relativ gering
(Falkai und Maier, 2006).
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Frontallappen
Es wurden Volumenreduktionen in den Frontallappen berichtet, die vor allem den

préafrontalen und orbitofrontalen Kortex betreffen. Aul3erdem konnte eine verminderte
Durchblutung des Frontalhirns (Hypofrontalitéat) festgestellt werden, die als Korrelat
kognitiver Stérungen schizophrener Patienten angesehen wird (Paulman et al.,
1990).

Zerebellum

Die Verbindung zwischen Zerebellum, den Assoziationskortizes und den limbischen
Strukturen lassen eine Bedeutung des Zerebellums in der Pathologie der
Schizophrenie wahrscheinlich werden. Arolt und Mitarbeiter (2008) werteten 13 MR-
Untersuchungen aus, von denen vier positive Befunde ergaben. In einer
Verlaufsuntersuchung kindlicher Schizophrenien tber 3,5 Jahre zeigte sich eine

signifikante Volumenreduktion des Zerebellums (Keller et al., 2003) .

Subkortikale Hirnareale

Die Basalganglien bilden einen Komplex aus funf eng miteinander verknupften
subkortikalen Kerngebieten. Shenton und Mitarbeiter werteten 25 MR- Studien aus,
von denen 17 einen signifikanten Volumenunterschied der Basalganglien von
Erkrankten zu Normalprobanden ergaben. Dabei stellten 14 dieser Untersuchungen
eine Volumenreduktion fest, 3 Studien ermittelten aber eine Volumenzunahme
(Shenton et al., 2001). Diese Volumenzunahme war nur bei chronisch kranken zu
finden und mit der Langzeiteinnahme von typischen Neuroleptika assoziiert, so dass
hier eine echte morphologische Veradnderung als nicht sehr wahrscheinlich

angesehen wird (Keshavan et al., 2008).

Ventrikelsysteme

Von 55 in einer Metaanalyse erfassten MRI- Studien zeigten tUber 80% erweiterte
Ventrikel und einige Studien fanden zumindest eine linkslateralisierte
Temporalhornerweiterung (Arolt et al., 2006). Fur die lateralen Ventrikel konnte eine
VergréBerung mit einer Effekistarke (Cohens d) von 0,70 und damit ein
Nichtliberlappungsbereich von 43% zwischen Patienten und Kontrollpersonen

gezeigt werden (Raz und Raz, 1990). Eine ahnliche Effektstarke von d= 0,66 wurde
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fur den lll. Ventrikel angegeben. Der lll. Ventrikel ist insbesondere aufgrund seiner
Né&he zum Thalamus von gré3erem Interesse.
Diese Befunde lassen sich mit den morphometrischen Befunden uber reduzierte

Volumina im Hippokampus- Amygdala Bereich in Einklang bringen.

Einzelne volumetrische Normabweichungen sind bereits vor Erkrankungsbeginn und
bei Personen mit erhéhtem genetischen Erkrankungsrisiko (Angehérige 1. Grades)
nachweisbar, auch wenn diese lebenslang gesund sind (Falkai und Maier, 2006),
was auf eine genetisch bedingte Ursache der Volumenminderungen hindeutet. Diese
Beobachtung trifft vor allem fiir den Hippokampus (Tepest et al., 2003) und die

Erweiterung der Liquorrdume zu (Falkai et al., 2003; Keshavan et al., 2008).

Die diesen morphologischen Veranderungen zugrunde liegenden Ursachen konnten
bisher noch nicht ermittelt werden. Es werden sowohl eine ontogenetische
Entwicklungsstérung als auch progredienter Krankheitsverlauf nach der
Erstmanifestation diskutiert (Arolt et al., 2006). Befunde zu Gyrifikationsstdrungen bei
Schizophrenen stitzen die Hypothese der pranatalen Entwicklungsstérung, da die in
der 20. bis 24. Schwangerschaftswoche erfolgende Gyrifikation postnatal durch
externe Faktoren praktisch nicht mehr beeinflusst wird (Vogeley und Falkai, 1998).
Fur einen progredienten Verlauf sprechen hingegen einige Untersuchungen, die
Hinweise auf eine fortschreitende Reduktion der grauen Kortikalen Substanz
ergaben (Cahn et al., 2002; Thompson et al., 2001).

Ein Erklarungsansatz der derzeitigen kontroversen Befundlage stellt die Betrachtung
der Ergebnisse unter dem Aspekt der Heterogenitat schizophrener Psychosen dar,
womit sich auch die Schwierigkeit der Replikation volumetrischer oder

neuroanatomischer Befunde begriinden liel3e.
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2.6.3 Genetische Faktoren

Neben morphologischen Veranderungen wird auch eine starke genetische
Komponente in der Atiologie der Schizophrenie angenommen, wobei der genaue
Vererbungsmodus noch nicht bekannt ist. Ein monogener Erbgang gilt jedoch als
ausgeschlossen, vielmehr wird ein multigener Vererbungsmodus in Wechselwirkung
mit bestehenden Umweltbedingungen angenommen. So steht heute eine
multifaktorielle Atiopathogenese mit starker Betonung auf der genetischen
Vulnerabilitat im Mittelpunkt der Diskussion. Dabei kénnen die einzelnen genetischen
und Umweltfaktoren individuell mit unterschiedlich starker Gewichtung zur
Atiopathogenese beitragen und sich wechselseitig beeinflussen. Unter anderem
kénnen hirnstrukturelle, neurophysiologische und/oder biochemische Besonderheiten
entstehen, die eine erhOhte Vulnerabilitat bewirken und so zu einer erhohten
Pradisposition fuhren. Werden nun vulnerable Personen mit unginstigen
Umstéanden, wie zum Beispiel psychosozialem Stress oder psychotogenen
Substanzen konfrontiert, kann eine Erstmanifestation bzw. eine erneute Exazerbation
der Erkrankung begunstigt werden (Mdller et al., 2005). Zu einer Manifestation kann
es nach dem Schwellenmodell aber erst kommen, wenn eine bestimmte
multifaktorielle Schwelle tiberschritten wird (Sawa und Snyder, 2002).

Genetische Faktoren erklaren etwa 60- 80% der Varianz in der Entstehung
schizophrener Erkrankungen (Cannon et al., 1998; McGue und Gottesman, 1991).
Obwohl etwa zwei Drittel der Erkrankungsfélle spontan auftreten, tragen nahe
Verwandte eines Betroffenen ein erhdhtes Risiko, ebenfalls eine Schizophrenie zu
entwickeln (Tandon et al., 2008). Wong und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die
Konkordanzrate bei eineiigen Zwillingen in Bezug auf die Schizophrenie bei 50% lag
(Wong et al., 2005), wéhrend sie bei dizygoten Zwillingen, die sich wie normale
Geschwister 50% der genetischen Information teilen, nur bei 4-17% lag (Cannon et
al., 1998; Farmer et al., 1987; Franzek und Beckmann, 1996; Farmer et al., 1987;
Onstad et al., 1991). Bei monozygoten Zwillingen sollte aber berlcksichtigt werden,
dass sie sich eine ahnlichere Umwelt teilen als dizygote Zwillinge. Sie sind immer
gleichen Geschlechts, sehen sich sehr &hnlich und teilen sich mit einer
gemeinsamen Plazenta die gleichen intrauterinen Umsténde. Somit ist nicht geklart,
ob die hohe Konkordanzrate auch durch Umweltfaktoren mitbedingt wird, und so der

Heritabilitat eine zu starke Gewichtung zugesprochen wird.
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Auch Kinder eines schizophrenen Elternteils zeigen mit 13% ein erhOhtes
Erkrankungsrisiko gegenuber der Allgemeinbevolkerung. Enkelkinder eines
schizophrenen Patienten sind immer noch dreimal h&ufiger selbst von der
Erkrankung betroffen als familiar nicht vorbelastete Personen (Hafner, 1995; Tsuang
et al., 2001).

Mit Hilfe von Adoptionsstudien konnte demonstriert werden, dass die deutliche
familiare Haufung der Schizophrenie nicht allein auf eine geteilte familidare Umwelt
zurtick zu fuhren ist. Kendler und Mitarbeiter zeigten auf, dass familiar unbelastete
Kinder, die von einer Familie mit schizophrenem Elternteil adoptiert wurden, kein
erhohtes Erkrankungsrisiko gegenuber der Allgemeinbevolkerung aufweisen.
Dagegen behielten Kinder von schizophrenen leiblichen Eltern, die von einer
unbelasteten Familie adoptiert wurden, ihr erhdhtes Risiko, eine schizophrene
Psychose zu entwickelten (Kendler et al., 1994; Kety et al., 1994).

Die Suche nach Krankheitsgenen fir psychische Stérungen war lange erfolglos. Dies
lasst sich zum einen damit erklaren, dass Gene nicht fur Diagnosen, sondern fir
Funktionen kodieren, zum anderen liegt mit gro3er Wahrscheinlichkeit kein Mendel-

Erbgang vor, und die Kenntnis der Pathophysiologie ist nach wie vor unzureichend.

2.6.3.1 Kopplungs- und Assoziationsstudien

Bei der Suche nach Kandidatengenen wurde zumeist entweder nach
Kopplungssignalen oder positiven Assoziationen mit bestimmten genetischen
Markern gesucht.

Mit Hilfe von Kopplungsstudien kann Uberprift werden, ob ein polymorpher
genetischer Marker, dessen chromosomale Position bekannt ist, signifikant in
Zusammenhang mit dem Auftreten einer Erkrankung innerhalb einer betroffenen
Familie vererbt wird. Fur jeden Marker wird dabei die Kosegregation mit dem zu
untersuchenden Phéanotypen analysiert. Wird eine Kosegregation festgestellt, so
kann angenommen werden, dass der Marker in der Nahe eines Pradispositionsgens
lokalisiert ist. Grundséatzlich sind fiir Kopplungsanalysen Familien mit zwei oder mehr
betroffenen Mitgliedern nétig, eine gréRere Anzahl an Individuen ist jedoch hilfreich.
Die Irrtumswahrscheinlichkeit fir einen solchen Kopplungsbefund wird mit dem
logarithm of odds — Score (LOD- score) angegeben, wobei ein LOD- score von 3,0
eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 1:10000 bedeutet und als hinweisgebend fur eine

Kopplung angesehen wird.
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Assoziationsstudien hingegen sind in der Regel Fall- Kontroll- Studien, in denen
gepruft wird, ob ein Polymorphismus mit einem seiner Allele Uberzufallig haufig bei
Betroffenen im Vergleich zu Kontrollen vorkommt. Es bietet sich an, hierbei
Kandidatengene zu untersuchen, die entweder in Regionen mit positiven
Kopplungsbefunden liegen, oder deren Genprodukte in Zusammenhang mit der
Pathophysiologie der Erkrankung stehen kdnnten.

Diese Studien zeichnen sich durch eine vergleichsweise hohe Sensitivitat und eine
eher geringe Spezifitat aus, wodurch sich einerseits die Wahrscheinlichkeit erhoht,
auch Gene mit nur geringem Einfluss zu identifizieren, andererseits steigt aber auch
das Risiko fur falsch- positive Ergebnisse gegentber dem der Kopplungsanalysen
(Arolt et al., 2006). Eine Replikation moglicher Befunde ist daher bei dieser Methode
von besonders grof3er Bedeutung.

Die Etablierung der array Technologie erméglicht es, heute eine sehr gro3e Anzahl
an genetischen Markern zeitgleich bei einem Individuum zu untersuchen. In solchen
genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) wird das gesamte Genom hypothesenfrei
mit bis zu einer Million &quidistanter Einzelnukleotidpolymorphismen (single
nucleotide polymorphisms, SNPs) an einer Vielzahl von Individuen auf Assoziation
untersucht. Auf diese Weise wurden bis zum heutigen Zeitpunkt einige
vielversprechende SNPs identifiziert, die Hinweise auf Suszeptibilititsgene geben
konnten.

Die Strategie der genomweiten Assoziationsstudien hat den Nachteil, dass eine
wesentlich hdhere Korrekturrate fur multiples Testen erforderlich wird. Aus diesem
Grund ist eine umfangreiche Stichprobe mit mehreren tausend Individuen nétig. Oft
werden GWAS im mehrstufigen Siebverfahren durchgefihrt. Mit Hilfe eines initialen
Kollektivs werden Regionen identifiziert, die dann im nachsten Schritt feinmaschiger

mit einer hoheren Anzahl von SNPs abgedeckt werden.

2.6.4 Lokalisation von Kandidatengenen

Zahlreiche Kopplungs- und Assoziationsstudien, mehr als 30 GWAS und einige
Metaanalysen zur Genetik der Schizophrenie wurden bisher durchgefiihrt (Tandon et
al., 2008), meist mit sehr inkonsistenten Ergebnissen. Mittlerweile existieren aber
einige, in unabhangigen Stichproben replizierte Hinweise auf mehrere chromosomale
Abschnitte, in denen Pradispositionsgene fur schizophrene Erkrankungen lokalisiert
sein konnten (z.B. Gurling et al.,, 2001; Owen et al., 2005; Prasad et al., 2005;
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Gurling et al., 2001; Straub und Weinberger, 2006). Keines dieser Gene scheint aber
fur sich eine substantielle Rolle zu spielen.

Neben Einzelnukleotidpolymorphismen werden in zunehmendem Mal3e auch
Genkopieanzahlvarianten (copy number variations, CNV) in Zusammenhang mit der
Schizophrenie gebracht. Diese genomischen Verdnderungen filhren dazu, dass
grolRere Teile eines chromosomalen Abschnitts verdoppelt, vervielfacht oder deletiert
werden. Obwohl diese Art von Variationen nur selten vorkommt, ist ihre Penetranz
sehr hoch, so dass schon ihr alleiniges Vorliegen reicht, um den Phanotypen einer
bestimmten Erkrankung auszubilden (Mdssner et., 2009). Eine neuere Untersuchung
kam zu dem Ergebnis, dass monogene CNVs fur etwa 1% der Falle von

Schizophrenie verantwortlich sein kdnnten (Stefansson et al., 2008).

Chromosom 1

In drei unabhangigen Stichproben ergaben sich Kopplungsbefunde fir die Region
1g21-23 in Familien mit gehauftem Auftreten der Erkrankung (Brzustowicz et al.,
2000; Gurling et al., 2001).

Ein Kandidatengen auf Chromosom 1g21-22 ist das G- Protein- Regulator- Gen 4
(RGS4). RGS4 kodiert fur ein Protein, dass die Funktion verschiedener G-Protein-
gekoppelter Neurotransmitterrezeptoren reguliert und wird im gesamten ZNS
exprimiert. In Anbetracht der angenommenen dopaminergen Uberaktivitat im Gehirn
schizophrener Patienten sind Veranderungen dieses regulierenden Proteins von
grol3em Interesse.

Eine microarray- Studie konnte eine vermehrte Expression des RGS4-Gens im
Gehirn Erkrankter zeigen (Mirnics et al., 2001), und es konnte eine Assoziation
verschiedener Haplotypen des Gens mit der Schizophrenie nachgewiesen werden
(Brzustowicz et al., 2000). Chowdary und Mitarbeiter (2001) fanden zumindest
Hinweise auf eine Assoziation mit der Schizophrenie.

Das Disrupted in Schizophrenia- Gen (DISC1) stellt ein weiteres Kandidatengen auf
Chromosom 1 dar. In einer schottischen, von Schizophrenie mehrfach betroffenen
Familie wurde eine Translokation auf Chromosom 1942 gefunden, die zu einer
unvollstandigen Proteinvariante fuhrt und in dieser Familie mit der Schizophrenie
kosegregiert. Das regulare Genprodukt bindet an Proteine, die fir die Funktionen des

Zytoskeletts von Bedeutung sind. Das mutierte Protein scheint hierzu nicht oder nur
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wenig in der Lage zu sein und somit das Neuritenwachstum negativ zu beeinflussen
(Arolt et al., 2006).

Die Region 1921 konnte neben Einzelnukleotidpolymorphismen auch andere
erkrankungsrelevante Variationen beinhalten. In einer Studie zu CNVs und
Schizophrenie konnte eine grof3e, seltene Deletion in der Region 1g21.1 identifiziert

werden, die eine odds ratio von 14,83 erreichte (Stefansson et al., 2009).

Chromosom 2

Moises und Mitarbeiter fanden Hinweise auf die chromosomale Region 2g12-13
(Moises et al., 1995), konnten diesen Befund jedoch nicht replizieren (Lewis et al.,
2003). Dennoch erscheint eine Kopplung dieser Region mit der Schizophrenie nicht
unwahrscheinlich (DeLisi et al., 2002). Auch eine von Lewis und Mitarbeitern
durchgefiihrte Metaanalyse Uber 20 genomweite Kopplungssstudien lieferte
zumindest einen Hinweis auf die Region 2q (Lewis et al., 2003), eine weitere
Metaanalyse Uber 32 genomweite Kopplungsstudien bekréftigte diesen Befund (Ng
et al., 2009).

O’Donovan und Mitarbeiter fiihrten eine genomweite Assoziationsstudie durch und
genotypisierten tiber 500 000 SNPs an einer Stichprobe aus etwa 500 schizophrenen
européischen Patienten und 2000 Kontrollpersonen. Die signifikantesten SNPs in
dieser Kohorte wurden an drei weiteren unabhangigen Stichproben repliziert und so
die Genotypen von Uber 7000 Patienten und 12000 Probanden analysiert. Dabei
ergab sich ein starker Hinweis auf eine signifikante Assoziation des SNPs rs1344706
(p= 9,25 x 10) im ZNF804A- Gen (O'Donovan et al., 2008). Aufgrund dieser
positiven Assoziationsbefunde wurden insgesamt 12 Polymorphismen im ZNF804A
an einer kleineren irischen Stichprobe untersucht. Dabei konnte eine Assoziation von
rs1344706 mit der Schizophrenie bestétigt werden (p= 0,0113), aul3erdem wurde
eine Assoziation des ZNF804A SNPs rs7597593 (p=0,0013) sowie eines ZNF804A
Haplotypen (p< 0,003) aufgezeigt. Des weiteren untersuchten die Autoren die
allelspezifische Expression des Gens im préafrontalen Kortex gesunder
Kontrollpersonen. Hier wurde bei Vorliegen des A- Allels von rs1344706 signifikant
mehr mRNA gebildet, als bei Vorliegen des C- Allels (p= 0,033), was auf eine
funktionelle Relevanz dieses Polymorphismus hinweisen kdnnte (Riley et al., 2010)
ZNF804A ist in der Region 2g31.1 lokalisiert. Das zugehdrige Protein wurde bisher

funktionell noch nicht untersucht, aber es besitzt vermutlich Bindungsdomanen fir
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Zinkionen und DNA, so dass eine regulierende Funktion des Proteins bei der
Genexpression nahe liegt (O'Donovan et al., 2008).

Ein weiterer Hinweis auf die Region 2q fand sich in der GWAS, die an der MGS-
Stichprobe (MGS = molecular genetics of schizophrenia) durchgefiihrt wurde. Dabei
wurden die Genotypen von Uber 1200 schizophrenen Patienten und 973 gesunden
Kontrollpersonen europdischer Herkunft analysiert. Der Polymorphismus rs13025591
in der Region 2q37.3 erreichte anndhernd genomweite Signifikanz (p=4,59x 107).
Dieser SNP liegt in der Nahe des Gens CENTG2, dessen Produkt ein GTPase
Aktivator ist (Shi et al., 2009).

Chromosom 3

Das auf Chromosom 3q13.3 lokalisierte Dopamin-D3-Rezeptorgen (DRD3) kodiert
fur den Dopamin- D3- Rezeptor und ist in Hinblick auf die Dopaminhypothese
interessant. Flr dieses Gen liegen eine Reihe positiver Assoziationstudien vor, die
auf einen funktionellen Polymorphismus in Exon 1, der zu einem
Aminosaureaustausch von Serin nach Glycin fiihrt, hinweisen (z.B.: Dubertret et al.,
1998).

Chromosom 5

Fiur die Region 5g22-31 ergab sich in einer Kopplungsstudie an Uber 256 irischen
Familien ein LOD- Score von 3,5 (Straub et al., 1995), ahnliche Resultate wurden flr
eine finnische Stichprobe erreicht (Paunio et al., 2001), und auch in einer
Metaanalyse wurde ein positiver Kopplungsbefund berichtet (Ng et al., 2009). In
einer Multicenter-Studie konnte dieser Befund aber nicht repliziert werden (Levinson
et al, 2000). Auch fur den Chromosomenabschnitt 5p14-13 liegen positive
Kopplungsbefunde vor (Gurling et al., 2001; Silverman et al., 1996).

Chromosom 6

Das Chromosom 6 wurde im Zusammenhang mit der Schizophrenie haufig
untersucht, bereits friih gab es Hinweise auf eine Kopplung mit der Region 6p22-24
(Moises et al., 1995; Straub et al., 1995). Diese Ergebnisse konnten spater repliziert
werden (Schwab et al., 2000). Das Dysbindin- Gen (DTNBP1) stellt ein mdgliches
Kandidatengen in dieser Region dar. Das Protein Dysbindin bildet zusammen mit

dem Dystrophin-Protein einen Komplex, welcher als Bestandteil des Zytoskeletts in
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die Synapsenbildung involviert und wahrscheinlich auch an der Signaltransduktion
von NMDA- und GABA- Rezeptoren beteiligt ist (Benson et al., 2001).

Straub und Mitarbeiter konnten in einem systematischen Genmapping der
chromosomalen Region 6p22 in einer irischen Familie Assoziationen zwischen
Haplotypen und SNPs in der Umgebung des Gens fir dystrophinbindendes Protein
mit der Schizophrenie feststellen (Straub et al., 2002). Die Region des DTNBP1-
Gens wurde bereits in mehreren Studien als mit der Schizophrenie assoziiert
angegeben (Bailer et al., 2002; Hwu et al.,, 2000), jedoch nicht von allen
Arbeitsgruppen (Morris et al., 2003).

Sehr robuste Ergebnisse konnten drei Konsortien zur chromosomalen Region
6p21.3-22.1 erbringen. Das International Schizophrenia Consortium fiihrte eine
genomweite Assoziationsstudie mit etwa einer Million SNPs durch. Dabei
identifizierten sie eine etwa 450 SNPs umfassende Region um den
Haupthistokompatibilitatskomplex (major histocompatibility complex, MHC), die einen
starken Hinweis auf eine Assoziation mit der Schizophrenie lieferte. Um die
Aussagekraft dieser Ergebnisse zu vergroRern, wurden sie mit den Resultaten
zweier anderer GWAS kombiniert, die ebenfalls zumindest einen Trend zur
Assoziation der MHC- Region mit der Erkrankung festgestellt hatten (Shi et al., 2009;
Stefansson et al., 2009). Stefansson und Mitarbeiter fihrten dabei eine GWAS am
SGENE- Kollektiv durch, wahrend die Gruppe um Shi die MGS- Stichprobe
untersuchte. Bei der Analyse der Genotypen von insgesamt 8008 schizophrenen,
kaukasischen Patienten und 19077 Kontrollpersonen erreichten elf SNPs in der

MCH- Region genomweite Signifikanz (Tabelle 2-2).
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Tabelle 2-2:p-Werte der genomweit signifikant assoziierten Pagphismen der erweiterten MCH-Region in
der kombinierten Stichprobe und den drei Einzet{gll/en.

Chromosomale | p-Wert (kombinierte p-Wert p-Wert p-Wert

SNP_ID Paosition Stichprobe) (IsC) (MGS) (SGENE)

rs6904071 27155235 1.8E-08| 3.0E-04 1.2E-02 3.7E-04
rs926300 27167422 1.1E-08| 3.0E-04 1.2E-02 2.1E-04
rs6913660 27199404 2.4E-08| 3.0E-04 1.7E-02 3.4E-04
rs13219181 27244204 1.3E-08| 3.0E-04 1.5E-02 2.1E-04
rs13194053 27251862 9.5E-09| 3.0E-04 1.5E-02 1.5E-04
rs3800307 27293771 4.4E-08| 3.4E-03 1.3E-02 6.1E-05
rs6932590 27356910 7.1E-08| 2.2E-03 3.4E-03 8.5E-04
rs3800316 27364081 3.8E-08| 3.5E-03 7.2E-04 1.1E-03
rs7746199 27369303 5.0E-08| 8.8E-04 6.8E-04 5.7E-03
rs3800318 27371620 6.4E-08| 8.8E-04 2.8E-03 2.3E-03
rs9272219 32710247 6.9E-08| 2.2E-05 1.3E-02 1.0E-02
rs9272535 32714734 8.9E-08| 2.5E-05 1.6E-02 9.9E-03

(ISC = International Schizophrenia Consortium, MGS = Molecular Genetics of Schizophrenia, SGENE =
Schizophrenia Gene)

Chromosom 7

In einer kdrzlich veréffentlichten genomweiten Assoziationsstudie wurden Hinweise
auf eine geschlechtsspezifische Assoziation mit Chromosom 7 gefunden. Shifman
und Mitarbeiter genotypisierten vier DNA pools aus jeweils weiblichen und
mannlichen Patienten und weiblichen und méannlichen Kontrollen. Dabei zeigte sich
eine Assoziation des SNPs rs7241475 des Reelin- Gens (RELN), jedoch nur bei
Frauen (p= 9,8x 10°, odds ratio= 2,1). Diese frauenspezifische Assoziation konnte in
vier weiteren unabhangigen Stichproben repliziert werden (Shifman et al., 2008).
Reelin ist eine Serin- Protease, die in vielfaltiger Weise an rezeptorvermittelten

Vorgéngen beteiligt ist.

Chromosom 8

Mehrfach wurde fur den Abschnitt 8p21-22 ein positiver Kopplungsbefund berichtet
(Blouin et al., 1998; Kendler et al., 1995; Pulver et al., 2000), eine Metaanalyse
bestétigte diesen Befund (Ng et al.,, 2009). In einer groRangelegten genomweiten
Kopplungsanalyse mit 807 Familien gemischter Ethnizitdt konnten ebenfalls positive
Kopplungssignale fir das Chromosom 8 ermittelt werden. Den starksten Hinweis
lieferte dabei die Region 8p21 (LOD- score= 2,65). Ein Trend zur signifikanten
Kopplung zeigte sich fur die Region 8924.1 (Holmans et al., 2009). Zwei weitere
Genomscans weisen auf eine Kopplung mit der Region 8p23.3-p12 hin (Holliday et
al., 2008; Suarez et al., 2006).
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Das bestuntersuchteste Kandidatengen auf Chromosom 8p ist das Neuregulin- Gen
(NRG1). Ein Zusammenhang des NRG1- Gens mit Schizophrenie konnte in vielen
Studien bestétigt werden (z.B. Stefansson et al., 2002). Verschiedene Haplotypen in
der Nadhe des NRG1- Gens auf Chromosom 8pl2-21 haben sich als mit der
Schizophrenie assoziiert gezeigt. Die Trager eines Risikohaplotyps des NRG1 haben
signifikant kleinere Hippokampusvolumina als Personen ohne diesen Haplotypen.
Von dieser Volumenminderung sind auch gesunde Verwandte 1. Grades betroffen
(Gruber et al., 2008).

Chromosom 10

Die Region 10p11-15 lieferte in drei Kopplungsanalysen ein positives Signal (DeLisi
et al.,, 2002; Faraone et al.,, 1998; Schwab et al.,, 2000). Eine genomweite
Kopplungsstudie erbrachte ein starkes Signal fiur Chromosom 10g25.3-g26.3 (odds
ratio= 3,87) (Willams et al., 2003). Diese Region wurde in weiteren
Kopplungsstudien bestatigt (Lerer et al., 2003; Suarez et al., 2006). Da fir diesen
Abschnitt von Chromosom 10 kein Kandidatengen bekannt war, wurden tber 3000
SNPs in dieser Region in bis zu neun unabhangigen europaischen Kohorten
genotypisiert. Dabei zeigte der Polymorphismus rs1710921, der etwa 85kb
stromabwarts von dem Gen FGFR2 lokalisiert ist, den starksten Hinweis auf eine

Assoziation mit Schizophrenie (p= 0,002) (O'Donovan et al., 2009).

Chromosom 11

In einer genomweiten Assoziationsstudie an 2663 schizophrenen Patienten und
13498 Kontrollpersonen kaukasischer Ethnizitat (SGENE- Kollektiv) konnte fir den
SNP rs12807809 in der Region 11g24.2 eine genomweit signifikante Assoziation
festgestellt werden (p= 2,4x 10°). Dieser Polymorphismus liegt etwa 3,5kb
stromaufwarts des Neurogranin- Gens (NRGN), ein Gen, das in die
Neuroentwicklung involviert ist und bereits in einer kleinen portugiesischen

Stichprobe mit Schizophrenie assoziiert war (Stefansson et al., 2009).
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Chromosom 12

Kirov und Mitarbeiter fihrten eine genomweite Assoziationsstudie an drei DNA pools
durch und genotypisierten die auffalligsten SNPs individuell an einer weiteren
Stichprobe. Dabei ergab sich der starkste, anndhernd genomweit signifikante,
Hinweis auf Assoziation flir einen intronischen Polymorphismus des Gens CCDC60
auf Chromosom 12 (rs11064768, p= 1,2x 10®) (Kirov et al., 2009). Die Funktion von
CCDC60 ist bisher noch nicht bekannt.

Chromosom 13

Auf Chromosom 130g32-34 liegen zwei benachbarte genetische Marker, die in zweli
unabhéngigen Stichproben mit der Erkrankung gekoppelt waren (Blouin et al., 1998;
Brzustowicz et al., 1999).

Chumakov und Mitarbeiter konnten einen Zusammenhang zwischen zwei
Uberlappenden Genen auf Chromosom 13g22-34, G32 und G72, und der
Schizophrenie zeigen.

Das auf Chromosom 1314 lokalisierte Serotonin- 2A- Rezeptorgen (HTR2A) zeigte
mehrfach eine signifikante Assoziation mit der Schizophrenie (z.B.: Inayama et al.,

1996), die in vielen Studien bestatigt wurde.

Chromosom 17

Bei einer genomweiten Kopplungsstudie an 353 Geschwisterpaaren mit jeweils
einem betroffenen Individuum ergab sich ein starkes Kopplungssignal mit einer
seltenen Mutation in der Region 17p11.2-9g25.1 (Williams et al., 2003). Als
plausibelstes Kandidatengen in diesem chromosomalen Abschnitt bot sich das
Proteinkinase C, alpha- Gen (PRKCA) an. Deshalb wurden die Daten einer
genomweiten Assoziationsstudie an einer englischen Stichprobe speziell fur diesen
Bereich von Chromosom 17 ausgewertet, und es zeigte sich eine genomweit
signifikante Assoziation von PRKCA und Schizophrenie. Eine Replikation des
besonders signifikant assoziierten SNPs (rs873417) in drei weiteren europaischen
Stichproben bestatigte den Zusammenhang mit der Erkrankung (p= 0,0004, odds
ratio= 1,4 in der kombinierten Stichprobe) (Carroll et al., 2009).
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Chromosom 18

In ihrer genomweiten Assoziationsstudie konnten Stefansson und Mitarbeiter unter
anderem eine signifikante Assoziation mit dem Polymorphismus rs9960767 auf Chr.
18g21.2 feststellen (p=4,1x 107°) (Stefansson et al., 2009). Dieser SNP ist in der
Néhe des TCF4- Gens lokalisiert, dessen Produkt essentiell fur die Hirnentwicklung

ist. Diese Region war bereits in einer Metaanalyse aufgefallen (Lewis et al., 2003).

Chromosom 22

Mehrere Kopplungsanalysen weisen auf die Region 22g11-12 hin (Blouin et al.,
1998; DelLisi et al., 2002). Diese Region ist insofern von besonderem Interesse, da
sie das Catecholamin-O-Methyltransferase- Gen (COMT) beherbergt, das als
Kandidatengen diskutiert wird.

Fir dieses Gen gibt es bemerkenswerte, wenn auch widersprichliche Hinweise auf
die Assoziation eines funktionellen Polymorphismus, der einen Basenaustausch von
Valin nach Methionin zur Folge hat, mit der Schizophrenie. Dieser Polymorphismus
fuhrt vermutlich zu einem prafrontal veranderten Dopaminmetabolismus (Egan et al.,
2001; Goldberg et al.,, 2003) und wurde im Zusammenhang mit kognitiven
Funktionen wie Arbeitsgedéachtnis und Handlungsplanung genannt.

Bray und Mitarbeiter konnten auch eine Assoziation der 3"-Region des COMT- Gens
mit der Erkrankung zeigen (Bray et al., 2003).

Einen weiteren Hinweis auf eine Assoziation mit der Region 22q11.2-q12.1 konnte
das International Schizophrenia Consortium in einer genomweiten Assoziationsstudie
erbringen. Dabei wurden etwa eine Million SNPs an einem kaukasischen Kollektiv
genotypisiert. Die starkste, anndhernd genomweit signifikante Assoziation zeigte sich
dabei mit dem Polymorphismus rs5761163 (p= 3,44x 107) im ersten Intron des Gens
MYO18B (Purcell et al., 2009).

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass in den unterschiedlichsten chromosomalen
Regionen viele Gene einen jeweils kleinen Beitrag zur Entstehung einer
Schizophrenie leisten. Diese kleinen Beitrdge kdnnten aufgrund des Studiendesigns
oftmals tibersehen werden. Die derzeit Ublichen Stichprobengréf3en sind eventuell zu
klein, um Gene mit relativ geringem Effekt zu detektieren und es ware moglich, dass
erst eine viel gréRere Individuenzahl eine ausreichende statistische power liefert, um

eindeutige Aussagen treffen zu konnen (Tandon et al., 2008). Auch fur die

29



Einleitung

vielversprechendsten Kandidatengene wie NRG1, DNTBP1, DISC1 oder COMT
erweist sich eine Replikation der Befunde als schwierig, meist misslingt es, die
exakten Marker und Haplotypen in weiteren unabhéngigen Stichproben zu replizieren
(Sanders et al., 2008).

2.6.5 Biochemische Befunde

Schon frih wurde vermutet, dass Neurotransmittergleichgewichte im Gehirn
Schizophrener aus dem Lot geraten sein konnten, und so wurden verschiedene
biochemische Hypothesen zur Atiologie der Schizophrenie aufgestellt. Diese
Hypothesen beziehen sich dabei in der Regel auf neuropharmakologische Befunde.
Es ist beispielsweise gut belegt, dass Rezeptoren vor allem im glutamatergen,
dopaminergen, serotonergen und GABAergen System bei Schizophrenie eine
arealspezifisch veranderte Dichte und Funktion aufweisen (Blum und Mann, 2002;
Konradi und Heckers, 2003). Zunachst wurde dem dopaminergen System eine
Schlisselrolle zugewiesen, vor allem aufgrund der eingesetzten typischen
Neuroleptika, deren Hauptbindungsstelle die Dopaminrezeptoren darstellen (Davis et
al., 1991). Heute wird aber vermutet, dass ein gestdortes Zusammenspiel
verschiedener Neurotransmittersysteme fur das Erscheinungsbild der Schizophrenie

verantwortlich sein konnte.

2.6.5.1 Dopaminhypothese

Dopamin ist ein wichtiger Neurotransmitter im Gehirn und wurde aufgrund
verschiedener pharmakologischer Befunde schon frih als schizophrenierelevant
angesehen. Zum einen war bekannt, dass alle effektiv antipsychotisch wirkenden
Substanzen einen mehr oder weniger stark ausgepragten Antagonismus am
Dopamin- D2- Rezeptor ausbilden. Zum anderen zeigte sich, dass durch
Dopaminagonisten, wie zum Beispiel Amphetamin, bei gesunden Probanden
psychotomimetische Zustande ausgeldst werden kénnen und bei Patienten mit einer
akuten Schizophrenie eine erhéhte Dopaminfreisetzung stimuliert werden kann (Abi-
Dargham et al., 1998). Deshalb wurde in den sechziger Jahren des 20. Jahrhunderts
eine Uberaktivitait dopaminerger Neurone im Gehirn schizophrener Patienten

postuliert (Carlsson und Lindquist, 1963; Carlsson, 1967).
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Die darauf folgenden Untersuchungen zeigten aber, dass eine generelle
dopaminerge Uberaktivitat nicht allein fur das Krankheitsbild der Schizophrenie
verantwortlich sein konnte, da eine klassische Behandlung mit Antipsychotika zwar
die Positivsymptomatik linderte, aber kaum einen Einfluss auf die
Negativsymptomatik nahm (Meltzer, 1997).

Dopaminerge Bahnen verlaufen von der Substantia nigra und dem ventralen
Tegmentum zu mesolimbischen, mesokortikalen und striatalen Regionen. AuRerdem
erstreckt sich eine tuberoinfundibulare Bahn vom Hypothalamus zur Hypophyse.
Kortikale und striatale  Regionen unterscheiden sich  bezuglich der
Dopaminkonzentration, -rezeptorregulation und -rezeptordichte (Lidow et al., 1998).
In post mortem Studien wurden zwar eine erhOhte DRD2- Rezeptordichte im
Striatum schizophrener Patienten nachgewiesen, da aber die untersuchten Patienten
zuvor lange Jahre eine neuroleptische Behandlung erfahren hatten, und eine
klassische antipsychotische Therapie eine Erhéhung der DRD2- Rezeptordichte
verursacht, wurden diese Ergebnisse zunachst in Frage gestellt (Jones und
Pilowsky, 2002). Auch in Imaging- und PET- Untersuchungen konnten die post
mortem Ergebnisse nur zum Teil bestatigt werden (Frankle und Laruelle, 2002).
Nach Amphetamingabe zeigte aber eine Gruppe von Schizophrenen einen erheblich
grolReren Dopaminanstieg als die Vergleichsgruppe (Laruelle et al., 1996). Dieser
Anstieg galt sowohl fir medikamentdés behandelte, als auch fir noch nie
medikamentds behandelte Erkrankte (Laruelle et al., 1999). In einer Langzeitstudie
konnten Knable und Mitarbeiter zeigen, dass eine Verschlechterung der
Negativsymptome bei nicht medikamentds behandelten Patienten mit einer
verminderten endogenen Dopaminaktivitat verbunden war (Knable et al, 1998).
Moore und Mitarbeiter formulierten aufgrund der bisherigen Ergebnisse eine
weiterentwickelte Dopaminhypothese:

1. Eine gesteigerte phasisch- dopaminerge Wirkung im limbischen System flhrt
zu einer Fehlinterpretation  harmloser auf3erer Einflisse, was
Wahnwahrnehmungen und Halluzinationen zur Folge hat.

2. In frontalen und prafrontalen Regionen ist die Dopaminaktivitdt bei
Schizophrenen vermindert, wodurch kognitive Storung und Affektverflachung
entstehen konnen (Moore et al.,, 1999). Diese Hypofrontalitat ist schon zu

Erkrankungsbeginn vorhanden und bleibt Gber den Verlauf hinweg bestehen,
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kann aber durch Neuroleptikaeinnahme gemildert werden (Keshavan et al.,
2008).
Diese Hypothese wird durch Befunde gestitzt, dass DRD2- Rezeptoren in
verschiedenen Hirnregionen auch durch atypische Antipsychotika differentiell besetzt
werden (Lidow et al., 1998; Meltzer et al., 1999).

2.6.5.2 Glutamathypothese

Schon 1980 wurde von einer verminderten Glutamatkonzentration im Liquor
schizophrener Patienten berichtet (Kim et al., 1980) und diese primare Hypoaktivitat
des glutamatergen Systems konnte in vielen weiteren Studien bestatigt werden (z.B.
(Meador-Woodruff et al., 2003; Olney and Farber, 1995);

Des weiteren kann die Einnahme von NMDA- Rezeptorantagonisten, wie zum
Beispiel Phencyclidin (PCP, angel dust) bei gesunden Menschen schizophrenieforme
Psychosen mit positiven und negativen Symptomen ausldsen (Javitt et al., 1987).
Dies legt eine Involvierung des Glutamatsystems in die Pathogenese der
Schizophrenie nahe.

Glutamat kommt als Neurotransmitter im gesamten Kortex und insbesondere im
Hippokampus vor, glutamaterge Bahnen projizieren in das limbische System, die
Basalganglien und den Kortex. Kortikofugale Neurone kdnnen dabei Einfluss auf
monoaminerge Neurone nehmen, direkt verschaltet aktivieren sie dopaminerge,
noradrenerge und serotonerge Neurone (Blum und Mann, 2002). Wird aber ein
GABAerges Neuron zwischengeschaltet, wirkt Glutamat hemmend auf
monoaminerge Neurone. Diese zwei Wirkungsweisen ermdglichen eine differenzierte
Steuerung der Monoamine Uber Glutamat (Konradi und Heckers, 2003).

Eine Blockade der NMDA- Rezeptoren durch zum Beispiel PCP fuhrt zu gesteigerter
Dopaminfreisetzung, wobei bei einer Blockade im Striatum positive Symptome
ausgelost werden, wahrend sich bei einer Blockierung kortikaler NMDA- Rezeptoren
negative Symptome verstarken (Adler et al., 1999). Bei remittierten Schizophrenen
I6sen NMDA- Antagonisten das Wiederauftreten der selben psychotischen
Symptomen aus, die die Betreffenden wahrend der vorangegangenen Episode erlebt
hatten (Adler et al., 1999).

Die Gabe des Glutamatagonisten D-Serin als add- on Medikament bei Schizophrenie
fuhrt hingegen zu einer Verbesserung der kognitiven Leistungsfahigkeit und zu einer

Reduktion positiver und negativer Symptome (Tsai et al., 1999).
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Wahrend die Dopaminhypothese also von einem mesolimbisch- mesokortikalen
Ungleichgewicht des dopaminergen Systems bei Schizophrenie, mit Hypoaktivitat im
frontalen Bereich und Hyperaktivitdt in mesolimbischen Regionen (Mdller et al.,
2006), ausgeht, postuliert die Glutamathypothese eine generelle Verminderung der
Glutamatrezeptoren. Diese glutamaterge Hypoaktivitdt nimmt wiederum Einfluss auf
das dopaminerge System. Damit sind beide Hypothesen eng miteinander verknupft

und erganzen einander.

2.6.5.3 Serotoninhypothese

Serotonin wurde mit vielen Funktionen in Verbindung gebracht, die in der
Schizophrenie verandert sind. Dazu gehdren Halluzinationen, Kognition,
sensorisches gating, Aggression und Geflhlslage (Roth and Meltzer, 1995).

Der erste Versuch, die Rolle des Serotonins in der Atiologie der Schizophrenie zu
erlautern, basierte auf den psychotomimetischen Effekten von
Lysergsaurediethylamid (LSD), von dem zunéchst ein Antagonismus an 5-HT-
Rezeptoren angenommen wurde. So gilt es gemeinhin als akzeptiert, dass der 5-
HT2A- Rezeptor als Zielrezeptor fur LSD und ahnliche Halluzinogene wie
Phenylisopropylamine und Tryptamine wie N,N-Dimethyltryptamain (DMT) fungiert.
Es scheint auch einen Zusammenhang zwischen den Bindungsaffinitditen LSD-
ahnlicher Derivate fur den 5-HT2A- Rezeptor und ihrem halluzinogenen Potential zu
geben (Egan et al., 1998). Die LSD- induzierte Psychose wurde anfanglich als
Modellpsychose fiir die Schizophrenie interpretiert. Der Konsum von LSD fihrt zu
einer dramatischen  Realitéatsverzerrung mit  paranoidem  Wahn  und
Stimmungsanderungen, &hnlich einer schizophrenen Psychose. Auch negative
Symptome wie sozialer Riickzug und Passivitdt konnen auftreten. Allerdings ist die
prominente Eigenschaft der LSD- Psychose, die visuelle Halluzination, kein
Hauptmerkmal einer schizophrenen Psychose, auch formale Denkstorungen sind
eher selten bei LSD- Konsum zu finden (Breier, 1995).

Die Hypothese der verminderten serotonergen Aktivitat wurde durch die Entdeckung
widerlegt, dass LSD nicht wie angenommen antagonistisch, sondern tUberwiegend
agonistisch an 5-HT2A- Rezeptoren wirkt. Aul3erdem agieren Serotoninantagonisten
wie Ritanserin oder Cyproheptadin nicht psychotomimetisch und zeigten sogar
positive Auswirkungen auf psychotische Symptome (Glennon, 1990).

Die Serotonindefizithypothese wurde nun von dem Vorschlag abgel6st, dass die

Produktion von endogenen methylierten Indolaminen mit psychotomimetischen
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Eigenschaften wie N,N-Dimethyltryptamin wichtig fiur die Atiopathologie der
Schizophrenie sein konnten (Bleich et al., 1988). Da aber keine verénderten
Konzentrationen der N-Methyltransferase, einem Enzym, dass die Substanzklasse
der methylierten Indolamine im Gehirn synthetisiert, der methylierten Indolamine
selbst oder ihrer Metaboliten im Urin und Plasma nachgewiesen werden konnten,
wurde auch diese Hypothese verworfen (Bleich et al., 1988).

Ein Durchbruch, der das Interesse wieder verstarkt auf Serotonin lenkte, war die
Identifizierung zahlreicher weiterer Serotoninrezeptoren und ihr starker Einfluss auf
das Verhalten und andere Neurotransmittersysteme. Es wurde nun auch
angenommen, dass die Fahigkeit von Clozapin, psychotische Symptome effektiv zu
lindern bei gleichzeitiger Reduktion der Nebenwirkungen, zumindest zum Teil auf
seine Blockade der 5-HT2A- Rezeptoren zuriickzufihren sein konnte (Roth und
Meltzer, 1995).

Obwohl atypische Neuroleptika in klinisch relevanten Dosen 70-80% der kortikalen 5-
HT2A- Rezeptoren besetzen (du Bois et al., 2005), reicht eine reine Blockade des 5-
HT2A- Rezeptors aber nicht aus, um psychotische Symptome effektiv zu lindern.
Deshalb wurde postuliert, dass das Verhéltnis von 5-HT2A- und DRD2-
Rezeptorblockade entscheidend fir die Wirkung der atypischen Neuroleptika sein
musste (de Paulis, 2001; Kapur et al., 1999).

Eine Weiterentwicklung und Kombination der Serotonin- und Dopaminhypothese
ging nun von einer verstarkten dopaminergen und serotonergen Neurotransmission
in subkortikalen Regionen aus, die fir die positiven Symptome verantwortlich sein
sollte. Eine gleichzeitig verminderte dopaminerge und serotonerge Aktivitdt im
prafrontalen Kortex wirde dagegen die negativen Symptome verursachen (Abi-
Dargham et al., 1997; Breier, 1995; Meltzer und Deutch, 1999; Weinberger, 1987).
Somit schlagen Hypothesen, die eine Beteiligung des serotonergen Systems an der
Schizophrenie postulieren, eine gestorte serotonerge Wirkung bei der
neurologischen Entwicklung, eine verminderte 5-HT2A- Rezeptoraktivitat im
prafrontalen Kortex und eine gestorte Interaktion zwischen Serotonin und Dopamin

vor (Kapur und Remington, 1996).
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2.7 Das serotonerge System

2.7.1 Serotonin

Bereits seit dem frihen 19. Jahrhundert ist bekannt, dass das nach der
Blutgerinnung verbleibende Serum eine Substanz enthélt, die die glatte Muskulatur
kontrahiert und den vaskularen Tonus erh6ht. Rapport und Mitarbeitern gelang es
1948 diesen Stoff als das Indolamin 5-Hydroxytryptamin (5-HT) in Eingeweiden und
im Blutserum als vasokonstriktiven Stoff nachzuweisen. Aufgrund seiner
physiologischen Eigenschaften erhielt diese Substanz den Namen »Serotonin«
(Rapport et al., 1948). Serotonin spielt eine wichtige Rolle in zahlreichen
physiologischen Prozessen im S&augerorganismus. Ein groBer Teil des
korpereigenen  Serotonins ist in den enterochromaffinen Zellen des
Gastrointestinaltraktes und im enterischen Nervensystem zu finden und fur die
Kontrolle der Verdauung bedeutsam (Rodenbeck et al., 2005). Es beeinflusst auch
die glatten GefalBmuskelzellen, das Herz und die Thrombozyten (Roth und Meltzer,
1995).

5-HT gehdrt neben dem Katecholamin Dopamin und den Aminosauretransmittern
Glutamat und y-Aminobuttersdure zu den wichtigsten Transmittern des zentralen
Nervensystems wund ist an der Steuerung Kkognitiver, emotionaler und
neuroendokriner Prozesse beteiligt. Dazu gehoren grundlegende Funktionen wie die
Entstehung von Angst und Aggression, die Regulation des zirkadianen Rhythmus,
die Kontrolle des Ess- und Sexualverhaltens und die Verarbeitung von
Schmerzreizen (Coccaro et al., 1989). Serotonin kontrolliert auch die Amplitude von
Schreckreizen (prepulse inhibition, PPI) (Lachenmayer und Baumgarten, 2005).

Bei der Modulierung des Schlafverhaltens kommt den serotonergen Neuronen eine
besonders bedeutende Rolle zu. Das serotonerge System feuert im Wachzustand
mit einer Frequenz von 5-7Hz. Diese Frequenz der Feuerung sinkt im Tiefschlaf auf
3-5Hz ab und kommt in der REM- Phase géanzlich zum Erliegen (Rodenbeck et al.,
2005).

Da Serotonin auch in kognitive Funktionen wie Lernen und Gedéachtnis involviert ist,
ist dieser Neurotransmitter auch Gegenstand intensiver Forschung im
Zusammenhang mit kognitiven Stérungen (Huether und Ruther, 2000). Aul3erdem
wird eine Mitbeteiligung an psychiatrischen Erkrankungen wie Essstorungen, Morbus

Alzheimer, Migrane und Suchterkrankungen angenommen. Die bedeutende Rolle
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des Serotonins in der Pathophysiologie der Depressionen ist unbestritten, und auch
in der Schizophrenie scheint dieser Neurotransmitter eine nicht unerhebliche Rolle zu
spielen (Nitsch et al., 1996; Poblete und Azmitia, 1995).

2.7.2 Serotonerge Bahnen im Gehirn

Das serotonerge System ist durch eine weitverzweigte anatomische Verbreitung im
ZNS gekennzeichnet. Serotonerge Nervenzellen sind meist grol3e, archetypische
retikulare Neurone, die bis zu 500 000 Kontakte zu anderen Netzwerkelementen
ausbilden. Mit einer Anzahl von unter 500 000 Neuronen ist die Gesamtanzahl
serotonerger Nervenzellen aber relativ gering (Lachenmayer und Baumgarten,
2005).

Serotonerge Neurone konzentrieren sich in clustern oder Zellgruppen entlang der
Mittellinie des Hirnstamms (Molliver, 1987), diese Gruppen werden als Raphenuklei
bezeichnet. Die Perykarien serotonerger Neuronen besitzen lange und stark
verzeigte Axone, die in den gesamten Kortex und das Striatum projizieren
(Rodenbeck et al., 2005). Eine besonders ausgepragte Verbindung besteht zwischen
Thalamus und Hippokampus.

Die serotonergen Neurone der Raphe- Kerne werden frih in der Ontogenese
angelegt und innervieren im ausgewachsenen Zustand die sich noch
ausdifferenzierenden Zielgebiete (Rodenbeck et al., 2005). Sie entwickeln sich aus
zwei im Hirnstamm gelegenen Geweben, dem rostralen mesopontinen und dem
kaudalen pontomedullaren Primordium (Lachenmayer und Baumgarten, 2005).
Unmittelbar nach ihrer Ausbildung entwickeln die Perykarien Axone, die vom
rostralen Primordium in Richtung des Vorderhirns aszendieren, wéhrend die Axone
des kaudalen Primordiums zu den Strukturen des Hirnstamms und des Ruckenmarks
deszendieren. Dieser hohe Grad an Polaritat ist fur das serotonerge System
einzigartig und wird Gber die gesamte Ontogenese aufrecht erhalten (Tork, 1990).
Die serotonergen Zellen sind allesamt multipolar, unterscheiden sich aber je nach
Lokalisation in ihrer Gré3e und Orientierung. Wahrend die Neurone in der Region um
die Mittellinie der Raphenuklei klein bis mittelgrof3 sind, zeichnen sich die weiter von
der Mittellinie entfernten Perykarien durch groBere Gestalt aus und tauschen zum
Teil bipolare Morphologie vor (Tork, 1990). Die grof3ten serotonergen Zellen befinden

sich in den peripheren Bereichen der serotonergen Nuklei.
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Die Raphekerne B1-B9 liegen im Mesenzephalon, der Pons und der Medulla, wobei
die kaudale Gruppe (B1-B5) in der Medulla lokalisiert ist, wahrend sich die rostrale
Gruppe auf die Pons und das Mesenzephalon verteilt (Tabelle 2-3). Der
Uberwiegende Teil der serotonergen B-Regionen stimmt mit den Zellmassen der
Raphe- Nuklei Uberein, es gibt jedoch auch Ausnahmen, z.B. gehdren manche
zytoarchitektonische Entitédten zu mehr als einem B- cluster, oder ein B- cluster deckt

mehr als einen Raphekern ab, bzw. ist unscharf abgegrenzt (Tork, 1990).

Tabelle 2-3:Lokalisation serotonerger Raphekerne im Gehirn (fraaker und Hensler, 1999)

serotonerge Zellgruppe Anatomische Lokalisation

B1 Raphe pallidus nukleus, kaudale ventrale Medulla

B2 Raphe obskurus nukleus

B3 Raphe magnus nukleus, rostrale ventrolaterale Medulla

B4 Raphe obskurus nukleus, dorsolateraler Teil

B5 Dorsaler Raphe nukleus, kaudaler Teil

B6 Medianer Raphe Nukleus, kaudaler Teil

B7 Dorsaler Raphe Nukleus, rostraler Teil

B8 Medianer Raphe Nukleus, rostraler Teil; Nukleus pontis realis
B9 Nukleus pontis oralis, supralemniskale Region

Den prominentesten Raphekern im Stammbhirn stellt der dorsale Raphenukleus dar.
Er ist im ventralen Teil des zentralen Hohlengraus lokalisiert und dehnt sich bis in die
periventrikulare graue Substanz der rostralen Pons aus. Er ist durch eine bilaterale
Symmetrie gekennzeichnet und enthéalt kleine, mittelgroe und grof3e serotonerge
Neurone (Tork, 1990).

Im medialen Raphekern kénnen zwei parallele Regionen unterschieden werden. An
der Mittellinie befinden sich viele kleine Zellen mit relativ kurzen Dendriten.
AulRerhalb der Mittellinie sind die serotonergen Zellen jedoch lose und ohne
bestimmte Orientierung arrangiert. Die laterale Grenze dieses Raphekerns ist nicht
scharf definiert und viele der hier lokalisierten Zellen reichen bis in die umliegenden
pontinen Formationen (Tork, 1990).

Fur die sehr dichte Innervation des Vorderhirns (Kortex, Amygdala, Hippokampus
und Striatum) mit serotonergen Axonterminalen sind die Raphekerne B7-B9 im
medialen Teil des Mesenzephalon verantwortlich. Der dorsale Anteil der
Raphekerne, B7, projiziert vor allem in den Kortex, das Neostriatum, das Zerebellum,

das zentrale Hohlengrau und den Thalamus. Der mediane Raphekern B8 (Nukleus
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zentralis superior) hingegen versorgt eher limbische Hirngebiete wie die Amygdala,
den Nukleus interstitialis der Stria terminalis (Bed nucleus of Stria terminalis, BNST)
und den Hippokampus (Koch, 2006). Die Kerngruppen B1- B3 in Medulla und Pons
projizieren absteigend ins Ventralhorn des Ruckenmarks, wéahrend die B5- und B6-

Kerne der Pons den Thalamus mit 5-HT versorgen (Abbildung 2-1).
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Abbildung 2-1: Serotonergé8ahnen im Gehirn an einem Sagittalschnitt eines scligshah Saugerhirns. B1-
B9=serotonerge Zellgruppen, periaquaduktales Gratretes Holengrau (Koch, 2006)

Die serotonergen Neurone finden sich aber nicht ausschlief3lich in den Raphekernen,
und nicht alle Zellen in den Nuklei sind serotonerg (Frazer und Hensler, 1999). Der
dorsale Raphenukleus zum Beispiel enthalt mit 40-50% den grof3ten Anteil an
serotonergen Neuronen, auf3erhalb der Raphenuklei finden sich serotonerge
Neuronen unter anderem in den Regionen der Formatio retikularis (Tork, 1990).

Nur ein kleiner Teil der serotonergen Nervenendigungen bildet klassische Synapsen.
Der weitaus groRere Teil endet frei im Parenchym und entlasst Serotonin in den
intrazellularen Raum (Lachenmayer und Baumgarten, 2005). Hierdurch werden vor

allem von den Astrozyten exprimierte Rezeptoren aktiviert (Rodenbeck et al., 2005).

Auch das Ruckenmark wird intensiv serotonerg innerviert. Es wurden drei prinzipielle
absteigende Bahnen beschrieben:
1. Von der Raphe magnus nucleus (B3) zu Lamina | und Il des dorsalen Horns.
2. Von der Raphe obscurus nucleus (B2) zu Lamina IX des ventralen Horns
3. Von der rostralen ventrolateralen Medulla und dem lateralen
paragigantozellularen retikularen Nukleus (B3) zur intramediolateralen

Zellséaule (Frazer und Hensler, 1999)
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Serotonin interagiert sehr eng mit anderen Neurotransmittersystemen (Jokisch et al.,
2005). Verglichen mit anderen Systemen verfligt das serotonerge System uber die
ausgepragteste Fahigkeit, neuronale Aktivitat in weit verteilten neuronalen
Netzwerken zu beeinflussen. So spielt es eine wichtige Rolle bei der Regulation
cholinerger Bahnen vom medialen Septum zum Hippokampus und vom Nukleus
magnozellularis zum Kortex und zur Amygdala (Buhot et al., 2000; Cassel und
Jeltsch, 1995). AuBerdem bestehen Verschaltungen serotonerger Bahnen mit

dopaminergen und GABAergen Bahnen (Alex und Pehek, 2007).

2.7.3 Serotonerge Neuroplastizitéat

Serotonerge Neuronen gehdren zu den ersten ontogenetisch gebildeten
Neuronentypen im Rickenmark und Gehirn und sind bereits in der sechsten
Schwangerschaftswoche nachweisbar. Schon in diesem frihen Entwicklungsstadium
interagieren sie mit einer Vielzahl von Zelltypen in sehr komplexer Weise. Serotonin
scheint dabei auch in die Neuroplastizitat involviert zu sein (Azmitia, 2001).

Die Neuroplastizitat ist ein wichtiges Konzept der Neurobiologie. Es geht von dem
Vermogen neuronaler Systeme aus, sich in Bezug auf Aktivitdt und Funktion kurz-
oder langfristig anzupassen. Einer der Prozesse, der neuronale Plastizitat mitbedingt,
ist die Fahigkeit, die Neurotransmittersyntheserate und -ausschittung zu erhdhen
und so die neuronale Aktivitat zu steigern (Frazer und Hensler, 1999). So kann die
Synthese von Serotonin als Antwort auf erhdhte elektrische Stimulation des
serotonergen Somas deutlich verstarkt werden (Boadle-Biber, 1993). Der 5-HT2A-
Rezeptor steuert des Weiteren die Glykogenese in den Astrozyten und erhodht das
intrazellulare Kalzium in Neuronen, was zu einer Destabilisierung des Zytoskeletts
fuhrt und so die Zellproliferation oder Apoptose anst6f3t. Auch bei der adulten
Synaptogenese spielt Serotonin eine entscheidende Rolle. So kénnen adulte
Saugerzellen in der subgranuléaren Schicht proliferieren und in die granuldare Schicht
des dentaten Gyrus migrieren. Diese migrierenden Zellen reifen aus, bilden
Dendriten und entwickeln synaptische Kontakte innerhalb des Hippokampus (Filippini
et al., 2006).

Im Zusammenhang mit neuroplastischen Vorgéngen lassen sich dem serotonergen

System folgende Funktionen zuordnen:
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1. Die Stimulierung der Synthese und Sekretion von astrozytaren, neurotrophen
Faktoren

2. Die Stabilisierung bereits vorhandener angelegter synaptischer Verschaltung
bzw. der strukturellen Plastizitat

3. Die kooperative Integration der Aktivitat raumlich getrennter lokaler neuronaler
Netzwerke (Rodenbeck et al., 2005)

2.7.4 Serotoninmetabolismus

Das Indolamin Serotonin gehdrt zusammen mit den Katecholaminen Adrenalin,
Noradrenalin und Dopamin und dem Imidazolderivat Histamin zu der Klasse der
Monoaminotransmitter (von Bohlen und Halbach, 2003). Ausgangssubstanz fur die
Synthese von Serotonin ist die essentielle Aminosaure L-Tryptophan (Rodenbeck et
al., 2005). Durch eine Hydroxygruppe und ein primares Amin, dessen Stickstoffatom
als Protonenakzeptor dient, hat Serotonin hydrophile und damit polare Eigenschaften
(Frazer und Hensler, 1999). Es kann somit die Blut- Hirn- Schranke nicht passieren
und muss in den entsprechenden Neuronen vor Ort aus L-Tryptophan synthetisiert
werden. Im Plasma ist das lipophile L-Tryptophan an Albumin gebunden und muss
erst von diesem geldst werden (Rodenbeck et al., 2005). Nach der Freisetzung
gelangt L-Tryptophan dann Uber einen Aminosauretransporter Uber die Blut-Hirn-
Schranke (Koch, 2006). Dabei konkurriert L-Tryptophan mit anderen Aminosauren
(valin, Leucin, Isoleucin, Phenylalanin und Tyrosin), die Uber den selben
Transportmechanismus in das Gehirn und so in die serotonergen Neuronen
gelangen.

Das Enzym Tryptophanhydroxylase oxidiert die Aminosdure im Zytoplasma der
Perykarien der serotonergen Neuronen zu 5-Hydroxytryptophan. Dieses Enzym
existiert in zwei Isoformen (TPH1 und TPH2), wird von serotonergen Zellen der
Raphekerne gebildet und wurde bisher nur in serotoninsynthetisierenden Zellen
gefunden. Neben dem Substrat L-Tryptophan bendtigt das Enzym noch molekularen
Sauerstoff als Oxidationsmittel und einen reduzierten Pteridin- Kofaktor als
Elektronendonator fur seine Aktivitdt (Frazer und Hensler, 1999). Notwendige
Kofaktoren fir diese Reaktionen sind Vitamin Bg, B3 und Magnesium (Boadle-Biber,
1993). Die Michaeliskonstante K., der Tryptophanhydroxylase liegt bei etwa 30-

60uM, was etwa der Konzentration von Tryptophan im Gehirn entspricht. Die
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Oxidation von L-Tryptophan stellt den limitierenden Faktor der Synthese von
Serotonin dar (Jonnakuty und Gragnoli, 2008).
5-Hydroxytryptophan wird in einer zweiten Reaktion hocheffizient von der

Aminosauredecarboxylase (AADC) zu Serotonin dekarboxyliert (Abb. 2-2).

HO +
CHa-CHa-NH3
Tryptophan 2, 5.7 222C |
N
H
DHPR )
HB - H,B Serotonin

{5-hydroxytryptamine)
Abbildung 2-2: Synthese des Neurotransmitters Serotonin aus der Ammeodadryptophan. THP =

Tryptophanhydroxylase, DHPR = Dihydropteridinerediskt, HB = Dihydrobiopterin, HB =
Tetrahyrobiopterin, 5-HT = 5-Hydroxytryptophan, ABD= aromatische L-Aminosauredecarboxylase

Das Serotonin wird dann in die Axonterminale transportiert und dort Gber aktiven
Transport in Speichervesikel aufgenommen. Hierzu bendtigen die vesikularen
Serotonintransporter VMAT1 und VMAT2 fur den aktiven Transport aus dem
Zytoplasma einen elektrochemischen Gradienten, der von einer vesikularen
Protonen- ATPase aufrecht erhalten wird (Frazer und Hensler, 1999).

Bei Eintreffen eines Aktionspotenzials wird (ber einen vom Ca?- Einstrom-
abhangigen Prozess die Exozytose der Speichervesikel ausgelést. Dabei
verschmelzen diese Vesikel mit der synaptischen Membran und entleeren das
enthaltene Serotonin in den synaptischen Spalt. Die so freigesetzten
Transmittermolekule kdnnen sowohl préa- als auch postsynaptisch agieren. Dabei
dient die Erregung postsynaptischer Rezeptoren der Auslésung von Signalkaskaden
in nachgeschalteten Neuronen und somit letztlich der Reizweiterleitung. Aktivierung
des  prasynaptisch  endstdndigen  5-HT1B- oder des  prasynaptisch
somatodendritischen 5-HT1A- Rezeptors bewirkt eine Reduktion der 5-HT-
Freisetzung im Sinne einer negativen Rickkopplung (Hevers et al., 2006).

Die Entfernung von Serotonin aus dem synaptischen Spalt erfolgt durch die
Wiederaufnahme der Transmittermolekile in die synaptischen Terminale mittels
hochaffiner Serotonintransporter (SERT) Uber die prasynaptische Membran durch
einen elektrochemischen Na'/K*- und CI -Gradienten (Koch, 2006). Das
zytoplasmatische  5-HT wird dann entweder in synaptische Vesikel

wiederaufgenommen oder enzymatisch abgebaut (Hevers et al., 2006).
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Die Katabolisierung des Transmitters geschieht hierbei Uber eine Desaminierung
und Oxidation durch Monoaminooxidase (MAO) und Aldehyddehydroxygenase zu 5-
Hydroxyindolessigsdure  (5-HIES). MAO fihrt das 5- HT in 5-
Hydroxyindolacetaldehyd  iiber, welches von der NAD'- abhéngigen
Aldehyddehydrogenase zu 5- HIES abgebaut wird. Anstelle einer Oxidation kann das
intermediare Aldehyd auch durch eine NADH- abhangige Aldehydreduktase zu 5-
Hydroxytryptophol reduziert werden. Ob eine Reduktion oder Oxidation eingeleitet
wird, hangt von dem Verhéltnis von NAD" zu NADH im umgebenden Medium ab
(Frazer und Hensler, 1999). Das 5-HIES wird aktiv in die Peripherie transportiert und

mit dem Urin ausgeschieden (Jonnakuty und Gragnoli, 2008) (Abbildung 2-3).

Trp

= Trp T
= Hydroxylase =5

5-0H-Trp
AADC

S

secand Messengers

Abbildung 2-3: Wirkung und Abbau von Serotonin an einer serotormrei@gnapse. Trp= Tryptophan; 5-OH-
Trp= 5-Hydroxytryptophan; AADC= Aminoséuredecarb@sg; 5-HT= Serotonin; vMAT= vesikularer
Monoamintransporter; SERT=  Serotonintransporter, = MAO Monoaminooxidase; 5-HIES=  5-
Hydroxyindolessigsaure (Hevers et al, 2006).
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2.7.5 Serotoninrezeptoren

Serotoninrezeptoren konnen pra- oder postsynaptisch lokalisiert sein und bei
Aktivierung exzitatorisch oder inhibitorisch agieren, wodurch sich das breite
Wirkungsspektrum dieses Neurotransmitters erklaren lasst. Bis heute wurden 20
Serotoninrezeptorsubtypen identifiziert, wobei nicht alle Subtypen in allen Spezies
vertreten sind. Aufgrund starker Sequenzhomologien lassen sich die Rezeptoren den
sieben Klassen 5-HT1 bis 5-HT7 zuordnen. All diesen Rezeptorklassen ist der
Aufbau aus sieben Transmembrandomanen (TMDs) gemeinsam, dazu ein
intrazellularer Karboxy- und ein extrazellularer Aminoterminus. Die fir die TMDs
kodierenden Aminosauresequenzen gehdren zu den am starksten konservierten
Regionen dieser Rezeptoren (Frazer und Hensler, 1999).

Mit Ausnahme des 5-HT3- Rezeptors sind alle Serotoninrezeptoren G-Protein
gekoppelt und somit metabotrop (Meneses, 1999). Die 5-HT3- Rezeptoren gehdren
zu den ligandengesteuerten lonenkanélen und bewirken eine schnelle Depolarisation
von Neuronen durch die Offnung von Kationenkanalen (Frazer und Hensler, 1999).
Dabei zeigen sie eine Permeabilitat fir Na*-, K*- und Ca®*- lonen. Diese Rezeptoren
sind pentamer aufgebaut, wobei jede Untereinheit mehrere Transmembrandoméanen
aufweist. Mittlerweile sind finf Untereinheiten bekannt (5-HT3A, 3B, 3C, 3D, 3E),
wovon nur 5-HT3A in der Lage ist, einen funktionsfahigen homomeren Rezeptor zu
bilden. Alle anderen Untereinheiten bendtigen eine 5-HT3A- Untereinheit, um so
einen funktionstiichtigen heteromeren Rezeptor zu bilden (Niesler et al., 2007). Im
menschlichen Gehirn werden jedoch nur die Untereinheiten 5-HT3A, 3B und 3C

exprimiert (Niesler et al., 2003).

2.7.5.1 5-HT1- Rezeptoren

In der 5-HT1 Rezeptorfamilie lassen sich sechs Serotoninrezeptoren unterscheiden,
5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT1C, 5-HT1D, 5-HT1E und 5-HT1F. Diese Subtypen zeigen mit
bis zu 63% eine hohe Sequenzhomologie und damit auch ein recht &hnliches
pharmakologisches Profil. 5-HT1A- Rezeptoren sind uUber Gi- Proteine inhibitorisch
an zwei Effektorsysteme gekoppelt. Eine Kopplung an die Adenylatzyklase zum
einen  fuhrt zu einer Senkung CcAMP-  Konzentration  (cyclisches
Adenosinmonophosphat) in den Neuronen. Die Offnung von K'- Kanalen zum
anderen resultiert in einer Hyperpolarisation der postsynaptischen Membran. In

terminalen Feldern serotonerger Inaktivierung, wie dem Hippokampus, ist der 5-
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HT1A- Rezeptor an beide Effektorsysteme gekoppelt, im dorsalen Raphekern bewirkt
er nur die Offnung von K*- Kanalen (Frazer und Hensler, 1999). 5-HT1A Rezeptoren
sind prasynaptisch ausschlief3lich auf serotonergen Neuronen und postsynaptisch
auch auf nicht-serotonergen Neuronen in verschiedenen kortikolimbischen Regionen
lokalisiert (Jonnakuty und Gragnoli, 2008).

Auch die 5-HT1B- und 5-HT1C- Rezeptoren sind an eine Inhibierung von
Adenylatzyklase gebunden. Die Dichte dieser Rezeptoren ist besonders in der

Substantia nigra sehr hoch (Frazer und Hensler, 1999).

2.7.5.2 5-HT2- Rezeptoren
Die drei Mitglieder 5-HT2A, 5-HT2B und 5-HT2C der 5-HT2- Rezeptorfamilie

bewirken durch ihre Aktivierung die Hydrolyse von Phosphoinositid, was wiederum
zur Stimulierung der phosphoinositid- spezifischen Phospholipase C fihrt (Ozaki et
al., 1997). 5-HT2- Rezeptoren sind sowohl in der Gehirnentwicklung als auch fur die
Plastizitat des visuellen Kortex relevant (Li et al., 2004).

Eine Besonderheit der 5-HT2- Rezeptoren stellt die atypische Regulierung ihrer
Aktivitat dar. Sowohl chronische Behandlung mit agonistischen Substanzen als auch
eine Applikation antagonistischer Substanzen, wie zum Beispiel atypische
Neuroleptika, fuhren zu einer funktionellen Herabregulierung der Rezeptordichte
(Van Oekelen et al., 2003).

5-HT2A- Rezeptoren l6sen bei Aktivierung durch einen Liganden eine komplexe
Signaltransduktionskaskade aus. Nach Bindung eines Agonisten kommt es
vorwiegend zur Aktivierung von Phospholipase C (PLC) tUber Gq- Proteine. Die PLC
katalysiert die Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat zu Inositol-1,4,5-
triphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). IP3 fungiert als second messenger und
bedingt unter anderem eine Ca®’- Freisetzung aus dem endoplasmatischen
Retikulum. DAG aktiviert die Proteinkinase C (Norton und Owen, 2005).

5-HT2B- Rezeptoren bewirken durch ihre Aktivierung unter anderem eine Kontraktion
der Magenbodenmuskulatur (Frazer und Hensler, 1999). Dieser Rezeptor wurde
zunachst der 5-HT1- Rezeptorfamilie zugeordnet, aber durch seine
pharmakologische Ahnlichkeit mit dem 5-HT2A- Rezeptor erfolgte eine
Umbenennung in den 5-HT2B- Rezeptor (Bradley et al., 1986).

5-HT2C- Rezeptoren weisen ein den 5-HT2A- Rezeptoren sehr &hnliches

pharmakologisches Profil auf und sind in hoher Dichte im choroiden Plexus
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lokalisiert. In wesentlich geringerer Dichte sind sie in vielen weiteren Regionen des
Gehirns zu finden, wie im Hypothalamus, Hippokampus, Septum, Neokortex und in
Regionen, die mit motorischem Verhalten assoziiert sind, wie dem Globus pallidus

und der Substantia nigra (Frazer und Hensler, 1999).

2.7.5.3 Weitere Serotonin- Rezeptorsubtypen
Wahrend die 5-HT1-, 5-HT2- und 5-HT3- Rezeptorsubtypen bereits gut

charakterisiert wurden, ist Uber die verbleibenden Subtypen relativ wenig bekannt.
Der 5-HT4- Rezeptor befindet sich in hoher Dichte im Striatum, in der Substantia
nigra und den olfaktorischen Tuberkeln (Frazer und Hensler, 1999).

Die beiden Rezeptorsubtypen 5-HT5A und 5-HT5B zeigen mit 70% eine hohe
Sequenzhomologie, bisher wurde aber nur 5-HT5A als funktionsfahiger Rezeptor
gefunden. 5-HT5B bildet dagegen im menschlichen Gehirn kein funktionelles Protein.
5-HT5A scheint beim Menschen ausschlie3lich im ZNS lokalisiert zu sein, seine
mMRNA wird vor allem im Kortex, Hippokampus und Zerebellum exprimiert (Jonnakuty
und Gragnoli, 2008). Die genaue physiologische Rolle von 5-HT5-Rezeptoren ist
noch unklar.

5-HT6- Rezeptoren sind mit hoher Dichte im Striatum vertreten und haben eine hohe
Affinitdt zu Clozapin und Olanzapin (Roth und Meltzer, 1995). Es gibt Hinweise
darauf, dass 5-HT6 eine entscheidende Rolle bei kognitiven Prozessen und
Lernvorgéangen spielen kénnte (Jonnakuty und Gragnoli, 2008).

Obwohl selektive Agonisten fur den 5-HT7- Rezeptor fehlen, konnte seine mRNA im
Septum, Thalamus, Hypothalamus, Amygdala und im superioren Colliculus gefunden
werden.

Tabelle 2-4 fasst die bisher bekannten Eigenschaften der Serotoninrezeptoren

Zusammen.
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1999)
Lokalisation Anatomische Verteilung im :
Rezeptor i Effektormechanismus
im Genom ZNS
Hippokampus, Amygdala,
PP P ) Yd Inhibierung von Adenylatzyklase,
5-HT1A 5011.2-13 Septum, enthorinaler Kortex, . R
Offnung von K™- Kanélen
Raphekerne
Substantia nigra,
HTR1B 6913 Basalganglien, Colliculi Inhibierung von Adenylatzyklase
superiores
Substantia nigra,
5-HT1D 1p36.3-p34.3 Basalganglien, Colliculi Inhibierung von Adenylatzyklase
superiores
Kortex, Gyrus dentatus, o
5-HT1E 6q9l14-q15 Inhibierung von Adenylatzyklase
Ruckenmark
Zerebraler Kortex, Striatum,
5-HT1F 3pl2 Hippokampus, Bulbus Inhibierung von Adenylatzyklase
olfactorius
Klaustrum, zerebraler Kortex, | Stimulierung der phosphoinositid-
5-HT2A 13q14-21 olfaktorische Tuberkel, spezifischen Phospholipase C,
Striatum, nukleus akkumbens | SchlieBung von K*- Kanalen
Zerebellum, laterales o L
Stimulierung der phosphoinositid-
5-HT2B 2036.3-gq37.1 Septum, Hypothalamus, - )
spezifischen Phospholipase C
dorsale Raphekerne
Plexus choroideus, Globus
pallidus, zerebraler Kortex, o o
Stimulierung der phosphoinositid-
5-HT2C Xqg24 Hypothalamus, Septum, B )
o spezifischen Phospholipase C
Substantia nigra,
Ruckenmark
Hippokampus, enthorinaler
Kortex, Amygdala, Nucleus
5-HT3A 11g23.1 akkumbens, Area postrema, Ligandengesteuerter lonenkanal
zerebraler Kortex, limbisches
System
Area postrema, zerebraler )
5-HT3B 11g23.1 o Ligandengesteuerter lonenkanal
Kortex, limbisches System
Area postrema, zerebraler ]
5-HT3C 3027.1 o Ligandengesteuerter lonenkanal
Kortex, limbisches System
Hippokampus, Striatum,
5-HT4 5031-933 olfaktorische Tuberkel, Stimulierung von Adenylatzyklase

Substantia nigra
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Lokalisation Anatomische Verteilung im :
Rezeptor i Effektormechanismus

im Genom ZNS
5-HT5A 7036.1 Nicht bekannt Inhibierung von Adenylatzyklase
5-HT6 1p36-p35 Nicht bekannt Stimulierung von Adenylatzyklase

zerebraler Kortex, Septum,
Thalamus, Hypothalamus, o
5-HT7 10g21-q24 ) Stimulierung von Adenylatzyklase
Amygdala, Colliculus

superioris

2.8 Die Rolle des serotonergen Systems in der Schi  zophrenie

2.8.1 Der 5-HT2A-Rezeptor und Schizophrenie

Der humane 5-HT2A- Rezeptor wird durch das HTR2A- Gen auf Chromosom 13q14-
g21 kodiert (Hsieh et al., 1990). Dieses Gen ist aus 3 kodierenden Exons aufgebaut,
die von 2 Introns unterbrochen werden (Norton und Owen, 2005). Am Ende der
Translation steht der aus 471 Aminosauren aufgebaute Serotonin- 2A- Rezeptor.
HTR2A scheint zwei alternative Promotoren zu besitzen, auf3erdem ein silencer-

Element direkt stromabwarts des zweiten Promoterelements (Parsons et al., 2004).
2.8.2 Befunde zur Rezeptorbindung und Expression

Post mortem Studien zur 5-HT2A- Rezeptordichte im Gehirn Schizophrener fuhrten
zu sehr uneinheitlichen Ergebnissen.

So zeigte sich bereits frih eine verminderte Dichte an 5-HT2A- Rezeptoren im
dorsolateralen prafrontalen Kortex schizophrener Patienten (Bennett, Jr. et al., 1979).
Diese verminderte Rezeptordichte und —bindung konnte in den Folgejahren mit [°H]-
Ketanserin bestatigt werden (Arora und Meltzer, 1991; Kouzmenko et al., 1997,
Laruelle et al., 1993; Matsumoto et al., 2005; Mita et al., 1986). Ebenso wurde eine
verringerte Rezeptorbindung im lateralen frontalen Kortex (Kouzmenko et al., 1999),
im anterioren Zingulum (Gurevich und Joyce, 1997) und im Planum temporale
(Pralong et al., 2000) nachgewiesen.

Auch verstarkte Rezeptorbindungsprofile bei schizophrenen Patienten im
Hippokampus und im temporalen Gyrus wurden berichtet (Joyce et al., 1993;

Govitrapong et al., 2000).
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Diesen positiven Ergebnissen steht eine dhnliche Anzahl an Befunden gegeniber,
die keine Veranderungen der Rezeptorbindung im Gehirn schizophrener Patienten
im frontalen Kortex (Mackay et al., 1978; Whitaker et al., 1981), im prafrontalen
Kortex (Reynolds et al., 1983), im Putamen oder Hippokampus (Matsumoto et al.,
2005) finden konnten.

Mit der Entwicklung moderner bildgebender Gerate wurden neben post mortem
Studien auch in vivo Befunde mdglich. Positronen- Emissions- Tomographie (PET) -
Studien zur Rezeptordichte ergaben &hnlich widersprichliche Befunde wie die
frheren post mortem Studien.

Bei der Untersuchung einer kleinen Stichprobe aus Neuroleptika- naiven Patienten
stellte sich eine verminderte Rezeptordichte im frontalen Kortex heraus (Ngan et al.,
2000), ebenso wie im prafrontalen und okzipitalen Kortex (Hurlemann et al., 2005),
im Brodmann Areal 9 (Matsumoto et al., 2005) und im anterioren Zingulum
(Zavitsanou und Huang, 2002) verminderte Rezeptordichten gefunden wurden.

Auch Hochrisikopatienten, wie Verwandte ersten Grades von Schizophrenen, waren
von diesen Reduktionen betroffen (Hurlemann et al., 2005).

Mehrere Arbeitsgruppen, die ebenfalls mit bildgebenden Verfahren arbeiteten,
konnten diese Befunde jedoch nicht bestéatigen (Trichard et al., 1998; Lewis et al.,
1999; Okubo et al., 2000) (Tabelle 2-5, S.47).

Eine mdgliche Erklarung fir diese inkonsistenten Befunde konnte im Tierversuch
demonstriert werden. Hierbei fihrte die Applikation von atypischen Neuroleptika, wie
zum Beispiel Clozapin, zu einer Verminderung der 5-HT2A- Rezeptordichte. Dabei
wurden Ratten Gber zwdlf Monate hinweg mit einer hohen Dosis Clozapin behandelt
und dann mit [°*H]- Ketanserin die 5-HT2A- Rezeptorbindung untersucht. Es zeigt sich
eine deutlich verminderte 5-HT2A- Rezeptordichte im prafrontalen Kortex (Reynolds
et al., 1983). Deshalb muss bei einer verminderten Rezeptordichte eine langjéahrige
Neuroleptikagabe zumindest als konfundierender Faktor angesehen werden (Dean,
2003).

Eine weiterer wichtiger Aspekt sind mogliche Differenzen in den Studienbedingungen
wie das post mortem Intervall (PMI), das Alter des Patienten und die Todesursache
(du Bois et al.,, 2005). In post mortem Studien wurden héaufig altere Patienten

untersucht, so dass hier zum einen keinerlei Aussage zu Zustdnden im sich
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entwickelnden Gehirn getroffen werden konnen. Auf3erdem konnte dies auch zu
falsch positiven oder falsch negativen Resultaten fiihren, da eine altersabhangige
Serotoninrezeptorreduktion angenommen wird (Marcusson et al., 1984). Ngan und
Mitarbeiter konnten an einer kleinen Stichprobe (n=13) eine durchschnittliche
Reduktion der Serotoninrezeptordichte um 4% mit jedem adulten Lebensjahr zeigen
(Ngan et al., 2000). In dieser Studie konnte eine altersbereinigte verminderte
Rezeptorbindung bei schizophrenen Patienten auch ohne vorherige Medikation im
Vergleich zu Kontrollpersonen demonstriert werden. Eine dhnliche altersabhangige
Verminderung der Serotonin- 2A- Rezeptordichte konnte auch die Arbeitsgruppe um
Okubo feststellen (Okubo et al., 2000).

Eine weitere mogliche Quelle zur Inkonsistenz der Befunde kdnnte in der Tatsache
zu finden sein, dass schizophrene Suizidopfer eine hohere 5-HT2A- Rezeptordichte
zeigen, als Patienten, die eines natlrlichen Todes versterben (Laruelle et al., 1993).
In einigen Studien wurde dieser Aspekt nicht bertcksichtigt und Schizophrene, die
eines natirlichen Todes starben, in der Auswertung genau so behandelt wie
schizophrene Suizidopfer (Burnet et al., 1996a).

Auch die verwendeten Rezeptorliganden selbst kdnnten die Identifikation einer
Assoziation erschweren. So kann der haufig eingesetzte Radioligand [°H]-Ketanserin
zwar innerhalb der Serotoninrezeptoren als spezifisch angesehen werden, er ist aber
durchaus auch in der Lage, an a-adrenergen Rezeptoren zu binden und so zu

falschen Ergebnissen beizutragen (Burnet et al., 1996b).

49



Einleitung

Tabelle 2-5:Post-mortem undimaging Studien zur 5-HT2A- Rezeptorbindung

Studie

5-HT2A- Rezeptorbindung

(Mackay et al., 1978)

Kein signifikanter Unterschied im frontalen Kortex

zwischen Patienten und Kontrollen

(Bennett, Jr. et al., 1979)

Verminderte Rezeptorbindung im préfrontalen

Kortex schizophrener Patienten

(Whitaker et al., 1981)

Keine signifikante Unterschiede im frontalen
Kortex
Verstarkte Bindung bei nicht medikamentos

behandelten Patienten

(Reynolds et al., 1983)

Keine signifikanten Unterschiede im préafrontalen

Kortex schizophrener Patienten

(Mita et al., 1986)

Verminderte Rezeptorbindung im préfrontalen
Kortex schizophrener Patienten

(Arora and Meltzer, 1991)

Verminderte Rezeptorbindung im préfrontalen

Kortex schizophrener Patienten

(Laruelle et al., 1993)

Verminderte Rezeptorbindung im préfrontalen

Kortex schizophrener Patienten

(Joyce et al., 1993)

Gesteigerte Rezeptorbindung im Hippokampus
und im temporalen Gyrus schizophrener

Patienten

(Dean and Hayes, 1996)

Verminderte Rezeptorbindung im préfrontalen

Kortex schizophrener Patienten

(Gurevich and Joyce, 1997)

Verminderte Rezeptorbindung im anterioren

Zingulum schizophrener Patienten

(Kouzmenko et al., 1997)

Verminderte Rezeptordichte im dorsolateralen

prafrontalen Kortex schizophrener Patienten

(Trichard et al., 1998)

Kein  signifikanter ~ Unterschied  zwischen

Neuroleptika- naiven Patienten und Kontrollen

(Lewis et al., 1999)

Kein  signifikanter =~ Unterschied  zwischen

Neuroleptika- naiven Patienten und Kontrollen

(Kouzmenko et al., 1999)

Verminderte Rezeptordichte im lateralen frontalen

Kortex schizophrener Patienten

(Pralong et al., 2000)

Verminderte  Rezeptorbindung im  Planum

temporale schizophrener Patienten

(Govitrapong et al., 2000)

Erhohte Rezeptorbindung bei nicht
medikamentds  behandelten  Patienten  im
Vergleich zu  medikamentds  behandelten

Patienten
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Studie 5-HT2A- Rezeptorbindung

(Ngan et al., 2000) Verminderte Rezeptordichte im frontalen Kortex
schizophrener, Neuroleptika- naiver Patienten
Signifikante Abnahme der Rezeptordichte in

Abhangigkeit des Alters

(Okubo et al., 2000) Keine Veranderungen der Rezeptorbindung in
prafrontalem, temporalen und occipitalem Kortex
und anteriorem  Zingulum  schizophrener
Patienten

Signifikante Abnahme der Rezeptordichte in
Abhangigkeit des Alters

(Matsumoto et al., 2005) Geringere Rezeptordichte in Brodmann Areal 9
bei schizophrenen Patienten

keine  Veranderungen in Putamen oder
Hippokampus.

(Zavitsanou and Huang, 2002) Verminderte Rezeptorbindung im anterioren

Zingulum schizophrener Patienten.

(Hurlemann et al., 2005) Verminderte Rezeptorbindung bei  Hochrisiko-
individuen im orbitofrontalen und préafrontalen
Kortex.

Keine Veranderung der Rezeptorbindung im

anterioren Zingulum, im Striatum und okzipitalem

Kortex von Hochrisikoindividuen.

Neben der indirekten Untersuchung der Rezeptordichte tUber die Bindung bestimmter
Radioliganden wurde die Expression des Serotonin-2A- Rezeptorgens auch direkt
Uber die Menge der vorhandenen mMRNA gemessen. Eine frihe Studie zeigte
verminderte  mRNA- Konzentrationen in vier Gehirnregionen und konnte eine
signifikante Reduktion der mRNA- Konzentration in den Brodmann Arealen 22, 24
und 46 messen, jedoch nicht im parahippokampalen Gyrus (Burnet et al., 1996b). Im
Gegensatz dazu konnten Lopez- Figuera und Mitarbeiter in ihrer Stichprobe eine
signifikante Verminderung der mRNA- Konzentration im Hippokampus schizophrener
Patienten nachweisen, nicht aber im dorsolateralen prafrontalen Kortex (Lopez-
Figueroa et al., 2004).

In der einzigen Untersuchung zur mRNA- Expression im Zerebellum konnte zwar in
der Gesamtstichprobe keine nennenswerte Veranderung bei Patienten im Vergleich
zu Kontrollen festgestellt werden, bei der alleinigen Betrachtung der mannlichen

Individuen wurde allerdings eine signifikant geringere mRNA- Konzentration bei
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mannlichen Patienten im Vergleich zu méannlichen Kontrollpersonen nachgewiesen
(Eastwood et al., 2001).

Die Gruppe um Hernandez untersuchte post mortem Gewebe aus dem superioren
temporalen Gyrus und den frontalen Kortex von Neuroleptika- freien und -
behandelten schizophrenen Patienten und gesunden Kontrollpersonen. Dabei konnte
zwischen Patienten unter Neuroleptika- Einfluss und Kontrollen kein Unterschied
festgestellt werden, wahrend die mRNA- Konzentration bei Erkrankten ohne
Medikation signifikant niedriger war, als bei Kontrollen und Patienten mit
Neuroleptika- Einfluss (Hernandez und Sokolov, 2000; Polesskaya und Sokolov,
2002) (Tabelle 2-6).

Tabelle 2-6:Befunde zur mRNA- Konzentration im schizophreneni@eh

Studie 5-HT2A- mRNA- Konzentration

(Burnet et al., 1996b) Verminderte mRNA- Konzentration in den
Brodmann Arealen 22, 24 und 46.
Keine signifikanten Veranderungen im

parahippokampalen Gyrus.

(Hernandez and Sokolov, 2000) Signifikant geringere mRNA- Konzentration im
superioren temporalen Gyrus von Neuroleptika-
freien schizophrenen Patienten.

Kein Unterschied zwischen Patienten mit

aktueller Neuroleptika- Medikation und Kontrollen.

(Eastwood et al., 2001) Verminderte mRNA- Konzentration im Zerebellum

mannlicher schizophrener Patienten.

(Polesskaya and Sokolov, 2002) Signifikant geringere mMRNA- Konzentration im
frontalen Kortex von Neuroleptika- freien

schizophrenen Patienten.

(Lopez-Figueroa et al., 2004) Verminderte mMRNA- Konzentration im
Hippokampus schizophrener Patienten.
Keine Veranderung im dorsolateralen

prafrontalen Kortex.

In post mortem Studien wird die Expression der Gene sehr haufig mittels real time
PCR untersucht. Eine Alternative zu dieser Methode ist die Messung der
guantitativen Genexpression mit kompetitiver PCR (QGE) und anschliessender
massenspektrometrischer Bestimmung des Expressionslevels (del Mistro und Oeth,
2005).
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2.8.3 Polymorphismen im 5-HT2A Rezeptor und Schizop  hrenie

In Zusammenhang mit der Schizophrenie wurde zunéchst der bereits bekannte
exonische T102C- Polymorphismus im Serotonin-2A- Rezeptorgen genotypisiert
(Inayama et al., 1996). Erdmann und Mitarbeiter durchsuchten zur gleichen Zeit das
HTR2A- Gen mittels DNA- Einzelstrang- Konformationsanalyse auf weitere
exonische Polymorphismen. Sie identifizierten dabei vier funktionelle Varianten:
C74T, ein SNP am 5°- Ende des Rezeptorgens, der einen Aminosaureaustausch von
Threonin nach Asparagin am Codon 25 (Thr25Asn) bedingt, C1352T, der zu einem
Aminosaureaustausch von Histidin nach Tyrosin fuhrt (His452Tyr) und die stille
Mutation C516T, die zu keinem Aminosaureaustausch fihrt (Erdmann et al., 1996).
AulRerdem wurde der bereits von Warren und Mitarbeitern (1993) entdeckte T102C
validiert. Derzeit werden dem Gen etwa 420 SNPs zugeordnet, aber nur wenige
wurden bisher im Zusammenhang mit psychiatrischen Erkrankungen untersucht
(Harvey et al., 2003).

2.8.3.1 Der T102C- (rs6313) und der A-1438G- Polymorphismus (rs6311) des
HTR2A-Gens

Der in Exon 1 an Position 102 des HTR2A- Gens gelegene T102C (Ser34Ser)-
Polymorphismus wurde 1993 erstmals identifiziert (Warren, Jr. et al., 1993) und
seither intensiv untersucht. Dieser SNP befindet sich an der dritten Position des
Codon 34, und fuhrt aufgrund des degenerierten genetischen Codes zu keinem
Aminosaureaustausch.

Ein weiterer interessanter Polymorphismus liegt in der 5"- Region des Gens. Der A(-
1438)G- SNP ist stromaufwarts der beiden alternativen Promotoren des HTR2A-
Gens lokalisiert (Norton und Owen, 2005) und scheint mit der T102C- Variante in
vollstandigem Kopplungsungleichgewicht (linkage Disequilibrium, LD) zu liegen (z.B.:
Arranz et al., 1998a; Spurlock et al., 1998). Deshalb wurde dieser SNP ebenfalls als
Kandidatenpolymorphismus untersucht, da vermutet wurde, dass er der eigentliche
Grund fur die Assoziation des T102C mit Schizophrenie sein konnte (Parsons et al.,
2004). Aber ebenso wie beim T102C- Polymorphismus gab es auch bei diesem SNP
negative Befunde (Kouzmenko et al., 1997; Ohara et al., 1999), und auch eine Studie
zur Dichte kortikaler 5-HT2A- Rezeptoren und dem -1438A/G- Polymorphismus

konnte keinen Assoziation zeigen (Kouzmenko et al., 1997). Ob dieser SNP Einfluss
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auf die Promotoraktivitat haben koénnte, wurde noch nicht abschlieRend beantwortet.
Wahrend eine verminderte Promoteraktivitat in einer Studie aus den neunziger
Jahren nicht bestatigt werden konnte (Spurlock et al, 1998), war die
Promoteraktivitdt bei Vorhandensein des -1438A- Allels in einer neueren

Untersuchung deutlich gesteigert (Parsons et al., 2004).

Zwei frihe Studien berichteten ein erhthtes Auftreten des 102C- Allels bei
Schizophrenen (Erdmann et al., 1996; Inayama et al., 1996), ein Befund, der an
weiteren kaukasischen Populationen bestatigt wurde (z.B.: Abdolmaleky et al., 2004,
Baritaki et al., 2004; Golimbet et al., 2007; Joober et al., 1999; Spurlock et al., 1998;
Tay et al., 1997; Williams et al., 1996).

In einer spanischen Stichprobe aus 188 schizophrenen Patienten und 440 gesunden
Kontrollpersonen wurde das 102C- Allel ebenfalls signifikant haufiger bei Erkrankten
als bei Kontrollen gefunden (odds ratio= 1,28) (Vaquero et al., 2006).

Golimbet und Mitarbeiter untersuchten ein russisches Kollektiv aus schizophrenen
und schizoaffektiv erkrankten Patienten und stellten einen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem 102C- Allel (odds ratio= 1,2, p= 0,02) und dem
102C/C- Genotypen mit Erkrankungen des schizophrenen Spektrums her (Golimbet
et al., 2007).

Bei einer kirzlich untersuchten, relativ kleinen rumanischen Stichprobe, die
allerdings weder weibliche Patienten noch weibliche Kontrollen umfasste, bedeutete
der Besitz des 102C- und -1438G- Allels ein erhéhtes Risiko, an Schizophrenie zu
erkranken, ebenso wie das Vorhandensein der Genotypen 102C/T bzw. -1438A/G
und 102C/C bzw. -1438G/G (Procopciuc et al, 2009). AulRerdem zeigten Patienten
mit dem 102C/C- bzw. -1438G/G Genotyp ein signifikant schlechteres Ansprechen
auf atypische Neuroleptika.

Bisher wurden zwei Metaanalysen des T102C- Polymorphismus veroéffentlicht, die
beide eine signifikante Assoziation des 102C- Allels in européaischen Populationen
mit der Erkrankung bestatigen konnten. Abdolmaleky und Mitarbeiter bezogen dabei
insgesamt 36 Studien mit ein und analysierten die Genotypen von insgesamt 4632
Patienten und 4410 Kontrollen aus 17 verschiedenen Landern (Abdolmaleky et al.,
2004). Dabei ergab sich in der Gesamtstichprobe eine schwach signifikante
Assoziation des C- Allels (odds ratio=1.1). Da sich aber eine starke Heterogenitat

zwischen européischen und asiatischen Stichproben abzeichnete, wurden diese
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beiden ethnischen Gruppen nochmals getrennt untersucht und eine stérkere
Assoziation in europaischen Stichproben entdeckt, wéhrend fur asiatische
Stichproben nun keine Signifikanz mehr erkennbar war.

Eine aktuellere Metaanalyse untersuchte alle in englischer und chinesischer Sprache
verfassten Studien zum T102C Polymorphismus (Li et al., 2006). Die Allelfrequenz
des T- Allels war mit 0,496 bei Europaern geringer als bei Asiaten (0,576). Bei der
untersuchten Gesamtpopulation konnte keine Assoziation mit der Schizophrenie
festgestellt werden, ebenso in dem asiatischen Teil der Stichproben. Fur Europaer
allein konnte jedoch eine schwach signifikante Assoziation detektiert werden.

In anderen, vorwiegend asiatischen Kollektiven konnte, analog zu den Befunden der
Metaanalysen, keine Assoziation des T102C- SNPs mit der Schizophrenie
nachgewiesen werden (z.B. (Arranz et al., 1996b; Chen et al., 2001; Hawi et al.,
1997; He et al., 1999; Ishigaki, 1996; Kouzmenko et al., 1997; Lin et al., 1999; Ohara
et al., 1999; Sasaki et al., 1996; Shinkai et al., 1998).

Aber auch in kaukasischen Stichproben konnte in einigen Fallen keine signifikante
Assoziation des T102C- Polymorphismus mit der Schizophrenie gefunden werden
(Fanous et al., 2004; Jonsson et al., 1996).

Einige Studien brachten gegenteilige positive Ergebnisse hervor und fanden einen
Zusammenhang des 102T- Allels mit Schizophrenie (Tan et al.,, 2001; Tay et al.,
1997). In einer Kkleineren spanischen Stichprobe zeigte sich eine hdhere
Allelfrequenz des 102T- Allels von 0,54 bei Schizophrenen im Vergleich zu gesunden
Kontrollen (0,46) (Penas-Lledo et al., 2007). Ahnliche Allelfrequenzen wurden in
einer kleinen griechischen Stichprobe ermittelt. Auch hier zeigte sich eine
Assoziation des 102T- Allels mit der Schizophrenie (odds ratio= 2,11; p=0,0001)
(Baritaki et al., 2004).

Insgesamt scheint das 102T- Allel eher in chinesischen und sudeuropéischen
schizophrenen Patienten haufiger vertreten zu sein (Baritaki et al., 2004; Chen et al.,
1997; Chen et al., 2001; Lin et al., 1999). Wahrend die Allelfrequenz des 102T- Allels
bei Ostasiaten 59,5% (Patienten) bzw. 57,5% (Kontrollen) betragt, liegt sie bei
Nordeuropaern mit 40% (Patienten) bzw. 43,5% (Kontrollen) deutlich darunter
(Abdolmaleky et al., 2004) (Tabelle 2-7).
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Tabelle 2-7: Studien zur Assoziation des T102C- undl-1438G- Polymorphismus mit Schizophrenie

Untersuchungs- :
Stichprobengréle Befund Quelle
gegenstand
) 62 Patienten 102C- Allel bei
Diagnose

Schizophrenie

96 Kontrollen

(Japaner)

Schizophrenen signifikant

haufiger.

(Inayama et al., 1996)

Diagnose

Schizophrenie

571 Patienten
639 Kontrollen

(Kaukasier)

102C- Allel bei
Schizophrenen signifikant

haufiger.

(Williams et al., 1996)

Diagnose

Schizophrenie

45 Patienten
46 Kontrollen

(Européer)

102C- Allel bei
Schizophrenen signifikant

haufiger.

(Erdmann et al., 1996)

Diagnose

Schizophrenie

50 Patienten
158 Eltern

(Europaer)

T102C nicht mit

Schizophrenie assoziiert.

(Malhotra et al., 1996b)

Diagnose

Schizophrenie

99 Patienten
118 Kontrollen

(Kaukasier)

T102C nicht mit
Schizophrenie assoziiert.

(Jonsson et al., 1996)

Diagnose

Schizophrenie

74 Patienten
183 Kontrollen

(Kaukasier)

T102C nicht mit

Schizophrenie assoziiert.

(Arranz et al., 1996b)

Diagnose

Schizophrenie

121 Patienten
162 Kontrollen
(Asiaten)

T102C nicht mit

Schizophrenie assoziiert.

(Sasaki et al., 1996)

Diagnose

Schizophrenie

150 Schizophrene

158 Kontrollen
(Asiaten)

T102C nicht mit

Schizophrenie assoziiert.

(Ishigaki, 1996)

Diagnose

Schizophrenie

247 Patienten
249 Kontrollen

(Iren)

T102C nicht mit

Schizophrenie assoziiert.

(Hawi et al., 1997)

Diagnose
Schizophrenie

177 Patienten
98 Kontrollen
(Asiaten)

T102C nicht mit
Schizophrenie assoziiert.

(Chen et al., 1997)

Diagnose
Schizophrenie

101 Patienten
103 Kontrollen

(Kaukasier)

102C- Allel bei
Schizophrenen signifikant

haufiger.

(Tay et al., 1997)

Diagnose

Schizophrenie

63 Trios (Patienten

und Eltern)
103 Kontrollen
(Kaukasier)

102C- Allel bei
Schizophrenen signifikant

haufiger.

(Spurlock et al., 1998)
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Untersuchungs- .
Stichprobengréle Befund Quelle
gegenstand
. 106 Patienten ) .
Diagnose T102C nicht mit

Schizophrenie

109 Kontrollen
(Asiaten)

Schizophrenie assoziiert.

(Shinkai et al., 1998)

Diagnose

Schizophrenie

39 Responder
69 Nonresponder
90 Kontrollen

(Kaukasier)

T102C nicht mit

Schizophrenie assoziiert.

(Joober et al., 1999)

Diagnose

Schizophrenie

119 Patienten
106 Eltern
(Asiaten)

A-1438G nicht mit

Schizophrenie assoziiert.

(Ohara et al., 1999)

Diagnose

Schizophrenie

471 Patienten
523 Kontrollen
(Chinesen)

T102C nicht mit

Schizophrenie assoziiert.

(Chen et al., 2001)

Diagnose

Schizophrenie

141 Patienten
79 Kontrollen
(Tarken)

T102C nicht mit

Schizophrenie assoziiert.

(Herken et al., 2003)

Diagnose
Schizophrenie

270 Familien mit
1425 Individuen und
davon 595 Patienten

(Iren)

T102C nicht mit

Schizophrenie gekoppelt.

(Fanous et al., 2004)

Diagnose

Schizophrenie

Metaanalyse Uber 36
Studien,

4632 Patienten

4410 Kontrollen

102C- Allel bei
Schizophrenen haufiger,
Assoziation bei

Kaukasiern starker.

(Abdolmaleky et al.,
2004)

Diagnose

Schizophrenie

114 Patienten
192 Kontrollen
(Griechen)

102C- Allel haufiger bei

Kontrollen.

(Baritaki et al., 2004)

Diagnose

Schizophrenie

919 Patienten
330 Angehdrige
500 Kontrollen

(Russen)

102C-Allel und 102T/C-
und C/C- Genotyp
haufiger bei Patienten.
Keine familien-basierte

Assoziation.

(Golimbet et al., 2007)

Diagnose

Schizophrenie

114 Patienten
142 Kontrollen

(Kaukasier)

102T-Allel und -1438A-
Allel bei Patienten
haufiger als bei

Kontrollen.

(Penas-Lledo et al.,
2007)
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Untersuchungs- .

Stichprobengréle Befund Quelle
gegenstand

) 102C- Allel und -1438G-
) 82 Patienten o )
Diagnose Allel signifikant haufiger )
] ) 72 Kontrollen ) i (Procopciuc et al., 2009)

Schizophrenie bei Patienten als

(Ruménen)

Kontrollen.

Auch wenn von einer signifikanten Assoziation des T102C- Polymorphismus mit der
Schizophrenie ausgegangen wird, so ist nach wie vor unklar, wie dieser
Polymorphismus zur Suszeptibilitdat beitragen koénnte. Da dieser SNP keinen
Aminosaureaustausch im 5-HT2A- Rezeptor bewirkt, scheint ein direkter Einfluss auf
die Funktion des Rezeptors weniger wahrscheinlich. Durch seine physikalische Nahe
zur Promoterregion und sein vollstandiges LD mit dem Polymorphismus -1438A/G ist
eine Beeinflussung der Genexpression aber zumindest nicht géanzlich
auszuschliel3en (Williams et al., 1996).

Es wurde auch postuliert, dass die beiden Allele des T102C- SNPs die
Genexpression quantitativ beeinflussen koénnten. So wurden Hinweise darauf
gefunden, dass die mMRNA des HTR2A- Transkripts eine abweichende
Sekundarstruktur ausbildet, wenn das 102C- Allel vorhanden ist (Arranz et al., 1995).
Mittels quantitativer real time PCR konnte sowohl bei schizophrenen Patienten als
auch bei gesunden Kontrollpersonen eine signifikant um 21% geringere
Konzentration an mRNA mit dem 102C- Allel gegenuber der mRNA des 102T- Allels
festgestellt werden. Diese Reduktion beschrankte sich nicht nur auf das Verhaltnis in
Heterozygoten, auch interindividuell zeigte sich eine invers proportionale Korrelation
zwischen dem Gesamt-mRNA- Niveau und der Prasenz von 102C- Allelen
(T/T>T/IC>C/C) (Polesskaya und Sokolov, 2002; Polesskaya et al., 2006). Im
Einklang hierzu war der 102T/T- Genotyp mit einer hoheren Anzahl an 5-HT2A-
Rezeptorbindungsstellen bei gesunden Individuen assoziiert (Khait et al., 2005).
Diese signifikanten Unterschiede konnten aber in einer weiteren Studie nicht
repliziert werden (Bray et al., 2004).

Es wurde auch vermutet, dass der T102C Polymorphismus die
Rezeptorbindungseigenschaften im humanen Kortex verandern kénnte. Dies wurde

aber durch Kouzmenko und Mitarbeiter nicht bestatigt (Kouzmenko et al., 1997)
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Neben einer Assoziation des T102C und -1438A/G mit der Diagnose Schizophrenie
wurde auch ein eventueller Einfluss der Polymorphismen auf die Neuroleptikaantwort
in Betracht gezogen (z.B. Arranz et al., 1995; Chen et al., 2009; Malhotra et al.,
1996a). So fanden Joober und Mitarbeiter bei einem Vergleich von méannlichen
Neuroleptika- Nonrespondern mit gesunden Kontrollpersonen signifikante
Unterschiede, nicht jedoch beim Vergleich von Neuroleptika- Respondern mit
Kontrollpersonen (Joober et al., 1999). Anttilla und Mitarbeiter konnten diese
Ergebnisse jedoch nicht bestéatigen. Sie stellten in einer finnischen Population aus
schizophrenen Patienten im Gegensatz zu der Arbeitsgruppe um Joober den
102C/C- Genotyp signifikant erhéht bei weiblichen Neuroleptika- Nonrespondern fest
(Anttila et al., 2007). Beide Studien bekréaftigen aber die friheren Befunde, nach
denen der homozygote 102C/C- Genotyp (Arranz et al., 1995) ebenso wie der -
1438G/G- Genotyp (Arranz et al., 1998b) haufiger bei Clozapin- Nonrespondern zu
finden sei. Dieser Befund konnte aber in einer weiteren Studie nicht repliziert werden
(Masellis et al., 1998). Im Gegensatz zu den Befunden von Arranz und Mitarbeitern
war in einer asiatischen Stichprobe das Vorhandensein des 102C/C- Genotyps mit
besserem Ansprechen auf Risperidon assoziiert (Lane et al., 2002).

Eine Untersuchung an 128 mit Aripiprazol behandelten Patienten zeigte, dass die
Wirkung der eingesetzten Medikation auf die Negativsymptomatik signifikant
schwacher war, wenn die Patienten Trager des -1438G/G- Genotyps waren (Chen et
al., 2009)

Benmessaoud und Mitarbeiter untersuchten den -1438A/G- Polymorphismus auch in
Zusammenhang mit dem Ansprechen auf typische Neuroleptika, vorwiegend
Haloperidol. Sie konnten feststellen, dass das -1438G- Allel in einer algerischen
Stichprobe signifikant haufiger bei Haloperidol- Respondern vertreten war
(Benmessaoud et al., 2008) (Tabelle 2-8).
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Tabelle 2-8:Untersuchungen zum Einfluss von T102C und A-1438fGlas Ansprechen auf Neuroleptika.

Untersuchungs-
gegenstand

Stichprobengréle

Befund

Quelle

Clozapin Response

92 Responder
57 Nonresponder

(Kaukasier)

102C/C- Genotyp
haufiger bei

Nonrespondern.

(Arranz et al., 1995)

Clozapin Response

105 Responder
41 Nonresponder

(Européer)

Kein signifikanter

Unterschied.

(Nothen et al., 1995)

Clozapin Response

97 Responder
88 Nonresponder
(Kaukasier, Afro-

Amerikaner, Asiaten)

Kein signifikanter

Unterschied.

(Masellis et al., 1998)

Clozapin Response

(Metaanalyse)

102C- und -1438G- Allel
haufiger bei

Nonrespondern.

(Arranz et al., 1998b)

Clozapin Response

42 Responder
98 Nonresponder
140 Kontrollen

Kein signifikanter

Unterschied.

(Malhotra et al., 1996a)

Clozapin Response

181 Responder
178 Nonresponder
(Asiaten)

-1438G haufiger bei

Nonrespondern.

(Tan et al., 2001)

Risperidon response

100 Patienten
(Asiaten)

102C/C mit besserer
Risperidon response

assoziiert.

(Lane et al., 2002)

Risperidon response

73 Patienten
(Japaner)

T102C und -1438A/G
nicht mit Risperidon

response assoziiert.

(Yamanouchi et al., 2003)

Neuroleptika

111 Patienten
172 Kontrollen

Kein signifikanter

(Pae et al., 2005)

Response Unterschied.

(Koreaner)
Haloperidol 100 Trios -1438G haufiger bei (Benmessaoud et al.,
Response (Algerier) Respondern. 2008)

Negativsymptomatik

unter Aripiprazol

128 Patienten

(Taiwanesen)

Starkere Verbesserung
der Negativsymptomatik
bei 102T/T und 102C/T
bzw. -1438A/A- und -
1438A/G-Genotyp.

(Chen et al., 2009)

Besonders typische Neuroleptika bergen das Risiko, dass die Behandelten ein

extrapyramidalmotorisches Syndrom (EPS) entwickeln. Dabei zeigen betroffene
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Patienten Storungen im Bewegungsablauf, die mit einer verminderten oder
vermehrten Motorik, verbunden mit einem erhéhten und verminderten Muskeltonus
einhergehen. Es konnen sich akute Dystonie, Parkinsonismus, Akathisie oder
Tardive Dyskinesie ausbilden (Moller et al., 2005). Verantwortlich fur das EPS
scheint eine Blockade der DRD2- Rezeptoren zu sein, die die Haupt- Zielrezeptoren
der typischen Neuroleptika darstellen (Meltzer und Deutch, 1999). Da das
serotonerge System regulierend auf die Dopaminfreisetzung in den nigrostriatalen
und mesolimbischen dopaminergen Bahnen wirkt (Gunes et al., 2007), scheint auch
eine Untersuchung des 5-HT2A- Gens im Zusammenhang mit EPS
vielversprechend. So zeigte sich in einer estlandischen  Stichprobe
perphenazinbehandelter Patienten eine Haufung des 102C- Allels bei den Patienten,
die ein EPS ausbildeten (Gunes et al., 2007).

Auch ein Zusammenhang mit Tardiver Dyskinesie (TD) wurde in Betracht gezogen.
Nach der initialen Studie von Segman und Mitarbeitern (Segman et al., 2001) konnte
auch in anderen Stichproben eine Assoziation des T102C- Polymorphismus mit TD
festgestellt werden, jedoch wurden auch negative Ergebnisse publiziert (Basile et al.,
2001; Herken et al., 2003). Auffallig bei den Studien mit positiven Resultaten ist, dass
das allelbedingt gesteigerte Risiko fir TD mit zunehmendem Alter grof3er wird.
Hierfir konnte die in der Regel langere Exposition gegentber neuroleptischen
Substanzen verantwortlich sein, aber auch eine starkere Funktionalitat des
Polymorphismus in spateren Lebensphasen, in denen ein Grofteil der 5-HT2A-
Rezeptoren bereits abgebaut ist (Segman et al., 2001) (Tabelle 2-9).
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Tabelle 2-9: Befunde zur Auswirkung von T102C und At438G auf Neuroleptika- bedingte

Nebenwirkungen
Untersuchungs- .
StichprobengréRe Befund Quelle
gegenstand
59 TD vorhanden ) )
) TD haufiger bei alteren
62 keine TD

Tardive Dyskinesie
(TD)

96 Kontrollen
(Juden, Askenazi und
Nicht-Ashkenazi)

Patienten mit 102C- Allel
bzw. -1438G und 102C/C
bzw. -1438G/G- Genotyp.

(Segman et al., 2001)

) o 87 TD vorhanden ) ) )
Tardive Dyskinesie ) TD haufiger bei Patienten
134 keine TD ) (Tan et al., 2001)
(TD) mit 102T- Allel.
97 Kontrollen
82 TD vorhanden
Tardive Dyskinesie 63 keine TD T102C und -1438A/G

(TD)

(Afroamerikaner,

nicht mit TD assoziiert.

(Basile et al., 2001)

Kaukasier)
) o 34 TD vorhanden Kein signifikanter
Tardive Dyskinesie ) ) )
(D) 111 keine TD Unterschied bei T102C (Herken et al., 2003)
(Turken) und -1438A/G.

Tardive Dyskinesie
(TD)

Metaanalyse tber 5

Stichproben

102C- Allel signifikant mit
héherem Risiko fur TD

assoziiert.

(Lerer et al., 2005)

Extrapyramidal-
motorisches

Syndrom

25 EPS vorhanden
27 keine EPS
(Estlander)

102C- Allel signifikant
haufiger bei Patienten mit
EPS.

(Gunes et al., 2007)

Rezeptorbindung,

allelische Expression

39 Patienten
35 Kontrollen

(Kaukasier)

Signifikant reduzierte
Expression bei C-

Tragern um 21%.

(Polesskaya und Sokolov,
2002)

Rezeptorbindung,

allelische Expression

50 Kontrollen

(Kaukasier)

T102C und -1438A/G
nicht mit

Rezeptorbindung und
allelischer Expression

assoziiert.

(Bray et al., 2004)

N100 Amplitude

99 Patienten
(Chinesen)

N100 Amplitude groR3er
bei 102C- Allel- Tragern

(Yu et al., 2001)

PPI

21 Patienten

(Kaukasier)

102T/T bzw. -1438A/A
Homozygote signifikant

bessere PPI.

(Quednow et al., 2008)

Ein weiterer Befund zum T102C- SNP ist der Zusammenhang der beiden Allele mit

elektrophysiologischen Eigenschaften und sensimotorischem gating. Schizophrene
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Patienten zeigen konsistent eine schlechtere Informationsprozessierung, die sich
durch eine verminderte Prapulsinhibierung (PPI) zeigt (Quednow et al., 2008). Die
PPI vermittelt eine deutliche Reduktion der Reizantwort auf einen Schreckreiz, wenn
etwa 30- 500ms vor dem eigentlichen Reiz ein Warnton geboten wird. Dieser
Mechanismus scheint eine wichtige Rolle bei der Filterung irrelevanter Informationen
zu spielen (Quednow et al., 2008). Halluzinogene, serotoninagonistische Substanzen
hemmen die PPI bei Nagern, wahrend atypische Neuroleptika sich positiv auf die
Steuerung der PPl bei schizophrenen Patienten auszuwirken scheinen. Eine
Untersuchung an 21 Erkrankten zeigte, dass die PPl bei homozygoten 102T/T- und -
1438A/A- Tragern signifikant besser war als bei 102C/C- und -1438G/G-Tragern
(Quednow et al., 2008).

Die N100 Amplitude, ein weiterer elektrophysiologischer Marker, ist ein
ereigniskorreliertes Potential, das auf einen akustischen Stimulus folgt und bei
Erkrankten als verandert gefunden wurde (Dean, 2003). Bei Patienten mit 102C/C—
Genotyp wurden nach Clozapingabe hdhere N100 Amplituden als bei anderen
Patienten gefunden (Yu et al., 2001) (Tabelle 2-9, S.59).

Zusammenfassend betrachtet sind die Ergebnisse zu den beiden Polymorphismen
sehr heterogen. Ein Ubereinstimmender Befund ist jedoch die Tatsache, dass der
T102C- und der A-1438G- SNP im vollstandigen LD liegen. Folgerichtig wurde immer
dann, wenn beide Polymorphismen in der gleichen Stichprobe untersucht wurden,
entweder fir beide Polymorphismen ein positiver Befund, oder fir beide
Polymorphismen ein negativer Befund erbracht.

Die Frage, ob der T102C- Polymorphismus und die Promotorvariante A-1438G in
Zusammenhang mit der Schizophrenie, dem Ansprechen auf bestimmte Neuroleptika
oder mit Medikation verbundenen unerwinschten Nebenwirkungen besteht, konnte

allerdings nicht abschlieRend geklart werden.
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2.8.3.2 Der His452Tyr - Polymorphismus des HTR2A-Gens (rs6314)

Der His452Tyr Polymorphismus liegt am C-terminalen Ende des Rezeptors, welches
die G- Proteinaktivierung beeinflusst (Hazelwood und Sanders-Bush, 2004). An der
ersten Position des Codons 452 kann entweder ein Thymin oder ein Cytosin liegen,
wobei Thymin fir die Aminosaure Histidin und Cytosin fur Tyrosin kodiert. Die
seltenere Tyrosin-Variante tritt mit einer Haufigkeit von etwa 9% bei Europdern auf
(Erdmann et al., 1996), wahrend er in asiatischen Populationen nicht zu finden ist
(ncbi, 2010). Da mit diesem Polymorphismus eine basische Aminosdure gegen eine
neutrale ausgetauscht wird, konnte maglicherweise die Tertiarstruktur des Rezeptors
verandert werden (Erdmann et al., 1996).

Dieser Polymorphismus schien zuné&chst nicht mit Schizophrenie assoziiert, spatere
Studien fuhrten zu sehr widersprichlichen Ergebnissen. So wurden signifikante
positive Ergebnisse gefunden (Arranz et al., 1995; Arranz et al., 1996b; Procopciuc
et al., 2009), aber auch negative Befunde wurden berichtet (Malhotra et al., 1996b;
Nothen et al., 1995). Auch eine aktuelle Metaanalyse Uber alle publizierten Studien
zu diesem Polymorphismus in englischer und chinesischer Sprache konnte keine
signifikante Assoziation mit der Erkrankung feststellen (Li et al., 2006).

Eine irische Arbeitsgruppe untersuchte ebenfalls den Zusammenhang zwischen dem
His452Tyr- Polymorphismus und der Schizophrenie. Dazu genotypisierten sie 270
irische Familien mit insgesamt 595 schizophrenen und affektiven Patienten. Es
konnte zwar keine Assoziation mit der Schizophrenie festgestellt werden, jedoch
zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang des Polymorphismus mit affektiven
Symptomen (Fanous et al., 2004).

Wahrend die Befundlage zur Assoziation mit der Erkrankung selbst eher inkonsistent
erscheint, ist ein Einfluss des His452Tyr auf die Wirkung des atypischen
Neuroleptikums Clozapin durchgéngig bestéatigt worden. Dabei scheint sich der
Besitz eines Tyr- Allels negativ auf das Ansprechen auf diesen Wirkstoff auszuwirken
(Arranz et al., 1995; Arranz et al., 1998a; Dean, 2003; Masellis et al., 1998). Diesen
Zusammenhang konnte auch eine Metaanalyse bestétigen (Arranz et al., 1998b).
Auch eine mogliche Auswirkung auf das Risiko einer Tardiven Dyskinesie wurde
untersucht, jedoch mit negativem Befund (Basile et al., 2001; Herken et al., 2003;
Segman et al., 2001). Allerdings konnten Lerer und Mitarbeiter einen kleinen, aber
signifikanten Anstieg des Risikos fur TD feststellen, wenn 102C- Trager zugleich auch

das 452Tyr- Allel trugen. Dazu wurde eine Metaanalyse uber funf Stichproben
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durchgefuhrt und eine signifikante Assoziation des 102C- Allels mit TD detektiert.
Kombiniert mit dem 452Tyr- Allel zeigte sich ein groReres Risiko als fur 102C alleine
(Lerer et al., 2005). Eine mdgliche Erklarung fur die fehlende Signifikanz des
His452Tyr alleine kdnnte in seiner geringen minoren Allelfrequenz zu finden sein,
wodurch eine erheblich gréRere Individuenanzahl als die bisher verwendete fur eine
Risikodetektion nétig sein konnte.

Neuere Studien konnten einen replizierbaren Zusammenhang zwischen fur die
Schizophrenie relevanten  kognitiven  Funktionen und dem  His452Tyr-
Polymorphismus herstellen. Besonders an jingeren gesunden Probanden konnte
eine Assoziation des Tyr- Allels mit schlechterer Gedachtnisleistung gezeigt werden.
Dabei schnitten Tyr- Trager bei verbalen Gedachtnistests 21% schlechter ab als die
His- Trager (de Quervain et al., 2003). Dieser Befund konnte von Papassotiropoulos
und Mitarbeitern repliziert werden. Interessant hierbei ist, dass dieser Alleleffekt mit
steigendem Alter an Bedeutung verliert und ab dem 45. Lebensjahr nicht mehr
detektierbar ist. Eine Begriindung hierfir konnte das altersbedingte Absinken der 5-
HT2A- Rezeptordichte im humanen Gehirn sein. Es tritt ab dem 20. Lebensjahr ein
fortschreitender Verlust der Rezeptoren um bis zu 70% auf, der in der flnften
Lebensdekade ein Plateau von etwa 30% der juvenilen Rezeptordichte erreicht
(Papassotiropoulos et al., 2005) (Tabelle 2-10).
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Untersuchungs- :
Stichprobengréle Befund Quelle
gegenstand
. 45 Patienten o
Diagnose Kein signifikanter

Schizophrenie

46 Kontrollen

(Kaukasier)

Unterschied.

(Erdmann et al., 1996)

Diagnose

Schizophrenie

270 Familien mit
1425 Individuen und
davon 595 Patienten

(Iren)

Keine Kopplung mit
Schizophrenie.

(Fanous et al., 2004)

Diagnose

Schizophrenie

82 Patienten
72 Kontrollen
(Ruménen)

452Tyr- Allel signifikant
haufiger bei Patienten als
Kontrollen.

(Procopciuc et al., 2009)

Clozapin Response

105 Responder
41 Nonresponder

Kein signifikanter
Unterschied.

(Nothen et al., 1995)

Clozapin Response

92 Responder
57 Nonresponder

452Tyr- Allel haufiger bei
Nonrespondern.

(Arranz et al., 1995)

Clozapin Response

99 Responder
54 Nonresponder
178 Kontrollen

452Tyr- Allel haufiger bei
Nonrespondern.

(Arranz et al., 1996a)

Clozapin Response

181 Responder
93 Nonresponder
178 Kontrollen

452Tyr- Allel haufiger bei
Nonrespondern.

(Arranz et al., 1998a)

Clozapin Response

42 Responder
98 Nonresponder
140 Kontrollen

Kein signifikanter

Unterschied.

(Malhotra et al., 1996a)

Tardive Dyskinesie
(TD)

82 TD vorhanden
63 keine TD
(Afroamerikaner,
Kaukasier)

Kein signifikanter

Unterschied.

(Basile et al., 2001)

Tardive Dyskinesie
(TD)

59 TD vorhanden

62 keine TD

96 Kontrollen
(Juden, Ashkenazi
und Nicht-Ashkenazi)

Kein signifikanter

Unterschied.

(Segman et al., 2001)

Hirnvolumina

72 gesunde

Probanden

Signifikante Reduktion
grauer und weil3er
Substanz in temporalen
Regionen bei 452Tyr —
Tragern.

(Filippini et al., 2006)
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Untersuchungs- .
StichprobengréRe Befund Quelle
gegenstand
) 452Tyr- Allel aktiviert
G-Protein- ) ] o (Hazelwood and
o (keine Angabe) weniger effizient G-
Aktivierung i Sanders-Bush, 2004)
Proteine.

Beide Varianten werden quantitativ gleich exprimiert, aber die 452Tyr Variante
scheint weniger effizient G- Proteine zu aktivieren (Hazelwood und Sanders-Bush,
2004), was auf eine verminderte intrazellulare Signalkapazitat hinweisen konnte.
AulRerdem scheint ein Zusammenhang des His452Tyr- Polymorphismus mit einer
Reduktion bestimmter Hirnvolumina zu bestehen. In einer MR- Studie an 76
gesunden Probanden konnte bei Tyr- Tragern eine signifikante Reduktion der weil3en
Substanz in linken temporalen Regionen und der grauen Substanz im linken
Hippokampus, im linken inferioren temporalen Gyrus und beidseitig im mittleren und
superioren Gyrus gemessen werden (Filippini et al., 2006). Diese Befunde kdnnten
auf eine schlechtere serotonerge Neuroplastizitat hinweisen und stehen wiederum im
Einklang mit den schlechteren kognitiven Leistungen bei Tyr- Trégern, da der
Substanzverlust Regionen betrifft, die fir Gedachtnisfunktionen relevant sind.

Ozaki und Mitarbeiter untersuchten die Eigenschaften der beiden Allele anhand der
Zellmembranen von Blutplattchen. Die humanen Blutplattchen stammen
onthogenetisch vom Neuroectoderm ab (Bleich et al., 1988) und die Strukturen der 5-
HT2A- Rezeptoren in Thrombozyten sind identisch mit denen in Hirnneuronen, so
dass sie direkt verglichen werden kdnnen (Cook, Jr. et al., 1994). Wie auch im Gehirn
fuhrt die Aktivierung von 5-HT2A- Rezeptoren in Thrombozyten zur vermehrten
Phosphoinositid- Hydrolyse, wodurch Inositidphosphat entsteht, dass das
intrazellulare Kalzium mobilisiert. So wurde die intrazellulare Kalziummobilisierung bei
beiden Allelen in Thrombozyten untersucht. Wahrend sich bei der basalen
Kalziumkonzentration noch keine Unterschiede zeigten, war die Kalziummobilisierung
nach Serotoninapplikation bei 452Tyr- Tragern signifikant erniedrigt und verzdogert
(Ozaki et al., 1997).
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2.8.3.3 Weitere Polymorphismen des HTR2A-Gens

Ein weiterer Polymorphismus des HTR2A- Gens ist in der vierten
Transmembrandomaé&ne lokalisiert. Die Aminoséure an Position 197 kann hierbei mit
Isoleucin oder Valin besetzt sein (lle197Val, rs6308). Valin bewirkt eine signifikante
Reduktion der Sensitivitat des 5-HT2A- Rezeptors fur das Neuroleptikum Clozapin
(Harvey et al., 2003). Es ist aber nicht geklart, ob die Mutation die Sensitivitéat des
Rezeptors fur Clozapin direkt beeinflusst, oder ob die anschlieRende Signalkaskade
verandert wird.

Die meisten Assoziationsstudien zum 5-HT2A- Rezeptorgen basieren auf
Einzelmarkern. Dies macht die Ergebnisse schwer interpretierbar, es sei denn, der
analysierte SNP ist eine echte funktionelle Variante, die eine erhfhte Suszeptibilitat
verursachen konnte (Sullivan, 2005). Die kausale Variation ist aber meist unbekannt
und eine entdeckte Assoziation besteht nur mit einem Marker, der mit der kausalen
Mutation im LD liegt. Wenn nur ein unvollstéandiges LD zwischen dem Marker und der
kausalen Variante besteht, dann kdnnen die Ergebnisse aus Assoziationsstudien
falsch interpretiert oder Assoziationen tibersehen werden (Dominguez et al., 2007).
Ein alternativer Ansatz benutzt diese indirekten Assoziationen zum Auffinden von
Suszeptibilitatsvarianten. Das humane Genom ist in Haplotypblocke strukturiert, die
sich durch hohes LD und geringe Diversitat auszeichnen (Dominguez et al., 2007).
Dies erlaubt die Auswahl von SNP- Sets (haplotype tag SNPs, htSNPs), die die
groldte genetische Variabilitdt in jedem Block abdecken. Diese htSNPs kdnnen
verwendet werden, um Assoziationen zu identifizieren, ohne die wirkliche
Suszeptibilitdtsvariante zu genotypisieren (Gabriel et al., 2002; Johnson et al., 2001).
Dominguez und Mitarbeiter verfolgten diesen Ansatz in einer spanischen Stichprobe
um eine Assoziation zwischen dem Serotonin- 2A- Rezeptorgen und Schizophrenie
zu untersuchen. Dafur wahlten sie 23 htSNPs nach der tagger- Methode (de Bakker
et al., 2005), die zusammen mit sieben exonischen SNPs genotypisiert wurden. Sie
konnten dabei eine Assoziation der drei htSNPs rs7333412, rs2296972 und
rs659734 mit der Schizophrenie feststellen. Diese Signifikanz hielt multiplem Testen
aber nicht stand (Dominguez et al., 2007).

Eine weitere Haplotypanalyase wurde von Fanous und Mitarbeitern durchgefuhrt.
Dazu wurden zehn HapMap tagSNPs (hapmap 2009) und zwei der haufig

publizierten HTR2A- SNPs in einer grol3en irischen familienbasierten Stichprobe
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untersucht. Obwohl keine Assoziation mit der Diagnose Schizophrenie festgestellt
werden konnte, wurden zwei Haplotypen identifiziert, die signifikant haufiger bei
Patienten mit psychotischen Erkrankungen zu finden waren. Haplotyp 1 umfasste
dabei die vier SNPs rs3125, rs6314 (His542Tyr), rs659734 und rs1745837, wahrend
Haplotyp 2 sich aus den Polymorphismen rs6314 (His542Tyr), rs659734, rs1745837
und rs1928042 zusammen setzte. Des weiteren waren auch die beiden Einzelmarker
rs659734 und rs207037 mit dem Symptom Psychose assoziiert (Fanous et al.,
2009).

2.8.3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse zu Polymorphismen des HTR2A- Gens

Von den 420 bekannten Einzelnukleotid- Polymorphismen wurden bisher drei sehr
intensiv untersucht. Die stille T102C- Variation in Exon 1 (rs6313), ein Promoter-
SNP (rs6311, -1438A/G und der zu einem Aminosdureaustausch fuhrende
His452Tyr (rs6314) (Abbildung 2-4).
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Abbildung 2-4: Lage der haufig untersuchten Polymorphismen im HTR2éA

Wahrend die Befundlage in Bezug auf T102C und -1438A/G eher auf eine
Assoziation mit der Erkrankung zumindest in einigen ethnischen Kollektiven
hindeutet, scheint His452Tyr nicht zur Suszeptibilitdt fir die Schizophrenie

beizutragen. Wahrscheinlicher ist eine Beeinflussung der Arzneimittelantwort oder
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neurophysiologischer Korrelate wie der PPl und kognitiver Fahigkeiten bzw. dem
Risiko, an Nebenwirkungen zu leiden.

Die insgesamt widersprichlichen Ergebnisse zur Assoziation des HTR2A- Gens mit
Schizophrenie kénnten epigenetischer Natur sein. Bunzel und Mitarbeiter konnten
zeigen, dass HTR2A zu den genomisch gepragten Genen zahlt und somit nur eine
der beiden elterlichen Kopien aktiv ist (Bunzel et al., 1998). Genomisch gepréagte
Gene sind zwar diploid in einer Zelle vorhanden, aber in Abhangigkeit ihrer Herkunft
wird nur das maternale oder paternale Gen auch wirklich exprimiert, wahrend die
zweite Kopie durch einen hohen Methylierungsgrad seiner DNA- Sequenz inaktiviert
wird. Dies konnte bedeuten, dass die Auswirkungen eines Polymorphismus im
HTR2A- Gen nicht allein vom vorliegenden Genotyp abhéngen. Es kénnte daher von
Bedeutung sein, ob ein Allel von der Mutter oder vom Vater vererbt wurde, denn das
Allel des inaktiven Gens kdnnte weniger Einfluss auf den Phanotypen nehmen, als
das Allel des aktiv exprimierten Gens.

Eine weitere Ursache konnte in zu kleinen und zu heterogenen Studienkollektiven zu
finden sein. So ist es mdglich, dass die bisher verwendeten Stichproben nicht genug
power aufwiesen, um geringe Effekte, wie sie bei Einzelnukleotidpolymorphismen
erwartet werden, zu detektieren. Assoziationsstudien sind dazu geeignet, auch
Marker mit geringem phanotypischen Effekt zu identifizieren. Dies gelingt aber nur,

wenn die verwendete Stichprobe eine ausreichende Grol3e besitzt.
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3 Fragestellung

Wahrend eine starke genetische Komponente in der Atiologie der Schizophrenie als
unbestritten gilt, sind die Auswirkungen der potentiellen Suszeptibilitatsgene auf die
molekulargenetischen Mechanismen, die zur Entstehung der Erkrankung flhren,
noch weitgehend unbekannt. Fall- Kontroll- Studien mit einer ausreichend grof3en
Individuenzahl sind geeignet, mit hoher Sensitivitdt Gene oder Marker mit geringem
Effekt auf die Atiologie komplexer Erkrankungen zu identifizieren.

Aufgrund seiner Funktionalitit wurde dem Serotonin- 2A- Rezeptorgen in der
Vergangenheit grofRe Aufmerksamkeit gewidmet. Sowohl seine Eigenschaft als
Zielrezeptor fir antipsychotische Substanzen als auch seine Lokalisation in
schizophrenierelevanten Hirnregionen zeichnen den Rezeptor als

vielversprechenden Kandidaten fur die Schizophrenie aus.

Ziel der vorliegenden Studie war es, mogliche Zusammenhange zwischen den
untersuchten Polymorphismen und Haplotypen des HTR2A- Gens mit der
Schizophrenie an einer deutschen Fall-Kontroll-Stichprobe zu erfassen. Dazu wurden
Allel-, Genotyp- und Haplotypfrequenzen im Vergleich schizophrener Patienten zu

einer gesunden Kontrollpopulation bestimmt.

Des weiteren sollte die funktionelle Relevanz positiv assoziierter Variationen in
Hinblick auf eine veréanderte mRNA- Expression mittels quantitativer Genexpression
(QGE) unersucht werden. Die dazu verwendete Technik sollte unter Verwendung
von kompetitiver PCR und MALDI- TOF Massenspektrometrie anhand eines Sets

aus zehn humanen housekeeping Genen etabliert werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Studienteilnehmer

4.1.1 Kontrollgruppe

Die Kontrollgruppe umfasste 1325 Personen aus dem GrofRraum Mduinchen. Die
potentiellen Studienteilnehmer wurden nach dem Zufallsprinzip durch das
Einwohnermeldeamt Minchen ausgewéhlt und dann schriftlich Uber das Ziel der
Studie informiert und um eine Teilnahme gebeten. Nach schriftlicher Zusage wurde
zunachst bei allen Personen ein Telefonscreening durchgefihrt, um eine
grundsatzliche Eignung fir die Studie zu sichern. In diesem etwa zehnminitigen
Gesprach wurde eine Anamnese Uber die psychiatrische Vorgeschichte erhoben,
wobei hirnorganische und psychische Erkrankungen, wie zum Beispiel
Depressionen, Suizidversuche, Psychosen oder Alkohol- und Drogenabusus bei den
potentiellen Probanden und ihren Verwandten ersten Grades als Ausschlusskriterium
galten. Des Weiteren mussten die Teilnehmer deutsche Vorfahren aufweisen. Waren
alle Vorraussetzungen erflllt, so wurden die Personen zu einem ausfuhrlichen
klinischen Interview eingeladen, das das Strukturierte Klinische Interview (SKID) ftr
DSM-IV (SKID I und SKID Il) einschloss (First et al. 1997; Wittchen et al. 1997).
Psychiatrische Diagnosen unter Verwandten ersten Grades wurden mit Hilfe des
Family History Assessment Modules (Rice et al. 1995) beurteilt. Testpersonen mit
relevanten somatischen Krankheiten oder Achse I/lI-Stérungen (lifetime) wurden

ausgeschlossen.

4.1.2 Schizophrene Patienten

In dieser Studie wurden 513 schizophrene Patienten untersucht. Fur alle Patienten
wurde eine standardisierte Anamnese die Lebens- und Krankheitsgeschichte
betreffend erstellt, unter anderem wurden Daten zur familidaren Situation, zum
schulischen und beruflichen Werdegang, zu stationdren Aufenthalten und zur
Medikation erhoben. Patienten mit substanzinduzierten oder organischen Stérungen,
die psychotische Symptome verursachen koénnten, wurden von der Teilnahme

ausgeschlossen. Mit den Patienten wurden ebenfalls das Strukturierte Klinische
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Interview fur DSM-IV (SKID | und SKID II) durchgefiihrt und die Diagnose
Schizophrenie gesichert (Wittchen et al., 1997).

4.2 DNA-Extraktion

Tabelle 4-1Verbrauchsmaterialien, Puffer und Reagenzien fUDMNA-Extraktion

Material, Reagenz, Gerat

Verwendungszweck

Hersteller

10x PBS-Puffer:
80g NaCl
2g KClI
14,49 Na,HPO,
2,4g KH,PO,
Ad 1l mit Aqua dest.
Mit NaOH auf pH 7,4

Herstellung des 1x PBS-
Puffers

Reagenzien zur Eigenherstellung,
Carl Roth, Hamburg

1x PBS-Puffer:
100ml 10x PBS-Puffer
900ml Aqua dest.

Resuspendierung des
Blutkuchens

Eigene Herstellung

50ml Zentrifugenrdhre

Auffangen der Eluate

Sarstedt, Nirnbrecht

Sammelgefasse

Auffangen der DNA

Qiagen, Hilden

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat
(Titrierkomplex I11)

Herstellung des 10x PBS-
Puffers

Carl Roth, Karlsruhe

EDTA Monovette

Blutentnahme

Sarstedt, Nirnbrecht

Eppendorf Research Pipette
(100-1000u1)

Pipettierung der DNA

Eppendorf, Hamburg

Ethanol Rotipuran >99,8% p.a.

Entfernung der Hydrathdille
der DNA

Carl Roth, Karlsruhe

Kaliumchlorid, KCI

Herstellung des 10x PBS-
Puffers

Carl Roth, Karlsruhe

Kaliumhydrogenphosphat,
KH,PO,

Herstellung des 10x PBS-
Puffers

Carl Roth, Karlsruhe

Micro Schraubrdhre, 2,0ml

Lagerung der DNA

Sarstedt, Nirnbrecht

Natriumhydrogenphosphat,
Na,HPO,

Herstellung des 10x PBS-
Puffers

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumhydroxid, NaOH

Herstellung des 10x PBS-
Puffers

Carl Roth, Karlsruhe

Puffer AE Elution der DNA Qiagen, Hilden
Puffer AL Zelllyse Qiagen, Hilden
Entfernung von . .
Puffer AW1 Zellrickstinden Qiagen, Hilden
Entfernung von . .
Puffer AW2 Zeliriickstanden Qiagen, Hilden
QlAamp Maxi Spin Colums Bindung der DNA Qiagen, Hilden
Qiagen Protease Abbau von Zellproteinen Qiagen, Hilden

Rotixa RP Standzentrifuge

Alle Zentrifugationsschritte

Hettich, Tuttlingen

Vortex Genie

Durchmischung der Blut-
Puffer-Suspensionen

Scientific Industries, New York,
USA

WB Wasserbad

Inkubation bei 70C der
Blut-Puffer-Suspension

Memmert ,
Schwabhausen

Fur die Hochdurchsatzgenotypisierung wurde genomische DNA bendtigt. Hierbei war
von besonderer Bedeutung, eine DNA- Extraktionsmethode zu wahlen, die frei von
MALDI-

inkompatiblen Substanzen war. So durften keine Detergenzien wie
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Dimethylsulfoxid oder Harnstoff verwendet werden, da diese spater die
Genotypisierung mit MALDI- TOF Massenspektrometrie gestort hatten (Jurinke et al.,
2004).

Von allen Studienteilnehmern wurde etwa 7ml venéses Blut in EDTA- Monovetten
(Sarstedt, Numbrecht) entnommen. Das Vollblut wurde bei 3000rpm fiir 10min
zentrifugiert (Rotixa RP Standzentrifuge, Firma Hettich, Tuttlingen), das so
abgetrennte Plasma wurde abgenommen und fur weitere Untersuchungszwecke bei
-80T getrennt gelagert. Der Blutkuchen wurde zunéac hst bei -20C gelagert und zur
DNA- Extraktion bei Raumtemperatur aufgetaut, mit 1xPBS- Puffer auf ein Volumen
von etwa 10ml gebracht und gemischt.

Die DNA-Extraktion erfolgte nach dem Protokoll des Qiagen DNA Blood Maxi Kits
(Qiagen, 2002). Diese Extraktionsmethode beruht auf einer Bindung der DNA an
eine Silikagelmembran in Gegenwart von hohen Konzentrationen chaotroper Salze
(GrieB et al., 2002). Chaotrope Salze, wie Guanidiniumhydrochlorid (GHCI),
denaturieren und inaktivieren Proteine und entfernen auch die Hydrathille von
Nukleins&uren, eine wichtige Vorraussetzung fir die Bindung von Nukleinsduren an
die Silikageloberflache. Nach einigen Waschschritten erfolgt dann unter
Niedrigsalzbedingungen die Elution der aufgereinigten DNA in wassriges Medium
(Griel et al., 2002).

Der resuspendierte Blutkuchen wurde zur Zellyse mit 500ul QIAGEN Protease
(Firma Qiagen, Hilden) versetzt und gemischt. AnschlieBend wurden 12ml des GHCI-
haltigen Lysepuffers AL (Firma Qiagen, Hilden) zugegeben und flir 60s auf einem
Vortexer (Firma Scientific Industries, New York) grundlich homogenisiert. Fur
optimale Lysebedingungen und einen maximalen Ertrag an DNA wurde dieses
Gemisch fur 30min bei 70C im Wasserbad inkubiert.

Um die DNA fur die Bindung an die Silikagelmembran zu préparieren, wurden 10ml
Ethanol (Firma Carl Roth, Karlsruhe) zugegeben und erneut gemischt. Diese Lésung
wurde sukzessive auf eine QIAamp Maxi Saule Uberfihrt und jeweils bei 3000rpm
3min zentrifugiert und so die DNA an die Silikagelmembran gebunden.

In einem folgenden Waschschritt mit 5ml Puffer AW1 (Firma Qiagen, Hilden) und
anschlieender Zentrifugation bei 4000rpm fur 2min wurden restliche Protein- und
RNA- Kontaminationen entfernt. Um nun GHCI- Salze quantitativ auszuwaschen und
die DNA fir die Elution vorzubereiten, erfolgte ein weiterer Waschschritt mit 5ml

ethanolhaltigem, salzarmem Puffer AW2 (Firma Qiagen, Hilden). Fir eine restlose
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Ruckstandseliminierung wurden die S&ulen 15min bei 4000rpm zentrifugiert. Die
Elution erfolgte dann durch zweimalige Inkubation der Silikagelmembran mit
insgesamt 1,5ml Tris- haltigem AE- Puffer (Firma Qiagen, Hilden) fur jeweils 5
Minuten bei Raumtemperatur und anschlieBender Zentrifugation fir 2min bei
5000rpm. Die DNA- Lésung wurde in 2,0ml Mikroschraubréhren (Firma Sarstedt,
Nurnbrecht) bis zur Verwendung bei -80C gelagert.

4.3 Konzentrationseinstellung der DNA

Tabelle 4-2:Verbrauchsmaterialien, Puffer und Reagenzien fuKdiezentrationseinstellung

Material, Reagenz, Gerat Verwendungszweck Hersteller
. . Pipettierung der DNA und Perkin Elmer Inc.,
20ul Conductive Roborack Tips Reagenzien Massachusetts, USA
200 pL Conductive Roborack Pipettierung der DNA und Perkin Elmer Inc.,
Tips Reagenzien Massachusetts, USA
1000 pL Conductive Roborack | Pipettierung der DNA und Perkin Elmer Inc.,
Tips Reagenzien Massachusetts, USA
96 Well Flat Bottom Plate Vorlagenplatte fir Standard- Greiner Bio-one. Erickenhausen
Black und Proben DNA '

Firma Clontech, Mountain View,

Standardverdiinnungsreihe USA

Human genomic DNA 100ng/pl

Perkin Elmer Inc.,
Massachusetts, USA

Durchfiihrung aller

Janus Automated Workstation Pipettierschritte

Micro Schraubrohre, 2,0ml Lagerung der DNA Sarstedt, Nurnbrecht

Quant iT PicoGreen dsDNA

Fluoreszenzmessung der DNA
reagent

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Vorverdiinnung der Proben-
DNA,
Standardverdiinnungsreihe

Thermo Fast 96 well Plate ABgene, Hamburg

Victor 3 Multilabel Counter
1420

Fluoreszenzmessung der DNA

Perkin Elmer Inc.,
Massachusetts, USA

Wallac 1420 Workstation

Software zur Steuerung Victor3
Multilabel Counters

Perkin Elmer Inc.,
Massachusetts, USA

Software zur Steuerung Janus

Perkin Elmer Inc.,

WinPREP

Pipettierroboter Massachusetts, USA

Die aus der Extraktion erhaltenen DNA- L6sungen wiesen eine durchschnittliche
Konzentration von 120-150ng/ul auf. Fir die weitere Prozessierung wurden die
Konzentrationen aller extrahierten DNA- Losungen bestimmt und auf einen Wert von
50ng/ul eingestellt. Die hierzu notwendige Konzentrationsmessung wurde mit einem
auf dem Fluoreszenzfarbstoff PicoGreen (Firma Invitrogen, Karlsruhe) basierenden
assay durchgefiihrt. PicoGreen ist ein selektiv an doppelstrdngige DNA bindendes
Fluorophor (Rengarajan et al., 2002). Zusammen mit doppelstrangiger DNA entsteht
ein DNA- Farbstoff- Komplex, der Licht der Wellenlange 480nm absorbiert. Wird
wird wiederum Licht der

dieser Komplex durch Lichtbestrahlung angereqgt,

Wellenlange von 520nm, im griinen Bereich des sichtbaren Lichts, emittiert. Dabei ist
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die Anzahl der emittierten Lichtquanten direkt proportional zur vorhandenen
doppelstrangigen DNA. Mithilfe einer interpolierten Standardkurve aus bekannten
DNA- Konzentrationen wurde so eine Quantifizierung der extrahierten DNA-
Lésungen durchgefihrt.

Die Standardkurve wurde durch eine 1:2 Verdinnungsreihe eines 100ng/ul DNA-
Standards (Firma Clontech, Mountain View, USA) bestimmt. Hierzu wurden 200ul
dieses Standards aus genomischer DNA in der Vertiefung Al einer Thermo fast 96
well plate (Firma ABgene, Hamburg) vorgelegt und die Vertiefungen B1 bis H1 mit
100pul autoklaviertem, destilliertem Wasser beflllt. Aus der Vertiefung A1 wurden mit
einer Pipette (Firma Eppendorf, Hamburg) 100ul entnommen, in die Vertiefung B1
einpipettiert und die Losung durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette gemischt.
Aus dem Well B1 wurden wiederum 100ul entnommen und in Vertiefung C1
transferiert und gemischt. Die Verdinnungsreihe wurde bis zur Vertiefung G1
fortgefuihrt, wahrend das Well H1 unberthrt blieb und somit keine genomische DNA
enthielt (Tabelle 4-3).

Tabelle 4-3:Positionen, Volumina und Konzentrationen der DNAfd{gnungsreihe

Position | Volumen Konzentration an genomischer DNA

Al 100ul 100ng/ml
Bl 100ul 50ng/ul
C1l 100pl 25ng/ul
D1 100ul 12,5ng/ul
El 1o0pl 6,25ng/ul
F1 100pl 3125ng/ul
Gl 200pl 1,5262ng/ul
H1 100l 0

Um Messfehler auszuschliel3en wurden sowohl Standard- als auch Proben- DNAs in
Replikaten gemessen. Alle weiteren Pipettierschritte wurden dabei von einem
Roboter ausgefuhrt (Janus Automated Workstation, Firma Perkin Elmer,
Massachusetts). Hierzu wurden leitende Pipettenspitzen (conductive tips, Firma
Perkin Elmer, Massachusetts)  verwendet, durch die das Gerat
Spannungsanderungen, die durch das Auftreffen auf eine Flissigkeitsoberflache
ausgelodst werden, registrieren und so auf variable Flissigkeitspegel reagieren
konnte.
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Die zu messenden DNA- Losungen wurden in einer 96 well plate (Firma ABgene,
Hamburg) mit autoklaviertem, destilliertem Wasser 1:10 vorverdinnt (5ul DNA und
45ul H,0), wahrend die Standardkurve nicht mehr weiter verdiinnt wurde. AufRerdem
wurde in eine 96 well flat bottom plate (Firma Greiner, Frickenhausen) 50ul
autoklaviertes, destilliertes Wasser pro Vertiefung vorgelegt. Zu diesen wurden
jeweils 5ul der Standardverdinnungsreihe bzw. der vorverdiinnten DNA gegeben.
Sowohl die Standard- DNA als auch die Proben- DNA wurde jeweils aus dem selben
Réhrchen bzw. Vertiefung in Replikaten in die flat bottom plate einpipettiert (Tabelle
4-4).,

Tabelle 4-4:Plattendesign fur die DNA- Konzentrationsmessung

1 1
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

(Std.) | (Std.)

A 100 100 DNAL | DNA1 | DNA9 | DNA9 | DNA17 | DNA17 | DNA25 | DNA25 | DNA33 | DNA33
ng/pl ng/ul

B 50 50 DNA2 | DNA2 | DNA1O | DNA10 | DNA18 | DNA18 | DNA26 | DNA26 | DNA34 | DNA34
ng/pl ng/ul

C 25 25 DNA3 | DNA3 | DNA11 | DNA11l | DNA19 | DNA19 | DNA27 | DNA27 | DNA35 | DNA35
ng/pl ng/ul

D | 125 125 | DNA4 | DNA4 | DNA12 | DNA12 | DNA20 | DNA20 | DNA28 | DNA28 | DNA36 | DNA36
ng/pl ng/ul

E 6,25 6,25 | DNA5 | DNA5 | DNA13 | DNA13 | DNA21 | DNA21 | DNA29 | DNA29 | DNA37 | DNA37
ng/pl ng/ul

F 3,1/25; 3,1/2? DNA6 | DNA6 | DNA14 | DNA14 | DNA22 | DNA22 | DNA30 | DNA30 | DNA38 | DNA38
ng/p ng/y

G | 15625 | 15625 | pNA7 | DNA7 | DNA15 | DNA15 | DNA23 | DNA23 | DNA31 | DNA31 | DNA39 | DNA39
ng/pl ng/pl

H | sLnD | BLIND | DNA8 | DNAS | DNA16 | DNAL6 | DNA24 | DNA24 | DNA32 | DNA32 | DNA4O | DNA4O

Unmittelbar vor der Messung wurde das photosensible PicoGreen (Firma Invitrogen,
Karlsruhe) unter moglichst geringem Lichteinfall mit autoklaviertem, destilliertem,
Wasser 1:156 verdunnt und aus dieser Verdunnung pro Vertiefung 145ul zu der
vorverdinnten Proben- bzw. der Standard-DNA gegeben. So ergab sich eine
Endverdiunnung des PicoGreens von 1:200. Die befillte Platte wurde durch einen
Greifarm von der Janus Workstation in den Victor 3 Multilabel Counter 1420 (Firma
Perkin Elmer, Massachusetts) Uberfihrt.

Vor der Messung wurde die 96 well Platte im Messgerat 30s in horizontaler Ebene in
Doppelellipsen geschittelt, um eine homogene Durchmischung der Losungen zu
erreichen. Die Anregung des PicoGreens erfolgte bei 485nm und die
Emissionsmessung bei 520nm. Die Fluoreszenzmessung konnte mit Hilfe der Wallac
1420 Workstation Software (Perkin Elmer, Massachusetts) online verfolgt werden.
Die ermittelten Fluoreszenzwerte wurden vom Messgerét an einen Rechner (Optiplex
GX620 Pentium 4 HAT, Dell, Frankfurt) tGbermittelt und die Konzentrationen der

77



Material und Methoden

DNA- Losungen anhand der Fluoreszenzwerte der Standardkurve mit einem auf
Virtual Basic basierenden Makro berechnet, ebenso wie die nétigen Volumina an
DNA-L6sung und autoklaviertem, destilliertem Wasser, die fur die
Konzentrationseinstellung der DNA- Ldsungen auf 50ng/pl nétig waren. Die
berechneten Werte wurden automatisch in einer Excel- Tabelle (Firma Microsoft,
Seattle, USA) ausgegeben und vor der eigentlichen Verdinnung gesichtet. Hierbei
wurde Uberpruft, ob DNA- Losungen mit einer Ausgangskonzentration geringer als
50ng/ul vorhanden waren, und ob fur einzelne Verdinnungen nicht mehr
ausreichend Ausgangsvolumen vorhanden war. In beiden Fallen wurde eine erneute
DNA- Extraktion der Probe eingeleitet, um eine vergleichbare Konzentration in allen
Proben zu gewahrleisten.

Die Konzentrationseinstellung auf 50ng/ul wurde, basierend auf den Ergebnissen der
Konzentrationsmessung, vollautomatisch mit dem Janus Pipettierroboter
durchgefuhrt, das Endvolumen betrug dabei 500ul. Die so entstandene Arbeitsldsung
wurde bei -80C gelagert und bei Bedarf bei 4C auf getaut.

Fur die Hochdurchsatzgenotypisierung wurden die Arbeitslosungen in 96- well
Platten (Firma ABgene, Hamburg) vorgelegt und bis zur weiteren Prozessierung

sorgfaltig verschlossen und bei -20TC gelagert.
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Tabelle 4-5:Verbrauchsmaterialien, Puffer und Reagenzien fuGdiechlechtsbestimmung

Material, Reagenz, Gerét

Verwendungszweck

Hersteller

5XTBE- Puffer:
549 TRIS Base
27,59 Borsaure
20ml 0,5M EDTA-Lsg.
Ad 1000m! Aqua dest.

Gelelektrophorese

Reagenzien zur
Eigenherstellung, Carl Roth,
Hamburg

0,5x TBE- Puffer
100ml 5x TBE-Puffer
900ml Aqua dest.

Gelelektrophorese

eigene Herstellung

Bromphenolblau

Herstellung des loading dyes

Carl Roth, Karlsruhe

Cap Strips

Verschluss der 96 well Platten

Eppendorf, Hamburg

dNTP Set, molecular biology
grade

Polymerasekettenreaktion

Fermentas, Vilnius, Litauen

Eagle Eye Il

Visuelle Auswertung der
Gelelektrophorese

Stratagene, La Jolla, USA

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat
(Titrierkomplex 111)

Herstellung des loading dye

Carl Roth, Karlsruhe

Eppendorf Research Pipette
(2-10ul)

Pipettierung der DNA

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf Research Pipette
(10-100p0)

Pipettierung der Reagenzien

Eppendorf, Hamburg

Ethidiumbromidlésung

Sichtbarmachung der DNA

Bio-Rad, Hercules, USA

10mg/ml durch Interkalation
Glycerin Herstellung des loading dyes Carl Roth, Karlsruhe
Loading dye

4g Glycerin

100ul 0,5M EDTA
10mg Bromphenolblau
10mg Xylencyanol

Ad 15ml Aqua dest.

Gelelektrophorese

Reagenzien zur
Eigenherstellung, Carl Roth,
Hamburg

Magnesiumchloridlésung 1M

Herstellung des PCR-Puffers

Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim

Mastercycler Gradient

Thermocycler

Eppendorf GmbH, Hamburg

Mikrotiterplatte 96 well, semi-
skirted

Polymerasekettenreaktion

Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf

PCR-Puffer
500pl 10x Puffer pH=8,5
350ul 59mM MgCl,
150ul Aqua dest.

Polymerasekettenreaktion

Reagenzien zur
Eigenherstellung, Carl Roth,
Hamburg

Power Pac 300

Stromgeber fir die
Elektrophorese

Bio-Rad, Hercules, USA

Precisa 1620C

Analysenwaage

Pesa Waagen GmbH,
Steinhofen

Primer

Polymerasekettenreaktion

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Privileg 9024E Mikrowelle

Erhitzung der Agarose-Puffer-
Ldsung

Quelle GmbH, Firth

Taq DNA Polymerase
(recombinant) 1U/I

Polymerasekettenreaktion

Fermentas, Vilnius, Litauen

Wide mini sub cell

Elektrophoresekammer

Bio-Rad, Hercules, USA

Xylencyanol

Herstellung des loading dyes

Carl Roth, Karlsruhe

Die auf 50ng/ul aquilibrierten DNA- Losungen wurden flr die Genotypisierung in 96

well plates (Firma ABgene, Hamburg) pipettiert. Dabei wurden immer 93 individuelle
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Proben- DNAs, eine Blindprobe und eine Kontroll- DNA auf einer Platte kombiniert.
Um das Fehlerrisiko zu minimieren, wurde nach Fertigstellung aus jeder Platte direkt
eine Geschlechtsbestimmung aller Proben durchgefuhrt. Dabei war fir jede Platte
ein individuelles Muster an weiblichen und ménnlichen DNAs zu erwarten, welches
exakt mit dem Ergebnis der Geschlechtsbestimmung Ubereinstimmen musste.

Fur die Geschlechtsdeterminierung wurde eine Besonderheit des humanen
Amelogeningens genutzt. Dieses Gen ist auf den Geschlechtschromosomen
lokalisiert, und existiert als AMELX auf dem X-Chromosom und als AMELY, dem
homologen Gen auf dem Y-Chromosom. Frauen besitzen demnach zwei identische
Kopien des AMELX- Gens, wahrend Méanner jeweils eine Kopie der Gene AMELX
und AMELY aufweisen.

Beide Gene unterscheiden sich unter anderem in der Sequenz des Intron 1, so dass
hier eine Unterscheidung der Geschlechter mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)
mdoglich wird. Hierzu wurde ein Primerset entworfen, das spezifische Produkte fir
AMELX und AMELY hervorbringt (Tabelle 4-6).

Tabelle 4-6:Primersequenzen fir die Geschlechtsbestimmung

Primer Sequenz

amelx-f CAC AAA CAATGG CTC CAT CC
amely/x-r TCCCCATTT CTT GAT GGT TC
amely-f TCCTCAACTTGTTCAGTTTCCA

Diese Primer (Firma Invitrogen, Karlsruhe) wurden lyophilisiert geliefert und zunéchst
mit destilliertem, autoklaviertem Wasser eine Stammldsung mit einer Konzentration
von 100pM erstellt. Diese Stammlésungen wurden dann zu einem Primermix

kombiniert, der direkt in der PCR eingesetzt wurde (Tabelle 4-7).

Tabelle 4-7:Zusammensetzung des Primermix

Primer Volumen
amelx-f (100pM) wou
amely/x-r (100pM) 10 pl
amely-f (100pM) 20 ul
Wasser 60

Fur die PCR wurde jeweils 1ul Proben- DNA auf Eis in einer 96 well Mikrotiterplatte
(Firma Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf) vorgelegt und mit jeweils 25pl

Mastermix gemischt (Tabelle 4-8).

80




Material und Methoden

Tabelle 4-8:Zusammensetzung des Mastermix fir die PCR zur Gestsitesimmung

Komponente Volumen eine Reaktion
Primer Mix 1,00ul
dNTP Mix (10mM each) 1,00ul
H,O 17,00ul
PCR- Puffer 5,00l
Taq DNA Polymerase 1,00ul

Das Reaktionsgemisch wurde in einem Mastercycler Gradient Thermocycler (Firma

Eppendorf, Hamburg) unter folgenden Bedingungen amplifiziert:

R e A

95<C fur 5min
95<C fur 30sec
56C fur 30sec
72 fur Imin
72C fir 10 min

4<C forever

45 Zyklen

Wahrend der reverse Primer amely/x-r sowohl an der Gensequenz von AMELX als

auch AMELY hybridisieren kann, binden die beiden forward Primer amelx-f und

amely-f jeweils nur an eines der beiden homologen Amelogeningene. Somit

entstehen zwei unterschiedlich lange PCR- Produkte (Tabelle 4-9).

Tabelle 4-9:PCR-Produkte der Geschlechtsbestimmung mit dem Ameloggm

Primerset Produktlange | Produktsequenz

amelx-f und 145bp CACAAACAATGGCTCCATCCTTCTTACTAGCAATAGACTAATG

amely/x-r TAGATTATGTGTGTTTTATGGAGCATTCATTACATCCATGTTTC

(X- Chromosom) AGAAGAGATAAGAAAAGTGGATGTTGACTTACATTTCAGAACC
ATCAAGAAATGGGGA

amely-f und 250bp TCCTCAACTTGTTCAGTTTCCAACCTAAATGAAAAATGATTTTA

amely/x-r TGCTAACTACTGTGACTCCAAAACAATAAAATGGACTGAGAAC

(Y- Chromosom)

TTGAAATCAAATAAGAAAAATTAACCTTGCAAAGAATATCCTA
CTTGCTACCCACAGACAAATGCAGATTATGTTTTTTAAGGCAC
TTTATGGTGCACATGTTTGAGAAGAGATGAGAAAAGCACTTG
CTGATTTTCATTTCAGAACCATCAAGAAATGGGGA

(Primersequenzen gelb unterlegt, fir den reverserePighjeweils die komplementére Sequenz markiert)

Zur Auswertung der PCR wurde eine Gelelektrophorese eingesetzt. Da DNA sowohl

unter physiologischen als auch unter PCR- Bedingungen als Polyanion vorliegt,

wandern DNA- Molekile unter Einfluss von Gleichstrom in Richtung Anode. Bei der
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Gelelektrophorese kann die DNA mit interkalierenden Farbstoffen, wie
Ethidiumbromid, versetzt und so unter UV- Licht sichtbar gemacht werden. Als Matrix
fur die DNA- Molekule wurde ein Agarosegel mit definierter Agarosekonzentration
verwendet.

Fiur die Auswertung der Amelogenin- PCR wurden 4g Agarose (Firma Carl Roth,
Karlsruhe) zusammen mit 200ml 0,5x TBE- Puffer (eigene Herstellung) bei 600 Watt
fur 4min in einer Mikrowelle erhitzt und so eine 2%ige Lésung hergestellt. Nach einer
Abklhlzeit von etwa 10min wurden 2ul Ethidiumbromidlésung (Bio-Rad, Hercules,
USA) zugesetzt und die noch heil3e Losung nach griandlichem Mischen in eine
Elektrophoresekammer (Bio-Rad, Hercules, USA), die zuvor mit Seitenabdichtungen
und Gelkdmmen prapariert wurde, gegossen. Nach abgeschlossener Polymerisation
wurden die Abdichtungen und Kdmme entfernt, so dass ein Gel mit definierter Grolie
und Geltaschen vorlag. Das Gel wurde in der Kammer mit 0,5x TBE-Puffer
Uberschichtet und in jede Geltasche wurden jeweils 20ul des mit 5ul Ladepuffer
versehenen PCR- Produktes einpipettiert. Der Ladepuffer ist glycerinhaltig, wodurch
die Dichte der PCR- Ladepuffer- Mixtur erhdht wird und somit auf dem Boden der
Geltasche sinkt.

Die Elektrophoresekammer wurde an einen Stromgeber (Bio-Rad, Hercules, USA)
angeschlossen und die Elektrophorese bei 100mV Gleichspannung und 400mA
Stromstéarke fur 22min bei Raumtemperatur durchgefihrt.

So konnte eine Auftrennung der PCR- Produkte in zwei Banden erreicht werden,
welche im Anschluss unter einer UV- Licht Quelle (Firma Stratagene, La Jolla, USA)
sichtbar gemacht und ausgewertet werden konnten. Hierbei ergaben sich bei
Vorliegen des mannlichen Geschlechts zwei Banden, wohingegen bei weiblichem

Geschlecht nur eine Bande sichtbar war.
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4.5 Prinzip der Hochdurchsatzgenotypisierung mittel s MALDI- TOF
Massenspektrometrie

Die Genotypisierung erfolgte mit einer auf MALDI- TOF- Massenspektrometrie-
basierenden  Methode.  Massenspektrometrische  Verfahren zur  Analyse
niedermolekularer Substanzen sind schon seit dem letzten Drittel des
vorangegangenen Jahrhunderts gebrauchlich. Aber erst durch die Einfuhrung der
matrixgestitzten Massenspektrometrie (Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation,
MALDI) durch Karas und Hillenkamp (Karas und Hillenkamp, 1988) wurden grt3ere
und empfindlichere Biopolymere zugénglich.

Haff und Mitarbeiter entwickelten den PinPoint Assay, eine Methode der
Einzelbasenverlangerung, mit der sie SNPs mit MALDI- TOF genotypisieren konnten
(Haff und Smirnov, 1997). Fur die Genotypisierung wurden Extensionsprimer
eingesetzt, die unmittelbar 5°- vor dem polymorphen Lokus hybridisierten. Das
aufgereinigte PCR- Produkt wurde dazu zusammen mit den Extensionsprimern, einer
thermophilen DNA- Polymerase und den vier Didesoxynucleotiden einer zyklischen
Reaktion zugefiihrt und so die Extensionsprimer genau um die komplementéare Base
des polymorphen Locus verlangert und mit MALDI- TOF MS die komplementéren
Allele des SNPs identifiziert. Die in dieser Arbeit verwendete iPLEX- Methode

verfolgt dasselbe Prinzip der Einzelbasenverlangerung.

4.5.1 Der MALDI- Prozess

Eine Grundvorraussetzung fur die matrixgestutzte Laserdesorption ist der Einbau des
Analyten in die Kristallstruktur der Matrix. Dabei wird der Analyt separiert und als
Jfeste Losung® (solid solution) in den Matrixkristall inkorporiert (Beavis und Bridson,
1993). Heute sind viele Matrizes fiur verschiedene MALDI-Anwendungen in
Gebrauch, wobei diese einige grundlegende Eigenschaften aufweisen sollten:

- geringe Sublimationsneigung im Vakuum

- Absorption der eingestrahlten Laserwellenlange

- Kristallisation im Matrix- Analytgemisch

- Toleranz gegen Verunreinigung
Mittlerweile wurden empirisch einige Verbindungsklassen ermittelt, die als Matrizes

besonders geeignet scheinen. Aufgrund der Notwendigkeit einer geringen
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Flichtigkeit handelt es sich oft um polare Verbindungen mit hohem Siedepunkt
(Beavis und Chait, 1989). AuRRerdem wurde als wichtige Vorraussetzung die
Fahigkeit, protonierte Matrixmolekile zu stabilisieren, angenommen, ein Umstand,
der vor allem auf funktionelle Gruppen in ortho-Position zutrifft (Ehring et al., 1992).
Zudem besitzen die meisten Matrizes einen aziden Wasserstoff in Form einer
Hydroxy- oder Aminogruppe sowie eine Carbonylgruppe. Die in dieser Arbeit
eingesetzte Matrix 3-Hydroxypicolinsaure (3- HPA) erfullt diese Kriterien.

MALDI- Matrizes werden meist in 10000- bis 100000fachem Uberschuss gegeniiber
dem Analyten eingesetzt. Oft werden die Matrixverbindungen noch mit Zusatzen
vermischt, um die Spektrenqualitdt positiv zu beeinflussen. So haben sich fir
Oligonukleotidanalysen besonders Zuséatze aus Ammonium- und Pyridiniumsalzen
bewahrt (Cheng und Chan, 1996).

Das Matrix- Analytgemisch wird auf einen inerten Probentrédger aufgetragen und
dann der Bestrahlung durch die lonenquelle ausgesetzt. Als lonenquelle dient eine
gepulste Laserbestrahlung von mehreren Nanosekunden (Jurinke et al., 2004),
aufgrund der benutzten Wellenlangen sind hier Infrarotlaser und Ultraviolettlaser zu
nennen.

Unmittelbar nach dem Laserschuss kommt es zur Desorption, dem Herauslésen von
Neutralteilchen aus der kondensierten Phase. Die Desorption wird dabei durch einen
kurzen Laserimpuls mit hohem Energiegehalt eingeleitet, wobei der genaue Ablauf
der Desorption nach wie vor unbekannt ist. Wahrend der Desorption erfolgt die
Desintegration des Matrix- Analytgemisches aus der kondensierten in die gasférmige
Phase. Ob die lonisation bereits beim Ubergang in die gasférmige Phase
abgeschlossen ist, oder erst in gasformiger Phase erfolgt, ist noch nicht eindeutig
belegt (Karas et al., 2007).

4.5.2 Die Flugzeitspektrometrie (TOF)

Die im MALDI generierten lonen werden im Anschluss in einen Massenanalysator
Uberfuhrt. Da wahrend des MALDI- Prozesses hauptsachlich einfach geladene,
unfragmentierte lonen generiert werden, knnen ihre Massen recht unkompliziert und
ohne komplexe Berechnungen aus den resultierenden Spektren ermittelt werden
(Jurinke et al., 2004). Sehr oft werden zur Massenanalyse Flugzeitspektrometer

(Time of Flight, TOF) benutzt. In TOF- Spektrometern werden die erzeugten lonen
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nach ihrem Verhaltnis von Masse m (in Kilogramm [kg]) zu Ladung z (in Coulomb
[C]) aufgetrennt (Guilhaus, 1995). Hierzu werden die lonen zuné&chst beschleunigt,
treten dann in eine feldfreie Driftstrecke ein und werden nach einer Flugzeit tges (in
Sekunden [s]) detektiert, wobei die Flugzeit ab dem Laserbeschuss gemessen wird.
Dabei weisen lonen mit gleichen Verhaltnissen aus Masse zu Ladung im Idealfall
auch gleiche Flugzeiten auf. Die Beschleunigung der lonen erfolgt in einem
elektrischen Feld U. Die kinetische Energie Eyxin der lonen nach Durchlaufen der
Beschleunigungsstrecke hangt hier von ihrer Ladung und der angelegten

Beschleunigungsspannung ab:
1
Ein=—mv-=z[NU
Die Geschwindigkeit der lonen lasst sich wiedergeben durch die Gleichung:

/22U
V= ——
m

Mit der Flugstrecke L (in Metern [m]) ergibt sich so folgende Gesamtflugzeit:

L m L . L
t,,=—=L0—=——0/mz =kJ/m/z mit k=——
s Ty 22U J2u va
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4.6 Assay Design

4.6.1 Auswahl geeigneter SNPs

Die in dieser Arbeit behandelten SNPs wurden zusammen mit etwa 1000 anderen
SNPs im Rahmen einer grof3en Fall- Kontroll- Studie genotypisiert. Hierbei wurde
das Ziel verfolgt, moglichst informative SNPs zu genotypisieren. Neben einer
ausfuhrlichen Recherche nach bereits publizierten SNPs in der PubMed Datenbank
(NCBI, 2009) wurden folgende Kriterien mit abnehmender Prioritat bei der SNP-

Auswahl beachtet:

1. Exonische, kodierende SNPs, die zu einem Aminosaureaustausch in der
Proteinsequenz fuhren

2. funktionelle SNPs in der Promotorregion des betreffenden Gens

3. exonische SNPs, die zu einer ,stillen Mutation® fuhren, also keinen

Aminosaureaustausch bewirken

AulRerdem wurde versucht, die Gene mit Hilfe von haplotype tag SNPs (htSNPs)
maoglichst  komplett abzudecken. htSNPs sind Polymorphismen in einer
Genomregion, die in hohem linkage disequilibrium (Kopplungsungleichgewicht, LD)
mit anderen SNPs in dieser Region liegen (International HapMap Consortium.,
2005). Sind die Allele der htSNPs bekannt, kann auf alle Allele der mit diesen SNPs
im LD liegenden Polymorphismen riickgeschlossen werden. So kann mit einer
minimalen Anzahl an genotypisierten SNPs ein maximaler Informationsgehalt erzielt
werden. Im Idealfall wurden htSNPs mit einem LD von 1,0 mit moglichst vielen
weiteren Polymorphismen und einer minoren Allelfrequenz (MAF) von mindestens
0,25 selektiert.

Die htSNPs wurden mithilfe der Tagger Methode (de Bakker et al., 2005) bestimmt.
Hierzu wurde die entsprechende Genomregion ausgewahlt und auf der
Internetprasenz des internationalen HapMap Projektes (International HapMap
Consortium., 2005) die htSNPs fur die CEU- Population nach der tagger pairwise
Methode, definiert durch einen R? Grenzwert von 1,0 und eine minore Allelfrequenz
(MAF) von 0,25 exportiert (Tabelle 4-10).
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Tabelle 4-10:Exportkriterien fur die tagSNP-Auswahl

Kriterium Konfiguration
Population CEU

Pairwise Method Tagger Pairwise
RSquare cutt off 1,0

MAF cut off 0,25

Fir die vollstandige Abdeckung des Gens wurden die SNPs auch in Hinblick auf ihre
physikalische Position ausgewahlt. Dazu wurde Uberprift, ob die funktionellen,
exonischen und htSNPs in Bezug auf ihre chromosomalen Position gleichmafig
verteilt waren. Im Falle von grol3eren Licken im Gen wurden noch weitere,
intronische  SNPs mit einer MAF von mindestens 0,25 mit in das Design

Ubernommen, um diese Liicken zu schlie3en.

4.6.2 Multiplex Assay Design

Fur das assay design waren verschiedene Angaben zu den ausgewdahlten SNPs
notig, unter anderem die SNP- Allele und die flankierenden Sequenzen in 5- und 3"-
Richtung. Alle hierfur nétigen Informationen wurden tber die Datenbank des National
Centre of Biotechnology Information (NCBI, 2009) und die CHIP Bioinformatic
Datenbank (SNPper, 2009) eingeholt.

Die in die Genotypisierung mit eingeschlossenen SNPs wurden mit der Software
AssayDesign 3.1 (Firma Sequenom, San Diego) zu Multiplexen zusammengestellt.
Dieses Programm entwirft fir jeden SNP ein Primerset aus zwei PCR- Primern und

einem Extendprimer und ermittelt die optimale Plexzusammenstellung.
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i MassARRAY Assay Design E]|E| ﬁ

SHP Group | Browse 4
Azzay Graup | Browse

Azzay Design
" MBE Mazz Extend ™ SBE MaszExtend © Feplex

SEE Stop Mix |iPLER | | Presets. |
Multiplex Lewvel  Max ’fﬂ Fir ’1_i| Advanced..,
SMP Capture

Amplicon Len w/tags (bp]  kin (30 Opt 1100 Max 120
Sequence Annotation ¢ Scanand Restrict  © Constrict
Tags 1'|hME-10 ~| 2|nMED |

Extend Primer Desigh
Tm(Cl[45 to[100 by NN +] LenghiEp) [15 to 30

Allowed Mon-templated 5 Bases |5 «| Progressive Search [

S Multiplexing
Mazs Range [[a])  Lower Limit 4300 Upper Limit 13000
Min Peak Separation  Analytes |30 ME Primers |0

Ainalyte By-product Maszses [+ |

Fixed-mazs Contaminants [0 a) | j
Fiun Status
Feady.
| | | e |

Abbildung 4-1 Eingabemaske déssay Design Software

Fur den Import in die Design Software wurde eine Tabulator- getrennte Textdatei
erstellt, die in drei Spalten folgende Informationen enthielt:
- Spalte 1: rsNummer
- Spalte 2: (optional) SNP- Group (sollte aus einem Set von SNPs nur ein SNP
ins Design Ubernommen werden, dann wurde diesen die gleiche
Gruppennummer zugeteilt)
- Spalte 3: SNP- Allele in eckigen Klammern und die flankierenden Sequenzen
(+/- 200 Basen um den SNP) in GroRR3buchstaben.
In dieser Form wurden alle SNP-Informationen zusammengestellt und in die
Software importiert. Fiur den eigentlichen Design- Vorgang wurden die in Tabelle
4.11 zusammengefassten Einstellungen verwendet (Tabelle 4-11).
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Assay Design Wertl Wert2 Wert3
SBE Stop Mix iPLEX

PCR Primer Length Min: 18 Opt: 20 Max: 24
(bp)

PCR-Primer Tm Min: 30C Opt: 60C Max: 80C
Multiplex Level Min: 1 Max: 36
Amplicon Lenght Min: 80 Opt: 100 Max: 120
(bp)

Sequence Scan and Restrict

Annotation

Tags hME-10

Extend Primer Tm Min: 45C Max: 100C

Extend Primer Min: 15 Max: 30

Length (bp)

Allow non-templated 5

5’bases

Mass Range (Da)

Lower Limit: 4300

Upper Limit: 9000

Min Peak Separation
Analytes (Da)

30

Min Peak Separation
ME Primer (Da)
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Tabelle 4-12Verbrauchsmaterialien, Puffer und Reagenzien fiMiikiplex- PCR

Material, Reagenz, Gerat

Verwendungszweck

Hersteller

Centrifuge 5810 R

Zentrifugation der 96- und 384-
well Platten

Eppendorf, Hamburg

Dan Klorix

Verhinderung von DNA-
Kontaminationen

Colgate-Palmolive, Hamburg

dNTP Set, 100mM

Multiplex- PCR

ABene, Hamburg

Easy Peel Heat Sealing Foil

Verschluss der 96- und 384-
well Platten

ABgene, Hamburg

Eppendorf Research Pipetten

Pipettierung der Reagenzien

Eppendorf, Hamburg

e.T.l.P.S. Pipettenspitzen (0,5-
20ul; 2-200pl; 50-1000ul)

Pipettierung der Reagenzien

Eppendorf, Hamburg

Gene Amp PCR System 9700

Multiplex-PCR

Applied Biosystems, Foster City,
USA

Heat Sealer ALPS-300

Verschluss der 96- und 384-
well Platten

ABgene, Hamburg

HotStar Taq DNA Polymerase
(5U/ul

Multiplex-PCR

Qiagen, Hilden

MgCl,, 25mM

Multiplex-PCR

Qiagen, Hilden

MICROLAB MPH 96

Pipettierroboter

Hamilton, Reno, USA

Mikrotestplatte 96 K

Pipettierung des Multiplex-
PCR- Mastermix

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Pipettierwanne far
Mehrkanalpipetten

Pipettierung  des
PCR- Mastermix

Multiplex-

Firma Ratiolab, Dreieich

PCR-Puffer 10x Qiagen, Hilden Qiagen, Hilden
Purelab Ultra Reinstwasseranlage ELGA, Celle

. . BD Bioscience GmbH,
Spritzen, 50ml Wasserfilterung Heidelberg

SpritzenvorsatZzfilter, 0,22uM

Wasserfilterung

Qualilab, Olivet, Frankreich

Thermo Fast 384 Well Plate

Multiplex- PCR

ABgene, Hamburg

Um einen SNP mit einem MassEXTEND Primer zu analysieren, musste zunéchst die
den SNP flankierende genomische Sequenz amplifiziert werden. Nur so konnte die
Zielsequenz in ausreichender Konzentration fur die Extendprimer zur Verflgung
gestellt werden. Dazu wurden jeweils die SNPs eines Plexes zeitgleich in einer
modifizierten PCR prozessiert. Diese Reaktion wird auch als SNP Capture
bezeichnet (Sequenom, 2005). Im Vergleich zu Standard- PCRs wird fir die SNP
Capture Methode mehr DNA (12,5ng genomische DNA pro Plex) und mehr
Polymerase eingesetzt (Oeth et al., 2005). Da doppelstrangige DNA vermehrt wird,
kann der Extendprimer entweder fur den Sinnstrang oder fur den Gegensinnstrang
entworfen werden. Diese Flexibilitdt ist eine wichtige Vorraussetzung fur das
Multiplexen.

Fur die SNP Capture Reaktion wurden PCR- Primer mit zur Zielsequenz

inkomplementaren Basen am 5’- Ende der Primer entworfen. Diese tag- Sequenzen
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haben zwar bei der initialen Amplifizierung noch keinen Einfluss, sind jedoch in den
weiteren Zyklen hilfreich fir die Anlagerung der nédchsten PCR- Primer. Aul3erdem
stellten diese tag- Sequenzen sicher, dass die Massen der Primer eine GroR3e
erreichen, die auBerhalb des Massenfensters des Spektrometers liegt (Sequenom,
2005). Beim Design der Primersets wurde darauf geachtet, dass alle Amplikons
eines Plexes etwa gleich lang sind, da sonst ein Ungleichgewicht zwischen der
Amplifizierung ungleich langer PCR- Produkte hatte entstehen kénnen. Die optimale
Amplikonlange wurde bei 100bp festgelegt, inklusive der zehn Basen langen tag-

Sequenzen (Tabelle 4-13).

Tabelle 4-13: Verwendete PCR- Primer fur die untersuchten HTR2APS

SNP Chromosomale | Forward PCR-Primer Reverse PCR-Primer

Position
rs7333412 | 46301361 XTATTTGAAATCCATCTAGAG XAGGTGCCAAGGATAATCTGG
rs6314 46307035 XTTCACTCCGTCGCTATTGTC XGCAAGATGCCAAGACAACAG
rs6308 46307049 XGCAAGATGCCAAGACAACAG XTTCACTCCGTCGCTATTGTC
rs1923884 | 46319837 XATCTTGGCCTTGCTCTTGTG XAAAGTTGTTTGGGCCTCGTG
rs2296972 | 46326472 XCTGGAGTTGACAGGAGGATC XCTGAGGAACACCTAAGCTTG
rs2770296 | 46338561 XCACCATTTACATTCCTCAGC XTCTGCAGAGCTATCCTGTAC
rs582385 46343995 XTTGTTCAGAGGCTTGCTGAC XTTGATAATTCTTTCCAGCTC
rs594242 46356053 XCATTATCAGTGTGGTCACTTC XAGCTCCCACACAGAAAACAC
rs4941573 | 46362858 XCCCTGATACACTGTCCATAG XAAGATGGTTGACCTTCCCAG
rs1805055 | 46367969 XTCAGAAGTGTTAGCTTCTCC XTGAGCTCAACTACGAACTCC
rs4142900 | 46371551 XCCAGGGAGAAACTTAGAACC XTTACATTTCCCTCTGCTATC

X=ACGTTGGATG (masstags)

Das im Folgenden verwendete destillierte Wasser wurde aus einer

Reinstwasseranlange (Firma ELGA, Celle) entnommen, mittels einer 50ml Spritze
Heidelberg)

Spritzenvorsatzfilter mit Porengré3e 0,22um (Firma Qualilab, Olivet) sterilfiltriert.

(Firma BD Bioscience, aufgezogen und dann dber einen
Fur die SNP Capture Reaktion wurden die als 50ng/ul vorliegenden Arbeitsiésungen
um das Zehnfache auf eine Endkonzentration von 5ng/ul mit verdiinnt. Dazu wurden
mit Hilfe eines Pipettierroboters (Microlab MPH 96, Firma Hamilton) in 96 well Platten
(Firma ABgene, Hamburg) 90ul destilliertes, sterilfiltriertes Wasser pro Vertiefung
vorgelegt und dann mit einer 12- Kanalpipette (Firma Eppendorf, Hamburg) jeweils
10ul der Arbeitslosung einpipettiert und durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette

gemischt. Die Platten wurden bei nicht sofortigem Gebrauch mit einer Folie (Easy
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Peel Heat Sealing Foil, Firma ABgene, Hamburg) verschweil3t (Heat Sealer, Firma
ABgene, Hamburg) und bei -20TC gelagert.

Die fur die SNP Capture Reaktion verwendeten Primer wurden von der Firma
Metabion (Martinsried) HPLC- gereinigt auf Matrixplatten im 96er Format in
gefrorenem Zustand geliefert. Die Primer wurden vor Gebrauch bei Raumtemperatur
aufgetaut, beschriftet und vorsichtig auf einem Vortex Genie2- Geréat gemischt (Firma
Scientific Industries, New York).

Die weiteren fir den Mastermix bendétigten Reagenzien, 10x PCR- Puffer (Firma
Qiagen, Hilden), 25mM MgCl, (Firma Qiagen, Hilden), 25mM dNTP Mix (Firma
ABgene, Hamburg), wurden ebenfalls bei Raumtemperatur aufgetaut und die
bendtigten Mengen zusammen mit den Primern in einem 15ml Réhrchen (Firma
Sarstedt, Nurnbrecht) vorgelegt und gemischt. Unmittelbar vor Gebrauch wurde die
bei -20C gelagerte Tag- Polymerase (Firma Qiagen, Nurnbrecht) vorsichtig durch
Umkippen gemischt und abzentrifugiert. Die erforderliche Menge an Polymerase
wurde zu dem Mastermix gegeben, und dieser vorsichtig durch Umkippen gemischt
und abzentrifugiert (Tabelle 4-14).

Der Mastermix wurde in eine Pipettierwanne (Firma Ratiolab, Dreieich) gegeben und
mit einer Mehrkanalpipette (Firma Eppendorf, Hamburg) auf eine Mikrotestplatte 96K
(Firma Sarstedt, Nudrnbrecht) aliquotiert. Mithilfe eines Pipettierroboters (Firma
Microlab, Hamilton) wurden aus dieser 96 Platte jeweils 3ul Mastermix in die
Vertiefungen einer 394 well Platte (Firma ABgene, Hamburg) Uberfuhrt (Tabelle 4-
12).

Tabelle 4-14: :Eingesetzte Volumina und Konzentrationen der einzeReagenzien in der Multiplex SNP
Capture Reaktion

Reagenz Konzentration in einer Volumen in einer Volumen fur 384

5ul Reaktion Reaktion (incl. 25% Reaktionen (Incl. 25%

Uberhang) Uberhang)

Wasser NA 1,850pl 888ul
10xPCR- Puffer 1,25x 0,625ul 300ul
MgCl, 256mM 1,625mM 0,325l 156ul
dNTP Mix, 25mM 500uM 0,200l 480ul
Primer Mix, 500nM 100nM 1,000pl 480pl
each
Hotstar Taq 0,5U/Reaktion 0,100pl 48l
Polymerase, 5U/ul
Total NA 4,000yl 2400yl

Aus den im 96 well Format vorliegenden DNA- Lésungen wurden ebenfalls mit dem

Pipettierroboter jeweils 2,5pl (12,5ng) DNA in die Vertiefungen der 384 well
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Mastermixplatte Uberfihrt. Hierzu wurden die DNAs aus vier 96 well Platten in vier

Pipettierschritten auf eine 384 well Platte vereinigt. Um DNA- Kontaminationen zu

verhindern, wurden nach jedem Pipettierschritt alle der DNA exponierten Teile des

Roboters mit 2%iger

Hamburg) behandelt.

Hypochlorid- Lésung (Dan Klorix, Firma Colgate-Palmolive,

Die so entstandenen Reaktionsplatten wurden abzentrifugiert, mit Heat Sealing Foll

(Firma ABgene, Hamburg) verschweisst und in Thermocyclern (Firma Applied

Biosystems, Foster City) weiter prozessiert:

SNP Capture -Programm:

95C fur 5 min
95<C fiur 20 sec
56<C fur 30 sec
72<C fur 1 min
72 fur 3 min
12<C forever

AR e o

4.8 Dephosphorylierung mit

45 Zyklen

Shrimp Alkaline Phosphatase

Tabelle 4-15:Verbrauchsmaterialien, Puffer und Reagenzien fuS#E- Reaktion

Material, Reagenz, Gerét

Verwendungszweck

Hersteller

Centrifuge 5810 R

Zentrifugation der 96- und 384-
well Platten

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf Research Pipetten

Pipettierung der Reagenzien

Eppendorf, Hamburg

e.T.l.P.S. Pipettenspitzen (0,5-
20pl; 2-200pl, 50-1000pl)

Pipettierung der Reagenzien

Eppendorf, Hamburg

Gene Amp PCR System 9700

Multiplex- PCR

Applied Biosystems, Foster City,
USA

Mikrotestplatte 96 K

Pipettierung des Multiplex
Extend-Mastermix

Sarstedt, Nimbrecht

Multimek Pipettierroboter

Zugabe des Extend-Mastermix
zum PCR- Produkt

Beckmann, Fullerton, USA

Pipettierwanne fir
Mehrkanalpipetten

Pipettierung des Multiplex
Extend-Mastermix

Ratiolab, Dreieich

Purelab Ultra

Reinstwasseranlage

ELGA, Celle

SAP-Buffer

Dephosphorylierung
uninkorporierter dNTPs

Sequenom, San Diego, USA

Shrimp Alkaline Phosphatase
(SAP) Enzyme

Dephosphorylierung
uninkorporierter dNTPs

Sequenom, San Diego, USA

Spritzen, 50ml

Wasserfilterung

BD Bioscience GmbH,
Heidelberg

SpritzenvorsatZzfilter, 0,22uM

Wasserfilterung

Qualilab, Olivet, Frankreich
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Um nicht inkorporierte dNTPs zu dephosphorylieren, wurde das Reaktionsprodukt
aus der SNP Capture Reaktion mit Shrimp Alkalischer Phosphatase (SAP, Firma
Sequenom, San Diego) behandelt. Diese Phosphatase arbeitet effektiv bei niedrigen
Temperaturen und wird durch eine Erhitzung auf 85C denaturiert und dauerhaft
inaktiviert. Alle fir die SAP- Behandlung nétigen Reagenzien wurden in einem 15ml
Rohrchen (Sarstedt, Nurnbrecht) vorgelegt und gemischt, in einer Pipettierwanne
(Firma Ratiolab, Dreieich) vorgelegt und mit einer Zwoélfkanalpipette (Firma
Eppendorf, Hamburg) auf eine Mikrotestplatte 96K (Firma Sarstedt, Nurnbrecht)
aliquotiert (Tabelle 4-16).

Tabelle 4-16:Zusammensetzung des SAP Mastermix

Volumen fir 1 Reaktion (incl. 25% :
Reagenz . Volumen fiir 384 Reaktionen
Uberhang)
Wasser 1,530pl 734,40l
10x SAP Buffer 0,170ul 81,6ul
SAP-Enzym 0,300ul 144,0pl
Total 2,000pl 960,0pl

Zu jedem der 5ul Reaktionsprodukte aus der SNP- Capture Reaktion wurden mit
einem Multimek Pipettierroboter (Firma Beckmann, Fullerton) 2ul SAP- Mastermix
gegeben, gemischt und abzentrifugiert und in einem Thermocycler (Applied
Biosystems, Foster City) zunachst bei 37T fur 40min inkubiert, und dann die SAP

bei 85T fur 10min irreversibel inaktiviert.

SAP-Programm:
1. 37<C fur 40 min
2. 85T fur 10 min
3. 4T forever
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Tabelle 4-17:Verbrauchsmaterialien, Puffer und Reagenzien fiMii#tiplex Extend- Reaktion

Material, Reagenz, Gerat

Verwendungszweck

Hersteller

Centrifuge 5810 R

Zentrifugation der 96- und 384-

well Platten

Eppendorf GmbH, Hamburg

Easy Peel Heat Sealing Foil

Verschluss der 96- und 384-
well Platten

ABgene, Hamburg

Eppendorf Research Pipetten

Pipettierung der Reagenzien

Eppendorf, Hamburg

e.T.I.P.S. Pipettenspitzen (0,5-
20ul; 2-200ul, 50-1000u))

Pipettierung der Reagenzien

Eppendorf, Hamburg

Gene Amp PCR System 9700

Multiplex Extend- Reaktion

Applied Biosystems, Foster City,
USA

Heat Sealer ALPS-300

Verschluss der 384- well
Platten

ABgene, Hamburg

iPLEX Buffer Plus

Multiplex Extend- Reaktion

Sequenom, San Diego, USA

iPLEX Enzyme

Multiplex Extend- Reaktion

Sequenom, San Diego, USA

iPLEX Termination Mix

Multiplex Extend- Reaktion

Sequenom, San Diego, USA

Mikrotestplatte 96 K

Pipettierung des Multiplex
Extend-Mastermix

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Multimek Pipettierroboter

Zugabe des Extend-Mastermix

zum PCR-Produkt

Beckmann, Fullerton, USA

Pipettierwanne fir
Mehrkanalpipetten

Pipettierung des Multiplex
Extend-Mastermix

Ratiolab, Dreieich

Purelab Ultra Reinstwasseranlage ELGA, Celle
. . BD Bioscience GmbH,
Spritzen, 50ml Wasserfilterung Heidelberg

Spritzenvorsatzfilter, 0,22uM

Wasserfilterung

Qualilab, Olivet, Frankreich

Thermo Fast 384 Well Plate

Multiplex Extend- Reaktion

ABgene, Hamburg

In der anschlieRenden iPLEX- Reaktion wurden die MassExtend Primer um eine

Base verlangert (Tabelle 4-17).

Tabelle 4-17:Verwendete Extendprimer fir die untersuchten HTR3NPs

SNP Extendprimer Madgliche Verlangerungen
rs7333412 ATCCATCTAGAGAATTTAAGAAAAC AIG
rs6314 TCTTTAGAAGCCTCTTCAGAAT AIG
rs6308 AAGAATGACTGCTCAATGGTTG AIG
rs1923884 TGGTCACTGTTCTCGT CIT
rs2296972 GGTGACAGGAGGATCAGCGATGT A/C
rs2770296 AGCTGCTCTCTCCCCT CIT
rs582385 TTGGTGTTGAAACCCAACAGTAG AIG
rs594242 TCAGTGTGGTCACTTCACTGCTTGC CIG
rs4941573 CCTCCATAGTTTTACCCCAATA AIG
rs1805055 AGTTAAAGTCATTACTGTAGAGCCTG GIT
rs4142900 GAGAAACTTAGAACCTCTCATTTT GIT
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Zur Generierung dieser Einzelbasenextensionsprodukte (Single Base Extension,
SBE) wurden Didesoxynukleotide (ddNTPs) benutzt. Da die Massenunterschiede
zwischen SBE- Produkten aus herkdmmlichen ddNTPs mit 9-14Da zu gering sind,
um sie im Spektrum sauber aufzuldsen, erweisen sich diese fur hohes Multiplexen
als ungeeignet (Oeth et al.,, 2005) Deshalb werden fir den IPLEX- assay
massenmodifizierte ddNTPs eingesetzt (Oeth et al., 2005), die als Terminatoren in
der MassExtend Reaktion dienten. Die Unterschiede zwischen den Terminatoren
betragen so mindestens 16Da (Oeth et al., 2005) (Tabelle 4-18).

Tabelle 4-18:Massendifferenzen zwischen den vier eingesetzten nmassidizierten ddNTPs

Terminator/ ddATP ddCTP ddGTP ddTTP
Massendifferenz

ddATP 0 -24 16 55,9
ddCTP 24 0 40 79,9
ddGTP -16 -40 0 39,9
ddTTP -55,9 -79,9 -39,9 0

Da die Signalintensitat im Spektrum umgekehrt proportional zur Masse des lons ist,
gilt: je langer das Extensionsprodukt, desto geringer ist sein Signal im Spektrum
(Oeth et al, 2005). Um diesen Effekt zu kompensieren, wurden langere
Extensionsprimer in hdheren Konzentrationen eingesetzt (Oeth et al., 2005). Hierzu
wurden die Extensionsprimer eines Multiplexes ihrer Lange und damit auch ihrer
Masse nach in vier Gruppen eingeteilt und proportional zu ihrer Masse in héheren
molaren Endkonzentrationen eingesetzt (7uM, 9,33uM, 11,66uM und 14uM).

Alle fir den Reaktionscocktail bendtigten Reagenzien, mit Ausnahme des iPLEX-
Enzyms (Firma Sequenom, San Diego) wurden bei Raumtemperatur aufgetaut,
gemischt und abzentrifugiert. Die bendtigten Mengen an Wasser, iPLEX Buffer Plus
(Firma Sequenom, San Diego), IPLEX Termination Mix (Firma Sequenom, San
Diego) und Extensionsprimer (Firma Metabion, Martinsried) wurden in einem 15ml
Roéhrchen (Firma Sarstedt, Nirnbrecht) vorgelegt, auf einem Vortex2- Genie (Firma
Scientific Industries, Bohemia) gemischt und abzentrifugiert. Unmittelbar vor
Gebrauch wurde das bei -20C gelagerte iPLEX- Enzym (Firma Sequenom, San
Diego) vorsichtig durch Umkippen gemischt, abzentrifugiert und die erforderliche
Menge zum Reaktionscocktail geben. Der iPLEX Reaktionscocktail wurde aus einer

Pipettierwanne (Firma Ratiolab, Dreieich) mit einer Mehrkanalpipette (Firma
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Eppendorf, Hamburg) in eine 96 well Platte aliquotiert und mit dem Multimek

Pipettierroboter (Firma Beckmann, Fullerton) je 2ul Cocktail zu den mit SAP

behandelten SNP Capture Reaktionsprodukten gegeben.

Tabelle 4-19:Eingesetzte Konzentrationen und Volumina fiir die iRIHeaktion

Reagenz Konz./ 9ul Volumen fur eine Volumen fur 384
Reaktion (incl. Reaktionen (incl.
Uberhang) Uberhang)

Wasser NA 0,755ul 362,40yl

iPLEX Buffer Plus 0,222x 0,200ul 96,00l

iPLEX Termination 1x 0,200pl 96,00ul

Mix

Primer Mix (7uM 0,625uM bis 1,25uM 0,804yl 385,92l

bis 14uM)

iPLEX Enzym 1x 0,041pl 19,68ul

Total 2,000pl 960,00ul

Nach Zugabe des Reaktionscocktails wurden die Platten abzentrifugiert und im

Thermocycler (Firma Applied Biosystems, Foster City) nach folgendem Schema

prozessiert:

iPLEX- Programm:
1. 94<C fur 30 sec
94<C fur 5 sec
52 fur 5 sec 40 Zyklen
80T fur 5 sech Zyklen
72<C fur 3 min

4<C forever

o gk~ wnN
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4.10 Entsalzung der Extensionsprodukte

Tabelle 4-20:Verbrauchsmaterialien, Puffer und Reagenzien fliEditsalzung der Extensionsprodukte

Material, Reagenz, Gerat Verwendungszweck Hersteller
Centrifuge 5810 R Zentrifugation der 96- und 384- Eppendorf GmbH, Hamburg
well Platten

Entsalzung des

Clean Resin Extensionsprodukts

Sequenom, San Diego, USA

Entsalzung des

Dimple Plates Extensionsprodukts

Sequenom, San Diego, USA

Zugabe von Wasser zum

Multimek Pipettierroboter Entsalzten Extensionsprodukt

Beckmann, Fullerton, USA

Purelab Ultra Reinstwasseranlage ELGA, Celle

. . BD Bioscience GmbH,
Spritzen, 50ml Wasserfilterung Heidelberg
SpritzenvorsatZzfilter, 0,22uM Wasserfilterung Qualilab, Olivet, Frankreich

Aufgrund ihres negativ geladenen Phosphatriickgrats liegen Nukleinsduren unter
Analysebedingungen als Polyanionen vor. Aus diesem Grund zeigen sie eine hohe
Tendenz zur Adduktbildung mit vorhandenen Kationen (Jurinke et al., 2004).
Besonders Kalium- und Natriumionen spielen hier eine Rolle, denn jedes Natriumion,
das an ein Analytmolekil addiert, generiert ein zusatzliches, um 22Da schwereres
Signal, ein K'-lon erzeugt ein um 38Da schwereres Signal als das salzfreie
Extensionsprodukt (Oeth et al., 2005). Somit kann die Bestimmung von A/C-
(Massendifferenz: 24Da) und  C/G- Heterozygoten (Massendifferenz: 40Da)
erschwert oder ein Homozygoter falschlicherweise als Heterozygoter interpretiert
werden (Oeth et al., 2005). Deshalb ist eine mdglichst quantitative Entsalzung der
Analytldsung vor der Mischung mit der Matrix von hoher Bedeutung (Nordhoff et al.,
1992; Nordhoff et al.,, 1993). Anwendungen, die eine Adduktbildung verhindern
sollen, sind Kationenaustauscher in fester Phase (Tang et al., 1995) oder eine
Behandlung der Analyten mit Kationenaustauscherharzen (Nordhoff et al., 1992).
Pieles et al. machte die Beobachtung, dass die Zugabe von Ammoniumionen
wahrend der Matrixpraparation die Probleme mit Na* und K * reduzierte (Pieles et al.,
1993). So liegen Ammoniumionen im Uberschuss vor, und die Wahrscheinlichkeit,
dass eine Adduktbildung mit Kalium oder Natrium erfolgt, ist vermindert.
Ammoniumionen sind fliichtige Kationen, die als Ammoniak in der Gasphase
freigesetzt werden und keine Addukte mit den Nukleinsduren wahrend der
Desorption bilden (Jurinke et al., 2004).

Um eine quantitative Entsalzung zu erreichen, wurde den Extensionsprodukten

Clean Resin (Firma Sequenom, San Diego) im Uberschuss zugegeben. Das Clean
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Resin ist ein effektiver lonenaustauscher, der unter anderem Alkalimetallionen durch
Ammoniumionen ersetzt.

Jede der 9ul Reaktionen wurde mit Hilfe einer dimple plate (Firma Sequenom, San
Diego) mit 6mg Clean Resin versetzt und mit dem Multimek Pipettierroboter
(Beckmann, Fullerton) 25ul sterilfiltriertes, destilliertes Wasser zugegeben. Die
Platten wurden verschlossen und 10min in einen Rotor gespannt, wodurch sich das
Clean Resin verteilen konnte und eine homogene Suspension als Vorraussetzung fur
eine quantitative Entsalzung entstand. Im Anschluss wurden die Extensionprodukte
bei 4000rpm fur 5min zentrifugiert, so dass sich das Clean Resin am Boden der

Wells absetzen und spater die Messung nicht beeinflussen konnte.

4.11 Messung der Extensionsprodukte im MALDI-TOF

Massenspektrometer

Tabelle 4-20:Verbrauchsmaterialien, Gerate und Software fir dés$ding der Extensionsprodukte im MALDI-

TOF- MS

Material, Reagenz, Gerét Verwendungszweck Hersteller

3 Point Calibrand Kalibrierung der Sequenom, San Diego, USA
Massenspektren

AssayEditor 3.4.0.7 Assayimport Sequenom, San Diego, USA

FLEXControl

MALDI-Steuerung

Bruker Daltonics, Bremen

MassARRAY POINT
Nanodispenser

Applikation der
Extensionsprodukte auf
SpectroCHIPs

Sequenom, San Diego, USA

MNL 200 Stickstofflaser

Massenspektrometrische
Analyse der
Extensionsprodukte

LTB Laser Technik, Berlin

Autoflex Massenspektrometer

Massenspektrometrische
Analyse der
Extensionsprodukte

Bruker Daltonics, Bremen

Nitrogen Generator

Stickstoffversorgung des
Lasers

Parker Balston, Haverhill, USA

PlateEditor 3.4.0.48

Plattenzusammenstellung

Seguenom, San Diego, USA

RT Workstation 3.4, Chiplinker

Datenbankverlinkung

Sequenom, San Diego, USA

SpectroAquire 3.3.1.3

MALDI- Steuerung

Sequenom, San Diego, USA

SpectroCHIPs

Probentrager mit
Matrixdroplets

Sequenom, San Diego, USA

SpectroTARGET

Trager fur SpectroCHIPs

Sequenom, San Diego, USA

TyperAnalyzer 3.4.0.18

Spektrenauswertung

Sequenom, San Diego, USA

99




Material und Methoden

4.11.1 Probenvorbereitung

Fur die Messung der Extensionsprodukte in einem MALDI- TOF
Massenspektrometer muss der Analyt auf einem geeigneten Probentrager mit Matrix
vereinigt werden. In dieser Arbeit wurde hierzu die dried droplet Methode eingesetzt.
Als Probentrdger wurden Siliziumchips mit bereits aufpréparierten Matrixpunkte
verwendet. Auf diesen SpectroCHIPS (Firma Sequenom, San Diego) sind 384
Matrixspots fur die Analyten und 8 Calibrandenspots fur einen Dreipunkt Kalibranden
aufgebracht. Die Probenubertragung aus einer 384 well Platte auf einen
SpectroCHIP erfolgte mit einem MassARRAY POINT Nanodispenser (Firma
Sequenom, San Diego), ein Gerat mit Edelstahlpins, geschlitzten Nadeln aus
Edelstahl, an denen durch Adhasion und Kapillarkréfte ein bestimmtes Volumen an
Analytldsung haften bleibt. Der 24- pin- Dispensierkopf taucht hierzu in 24
Vertiefungen einer 384 well Platte ein und nimmt Analytldsungen auf. Diese werden
dann auf die Matrixpunkte eines SpectroCHIPS ubertragen. Die Menge an
Analytldsung, die hierbei auf einen Matrixspot tbertragen wurde, konnte durch die
Geschwindigkeit, mit der die pins auf einen SpectroCHIP auftrafen, kontrolliert
werden. Ublicherweise werden mit diesem Verfahren etwa 0,5ul Analyt pro
Matrixpunkt tbertragen (Jurinke et al., 2004). Nach jedem Ubertragungsschritt
erfolgte eine intensive Reinigung der pins zunéchst in einem Ethanol-, dann in einem
Ultraschallbad. Vor dem erneuten Eintauchen in die folgenden 24 Analyten wurden
die pins mit Druckluft getrocknet. Neben der Analytlobsung wurde auch ein Kalibrand
auf jeden SpectroCHIP aufgetragen. Dazu wurden acht Matrixpunkte mit einem
Dreipunkt Kalibranden (3 Point Calibrand, Sequenom) durch eine Einzelpin benetzt.
Dieser Kalibrand enthalt drei definierte Substanzen mit bekannten Massen. Anhand
des erhaltenen Kalibrandenspektrums wurden dann die Analytenspektren kalibriert.
Unmittelbar nach dem spotten wurden die Chips auf ein SpectroTARGET
(Sequenom, San Diego), einer Halterung aus schwarz beschichtetem, nicht
spiegelndem Edelstahl aufgelegt und in das Massenspektrometer (Autoflex, Firma

Bruker Daltonics, Bremen) eingeschleust.
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4.11.2 Messung der Extensionsprodukte

Die eigentliche Genotypisierung wurde mit einem Autoflex MALDI- TOF
Massenspektrometer (Bruker Daltonics, Bremen) durchgefiihrt. Hierzu wurden fir
jeden Chip alle nétigen Informationen zur Probandenbezeichnung, Massen der
verlangerten und unverlangerten Extensionsprimer und zugehorigen Allelen in eine
Datenbank eingespeist. Mithilfe des AssayEditors (Firma Sequenom, San Diego)
wurden die Informationen zu den erwarteten Massen der Extensionsprodukte
festgelegt, alle Angaben zu Position der einzelnen DNAs und der gemessen SNPs
konnten mithilfe des PlateEditors (Firma Sequenom, San Diego) zusammengefuhrt
und so die zu messenden Chips in der Datenbank kreiert werden. Um eine
Verbindung zwischen Datenbank und MALDI- TOF Massenspektrometer
herzustellen und so die korrekte Zuordnung der Messergebnisse zu gewahrleisten,
wurde der ChipLinker (Firma Sequenom, San Diego) verwendet.

Die MALDI- TOF Messung wurde mit der FlexControl Software (Bruker Daltonics,
Bremen) gesteuert. Hierbei konnten Parameter wie Laserenergie, Detektor- und
Reflektorspannung Uberwacht und bei Bedarf modifiziert werden. Die
Genotypisierung konnte in Echtzeit mit der SpectroAQUIRE (Firma Sequenom, San

Diego) Software verfolgt werden.
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4.12 Qualitatskontrolle

Bevor die Genotypen eines Polymorphismus als valide angesehen wurden, mussten
sie eine Reihe von Qualitatskriterien erfillen.

4.12.1 Manuelle Nacheditierung

Alle generierten Ergebnisse wurden anhand der Spektren mit der TyperAnalyzer
(Firma Sequenom, San Diego) Software auf ihre Qualitdt gesichtet. Mit der
TyperAnalyzer Software konnte flr jeden untersuchten SNP ein clusterplot generiert
werden, in dem alle Proben nach ihren Genotypen sortiert in Gruppen dargestellt
wurden. Hierbei wurde ein clusterplot dann als qualitativ hochwertig und valide
eingestuft, wenn die cluster der einzelnen Genotypen sauber voneinander getrennt

und moglichst in sich geschlossen dargestellt wurden (Abbildung 4-3).

Abbildung 4-3: Clusterplot eines SNPs, der die Qualitatskriterien erfiillt. DienGtypcluster sind in sich
geschlossen und sauber getrennt. Blaue und griine Ptititezygote Genotypen, gelbe Punkte: heterozygote
Genotypen.

Jede prozessierte DNA- Platte war mit mindestens einer Blindprobe versehen. Diese
Blindproben wurden so auf den 96- well- Platten verteilt, dass ihre Position in einem
Experiment einzigartig war. So konnte jede verwendete DNA- Platte anhand der
Lage ihrer Blindprobe eindeutig identifiziert werden. Alle Blindproben wurden auf ihre

Sauberkeit geprift. Zeigten sich fur einen SNP unklare Signale, so wurde dieser
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verworfen. In der Regel zeigte sich in den Blindproben fir jeden Assay nur das
Signal des nicht verlangerten Extensionsprimers (Abbildung 4-4).
AulRerdem konnten in diesen eventuelle Artefakte, die zum Beispiel zu einer

Clusterverschiebung fihren konnten, begutachtet und beurteilt werden.

4250772, 0.003

Mass
Abbildung 4-4: Typisches Spektrum einer Blindprobe fiir den SNP rs8823Die fir diesen SNP mdglichen
Massensignale sind rot markiert. Wahrend das Signatidar nicht verlangerten Extensionsprimer (4850Da)
rechts deutlich erkennbar ist, finden sich an degn&positionen der beiden mdglichen Allele (5100Da,
5180Da) links keingeaks. Das zweite starke Signal zeigt den nicht verlangeketendprimer eines anderen
SNPs an.

Neben den Blindproben wurden fur jeden SNP stichprobenartig echte calls aller drei
Genotypen kontrolliert. Dabei sollte der Extendprimer mdglichst quantitativ umgesetzt
sein, beide heterozygote peaks sollten gleich hoch sein (Abbildung 4-5), und auch

die Homozygoten mussten eindeutig erkennbar sein (Abbildung 4-6).

4900 4950 S000 =100 5150 5200

by
Abbildung 4-5: Typisches Spektrum eines Heterozygoten fir den SNP 38892 Die fur diesen SNP
moglichen Massensignale sind farbig markiert. WahedExtendprimer (rot, 4580Da) vollstandig umgdsetz
wurde, sind die Signale fur beide Allele (gelb, 5805180Da) deutlich sichtbar.
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Mars
Abbildung 4-6: Typisches Spektrum eines Homozygoten fir den SNP rs84923Bie fur diesen SNP
moglichen Massensignale sind farbig markiert. Wahreled Extendprimer (links, 4850Da) vollstandig
umgesetzt wurde, ist das Signal fur ein Allel (get)@Da) deutlich sichtbar.

Neben falschpositiven Blindproben fihrten auch diffuse cluster oder Artefakte und
Nebensignale zur Verwerfung von Ergebnissen (Abbildung 4-7).

alue:0.1331

Height
Abbildung 4-7: Diffuser clusterplot, der zum Ausschluss des SNPs rs3125 fuhrte.
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Alle auswertbaren Genotypen wurden in Form einer Excel- Tabelle exportiert und der

weiteren Auswertung zugefuhrt.

4.12.2 Uberprifung der Callrate

Die in der ersten Sichtung als valide eingestuften Ergebnisse wurden in einer
teilautomatisierten Prozedur auf weitere Qualitditsmerkmale untersucht. Dazu wurde
die als Excel-Tabelle vorliegenden Einzeldateien eines Experiments zu einer
groReren SPSS- Datei (Statistical Package for Social Sciences; SPSS 15.0; SPSS
Inc., Chicago, USA) zusammengefasst, die alle Ergebnisse eines Plexes enthielt.

Fir die weitere Auswertung wurden nur die Ergebnisse von Probanden
miteinbezogen, die eine plexcallrate von 0,80 und hoher aufwiesen. Nach
Ausschluss der Probanden mit einer geringeren Rate an erfolgreich bestimmten
Genotypen wurde der fur jeden Polymorphismus der Anteil an erfolgreich bestimmten
Genotypen im Verhéltnis zur maximal mdoglichen Anzahl an Genotypen (SNP
callrate) bestimmt. Fur die weitere Auswertung wurden nur Polymorphismen mit

einer SNP callrate tiber 0,95 verwendet.

4.12.3 Uberpriifung der Duplikat- und CEPH- Genotype n

Auf jeder prozessierten DNA- Platte wurde eine Vertiefung mit einer Kontrollprobe
belegt. Die Genotypen dieser Kontrollprobe mussten auf jeder Platte identisch sein.
Bei inkonsistenten Ergebnissen wurden die entsprechenden SNPs verworfen.

Neben der Kontrollprobe wurden in jedem Plex die Referenzproben des Centre
d'Etude du Polymorphisme Humain (CEPH) genotypisiert. Diese DNA- Sammlung
besteht aus 30 Trios (Eltern und ein Kind) europaischen Ursprungs. Die Genotypen
der Probanden sind fir den Grofdteil aller bekannten SNPs in der Hapmap-
Datenbank gesammelt und sind frei einsehbar (International Hapmap Consortium,
2009).

Die mit der iPLEX- Methode fiur die CEPH- Proben ermittelten Genotypen wurden mit
denen der Hapmap- Datenbank abgeglichen. Dabei mussten von den 90
genotypisierten CEPH- Proben mindestens 89 Proben die erwarteten Genotypen
aufweisen (98,9% Ubereinstimmung). War die Ubereinstimmung kleiner als 98,9%,

so wurden die Ergebnisse fir den betroffenen Polymorphismus verworfen.
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4.12.4 Uberprufung des Hardy- Weinberg- Gleichgewic  hts

Fur jeden SNP, der die angelegten Qualitatskriterien erfillte, wurde das Hardy-
Weinberg- Gleichgewicht Uberprift. Dazu wurden die Genotypen einem Fisher- Test
unterzogen und als Grenzwert wurde ein p- Wert von 0,05 festgelegt.
Polymorphismen, die das Hardy- Weinberg- Gleichgewicht nicht erfiillten und einen

p- Wert kleiner als 0,05 aufwiesen, wurden gesondert betrachtet.

4.13 Statistische Auswertung

Nach der ausfuhrlichen qualitativen Kontrolle wurden die fir valide befundenen
Genotypen der eigentlichen statistischen  Auswertung zu Allel- und
Genotypverteilungen der HTR2A SNPs zugefiihrt. Diese erfolgte mit Hilfe der
Software Statistical Package for Social Sciences (SPSS 15.0; SPSS Inc., Chicago,
USA).

Es interessierten insbesondere die Unterschiede in der Allel- und Genotypverteilung
zwischen Patienten und Kontrollen. Die Prufung der Signifikanz der Unterschiede
erfolgte mit dem Chi- Quadrat- Test.

Das Ausmald des Kopplungsungleichgewichtes zwischen zwei Markern wurde mit
Lewontins D" geschatzt (Lewontin 1964). Zusatzlich wurde der Chi- Quadrat- Test
eingesetzt, um die Unabhangigkeit der Marker untereinander zu tberprufen.

Fiur alle statistischen Berechnungen wurde ein Signifikanzniveau von p < 0.05

festgelegt, wéhrend p < 0.1 als Trend gewertet wurde.
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4.14 Quantitative Genexpression mit MALDI- TOF

Die in dieser Arbeit verwendete Methode zur Quantifizierung der Genexpression
kombiniert eine Multiplex- kompetitive PCR mit der iPLEX Einzelbasenverlangerung.
Dabei wird zun&chst Gesamt- RNA aus dem interessierenden Gewebe extrahiert und
revers transkribiert. Anhand der bekannten cDNA- Sequenzen der zu
untersuchenden Gene werden Kompetitoren entworfen, synthetische DNA- Molekiile,
die bis auf eine einzige Base der Sequenz der jeweiligen Wildtyp- cDNA Sequenz
entsprechen. Auf diese Weise wird ein synthetischer SNP und der Zustand zweier
Allele simuliert. Die cDNA kann nun zusammen mit den Kompetitoren koamplifiziert
werden. Dabei dient der Kompetitor, der in bekannter Konzentration vorliegt, als
interne Kontrolle, denn anfangliche Unterschiede an Kompetitor- und cDNA-
Konzentrationen bleiben auch wahrend der Amplifizierung erhalten (del Mistro und
Oeth, 2005). Die Kompetitoren kdnnen dabei in einer Verdinnungsreihe eingesetzt
werden und so die Menge der vorhandenen cDNA mit der best fitting Methode
bestimmt werden.

Durch die Prozessierung verschiedener bekannter Kompetitorkonzentrationen kann
fur jede der eingesetzten Konzentrationen die cDNA- Frequenz bestimmt werden.
Die cDNA- Frequenz ist definiert als Verhaltnis der Amplifizierung der Wildtyp- cDNA
zur Gesamtamplifikation. Bei Vorhandensein gleicher Mengen an cDNA und
Kompetitor ist somit eine cDNA- Frequenz von 0,5 zu erwarten (del Mistro und Oeth,
2005).

Die in dieser real competitive PCR generierten Amplikons dienen dann in der SBE
Reaktion als Zielsequenz. Auch hier ist die Bindung und Verlangerung der
Extensionsprimer direkt proportional zur Amplikonmenge. Das heildt, dass das
Verhaltnis von cDNA zu Kompetitor auch hier beibehalten wird.

Dieses Verhaltnis zeigt sich ebenfalls in der Signalintensitat im Massenspektrometer.
Dabei ist die Flache unter einem Allelpeak abhangig von der Menge an verl&ngerten
Extensionsprimern. Somit kann die cDNA- Frequenz direkt aus dem Verhéltnis der
Peakflache der Wildtyp- cDNA zu den Gesamtpeakflachen bestimmt werden.
Anhand der real vorhandenen Datenpunkte und cDNA- Frequenzen kann durch
Interpolierung der EC50- Wert und somit die urspringlich vorhandene Menge an
cDNA ermittelt werden. Der EC50- Wert gibt die effektive Konzentration an
Kompetitor an, die noétig ist, um die Amplifizierung der Wildtyp- cDNA zu 50% zu

inhibieren. Um die quantitative Genexpression mit MALDI- TOF MS zu etablieren,
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wurde das human normalization panel (Sequenom, 2009) verwendet, ein Set aus 10
housekeeping Genen. Housekeeping Gene sind maligeblich an der
Aufrechterhaltung grundlegender Zellprozesse beteiligt, weshalb sie annahernd

ubiquitar exprimiert werden.

4.14.1 Reverse Transkription

Tabelle 4-21:Verbrauchsmaterialien, Puffer und Reagenzien fliRdieerse Transkription

Material, Reagenz, Gerét Verwendungszweck Hersteller

0,AM DTT Reverse Transkription Invitrogen GmbH, Karlsruhe

5x First Strand Buffer Reverse Transkription Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Agilent 2100 Bioanalyzer Qualitatsbestimmung der RNA | Agilent Technologies, Béblingen
grl\;z Set, molecular biology Polymerasekettenreaktion Fermentas, Vilnius, Litauen

Eppendorf Research Pipetten

1-10ul, 10-10l, 100-1000l Pipettierung der Reagenzien Eppendorf GmbH, Hamburg

Mastercycler Gradient Thermocycler Eppendorf GmbH, Hamburg

PCR Softstrips 0,2 ml farblos Reverse Transkription Eppendorf GmbH, Hamburg

Pipettenspitzen RNase-frei
Biosphere Quality Tips (1000 Pipettierung der Reagenzien Sarstedt AG, Nurnbrecht
pl, 200 pl, 10 pl)

Applied Biosystems, Foster City,

Random Hexamer Primer Reverse Transkription USA

RNA 6000 Nano LabChips Qualitatsbestimmung der RNA

RNase H Eliminierung der verbliebenen New England BioLabs, Ipswitch,
RNA USA

RNase Inhibitor Reverse Transkription Fermentas, Vilnius, Litauen

Super S.C”pt Il Reverse Reverse Transkription Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Transkriptase

Fur die quantitative Genexpression wurde RNA aus immortalisierten humanen
Lymphozyten isoliert. Da die Qualitdit des Ausgangsmaterials flr quantitative
Untersuchungen von grof3er Bedeutung ist, wurde die RNA hinsichtlich ihrer
Degradation untersucht, und alle Proben wurden mittels eines Agilent 2100
Bioanalyzer (Firma Agilent Technologies, Boblingen) quantifiziert und qualifiziert.
Dabei wurde die gesamt- RNA unter Verwendung von RNA 6000 Nano LabChips
(Firma Agilent Technologies, Boblingen) kapillarelektrophoretisch aufgetrennt und
detektiert. Anhand der resultierenden Elektropherogramme wurden die Mengen an
18S- und 28S- RNA quantifiziert und so die RNA-Qualitat beurteilt. Letztlich wurden
die sechs hochwertigsten RNAs ausgewabhilt.

Die cDNA- Synthese wurde mittels reverser Transkription mit je 100ng gesamt- RNA
unter Verwendung der Superscript Il Reversen Transkriptase (Invitrogen GmbH,
Karlsruhe) und Random Hexamer Primern (Applied Biosystems, Foster City, USA)

durchgefuhrt. Zuerst wurden jeweils 100ng RNA in PCR- Streifen vorgelegt und mit

108




RNase-freiem Wasser ad 6,0 pl erganzt.
Mastermix addiert (Tabelle 4-21).

Material und Methoden

Tabelle 4-21:Zusammensetzung des Mastermix fir die Reverse Transkripti

Zu dieser Vorlage wurden jeweils 14pl

Komponente Volumen eine Reaktion
5x First Strand Buffer 4,00ul
0,AM DTT 2,00ul
dNTP Mix, 10mM 1,00pl
Random Hexamer Primer 1,00pl
Super Script Il Reverse Transkriptase 1,00ul
RNase Inhibitor 0,50ul
Aqua dest, RNAse frei 4,50ul

Die Inkubation erfolgte in einem Mastercycler Gradient (Firma Eppendorf, Hamburg)

nach folgendem Programm:
1. 10min bei 25C
2. 50min bei 42<C
3. 15min bei 70C
4

4C forever.
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Tabelle 4-22:Verbrauchsmaterialien, Puffer und Reagenzien funui#i

Multiplex Real Competitive PCR

Material und Methoden

lexreal competitive PCR

Material, Reagenz, Gerat

Verwendungszweck

Hersteller

Centrifuge 5810 R

Zentrifugation der 96- und 384-
well Platten

Eppendorf GmbH, Hamburg

Dan Klorix

Verhinderung von DNA-
Kontaminationen

Colgate-Palmolive, Hamburg

dNTP Set, 100mM

Real Competitive PCR

ABene, Hamburg

Easy Peel Heat Sealing Foil

Verschluss der 96- und 384-
well Platten

ABgene, Hamburg

Eppendorf Research Pipetten

Pipettierung der Reagenzien

Eppendorf GmbH, Hamburg

e.T.I.P.S. Pipettenspitzen (0,5-
20ul; 2-200ul, 50-1000u))

Pipettierung der Reagenzien

Eppendorf GmbH, Hamburg

Gene Amp PCR System 9700

Real Competitive PCR

Applied Biosystems, Foster City,
USA

Heat Sealer ALPS-300

Verschluss der 96- und 384-
well Platten

ABgene, Hamburg

HotStar Taq DNA Polymerase
(5U/ub

Real Competitive PCR

Qiagen, Hilden

Kompetitoren

Real Competitive PCR

Metabion, Martinsried

MgCl,, 25mM

Real CompetitivePCR

Qiagen, Hilden

MICROLAB MPH 96

Pipettierroboter

Hamilton, Reno, USA

Mikrotestplatte 96 K

Pipettierung des Real
CompetitivePCR-Mastermix

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Pipettierwanne fir
Mehrkanalpipetten

Pipettierung des Real
CompetitivePCR-Mastermix

Ratiolab, Dreieich

PCR-Primer

Real Competitive PCR

Metabion, Martinsried

PCR-Puffer 10x Qiagen, Hilden Qiagen, Hilden
Purelab Ultra Reinstwasseranlage ELGA, Celle

. . BD Bioscience GmbH,
Spritzen, 50ml Wasserfilterung Heidelberg

SpritzenvorsatZzfilter, 0,22uM

Wasserfilterung

Qualilab, Olivet, Frankreich

Thermo Fast 384 Well Plate

Real CompetitivePCR

ABgene, Hamburg

41421

Herstellung der Kompetitorplatte

Fir die real competitive PCR wurde zunachst eine Kompetitorverdiinnungsreihe mit

relativ groRen Abstanden erstellt, um einen mdoglichst breiten Konzentrationsbereich

abzudecken und eine grobe Vorstellung der Expression der einzelnen housekeeping

Gene zu erhalten. Diese Information sollte in einem zweiten Experiment genutzt

werden, um eine feinere Kompetitorverdiinnungsreihe einzusetzen und so genauere

Resultate zu erzielen. Dazu wurden zunachst alle Kompetitoren bei Raumtemperatur

aufgetaut und gemischt (Tabelle 4-25).
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Tabelle 4-25:Verwendete Kompetitoren fir dieal competitive PCR

Genname Kompetitor
GTTGTCATGGATGACCTTGGCCAGGGGTGCTAAGCTGTTGGTGGTGCAGGAGGC
CAPDRS | \TrecToATGATCT
ATCTGCATTGTCAAGTGACGATCACAGCGATCCACAAACATGAACTGCGACCCAA
UBC-4 ATCCCGGCTGCGACGGAA
ATCACTAATCACGACGCCAGGGCTGCGGGTCGCCATAACGGTGCCGGCCGGCG
HPTRL-4 | cGCGGGCTGACTGCTCAGGAGGAGGAAG
TGTTCTTCACTCTTGGCTCCTGTGCACACCTTTTTCCCAGAACTGAAAATCAGTGC
TBP-5 CGTGGTTCGTGGCTCTCTTAT
ATGCCCACCATCACGCCCTGGTGCCTGGGGCGCCCCACGATGGTGGGGAAGAC
ACTB-6 GGCCCGGGGGGCATCGTCGCCCGCGAAGCCGGCCTTGCACAT
CTTACATGTCTCGATCCCACTTAACTATCTTGGGCTGTGACAAAGTCACAAGGTTC
B2M-4 ACACGGCAGGCATACTCATCTTT
TTCCTCAGGGTGCAGGATCTGCCCCACCCGGTTGTGCCTGCCCATGCGCTGCAG
HMBS-7 GCCAGCTGTTGCCAGGATGATGGCACTGAACT
GTACCTGTTTAGCCACGATGGCCGCCAGGCGGCCCAGGTGATGGCCTCGACCAT
RPLISA-4 | cAAGCACCAGGACCTGCACCT
TGATCATGGCCGTGCCGTCGCCAGTGCTGGTGTGGGCAGACGTGCTGCTGAAGT
SDHA-4 AGGTGCGCCCGTAGCCTCCTGTGGCAACAACAGT
CGACAATCCCTTTCTTGTCATCACCAGCGGCAACCTCAGCCAAGAAACGGTAGTA
YWHAZ-4 | A TCTCCTTTCATTTTCAAATAGAAGACTTTGCTCTCTGCTTGTG

(polymorphe Base fett markiert), verwendet wurde dagi&esomNormalization Panel (Sequenom, 2005)

Alle Kompetitoren wurde in einem ersten Schritt zu einer aquimolaren LOsung
vereinigt, in der jeder Kompetitor in einer Konzentration von 1uM vertreten war.
Diese Losung wurde nun mehrfach um den Faktor zehn mit Reinstwasser verdunnt,
bis eine Endkonzentration von 100pM (1x 10*M) erreicht war. Fir die
Verdunnungsreihe wurden in einer 96 well Mikrotestplatte (Firma Sarstedt,
Nurnbrecht) in den Vertiefungen Al bis G6 jeweils 90ul Wasser vorgelegt. In die
Vertiefungen H1 bis H6 wurden darauf jeweils 100ul der vorbereiteten
Kompetitorverdiinnung einpipettiert. Mit einer Zwoélfkanalpipette (Firma Eppendorf,
Hamburg) wurden aus den Vertiefungen H1 bis H6 jeweils 10yl entnommen, in die
Vertiefungen G1 bis G6 einpipettiert und mit dem vorgelegten Wasser gemischt.
Diese Verdunnungsreihe um den Faktor 10 wurde bis in die Reihe B fortgefihrt,

Reihe A blieb ohne Kompetitor und diente als Negativkontrolle.
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4.14.2.2 Herstellung der cDNA- Mastermixplatte

Fur die im folgenden Schritt fir jede cDNA angesetzten Mastermixe wurden alle
Komponenten mit Ausnahme der Tag- Polymerase bei Raumtemperatur aufgetaut
und gemischt. Dazu wurde zunachst eine Primerldsung erstellt, in der alle PCR-

Primer in einer Konzentration von 1uM vorlagen (Tabelle 4-26).

Tabelle 4-26:Verwendete PCR- Primer fir dieal competitive PCR; ; X= ACGTTGGATG (MassTag)

Genname Forward PCR-Primer Reverse PCR-Primer

GAPDH-6 | XGTTGTCATGGATGACCTTGG XAGATCATCAGCAATGCCTCC
UBC-4 XTTCCGTCGCAGCCGGGATTT XATCTGCATTGTCAAGTGACG
HPTR1-4 | XCTTCCTCCTCCTGAGCAGTC XATCACTAATCACGACGCCAG
TBP-5 XATAAGAGAGCCACGAACCAC XTGTTCTTCACTCTTGGCTCC
ACTB-6 XATGCCCACCATCACGCCCTG XATGTGCAAGGCCGGCTTCG
B2M-4 XCTTACATGTCTCGATCCCAC XAAAGATGAGTATGCCTGCCG
HMBS-7 XAGTTCAGTGCCATCATCCTG XTTCCTCAGGGTGCAGGATCT
RPL13A-4 | XAGGTGCAGGTCCTGGTGCTT XGTACCTGTTTAGCCACGATG
SDHA-4 XTGATCATGGCCGTGCCGTC XACTGTTGTTGCCACAGGAGG
YWHAZ-4 | XCACAAGCAGAGAGCAAAGTC XCGACAATCCCTTTCTTGTCA

Diese Primerldsung wurde nun zusammen mit den tbrigen Komponenten verwendet,
um fir jede der sechs cDNAs einen Mastermix fur die real competitive PCR zu
erstellen (Tabelle 4-27).

Tabelle 4-27:Zusammensetzung des Mastermix flrrdi competitive PCR

Reagenz Volumen fiir ein  well Volumen fur 8 wells incl.
Uberhang

Wasser 1,750ul 17,50pl
10xPCR-Puffer 3,125yl 31,25l
MgCl, 25mM 1,625pl 16,25pl
dNTP Mix, 25mM 0,500l 5,000l
Primer Mix, 1uM each 2,500ul 25,00l
cDNA 5,000pl 50,00pl
Hotstar Taq 0,500l 5,000ul
Polymerase, 5U/ul

Total 15,00pl 150,0pl

In eine weitere 96 well Mikrotestplatte (Firma Sarstedt, Nurnbrecht) wurden in die
Vertiefungen Al bis H1 jeweils 15ul Mastermix mit cDNAL einpipettiert, in die wells

A2 bis H2 jeweils 15ul des Mastermix mit cDNAZ2 pipettiert, etc.
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4.14.2.3 Herstellung der Mastermix- Kompetitorplatte

Zu dieser Mastermixplatte wurden mit Hilfe einer Zwdlfkanalpipette (Firma
Eppendorf, Hamburg) aus der Kompetitorplatte jeweils 10ul aus den wells Al bis A6
in die entsprechenden wells der Mastermixplatte Ubertragen und durch mehrmaliges
Aufziehen mit der Pipette gemischt. Mit den Reihen B bis H wurde &aquivalent

verfahren, so dass sich folgende cDNA- Kompetitor- Kombinationen ergaben:

Tabelle 4-28:Zusammensetzung der Kompetitorverdinnungsplatte

Position 1 2 3 4 5 6
A (blind) (blind) (blind) (blind) (blind) (blind)
cDNA1 cDNA2 cDNA3 cDNA4 cDNA5 cDNA6
5 1x10'M 1x10"'M 1x10"'M 1x10'Mm 1x10'Mm 1x10'Mm
cDNA1 cDNA2 cDNA3 cDNA4 cDNA5 cDNA6
c 1x107°M 1x10™°M 1x10™°M 1x107°M 1x107°M 1x107°M
cDNA1 cDNA2 cDNA3 cDNA4 cDNA5 cDNA6
5 1x10™M 1x10"°M 1x10"°M 1x10™M 1x10™M 1x10™M
cDNA1 cDNA2 cDNA3 cDNA4 cDNA5 cDNA6
- 1x10™M 1x10*M 1x10™*M 1x10™M 1x10™M 1x10™M
cDNA1 cDNA2 cDNA3 cDNA4 cDNA5 cDNA6
- 1x103Mm 1x10 M 1x10 M 1x10 M 1x10 M 1x10 M
cDNA1 cDNA2 cDNA3 cDNA4 cDNA5 cDNA6
o 1x10*Mm 1x10%M 1x102M 1x10*Mm 1x10%Mm 1x10%Mm
cDNA1 cDNA2 cDNA3 cDNA4 cDNA5 cDNA6
’ 1x10™MMm 1x10™™m 1x10™™m 1x10™MMm 1x10™MMm 1x10™MMm
cDNA1 cDNA2 cDNA3 cDNA4 cDNA5 cDNA6

Die vollstdndige Mastermix- Kompetitor-Platte wurde mit einem Pipettierroboter

(Firma Hamilton, Reno) in vier Replikatpipettierungen auf eine 384 well Platte (Firma

ABgene,

Hamburg) Ubertragen und

Biosystems, Foster City) weiter prozessiert:

in einem Thermocycler

(Firma Applied
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Real competitive PCR-Programm
7. 94 fur 15 min
8. 94T fur 20 sec
9. 56T fur 30 sec 45 Zyklen
10.72<C fur 1 min
11.72%C fur 3 min
12.4C forever

4.14.3 Primerextensionsreaktion

Tabelle 4-29:Verbrauchsmaterialien, Puffer und Reagenzien fiiMili#tiplex Extensionsreaktion

Material, Reagenz, Gerat Verwendungszweck Hersteller
Centrifuge 5810 R Zentrifugation der 96- und 384- Eppendorf GmbH, Hamburg
well Platten
. . Verschluss der 96- und 384-
Easy Peel Heat Sealing Foil well Platten ABgene, Hamburg

Eppendorf Research Pipetten Pipettierung der Reagenzien Eppendorf GmbH, Hamburg

e.T.I.P.S. Pipettenspitzen (0,5-

20ul: 2-200yl, 50-1000ul) Pipettierung der Reagenzien Eppendorf GmbH, Hamburg

Applied Biosystems, Foster City,

Gene Amp PCR System 9700 Multiplex Extensionsreaktion USA

Verschluss der 384- well

Heat Sealer ALPS-300 ABgene, Hamburg

Platten
iPLEX Buffer Plus Multiplex Extensionsreaktion Sequenom, San Diego, USA
iPLEX Enzyme Multiplex Extensionsreaktion Sequenom, San Diego, USA
iPLEX Termination Mix Multiplex Extensionsreaktion Sequenom, San Diego, USA

Pipettierung des Multiplex

Mikrotestplatte 96 K . .
Extensionsmastermix

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Zugabe des
Multimek Pipettierroboter Extensionsmastermix zum Beckmann, Fullerton, USA
PCR- Produkt
Pipettierwanne fir Pipettierung des Multiplex . -
Mehrkanalpipetten Extend-Mastermix Ratiolab, Dreieich
Purelab Ultra Reinstwasseranlage ELGA, Celle
. . BD Bioscience GmbH,
Spritzen, 50ml Wasserfilterung Heidelberg
Spritzenvorsatzfilter, 0,22uM Wasserfilterung Qualilab, Olivet, Frankreich
Thermo Fast 384 Well Plate Multiplex Extensionsreaktion ABgene, Hamburg

Im Anschluss an die real competitive PCR wurden die Produkte nach dem iPLEX
Protokoll mit SAP behandelt, um die nicht inkorporierten dNTPs zu
dephosphorylieren (Kapitel 4.8). Die so fur die SBE vorbereiteten PCR- Produkte
wurden nun, ebenfalls nach iPLEX- Protokoll, weiter prozessiert. Auch hier wurden
die Primer ihrer Masse nach in unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt. Dazu
wurde ein Primermix erstellt, der die einzelnen Extensionsprimer in unterschiedlichen
Konzentrationen enthielt (Tabelle 4-30).
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Tabelle 4-30:Verwendete Extendprimer und ihre eingesetzten Kanaonen fir die Quantitative
Genexpression

Gen Extendp rimer Eingesetzte Maogliche
Konzentration Verlangerungen
GAPDH-6 CCTCCTGCACCACCAAC 7,00uM AIT
UBC-4 ACAGCGATCCACAAACA 7,00uM AIT
HPTR1-4 TGCGGGTCGCCATAACGG 9,33uM AIT
TBP-5 CTTGGCTCCTGTGCACACC 9,33uM AIT
ACTB-6 CCCCCCGGGCCGTCTTCCCC 11,66uM AT
B2M-4 GTATGCCTGCCGTGTGAACC 11,66uM AIT
HMBS-7 TCTGCCCCACCCGGTTGTGCC 11,66uM AIT
RPL13A-4 | GATGGCCGCCAGGCGGCCCAGG 14,00uM AIT
SDHA-4 GCTACGGGCGCACCTACTTCAGC 14,00uM AT
YWHAZ-4 ATCACCAGCGGCAACCTCAGCCAAG 14,00uM AIT

Der Mastermix fur die Primerextensionsreaktion wurde wie in Kapitel 4.9 beschrieben
zusammengestellt, zu den PCR- Produkten gegeben und in einem Mastercycler

prozessiert (Tabelle 4-31).

Tabelle 4-31:Zusammensetzung des SBE Mastermix fiir die Quantit@arexpression

Reagenz Conc in 9ul Volumen fiir eine Volumen fiir 256
Reaktion (incl. Reaktionen (incl.
Uberhang) Uberhang)

Wasser NA 0,875ul 325,5ul

iPLEX Buffer 0,222x 0,200pl 74,40ul

Plus

iPLEX 1x 0,100pl 37,20l

Termination Mix

Primer Mix (7uM 0,625uM bis 1,25uM 0,804yl 299,10ul

bis 14pM)

iPLEX Enzym 1x 0,021l 7,82l

Total 2,000l 743,00yl

Analog zur Genotypisierung wurden im Anschluss an die SBE die

Extensionsprodukte entsalzt (Kapitel 4.10) auf Probentrager aufgebracht und in das
MALDI- TOF MS (Firma Bruker Daltonics, Bremen) eingeschleust.

115



4.14.4

Tabelle 4-32:Verbrauchsmaterialien, Gerate und Software fir dés$ding der Extensionsprodukte im MALDI-

Material und Methoden

Messung der Extensionsprodukte im MALDI- TOF  MS

TOF MS

Material, Reagenz, Gerat Verwendungszweck Hersteller

3 Point Calibrand Kalibrierung der Sequenom, San Diego, USA
Massenspektren

AssayEditor 3.4.0.7

Assayimport

Sequenom, San Diego, USA

FLEXControl

MALDI- Steuerung

Bruker Daltonics, Bremen

MassARRAY POINT
Nanodispenser

Applikation der
Extensionsprodukte auf
SpectroCHIPs

Sequenom, San Diego, USA

MNL 200 Stickstofflaser

Massenspektrometrische
Analyse der
Extensionsprodukte

LTP Laser Technik, Berlin

Autoflex Massenspektrometer

Massenspektrometrische
Analyse der
Extensionsprodukte

Bruker Daltonics, Bremen

Nitrogen Generator

Stickstoffversorgung des
Lasers

Parker Balston, Haverhill, USA

QGE PlateEditor 3.4.0.48

Plattenzusammenstellung

Seqguenom, San Diego, USA

RT Workstation 3.4, Chiplinker

Datenbankverlinkung

Sequenom, San Diego, USA

SpectroAquire 3.3.1.3

MALDI- Steuerung

Sequenom, San Diego, USA

SpectroCHIPs

Probentrager mit
Matrixdroplets

Sequenom, San Diego, USA

SpectroTARGET

Trager fur SpectroCHIPs

Sequenom, San Diego, USA

Mass Array Quantitative Gene
Expression Analyzer 3.4.0.1

Spektrenauswertung

Sequenom, San Diego, USA

Die Messung der Extensionsprodukte erfolgte wie in Kapitel 4.11.1 beschrieben.
Nach Abschluss der Messung konnten die erhaltenen Spektren und EC50- Werte im

QGE Analyzer (Firma Sequenom, San Diego) uberprift werden.

4.14.5 Quantitative Genexpression mit Kompetitorfei  nverdinnung

Anhand der bisher erhaltenen Ergebnisse konnten die Bereiche, die mit den
Kompetitorverdiinnungen abzudecken waren, eingegrenzt werden. Dies ermoglichte
es in einem zweiten Experiment individuell fir jedes Gen den Bereich abzudecken,
der fur die Ermittlung des EC50- Wertes noétig war. Erneut wurde eine

Kompetitorplatte entworfen, die sieben Verdiinnungen enthielt (Tabelle 4-33).
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Tabelle 4-33:Kompetitorkonzentrationen daousekeeping Gene fir die Feinverdiinnung

Gen Konzl Konz2 Konz3 Konz4 Kon5 Konz8 Konz7

GAPDH-6 | 1x10™ | 3,33x10™° | 1,11x10™° | 3,70x10™ | 1,23x10™* | 4,11x10™ | 1,37x10"
UBC-4 1x10™ [ 3,33x10™° | 1,11x10™° | 3,70x10™ | 1,23x10™* | 4,11x10™° | 1,37x10"
HPTR1-4 | 1x10™ [ 3,33x10™ | 1,11x10™ | 3,70x10™° | 1,23x10™°® | 4,11x10"" | 1,37x10"’
TBP-5 1x10™ [ 3,33x10™ | 1,11x10™ | 3,70x10™ | 1,23x10™° | 4,11x10"" | 1,37x10"
ACTB-6 1x10™* | 3,33x10™° | 1,11x10™ | 3,70x10™* | 1,23x10™* | 4,11x10™ | 1,37x10"
B2M-4 1x10™ [ 3,33x10™° | 1,11x10™ | 3,70x10™ | 1,23x10™* | 4,11x10™ | 1,37x10"

HMBS-7 1x10™ | 3,33x10™ | 1,11x10™ | 3,70x10™° | 1,23x10™°® | 4,11x10"" | 1,37x10""

RPL13A-4 | 1x10™%* | 3,33x10™ | 1,11x10™® | 3,70x10™ | 1,23x10™ | 4,11x10™ | 1,37x10"™

SDHA-4 1x10™ | 3,33x10™ | 1,11x10™ | 3,70x10™ | 1,23x10™® | 4,11x10"" | 1,37x10"

YWHAZ-4 | 1x10™ | 3,33x10™° | 1,11x10" | 3,70x10™ | 1,23x10™* | 4,211x20™ | 1,37x10"

Mit diesen Konzentrationen wurde ein zweites Experiment nach dem oben

beschrieben Ablauf durchgefuhrt.

4.14.6 Qualitatskontrolle

Alle generierten Spektren und Kurven wurden im QGE Analyzer (Firma Sequenom,
San Diego) gesichtet und auf ihre Qualitdt Uberprift. Dabei war ein
ausschlaggebendes Kriterium, ob die erhaltenen, den cDNA- Frequenzen
entsprechenden Datenpunkte ndherungsweise eine sigmoide Kurve bildeten. Nur so
konnte gewabhrleistet werden, dass ausreichen Datenpunkte um den angenommenen

EC50- Wert herum fir eine exakte Berechnung vorhanden waren (Abbildung 4-8).
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Abbildung 4-8: Anndhernd sigmoide Kurve aus de enerierten Datempuirfdr das Gen YWHAZ-4 einer
cDNA

AulRerdem wurden durch die QGE Analyzer Software noch statistische Grof3en
ausgegeben, die eine genauere Qualitatskontrolle ermdglichten. Anhand des
Standardfehlers der EC50- Berechnung (SE(logEC50)) konnte die Guite der
Ergebnisse abgeschatzt werden. Bei einem Uberschreiten des SE(logEC50) von
0,10 wurden die entsprechenden Werte verworfen.

Der angegebene R% Wert diente als Beurteilungskriterium, wie weit die tatsachlichen
Datenpunkte von der ermittelten sigmoiden Kurve abwichen. R?- Werte unter 0,90
wiesen auf Ungleichmassigkeiten der Datenpunkte hin und die zugehdrigen
Ergebnisse wurden ebenfalls verworfen.
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5 Ergebnisse

5.1 Das HTR2A Gen in der Schizophrenie

In dieser Arbeit sollte ein moglicher Zusammenhang zwischen dem Serotonin- 2A-
Rezeptorgen (HTR2A) und der Schizophrenie untersucht werden. Dazu wurden 11
Marker in Form vom Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) ausgewahlt, die
innerhalb des HTR2A Gens oder in seiner Promoterregion lokalisiert sind.

Diese Marker wurden an einem kaukasisches Kollektiv von bis zu 513 schizophrenen
Patienten (64,5% Manner, 35,5% Frauen) sowie 1325 gesunden Kontrollen (45,3%
Manner, 54,7% Frauen) genotypisiert und hinsichtlich signifikanter Unterschiede in
Allel- und Genotypfrequenzen sowie der Haufigkeiten der aus den 11 Markern
ermittelten Haplotypen untersucht (Abbildung 5-1).

LOCE47113 HTR2A ESD
Telomer - - Zentromer
—48 B
1124bp 868643bp 62663bp 25977bp

;

o

Y

w

rs6314 —-
«

rs4142900
rs1805055
rs4941573
rs594242
rs582385
rs2770296
rs2296972
rs1923834
rs6308
rs7333412

Abbildung 5-1: Lage der untersuchten HTR2A- SNPs im Gen
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5.1.1 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Das Hardy- Weinberg- Gleichgewicht (HWG) besagt, dass die prozentuale
Genotypverteilung in Abhangigkeit von der jeweiligen Allelhaufigkeit in einer idealen
Population Uber viele Generationen hinweg konstant bleibt. In einer modellhaften,
nicht realen idealen Population, in der Panmixie vorherrscht und keine Phanomene
wie Migration, Selektion oder Mutation auftreten, sind die einzelnen Genotypen
immer innerhalb des HWG verteilt. In einem realen Kollektiv an Probanden trifft dies
allerdings nur bedingt zu, da hier weder Panmixie anzunehmen ist, noch Migration,
Selektion und Mutation ausgeschlossen werden kénnen. Dennoch lasst sich die
Grundannahme des Hardy- Weinberg- Gesetzes gerade bei gro3eren Stichproben
anwenden und bildet die Grundlage fir populationsgenetische Berechnungen.

Alle in dieser Arbeit ermittelten Genotypverteilungen wurden auf das HWG gepruft
und es zeigen sich keine signifikanten Abweichungen der beobachteten von der

erwarteten Verteilung (Tabelle 5-1).

Tabelle 5-1:Prifung der Genotypverteilungen auf Hardy- Weinb&lgichgewicht, die p- Werte wurden nach
Pearson ermittelt (Freiheitsgrade dF= 1); MAdmor allele frequency, F= Inzuchtkoeffizient

Allele Patienten Kontrollen
Chrom.
SNP » p- Wert p- Wert
Position 1 2 MAF MAF
F) (F)

rs7333412 | 46301361 A G | 0220 | 0,155 (-0,064) | 0,198 0,382 (0,024)
rs6314 46307035 c T 10,083 |0,851(-0,009) | 0,067 0,498 (0,019)
rs6308 46307049 c T 10,002 |0,965(-0,002) | 0,003 0,923 (-0,003)
rs1923884 | 46319837 c T |0,136 |0,192(-0,058) | 0,128 0,566 (0,016)
rs2296972 | 46326472 G T 10,294 |0,836(0,009) | 0,300 0,920 (-0,003)
rs2770296 | 46338561 c T 10,274 | 0,454 (0,038) | 0,275 0,334 (0,027)
rs582385 46343995 c T |o0,286 |0,176 (-0,060) | 0,198 0,476 (-0,020)
rs594242 46356053 c G | 0,200 |0,973(-0,002) | 0,203 0,266 (0,032)
rs4941573 | 46362858 A G | 0,419 | 0,057 (0,085 |0,411 0,548 (0,017)
rs1805055 | 46367969 A C | 0,026 |0,553(-0,026) | 0,020 0,467 (-0,020)
rs4142900 | 46371551 G T | 0468 |0,134(0,068) | 0,492 0,341 (0,020)
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5.1.2 Analyse der Einzelmarker auf eine Assoziation mit Schizophrenie

Um zu klaren, ob Marker im HTR2A Gen grundsétzlich mit der Erkrankung im hier
untersuchten Probandenkollektiv assoziiert sind, wurden alle Patienten in Bezug auf
die gesunden Kontrollen analysiert. Hierzu wurden die Genotypverteilungen der 11
SNPs in bis zu 513 schizophrenen Patienten und bis zu 1325 gesunden

Kontrollpersonen verglichen (Tabelle 5-2).

Tabelle 5-2:Genotypverteilung der 11 SNPs in gesunden Kontrallehschizophrenen Patienten.
Kontrollen Patienten
SNP allaz2| N1/% N2/ % N3 /% N1/ % N2/ % N3/ % X2 p

rs7333412| A | G| 811|64,7|388| 31 54| 4,3|287|59,7|176|36,6| 18| 3,7|5,054 0,079
rs6314 C| T|1067|87,0|156|12,7 4| 0,3/406|84,1| 74|15,3| 3| 0,6/2,827|0,243
rs6308 C| T|1318|995 7| 0,5 0 0]511/99,6 21 04| O 0]0,145|0,102
rs1923884 | C | T |1004|76,2|290| 22 24| 1,8|377|73,9|127|24,9| 6| 1,2|2,533|0,281
rs2296972| G | T | 644|48,9|555(42,1| 118 9|256/50,1/210(41,1| 45| 8,8|0,213|0,898
rs2770296 | C | T | 103| 8,1[492|38,8| 672| 53| 41| 8,7|193|38,4|268|53,4|0,023|0,988
rss82385 [C | T 47| 3,6|422|32,4| 834| 64| 13| 2,5/164|32,0/335|65,4|1,398|0,497
rss94242 | C | G| 759(64,1|371|31,3| 55| 4,6(321| 64|161|32,1| 20 410,409|0,815
rs4941573 | A | G| 445|35,1|603|47,6| 219|17,3|181|35,8|225|44,6| 99|19,6|1,848|0,396
rs1805055| A | C 0 0] 51 411227| 96| 0 0| 26| 51[479|94,9(1,174|0,278
rs4142900| G | T | 332|26,5|/609|48,6| 311|24,8|147|29,9|228|46,4|116|23,6|2,072|0,354

Die Genotypen ergeben sich aus den Allelkombinatidmenozygot Allel 1 (Genotyp 1), heterozygot Allel 1
und Allel 2 (Genotyp 2), homozygot Allel 2 (Genotgp al= Allel 1; a2= Allel2.

Aus Tabelle 5-2 geht hervor, dass keiner der individuellen Genotypen in der
vorliegenden Stichprobe mit Schizophrenie assoziiert zu sein scheint. Lediglich der
SNP rs7333412 zeigt mit einem p- Wert von 0,0798 einen Trend zu einer Assoziation
(Abbildung 5-2).
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Abbildung 5-2: p-Werte der Chi- Quadrat- Tests (Pearson). Der GremAiveeine signifikante Assoziation
wird durch die dicke Linie, der Grenzwert fir einBrend zu Assoziation wird durch die feinere Linigeazeigt.
Nur rs7333412 zeigte einen Trend zur Assoziation.

Weiterhin wurde untersucht, ob eines der beiden Allele eines SNPs im Vergleich zum
anderen Allel Uberzufallig haufig im Patientenkollektiv vorkommt und so eine
Assoziation mit der Schizophrenie zeigt. Dabei wurden die Trager des Allels 1
(Homozygot Allel 1 + Heterozygot Allel 1 und Allel 2) den Individuen ohne Allel 1
(Homozygot Allel 2) gegeniibergestellt (Tabelle 5-3).

Tabelle 5-3: Anteil der Trager des Allels 1 (Homozygot Allel 1Heterozygot Allel 1 und Allel 2) versus
Nichttrager Allel 1 (Homozygot Allel 2)

Kontrollen Patienten Chi- Quadrat- Test
SNP ID N1 N2 N1 N2 X2 p
rs7333412 1199 54 463 18 0,281 0,595
rs6314 1223 4 480 3 0,740 0,389
rs6308 1325 -- 513 e R —
rs1923884 1294 24 504 6 0,940 0,330
rs2296972 1199 118 466 45 0,011 0,917
rs2770296 595 672 234 268 0,017 0,894
rs582385 469 834 177 335 0,325 0,568
rs594242 1130 55 482 20 0,359 0,549
rs4941573 1048 219 406 99 1,319 0,250
rs1805055 51 1227 26 479 1,174 0,278
rs4142900 941 311 375 116 0,281 0,595
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Ebenso wurden die Trager des Allels 2 (homozygot Allel 2 + heterozygot Allel 1 und

Allel 2) den Individuen ohne Allel 2 (homozygot Allel 2) gegenlbergestellt. (Tabelle 5-

4)

Tabelle 5-4:Anteil der Trager des Allels 2 (Homozygot Allel 2 +teiezygot Allel 1 und Allel 2) versus

Nichttrager Allel 2 (Homozygot Allel 1)

Kontrollen Patienten

SNP ID N2 N1 N2 N1 p-Wert

rs7333412 811 442 287 194 3,828 0,050
rs6314 1067 160 406 77 2,445 0,118
rs6308 1318 7 511 2 0,145 0,703
rs1923884 1004 314 377 133 1,012 0,315
rs2296972 644 673 256 255 0,212 0,645
rs2770296 103 1164 41 461 0,001 0,979
rs582385 47 1256 13 499 1,312 0,252
rs594242 759 426 321 181 0,002 0,967
rs4941573 445 822 181 324 0,082 0,775
rs1805055 -- 1278 - 505 - -
rs4142900 332 920 147 344 2,072 0,150

Auch bei der Gegenuberstellung der Alleltrager zeigt sich keine Assoziation mit der

Schizophrenie. Allerdings ergab sich auch hier bei rs7333412 ein Trend zur

Assoziation mit der Erkrankung (Abbildung 5-3).
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Abbildung 5-3: p-Werte der Chi- Quadrat- Tests (Pearson) der Adigéir 1 (gestrichelte Linie) und Alleltrager
2 (durchgezogene Linie). Der Grenzwert fur eine ifilgnte Assoziation wird durch die rote Linie, der
Grenzwert flr einen Trend zu Assoziation wird dudid gelbe Linie angezeigt. Nur rs7333412 zeigtereine
Trend zur Assoziation. rs6308 und rs1805055 werdegrawnd ihrer geringen minoren Allelfrequenz nicht

gezeigt.

Des Weiteren wurde die absolute Verteilung der Allele innerhalb der Gruppen

betrachtet. Dabei wurde die Anzahl der Allele in Bezug auf ihr diploides Vorkommen
untersucht (Tabelle 5.6).

Tabelle 5-6:Allelverteilung des Gesamtallels in Patienten und Kalgn

Kontrollen Patienten
SNP ID N1 N2 N1 N2 X p-Wert
rs7333412 2010 496 750 212 2,156 0,1420
rs6314 2290 164 886 80 2,674 0,1020
rs6308 2643 7 1024 2 0,145 0,7033
rs1923884 2298 338 881 139 0,420 0,5169
rs2296972 1843 791 722 300 0,161 0,6884
rs2770296 698 1836 275 729 0,009 0,9259
rs582385 516 2090 190 834 0,728 0,3935
rs594242 1889 481 803 201 0,033 0,8555
rs4941573 1493 1041 587 423 0,191 0,6624
rs1805055 51 2505 26 984 1,149 0,2838
rs4142900 1273 1231 522 460 1,518 0,2180

Dabei konnte keine signifikante Assoziation nachgewiesen werden.
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5.1.3 Haplotypblockstruktur des humanen Genoms

Bestimmte Allele eines Gens werden mit proportional zu ihrer physikalischen Néhe
steigenden Haufigkeit gemeinsam vererbt, da die Wahrscheinlichkeit eines crossing
overs in der Meiose zwischen zwei eng benachbarten Genorten sehr gering ist.
Solche von Rekombinationsprozessen verschonten und somit gemeinsam vererbten
Allele liegen dann im Kopplungsungleichgewicht (linkage disequilibrium, LD). Die
Existenz eines Kopplungsungleichgewichtes bedeutet, dass aus dem Wissen uber
das Vorliegen der ersten Variante mit einer erheblichen Wahrscheinlichkeit auf das
Vorliegen der zweiten Variante geschlossen werden kann.
Kopplungsungleichgewichte erstrecken sich héaufig Uber groRe genomische
Distanzen mit zahlreichen Markern und werden als Haplotypblocke bezeichnet.

Alle 11 Marker wurden in paarweiser Kombination auf ihr LD untersucht, und es
konnten zwei Haplotypbldcke identifiziert werden.

Die jeweils zu einem Block zugehérigen SNPs befinden sich sowohl in der gesamten
Stichprobe, als auch in den einzelnen Subgruppen, schizophrenen Patienten und
gesunde Kontrollen, im Kopplungsungleichgewicht.

Block 1 umfasst mit den SNPs rs2770296 und rs582385 einen rund funf
Kilobasenpaare (kbp) groRen Genombereich, wéhrend Block 2 mit den SNPs
rs4941573, rs1805055 und rs4142900 einen acht kbp grof3en Bereich abdeckt
(Abbildung 5-4).

Block 1 ist in dem grofRen Intron 2 des HTR2A- Gens lokalisiert und enthalt keine
exonischen Genbereiche. Block 2 umspannt einen Teil der Promoterregion, das
gesamte Exonl, sowie Intronl, Exon2 und einen kleinen Bereich des Intron2. Er
enthalt mit dem kodierenden SNP rs1805055 einen Polymorphismus, der zu einem
Aminosaureaustausch von Asparagin nach Thyrosin in der Aminoséuresequenz des

Rezeptors fluhrt.
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Abbildung 5-4: Blockstruktur der untersuchten Marker mit deploscores fur das Kopplungsungleichgewicht.
Rote Kastchen ohne Zahl entsprechen einem Wer1®0n

SNP10 (rs1805055) wurde aufgrund einer geringen minoren Allelfrequenz von 2%
von der weiteren Haplotypanalyse ausgeschlossen.

5.1.4 Analyse der Haplotypen auf eine Assoziation m it Schizophrenie

Hinsichtlich der Verteilung der Haplotypfrequenzen zeigen sich beim Vergleich von
schizophrenen Patienten mit gesunden Kontrollen keine signifikanten Unterschiede
fur die Haplotypen in Block 1 (rs2770296, rs582385) (Tabelle 5-7).
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Tabelle 5-7: Geschatzte Haplotypfrequenzen in schizbpenen Patienten und gesunden Kontrollen

Haplotyp geschatzte Haufigkeiten 2 5
Block 1 rs2770296 rs582385 Patienten Kontrollen
1) T T 0,54 0,535 0,416 0,5188
2) C T 0,277 0,27 0,023 0,8783
3) T C 0,182 0,195 0,977 0,3229
Block2 rs4941573 rs4142900 Patienten Kontrollen X2 p
Q) A T 0,471 0,475 0,546 0,4601
(2) G G 0,399 0,399 0,207 0,6488
3) A G 0,123 0,098 3,542 0,0598

Die Allelkombination 3 (AG) der SNPs rs4941573 und rs4142900 in Haplotypblock 2

war jedoch uberzufallig haufiger bei Patienten zu finden (x’= 3,542, p=0,0598)
(Abbildung 5-5).
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Abbildung 5-5: p- Werte der Haplotypblocke 1 (rs2770296, rs582388) Halotypblock 2 (rs4941573,
rs4142900). Die Allelkombination (3) von Haplotyptlko2 war Gberzufallig haufiger bei Patienten zwén.
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5.2 Quantitative Genexpression

Ziel dieser Arbeit war aufRerdem die Etablierung der Quantitativen Genexpression
(QGE)- Applikation von mit MALDO- TOF Massenspektrometrie fur die spatere
funktionelle  Untersuchung des HTR2A- Gens. Dabei sollten folgende

Qualitatskriterien zu eingehalten werden:

Standardabweichung der Replikate unter 10%
SE(logeC50) kleiner 0,10
R2- Wert gréRer 0,90

Replizierbarkeit der Ergebnisse tber mehrere Experimente hinweg

w0 N PE

Die Etablierung mit einem von Sequenom entworfenen 10- Plex mit humanen
housekeeping Genen durchgefihrt. Dazu wurde humane RNA aus Lymphozyten
exprimiert und die QGE- Anwendung nach dem iPLEX- Protokoll durchgefihrt.

In einer ersten Versuchsreihe wurde eine logarithmische
Kompetitorverdiinnungsreihe prozessiert. Anhand dieser konnte der grobe Bereich
festgelegt werden, in welchem die einzelnen housekeeping Gene im verwendeten
Probenmaterial exprimiert wurden. In diesem Experiment wurden durchgehend sehr
hohe R? - Werte erzielt, jedoch zeigte sich in etwa zwei Drittel der Falle eine héhere
Standardabweichung zwischen den Replikate. Da dieses Experiment nur als
Orientierung dienen sollte, wurden diese Ergebnisse aber nicht verworfen, solange
sie einen R? - Wert tiber 0,90 und eine Standardabweichung des EC(50)- Wertes

unter 0,10 aufwiesen.
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Tabelle 5-9:Ergebnisse der logarithmischen Kompetitorverdinnuailgsifiir finf der verwendeten RNAs
Probe Gen MW (EC50) STABW(EC50) STABW(%)

RNA1 ACTB-6 9,12E-15 2,65E-15 29,01
RNA1 B2M-4 6,27E-14 1,88E-14 29,92
RNA1 GAPDH-6 1,46E-13 3,66E-14 24,36
RNA1 HMBS-7 2,94E-17 8,16E-18 27,76
RNA1 HPTR1-4 1,72E-16 8,28E-17 48,13
RNA1 RPL13A-4 3,78E-14 3,17E-15 8,38
RNA1 SDHA-4 3,73E-15 3,27E-16 8,75
RNA1 TBP-5 1,74E-16 1,86E-17 10,66
RNA1 UBC-4 2,81E-14 1,13E-15 4,01
RNA1 YWHAZ-4 9,56E-15 4,51E-16 4,72
RNA2 ACTB-6 3,87E-15 1,69E-17 0,44
RNA2 B2M-4 2,28E-14 4,37E-16 1,92
RNA2 GAPDH-6 7,45E-14 2,67E-15 3,59
RNA2 HMBS-7 1,22E-17 3,07E-18 25,07
RNA2 HPTR1-4 5,15E-17 2,06E-17 39,94
RNA2 RPL13A-4 1,88E-14 4,97E-15 26,51
RNA2 SDHA-4 6,83E-16 2E-16 29,32
RNA2 TBP-5 9,36E-17 2,82E-17 30,09
RNA2 UBC-4 1,38E-14 6,44E-16 4,67
RNA2 YWHAZ-4 3,45E-15 9,64E-16 27,97
RNA3 ACTB-6 2,22E-17 8,05E-18 36,23
RNA3 B2M-4 3,63E-17 9,06E-18 25,70
RNA3 GAPDH-6 1,36E-16 4,53E-20 0,03
RNA3 HMBS-7 4,5E-20 9,87E-21 21,93
RNA3 RPL13A-4 3,28E-17 7,54E-18 22,99
RNA3 UBC-4 2,79E-17 6,42E-18 23,03
RNA3 YWHAZ-4 5,78E-18 2,01E-18 34,85
RNAG6 ACTB-6 2,77E-14 2,45E-15 8,85
RNAG6 B2M-4 2,46E-14 1,78E-15 7,23
RNAG6 GAPDH-6 1,36E-13 1,29E-14 9,51
RNAG6 HMBS-7 1,18E-17 1,57E-18 13,26
RNAG6 HPTR1-4 7,45E-17 5,7E-18 7,65
RNA6 RPL13A-4 1,35E-14 1,05E-15 7,77
RNA6 SDHA-4 1,44E-15 5,96E-17 4,14
RNA6 TBP-5 1,51E-16 7,74E-18 5,14
RNA6 UBC-4 1,95E-14 1,6E-15 8,18
RNA6 YWHAZ-4 4,8E-15 7,72E-16 16,08
RNA5 GAPDH-6 1,14E-13 3,55E-14 31,09
RNA5 HMBS-7 8,48E-18 8,34E-19 9,84
RNA5 RPL13A-4 2,24E-14 8,73E-15 39,01
RNA5 SDHA-4 1,08E-15 4,43E-16 40,87
RNA5 TBP-5 1,64E-16 5,37E-17 32,74
RNA5 UBC-4 1,61E-14 3,89E-15 24,10
RNA5 YWHAZ-4 4,47E-15 1,63E-15 36,35

MW (EC50)= Mittelwert der einbezogenen Replikatenin?, max:4); STABW(EC50)= Standardabweichung
der einbezogenen Replikate; STABW(%)= prozentutéded@rdweichung der Replikate vom Mittelwert; Werte
mit R? < 0,90 wurden nicht miteinbezogen..

Anhand der Ergebnisse aus diesem Experiment wurde mit einer

Kompetitorfeinverdiinnungsreihe die Expression der housekeeping Gene in flunf
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verschiedenen humanen Lymphozytenlinien bestimmt. Wahrend in diesem Fall die
Standardabweichung der Replikate gering gehalten werden konnte, mussten mehr
Daten aufgrund mangelhafter R?- Werte entfernt werden.

Zur graphischen Auswertung wurde das Data Analysis Tool der QGE-Analyzer
Software herangezogen. Diese Anwendung ermdéglicht es, den aus den in die
Berechnung einbezogene Replikaten die gemittelten Log(EC50)-Wert mit der
automatisch berechneten Standardabweichung graphisch darzustellen (Abbildung 5-
6).
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Abbildung 5-6: Grafische Darstellung der LogeEC50- Werte fiir die Espion der 10 untersuchten Gene in
humanen Lymphozyten

Anhand der ermittelten EC50- Werte konnte nach folgender Formel die Menge der

urspringlich vorhandene Kopienanzahl der jeweiligen Gene berechnet werden
(Tabelle 5-10).

N(copy)= (EC50 /1 x 10%) x 3
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Tabelle 5-10:Berechnete Kopienanzahl der jeweiligen Gene invidgwendeten RNAs.
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Probe Gen EC50 LOGEC50 Kopienanzahl
RNA1 GAPDH-6 2,24E-13 -12,650 672360
RNA1 HPTR1-4 2,49E-16 -15,604 746
RNA1 RPL13A-4 9,88E-14 -13,005 296450
RNA1 TBP-5 3,06E-16 -15,514 918
RNA1 UBC-4 6,94E-14 -13,159 208168
RNA1 YWHAZ-4 1,16E-14 -13,934 34895
RNA2 ACTB-6 8,65E-14 -13,063 259560
RNA2 B2M-4 1,22E-13 -12,914 365859
RNA2 GAPDH-6 1,84E-13 -12,734 553050
RNA2 HMBS-7 2,05E-16 -15,688 615
RNA2 HPTR1-4 3,53E-16 -15,452 1059
RNA2 RPL13A-4 5,86E-14 -13,232 175717
RNA2 SDHA-4 2,27E-15 -14,645 6797
RNA2 TBP-5 2,52E-16 -15,598 756
RNA2 UBC-4 4,04E-14 -13,394 121134
RNA2 YWHAZ-4 1,08E-14 -13,968 32279
RNA3 ACTB-6 5,10E-14 -13,292 153101
RNA3 B2M-4 6,22E-14 -13,206 186737
RNA3 GAPDH-6 2,14E-13 -12,669 643362
RNA3 HMBS-7 7,54E-17 -16,123 226
RNA3 HPTR1-4 2,15E-16 -15,668 644
RNA3 RPL13A-4 4,49E-14 -13,348 134767
RNA3 SDHA-4 2,49E-15 -14,603 7485
RNA3 TBP-5 2,85E-16 -15,546 854
RNA3 UBC-4 5,56E-14 -13,255 166772
RNA3 YWHAZ-4 1,10E-14 -13,960 32881
RNA4 ACTB-6 4,81E-14 -13,318 144385
RNA4 B2M-4 1,58E-13 -12,802 473598
RNA4 GAPDH-6 2,08E-13 -12,682 623709
RNA4 HMBS-7 1,56E-16 -15,807 468
RNA4 HPTR1-4 3,52E-16 -15,454 1055
RNA4 RPL13A-4 8,31E-14 -13,081 249241
RNA4 TBP-5 3,18E-16 -15,498 953
RNA4 UBC-4 4,71E-14 -13,327 141325
RNA5 GAPDH-6 6,40E-14 -13,194 192004
RNA5 HPTR1-4 4,13E-17 -16,384 124
RNA5 RPL13A-4 3,02E-14 -13,521 90470
RNA5 TBP-5 6,56E-17 -16,183 197
RNA5 UBC-4 6,88E-15 -14,162 20652
RNA5 YWHAZ-4 2,51E-15 -14,601 7520

Werte mit B < 0,90 wurden entfernt.

Um diese Ergebnisse zu validieren, wurde ein zweites Experiment unter gleichen

Versuchsbedingungen durchgefuhrt. Hierbei betrug die Standardabweichung der

Ergebnisse beider Experimente bis auf eine Ausnahme weniger als 10% (Tabelle 5-

11).
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Tabelle 5-11:Vergleich der Ergebnisse aus Experiment 1 und 2; Sandardfehler, Werte mit R2 < 0,90 wurden entfern

Ergebnisse

Experimentl Experiment2 Mittelwert
SE SE
Probe Gen EC50 |LOGECS50| (LOGEC50) R’ EC50 | LOGEC50 (LOGEC50) R®> | MW(EC(50)) | STABW(EC59) | STAB(%)
RNA1 | GAPDH-6 |2,24E-13 -12,650 0,03]0,976 | 2,20E-13 -12,658 0,03]0,970 2,22E-13 2,93E-15 1,32
RNA1 |HPTR1-4 |2,49E-16 -15,604 0,040,970 | 2,57E-16 -15,590 0,04 | 0,966 2,53E-16 5,74E-18 2,27
RNA1 |RPL13A-4 | 9,88E-14 -13,005 0,030,981 | 1,05E-13 -12,980 0,03|0,975 1,02E-13 4,1E-15 4,03
RNA1 |TBP-5 3,06E-16 -15,514 0,040,972 | 3,04E-16 -15,517 0,040,970 3,05E-16 1,55E-18 0,51
RNA1 |UBC-4 6,94E-14 -13,159 0,020,986 | 7,32E-14 -13,135 0,020,984 7,13E-14 2,71E-15 3,80
RNA1 | YWHAZ-4 |1,16E-14 -13,934 0,040,964 | 1,35E-14 -13,871 0,040,949 1,25E-14 1,3E-15 10,34
RNA2 | ACTB-6 8,65E-14 -13,063 0,020,989 | 9,53E-14 -13,021 0,02]0,991 9,09E-14 6,17E-15 6,79
RNA2 |B2M-4 1,22E-13 -12,914 0,03/0,975| 1,17E-13 -12,930 0,03]0,977 1,20E-13 3,23E-15 2,70
RNA2 | GAPDH-6 |1,84E-13 -12,734 0,020,990 2,05E-13 -12,688 0,020,986 1,95E-13 1,47E-14 7,57
RNA2 |HMBS-7 | 2,05E-16 -15,688 0,03]0,982| 2,03E-16 -15,694 0,03]0,981 2,04E-16 1,78E-18 0,87
RNA2 |HPTR1-4 |3,53E-16 -15,452 0,020,988 | 3,57E-16 -15,447 0,02]0,992 3,55E-16 3,03E-18 0,85
RNA2 | RPL13A-4 |5,86E-14 -13,232 0,020,986 | 6,26E-14 -13,204 0,020,990 6,06E-14 2,84E-15 4,68
RNA2 |SDHA-4 |2,27E-15 -14,645 0,040,918 2,25E-15 -14,647 0,04]0,917 2,26E-15 9,09E-18 0,40
RNA2 | TBP-5 2,52E-16 -15,598 0,020,990 | 2,54E-16 -15,595 0,03]0,979 2,53E-16 1,28E-18 0,50
RNA2 | UBC-4 4,04E-14 -13,394 0,020,988 | 4,05E-14 -13,392 0,020,989 4,05E-14 1,09E-16 0,27
RNA2 | YWHAZ-4 | 1,08E-14 -13,968 0,03]0,984| 1,02E-14 -13,992 0,03]0,973 1,05E-14 4,13E-16 3,95
RNA3 | ACTB-6 5,10E-14 -13,292 0,030,965 | 5,28E-14 -13,278 0,03|0,974 5,19E-14 1,23E-15 2,37
RNA3 | B2M-4 6,22E-14 -13,206 0,040,956 | 5,87E-14 -13,231 0,04 | 0,952 6,05E-14 2,48E-15 4,10
RNA3 | GAPDH-6 |2,14E-13 -12,669 0,020,985 2,14E-13 -12,670 0,02 | 0,986 2,14E-13 3,39E-16 0,16
RNA3 |HMBS-7 | 7,54E-17 -16,123 0,030,968 | 8,08E-17 -16,093 0,04 7,81E-17 3,84E-18 4,91
RNA3 |HPTR1-4 |2,15E-16 -15,668 0,03/0,985| 2,15E-16 -15,667 0,02 | 0,990 2,15E-16 3,57E-19 0,17
RNA3 | RPL13A-4 | 4,49E-14 -13,348 0,020,990 | 4,53E-14 -13,344 0,020,993 4,51E-14 2,37E-16 0,53
RNA3 |SDHA-4 | 2,49E-15 -14,603 0,040,909 | 2,50E-15 -14,602 0,040,945 2,50E-15 4,43E-18 0,18
RNA3 | TBP-5 2,85E-16 -15,546 0,030,986 | 2,86E-16 -15,543 0,030,983 2,86E-16 1,2E-18 0,42
RNA3 | UBC-4 5,56E-14 -13,255 0,020,988 | 5,62E-14 -13,250 0,020,989 5,59E-14 4,31E-16 0,77
RNA3 | YWHAZ-4 |1,10E-14 -13,960 0,030,969 | 1,10E-14 -13,957 0,03[0,976 1,10E-14 5,49E-17 0,50
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Ergebnisse

Experimentl Experiment2 Mittelwert
SE SE
Probe Gen EC50 |LOGEC50| (LOGEC50) R’ EC50 | LOGEC50 (LOGEC50) R’ | MW(EC(50)) | STABW(EC59) | STAB(%)
RNA4 | ACTB-6 4,81E-14 -13,318 0,020,991 | 4,72E-14 -13,326 0,020,993 4,77E-14 6,48E-16 1,36
RNA4 | B2M-4 1,58E-13 -12,802 0,020,986 | 1,53E-13 -12,816 0,03]0,973 1,55E-13 3,6E-15 2,32
RNA4 | GAPDH-6 |2,08E-13 -12,682 0,02/0,991| 2,15E-13 -12,668 0,020,986 2,11E-13 4,9E-15 2,32
RNA4 |HMBS-7 | 156E-16 -15,807 0,03]0,984| 1,56E-16 -15,806 0,030,984 1,56E-16 2,91E-19 0,19
RNA4 |HPTR1-4 |3,52E-16 -15,454 0,02/0,992| 3,67E-16 -15,435 0,02]0,991 3,60E-16 1,1E-17 3,05
RNA4 | RPL13A-4 | 8,31E-14 -13,081 0,020,987 | 8,83E-14 -13,054 0,020,992 8,57E-14 3,67E-15 4,28
RNA4 | TBP-5 3,18E-16 -15,498 0,020,989 | 3,20E-16 -15,495 0,020,988 3,19E-16 1,63E-18 0,51
RNA4 | UBC-4 4,71E-14 -13,327 0,020,987 | 4,91E-14 -13,309 0,020,986 4,81E-14 1,41E-15 2,93
RNA5 | GAPDH-6 |6,40E-14 -13,194 0,020,986 | 6,74E-14 -13,172 0,020,987 6,57E-14 2,37E-15 3,62
RNA5 |HPTR1-4 |4,13E-17 -16,384 0,05|0,913| 3,94E-17 -16,405 0,06 | 0,903 4,03E-17 1,33E-18 3,29
RNA5 |RPL13A-4 |3,02E-14 -13,521 0,020,989 | 3,03E-14 -13,518 0,020,987 3,02E-14 1,23E-16 0,41
RNA5 | TBP-5 6,56E-17 -16,183 0,04 | 0,965 | 5,96E-17 -16,225 0,04 | 0,944 6,26E-17 4,26E-18 6,81
RNA5 | UBC-4 6,88E-15 -14,162 0,030,983 | 6,97E-15 -14,157 0,03|0,978 6,93E-15 6,22E-17 0,90
RNA5 | YWHAZ-4 | 2,51E-15 -14,601 0,040,960 | 2,53E-15 -14,596 0,04 | 0,944 2,562E-15 2,01E-17 0,80
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6 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 11 SNPs des HTR2A- Gens an 513 schizophrenen
Patienten sowie 1325 gesunden Kontrollen in Hinblick auf eine eventuelle
Assoziation mit der Erkrankung Schizophrenie untersucht.

Das HTR2A- Gen kodiert fir den Serotonin- 2A- Rezeptor, der als wichtiger
Zielrezeptor fur atypische Neuroleptika dient und deshalb ein potentielles
Kandidatengen fir die Schizophrenie darstellt. Durch Polymorphismen in den
translatierten Bereichen des Gens, wie sie in dieser Arbeit untersucht wurden, wird
die  Aminosaureabfolge  der  Rezeptorproteine  verdndert, was  seine
Bindungseigenschaften flr Serotonin, aber auch fur synthetische Substanzen, wie
zum Beispiel Clozapin, verandern konnte.

Des weiteren wurden auch SNPs in nicht- codierenden und im Promoterbereich
untersucht. Diese Polymorphismen konnten im Kopplungsungleichgewicht mit
funktionellen Varianten liegen oder direkt die Genregulation und so die Expression
des Serotonin- 2A- Rezeptors beeinflussen, wéahrend intronische SNPs die DNA-
Sequenz so verandern konnten, dass neue SpleiRvarianten entstehen, die wiederum

die Eigenschaften des Rezeptors beeinflussen.

Von den in dieser Arbeit untersuchten 11 SNPs des HTR2A- Gens zeigte keiner
dieser Marker eine Assoziation mit Schizophrenie. Lediglich bei SNP rs7333412 war
ein Trend dahingehend erkennbar, dass ein Genotyp (p= 0,0798) und ein Allel (p=
0,050) bei Erkrankten im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen gehauft auftritt.

Die Erkrankung Schizophrenie @uf3ert sich in einem sehr komplexen Phanotyp, bei
dem nicht alle Symptome zwingend vorhanden sein missen oder zumindest
unterschiedlich ausgepragt sein kénnen. So handelt es sich auch bei den in dieser
Studie einbezogenen Patienten um ein phanotypisch heterogenes Patientenkollektiv,
in dem verschiedene Subtypen und Erscheinungsformen der Erkrankung zu einem
Kollektiv zusammengefasst sind. Nur aufgrund der Tatsache, dass keiner der hier
untersuchten SNPs mit der Erkrankung assoziiert ist, kann somit noch nicht der
Schluss gezogen werden, dass auch keine Assoziation mit einem bestimmten Subtyp
oder einem bestimmten Symptomkomplex bestehen koénnte. Aufgrund der
Heterogenitat der Erkrankung ist es schwierig, einem bestimmten Subtypen einen

Genotypen zuzuordnen. Im Umkehrschluss kénnte auch bei einer Assoziation eines
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oder mehrerer Marker nicht vermutet werden, dass diese in jedem individuellen Fall
der Erkrankung eine Rolle bei der Ausbildung einer Psychose spielen. Derzeit wird
angenommen, dass es sich bei der Schizophrenie auch um eine genetisch
heterogene Erkrankung handelt. So kdnnte das HTR2A- Gen in einer bestimmten
Population mit der Erkrankung assoziiert sein, in einer weiteren Population kénnte es
dagegen keine signifikante Rolle spielen (Owen et al., 2005).

rs7333412 liegt in der nicht codierenden 3’- Region, bereits aulR3erhalb der mRNA
und der poly(A)- Sequenz des HTR2A- Gens, wodurch eine Rolle bei der
Genregulation oder auch ein Einfluss auf das Splei3en des Genprodukts mit grof3er
Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden kann. Es ist aber durchaus denkbar,
dass dieser SNP als Marker fiir einen anderen, funktionellen SNP dient, der mit der
Erkrankung assoziiert ist. So zeigt rs7333412 ein vollstandiges LD (D"=1,0) mit den
beiden intronischen SNPs rs7322347 und rs1923882, die beide nahe dem Ubergang
von Intron2 zu Exon3 lokalisiert sind (Hapmap, 2009). Diese beiden Polymorphismen
kénnten mit ihren Allelen zu alternativem Splei3en fihren oder aber die Faltung der
DNA im Bereich des Gens verdndern, was die Bindung der fur die Transkription
notwendigen Enzyme erschweren oder auch erleichtern kdnnte. Welcher dieser
SNPs oder Mechanismen letztlich fir den Trend zur Assoziation verantwortlich ist,
kann im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht geklart werden. Auch die Mdglichkeit
eines falsch- positiven Befundes kann nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden.
Fur die restlichen zehn Polymorphismen konnte in unserer Stichprobe kein Hinweis
auf eine Assoziation gefunden werden. Daflr kénnte es mehrere Grinde geben. Das
HTR2A- Gen ist mit etwa 62 600 bp ein moderat gro3es Gen, in dem mittlerweile 424
SNPs annotiert sind. Davon sind nur zehn SNPs in kodierenden Bereichen lokalisiert,
von denen wiederum nur funf zu einem Aminosaureaustausch fuhren. Unter den
funktionellen SNPs befinden sich auch die in dieser Arbeit untersuchten Marker
rs6314 (His452Tyr), rs6308 (Val447Ala), rs1805055 (Asn2Thr). Auch wenn keiner
der hier untersuchten SNPs mit der Schizophrenie an sich assoziiert war, so ist es
durchaus denkbar, dass andere, vielleicht noch nicht identifizierte oder sehr seltene
Polymorphismen des HTR2A- Gens mit der Erkrankung oder einer ihrer Subtypen
assoziiert sind.

Eine weitere Ursache fir die negativen Befunde liegt moglicherweise in der Auswabhl
des untersuchten Probandenkollektivs begriindet. Obwohl die Probanden gleicher

ethnischer Herkunft waren und strengen Ausschlusskriterien, wie zum Beispiel
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Substanzabusus oder organischen Psychosen, unterworfen wurden und auch die
Diagnose sehr sorgfaltig validiert wurde, erfolgte keine Auswahl nach bestehendem
Subtypus der Erkrankung. Da auch keine Auswahl der Patienten nach Alter oder
Erkrankungsdauer erfolgte, ist es durchaus denkbar, dass der altersbedingte
Ruckgang der Serotonin- 2A- Rezeptoren zu falsch negativen Ergebnissen fuhren
konnte.

Neben der Auswahl der Patientengruppe ist auch die Wahl der Kontrollgruppe ein
ganz entscheidender Faktor. In der vorliegenden Fall- Kontroll- Studie wurde eine
gesunde Vergleichsgruppe unter strengen Ein- und Ausschlusskriterien gewabhilt.
Vorteil gesunder Kontrollprobanden ist, dass sich Assoziationen zu
krankheitsrelevanten Ph&notypen leichter detektieren lassen. Der Nachteil besteht
allerdings darin, dass im Falle einer Assoziation nicht zwangslaufig differenzierbar ist,
ob diese im Zusammenhang mit Schizophrenie (Arranz et al., 1995) selbst oder einer
komorbiden psychiatrischen Stdrung steht.

Die GroRRe des Probandenkollektivs ist ebenfalls ein wesentlicher Faktor, der dazu
fuhren kann, dass Varianten mit lediglich kleinem Effekt nicht detektiert werden.
Aufgrund der hier untersuchten Stichprobengrél3e scheint dies als Ursache fir die
negativen Ergebnisse jedoch eher unwahrscheinlich.

Zuletzt ist es auch durchaus mdglich, dass Polymorphismen im HTR2A- Gen
tatsdchlich nicht mit Schizophrenie assoziiert sind und es sich bei dem positiven
Befund fur rs7333412 im Zusammenhang mit der Erkrankung um ein falsch-
positives Ergebnis handelt. Dagegen sprechen allerdings die vielen positiven
Befunde in der Literatur, welche auf eine Rolle des HTR2A- Gens bei der Atiologie

der Schizophrenie hindeuten.

Neben der Uberpriifung einer méglichen Assoziation der untersuchten Einzelmarker
mit Schizophrenie wurde auch eine Haplotypanalyse durchgefihrt. Dabei ergaben
sich zwei Haplotypblocke, deren zugehdrige SNPs sich sowohl in der gesamten
Stichprobe, als auch in den einzelnen Subgruppen, schizophrenen Patienten und
gesunden Kontrollen, im Kopplungsungleichgewicht befinden.

Hinsichtlich der Verteilung der Haplotypfrequenzen zeigen sich beim Vergleich von
schizophrenen Patienten mit gesunden Kontrollen keine signifikanten Unterschiede
fur die Haplotypen in Block 1 (rs2770296, rs582385).
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Die Allelkombination 3 (AG) der SNPs rs4941573 und rs4142900 in Haplotypblock 2
war jedoch haufiger bei Patienten zu finden (x’= 3,542, p= 0,0598), dabei konnte
aber nur ein Trend festgestellt werden, eine statistische Signifikanz mit p< 0,05
konnte nicht erreicht werden. Damit bestéatigen die Ergebnisse der Haplotypanalyse
die Befunde zu den Einzelmarkern, denn auch hier zeigt sich keine signifikante
Assoziation mit der Erkrankung Schizophrenie.

Der Ansatz der Haplotypanalyse wurde in Bezug auf das HTR2A- Gen im
Zusammenhang mit Schizophrenie bisher nur einmal verfolgt. Fanous und Mitarbeiter
untersuchten zehn HapMap tagSNPs und zwei der haufig publizierten HTR2A-SNPs
in einer grof3en irischen familienbasierten Stichprobe. Sie identifizierten dabei zwei
Haplotypblocke. Haplotyp 1 umfasste die vier SNPs rs3125, rs6314 (His542Tyr),
rs659734 und rs1745837, wahrend Haplotyp 2 sich aus den Polymorphismen rs6314
(His542Tyr), rs659734, rs1745837 und rs1928042 zusammen setzte. Auch diese
Arbeitsgruppe konnte keine signifikante Assoziation bestimmter Haplotypen mit der
Erkrankung selbst feststellen. Allerdings waren zwei Haplotypen signifikant mit dem
Symptom Psychose assoziiert (Fanous et al., 2009).

Die Ergebnisse von Fanous und Mitarbeitern kdnnten einen Hinweis auf die Ursache
des in der vorliegenden Arbeit gefundenen Trends zu einer Assoziation mit der
Erkrankung geben. So ware es auch hier mdglich, dass zwar kein Zusammenhang
zwischen dem genannten Haplotypen und der Schizophrenie selbst vorliegt, daftr
aber mit dem Symptom Psychose. Allerdings wurden in der irischen Arbeitsgruppe
andere htSNPs untersucht, als in der vorliegenden Arbeit, so dass sich die

Ergebnisse beider Studien nur bedingt vergleichen lassen.

Das HTR2A- Gen ist Gegenstand intensiver Forschung. Besonders ausgiebig
wurden die Polymorphismen rs6313 (T102C), rs6311 (A(-1438)G) und rs6314
(His452Tyr) im Zusammenhang mit der Schizophrenie untersucht. Wahrend der SNP
rs6314 in der vorliegenden Arbeit direkt untersucht wurde, wurden die anderen
beiden héaufig publizierten Polymorphismen nicht genotypisiert. Statt dessen wurden
jedoch ein Marker miteinbezogen (rs4941573), der mit rs6311 und rs6313 im
vollstandigen Kopplungsungleichgewicht (D'= 1,0; R*= 1,0) liegt (Hapmap, 2009).
Deshalb soll auch auf diese beiden Polymorphismen im Folgenden genauer

eingegangen werden.
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Eine asiatische Arbeitsgruppe lenkte bereits 1996 das Interesse auf den exonischen,
stillen Polymorphismus T102C. In diese friihe Untersuchung wurden 62 japanische
schizophrene Patienten und 96 gesunde, nicht verwandte japanische
Kontrollpersonen eingeschlossen (Inayama et al., 1996). Als Ergebnis zeigte sich ein
signifikant haufigeres Vorkommen des C- Allels (p<0,05) sowie des C/C- Genotyps
(p<0,05) bei Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen. Das relative Risiko von
Tragern des C/C- Genotyps wurde mit 2,86 angegeben (p<0,01).

Die Ergebnisse der japanischen Studie konnten in dieser Arbeit nicht bestatigt
werden, denn der mit dem T102C- Polymorphismus im vollstdndigen LD liegende
rs4941573 zeigte keine signifikanten Assoziationen mit der Schizophrenie.

Dafir kommen mehrere Griinde in Frage. Zum einen wurden zwei ethnisch sehr
divergente Populationen untersucht, die sich auch durch die Allelfrequenzen des
T102C-Polymorphismus deutlich unterscheiden (T= 0,50, C= 0,50 bei Japanern; T=
0,55, C= 0,45 bei Kaukasiern), zum anderen wurde bei Inayama und Mitarbeitern
eine sehr kleine Stichprobe untersucht. Des Weiteren fallt bei der
Stichprobenauswahl bei Inayama et. al auf, dass der mannliche Anteil an
schizophrenen Probanden mit 59% deutlich hoher als der Anteil an weiblichen
Probanden war. In der Kontrollstichprobe Uberwogen dagegen weibliche
Studienteilnehmer mit 60%.

Auch in der vorliegenden Stichprobe sind die Geschlechter in der Patienten- und
Kontrollgruppe nicht homogen verteilt. So betragt der Frauenanteil bei den
schizophrenen Studienteilnehmern 35,5%, bei den gesunden Kontrollprobanden
jedoch 54,7%.

Wird von geschlechtsspezifischen Risikofaktoren ausgegangen, dann kdnnten diese
Ungleichgewichte in der Geschlechterverteilung zu einer heterogenen Stichprobe

und somit zu falsch- positiven bzw. falsch- negativen Ergebnissen gefiihrt haben.

Erdmann und Mitarbeiter fuhrten ein systematisches screening nach Mutationen im
HTR2A- Gen durch und genotypisierten letztlich die vier SNPs Tyr25Asn, T102C,
Tyr25Asn und die bis dato noch nicht annotierte Variante C516T, die zu keinem
Aminosaureaustausch fihrt (Erdmann et al., 1996).

Die Genotypisierung erfolgte zundchst an 45 schizophrenen Patienten und 46
gesunden Kontrollpersonen. Die schizophrenen Patienten erfillten die

Diagnosekriterien nach DSM- |lll, etwa die Halfte berichtete von Fallen von
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Depression bei erst- oder zweitgradig Verwandten. Fir die 46 teilnehmenden
Kontrollpersonen wurden als Ausschlusskriterium Félle von Schizophrenie oder
bipolaren affektiven Erkrankungen in der n&heren Familie festgelegt. Eine weitere
psychiatrische Charakterisierung erfolgte nicht.

AulRerdem wurde noch eine weitere Stichprobe aus 278, nicht néher
charakterisierten schizophrenen Patienten und 207 Kontrollpersonen herangezogen.
Diese Kontrollgruppe bestand aus anonymen Probanden, von denen jeweils nur die
ethnische Herkunft, das Geburtsjahr und das Geschlecht bekannt waren. Alle
Studienteilnehmer waren nicht verwandt und deutschen Ursprungs.

Es konnte keine Assoziation fur die Marker Tyr25Asn, His452Tyr und C516T
gefunden werden. Das Allel 102C- Allels war jedoch bei schizophrenen Patienten
haufiger zu finden als bei den Kontrollpersonen (p= 0,041), so dass die Autoren von
einer Assoziation des T102C- Polymorphismus mit Schizophrenie ausgingen.

Die Ergebnisse in Bezug auf den SNP T102C konnten in dieser Arbeit, vertreten
durch den mit T102C im vollstandigen LD befindenden rs4941573 nicht bestatigt
werden, obwohl beide verwendeten Stichproben deutschen Ursprungs waren. Ein
Grund hierfir kbénnte die unterschiedliche Stichprobengrof3e sein, da Erdmann und
Mitarbeiter nur etwa die Halfte an schizophrenen Probanden und etwa ein Drittel an
Kontrollpersonen zur Verfigung stand. Ein zweiter Hinweis konnten die
unterschiedlich strengen Auswahlkriterien beziglich der Probandenrekrutierung sein.
Wahrend in der vorliegenden Arbeit nur Kontrollpersonen miteinbezogen wurden, die
sowohl selbst, als auch in der engeren Familie keine psychiatrischen Erkrankungen
aufwiesen, waren bei Erdmann et al. 2/5 der Kontrollpersonen anonym, so dass
keinerlei psychiatrische Anamnese moglich war. Bei den Ubrigen 3/5 wurden nur

schizophrene Erkrankungen ausgeschlossen.

Eine grof3 angelegte Untersuchung zum T102C- Polymorphismus wurde von
Williams und Mitarbeitern durchgefihrt (Williams et al., 1996). In einer multicenter
Studie wurden aus sechs europaischen Nationen insgesamt 571 Patienten mit der
Diagnose Schizophrenie oder schizoaffektiver Storung und 639 Kontrollpersonen

rekrutiert.
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Tabelle 6-1: Studienteilnehmer, Allel- und Genotypverteilung Béiliams et al, 1996

Nation Studien- T-Allel C-Allel | T/T (%) | T/C (%) CIC (%)
teilnehmer (%) (%)
Osterreich Patienten 42 44 56 13,9 61,1 25,0
Kontrollen 57 49 51 19,3 59,6 211
Frankreich Patienten 101 35 65 6,9 55,4 37,6
Kontrollen 122 45 55 20,5 49,2 30,3
Deutschland Patienten 100 38 63 11,0 53,0 36,0
Kontrollen 100 47 53 22,0 50,0 28,0
Irland Patienten 37 30 70 10,8 37,8 51,4
Kontrollen 89 39 61 13,5 51,7 34,8
Italien Patienten 100 44 56 18,0 52,0 30,0
Kontrollen 103 50 50 26,2 46,6 27,2
Schweden Patienten 67 29 71 4,5 49,3 46,3
Kontrollen 74 34 66 9,5 48,6 41,9
GroR3britannien | Patienten 94 44 56 18,1 51,1 30,9
Kontrollen 94 41 59 17,0 47,9 35,1

Williams et al. konnten die Genotypen 102C/T und 102C/C signifikant haufiger bei
Patienten als bei Kontrollen nachweisen (p= 0,008), ebenso wie das 102C- Allel (p=
0,003). Interessant ist hierbei, dass schon diese frihe Studie einen Zusammenhang
zwischen geographischer Herkunft der Stichprobe und der Allelverteilung zeigt, wie
sie spater von Baritaki et al. (2004) bestatigt wurden. Auch hier steigt die Haufigkeit
des 102C- Allels mit nordlicher Lage an.

Die Ergebnisse aus dieser Studie widersprechen denen aus der vorliegenden Arbeit.
Bei der Interpretation dieser Befunde ist jedoch zu beachten, dass es einen
entscheidenden Unterschied in beiden Studiendesigns gibt. Wahrend bei der Gruppe
um Williams sowohl Patienten mit Schizophrenie als auch mit schizoaffektiven
Stérungen mit einbezogen wurden, wurde in dieser Arbeit streng darauf geachtet,
dass die Patienten die Diagnosekriterien der Schizophrenie nach DSM- IV erfillen.
Somit kdonnte es moglich sein, dass die Ergebnisse der beiden Arbeiten nicht
miteinander vergleichbar sind und keine Schliisse beziglich der Validitat gezogen

werden kénnen.

Mit einer relativ grol3en Stichprobe untersuchte Golimbet ebenfalls den T102C- SNP.
An dieser Untersuchung nahmen 919 Patienten und 500 psychisch gesunde

Kontrollpersonen teil. Die Patientengruppe umfasste dabei 777 nach ICD 10 als
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schizophren einzustufende Individuen und 142 Patienten mit schizoaffektiven
Storungen. Alle registrierten Genotypfrequenzen entsprachen den Anforderungen
des HWE, und die Allelfrequenzen der Gesamtstichprobe entsprachen denen der
meisten europaischen Populationen. Zwischen den Subgruppen zeigte sich jedoch
ein signifikanter Unterschied der Allel- und Genotypfrequenzen. So waren sowohl
das C- Allel als auch der T/C- und C/C- Genotyp uberzuféllig haufig bei
schizophrenen und schizoaffektiven Patienten anzutreffen als bei Kontrollen (jeweils
p=0,02).

Grundsatzlich zeigen sich neben der unterschiedlichen ethnischen Herkunft der
Probanden auch einige Differenzen im Studienaufbau zur vorliegenden Arbeit. So
wurden bei der Probandenauswahl in der russischen Stichprobe weniger strenge
Auswabhlkriterien gewéhlt. Die Diagnosestellung Schizophrenie erfolgt im System ICD
10 bereits bei einem Vorhandensein der Symptomatik von vier Wochen, wahrend das
Diagnosesystem DSM- IV eine Mindestdauer von sechs Monaten verlangt. Kirzer
andauernde Symptomatik wird dagegen in DSM- IV als schizophrenieforme Stérung
interpretiert. AuRerdem bezogen die russische Arbeitsgruppe sowohl schizophrene
Patienten als auch Individuen mit schizoaffektiven Psychosen mit ein, wahrend in
dieser Arbeit nur Probanden bericksichtigt wurden, die nach DSM- IV als

schizophren diagnostiziert wurden.

Kdrzlich wurden in einer relativ kleinen rumanischen Stichprobe die drei
Polymorphismen T102C, A-1436G und His452Tyr untersucht. Die genotypisierte
Population umfasste 82 mannliche Patienten mit Diagnosestellung nach DSM- IV und
82 gesunde ménnliche Kontrollpersonen (Procopciuc et al., 2009). Fur zwei der drei
Polymorphismen wurde dabei eine signifikante Assoziation mit Schizophrenie
festgestellt. So betrug das Risiko, eine Schizophrenie zu entwickeln, das 1,52-fache
fur 102C/T- Trager (p=0,29) und das 3,02-fache fur 102C/C- Trager (p=0,001) im
Vergleich zu Individuen mit 102T/T- Genotyp. Das C- Allel war signifikant haufiger bei
Schizophrenen als bei gesunden Kontrollen zu finden (p=0,01). Ahnliche Resultate
konnten fur den A-1438G SNP festgestellt werden. So barg der A/G- Genotyp ein
1,31- faches Risiko (p=0,4) und der G/G- Genotyp ein 2,43- faches Risiko (p=0,03)
im Vergleich zu A/A- Tragern. Das G- Allel war bei Patienten haufiger als bei
Kontrollen (p=0,001).
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Fur den His452Tyr konnten kein Zusammenhang mit der Erkrankung festgestellt
werden.

Die Befunde dieser Arbeitsgruppe stehen im Widerspruch zu den hier vorliegenden
Ergebnissen. Es gibt jedoch sehr starke Unterschiede zwischen den Studiendesigns.
So wurden in die rumanische Studie nur Manner einbezogen. Eine weitere
Auffalligkeit ist, dass die beiden Polymorphismen T102G und A-1438G in dieser
Stichprobe nicht im Kopplungsungleichgewicht liegen, wie in anderen kaukasischen
Stichproben. Das konnte darauf hinweisen, dass die Ergebnisse aus dieser

Stichprobe nicht mit anderen kaukasischen Stichproben verglichen werden kdnnen.

Neben den publizierten Assoziationen des C- Allels des T102C Polymorphismus mit
Schizophrenie wurden auch gegenteilige Befunde berichtet. Die Arbeitsgruppe um
Baritaki genotypisierte dazu diesen SNP an einer relativ kleinen griechischen
Stichprobe aus 114 schizophrenen Patienten und 182 gesunden Kontrollpersonen
(Baritaki et al.,, 2004). Im Gegensatz zum Uberwiegenden Anteil der
Assoziationsstudien an kaukasischen Stichproben war hier das C- Allel in der
Kontrollgruppe signifikant haufiger vertreten als das T- Allel (p< 0,001). Analog hierzu
zeigte sich in der gleichen Stichprobe eine signifikante Assoziation des T-Allels mit
der Erkrankung (p< 0,0001) und eine Uberzufallige Haufung des TT- Genotyps in der
Patientengruppe (p= 0,0001, odds ratio= 3,59).

Zu ahnlichen Ergebnissen kam auch eine spanische Arbeitsgruppe. Sie untersuchte
eine kleine Stichprobe aus 114 spanischen Patienten und 142 gesunden spanischen
Kontrollpersonen ohne psychiatrische Vorgeschichte in Bezug auf den T102C-
Polymorphismus. Dabei konnten sie eine Allelfrequenz des T- Allels von 0,54 im
Patientenkollektiv feststellen, die signifikant héher war, als bei der Kontrollgruppe
(Frequenz= 0,44) (Penas-Lledo et al., 2007). Neben der geringen Individuenanzahl
kénnte sich hier auch die diskordante Geschlechterverteilung als problematisch
erwiesen haben. Wahrend der Frauenanteil in der Kontrollgruppe bei 50% lag,
wurden im Patientenkollektiv nur 11% Frauen eingeschlossen. AuRerdem lag das
Durchschnittsalter der Patienten mit 55 Jahren deutlich Gber dem Durchschnittsalter
von 30 Jahren der Kontrollen.

Diese gegenteiligen Befunde lassen sich nur schwer mit dem tberwiegenden Anteil
der Studien zum T102C Polymorphismus in Einklang bringen. Zwar schlieRen die

Autoren Storfaktoren wie verwandtschaftliche Beziehungen und den Subtyp der
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Erkrankung, die zu einem falsch- positiven Ergebnis fiihren kénnten, aus, jedoch darf
hier bei der Interpretation die geringe Stichprobengréf3e in beiden Studien nicht
aulBer Acht gelassen werden. Ein weiterer Anhaltspunkt ist die geographische
Lokalisation untersuchten Populationen. Wahrend in Stideuropa die Frequenz des C-
Allels bei 0,51 (Griechenland) liegt, betragt sie in Nordeuropa bereits 0,67
(Schweden). Diese Geographische Verteilung kénnte zum einem zu einem falsch-
positiven Ergebnis in den sudlandischen Stichproben fiihren, zum anderen kénnte
dies aber auch das haufige Ausbleiben einer Assoziation des Polymorphismus mit

Schizophrenie erklaren.

Eine weitere Untersuchung, die eher einen Zusammenhang mit dem T- Allel als mit
dem C- Allel des T102C Polymorphismus feststellen konnte, wurde von Herken und
seinen Mitarbeitern durchgefiihrt. Sie schlossen 141 nicht verwandte schizophrene
Patienten und 79 gesunde Kontrollpersonen in ihre Untersuchung ein. Alle
Studienteilnehmer waren turkischen Ursprungs und zeigten keine Unterschiede in
ihrer geographischen oder ethnischen Herkunft. Alle schizophrenen Patienten
erfullten die Kriterien einer Diagnose nach DSM- V.

In dieser Studie konnten keine signifikanten Assoziationen des T102C-
Polymorphismus mit der Erkrankung selbst, mit einer eventuellen familiaren
Vorbelastung, dem Ersterkrankungsalter oder der Erkrankungsdauer registriert
werden. Allerdings schien die Frequenz der Klinikaufenthalte bei der Gruppe
schizophrener Patienten mit T/T- und T/C- Genotyp signifikant hoher als bei
Patienten mit dem C/C- Genotyp (p=0,02). Herken schloss daraus, dass das der
T102C- Polymorphismus auch als Pradiktor fur den Schweregrad der Erkrankung
dienen konnte.

Waéhrend bei einem Grof3teil der Untersuchungen mit positivem Ergebnis das C- Allel
mit der Erkrankung selbst, oder mit der Prognose assoziiert zu sein scheinen, ist hier
fur Trager des C- Allels das Risiko eines schwereren Verlaufs geringer. Dieser
Widerspruch kénnte zum einen mit der geringen StichprobengréfRe und daraus
resultierenden falsch- positiven Ergebnissen zusammenhangen. Zum anderen liegt
mit 35% weiblichen Teilnehmern sowohl in der Patienten- als auch in der
Kontrollstichprobe bei dieser Untersuchung ein starkes Ungleichgewicht in der
Geschlechterverteilung vor. Die Teilnehmer der Stichprobe waren mit einem

Durchschnittsalter von 34 Jahren relativ jung, und unter Berlcksichtigung der
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vermuteten protektive Wirkung des Ostrogens konnte es sein, dass diese bei dem

geringen Frauenanteil nur unzureichend zu Tragen gekommen sind.

Bisher berichteten eine gro3ere Anzahl an Studien eine positive Assoziation von
Polymorphismen im HTR2A- Gen mit der Erkrankung Schizophrenie, vorwiegend in
westeuropaischen Kohorten (Baritaki et al., 2004; Erdmann et al., 1996; Penas-Lledo
et al., 2007; Williams et al., 1996), aber auch in osteuropéischen (Golimbet et al.,
2007; Procopciuc et al, 2009) und asiatischen (Inayama et al., 1996) Stichproben.
Bemerkenswert ist dabei die Tatsache, dass in Stichproben mit &hnlicher Ethnizitat
sowohl das C- Allel, als auch das T- Allel mit eine signifikante Assoziation mit der
Erkrankung zeigte. (Tabelle 6-2)

Damit widersprechen diese Befunde denen der vorliegenden Arbeit, in der kein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem HTR2A- Gen und der Erkrankung
hergestellt werden konnte. Auffallig sind hierbei aber die zum Teil stark
divergierenden Studienbedingungen. So wurden Stichproben mit géanzlich
unterschiedlichem ethnischen Hintergrund verwendet (Inayama et al., 1996), weniger
stringente Diagnosekriterien bei der Patientenwahl eingesetzt (Erdmann et al., 1996;
Golimbet et al., 2007; Williams et al., 1996) oder keine weiblichen Studienteilnehmer
eingeschlossen (Procopciuc et al, 2009). In diesen unterschiedlichen
Studienbedingungen koénnte die Ursache dafur liegen, dass in der vorliegenden

Arbeit keine positive Assoziation nachgewiesen werden konnte.

Den publizierten Ergebnissen mit positiven Assoziationsbefunden steht eine
vergleichbare Anzahl von negativen Studien gegentiber.

Eine frihe Studie untersuchte den T102C- Polymorphismus des HTR2A an einem
relativ kleinen Kollektiv (Arranz et al., 1995). Dabei genotypisierten sie eine Gruppe
von 149 mit Clozapin behandelten Patienten im Vergleich zu 99 gesunden
Kontrollpersonen. Die teilnehmenden Patienten erflillten die Diagnosekriterien nach
DSM- IR und waren gegen mindestens zwei Neuroleptikaklassen resistent. Alle
Studienteilnehmer waren westeuropaischer Herkunft. Wahrend in dieser
Veroffentlichung zwar eine Assoziation des T102C- Polymorphismus mit der
Clozapin- response gefunden werden konnte, ergab sich keine Assoziation mit der

Schizophrenie selbst.
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In einer zweiten Studie untersuchte die gleiche Arbeitsgruppe den Zusammenhang
zwischen dem His452Tyr Polymorphismus und der Erkrankung (Arranz et al.,
1996a). Sie untersuchten 153 nach DSM- IIIR als schizophren eingestufte Clozapin-
behandelte Patienten mit verschiedenen Neuroleptikaresistenzen und 178 gesunde
Kontrollpersonen. Auch hier waren alle Teilnehmer westeuropéischen Ursprungs.
Wahrend ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein des Tyr-
Allels und schlechter Clozapin- response gezeigt werden konnte, ergab sich auch
hier keine Assoziation des SNPs mit Schizophrenie.

Anhand der gleichen Stichprobe wurde in einer dritten Studie der Promoter-
Polymorphismus -1438A/G  genotypisiert. Da dieser SNP ein striktes
Kopplungsungleichgewicht mit dem T102C Polymorphismus zeigt, ist es nicht
Uberraschend, dass auch hier eine Assoziation mit der Clozapin- response
nachgewiesen werden konnte, aber keine Assoziation mit Schizophrenie (Arranz et
al., 1998a).

Die Gruppe um Arranz konnte in keiner der drei durchgefuhrten Studien eine
Assoziation mit Schizophrenie feststellen. Da die dort verwendete Stichprobe
dieselbe ethnische Herkunft zeigte wie die Stichprobe dieser Arbeit, kann davon
ausgegangen werden, dass mit den vorliegenden Befunden die Ergebnisse von
Arranz und Mitarbeitern bestatigt werden. Allerdings ist zu beachten, dass die
Probandenanzahl der Arbeitsgruppe um Arranz relativ klein war.

Gegen eine Assoziation mit Schizophrenie sprechen auch die Ergebnisse einer
italienischen  Arbeitsgruppe um Verga. Sie genotypisierten den T102C-
Polymorphismus am italienischen subset der Dbereits beschriebenen
Multicenterstichprobe und konnten im Gegensatz zu Williams keine signifikanten
Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen feststellen (Verga et al., 1997).
Auch in einer grof3en irischen Stichprobe konnten keine signifikanten Befunde in
Bezug auf die Polymorphismen T102C und His452Tyr gefunden werden (Fanous et
al., 2004). Fur diese Studie wurden 1425 Individuen, darunter 595 Patienten, aus 270
Kernfamilien genotypisiert, die mehr als ein schizophrenes Mitglied aufwiesen. Sie
konnten keine Kopplung der beiden Polymorphismen mit der Schizophrenie
aufzeigen, jedoch wurden Hinweise darauf gefunden, dass der His452Tyr
Polymorphismus mit affektiver Symptomatik assoziiert sein konnte (p= 0,02). In
dieser Studie wurden sowohl schizophrene als auch affektive Patienten untersucht,

was darauf hindeuten konnte, dass der SNP nicht mit einer bestimmten Erkrankung
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per se assoziiert ist, sondern mit einer nicht nur fir eine Erkrankung spezifischen

Symptomatik oder einem bestimmten Endophanotypen (Tabelle 6-2).

Grundsatzlich stimmen die bisher publizierten negativen Ergebnisse mit den

Befunden der vorliegenden Arbeit Gberein. Dennoch gab es auch hier Unterschiede

im Studiendesign, vor allem in Bezug auf die StichprobengrofR3e und Ethnizitét, aber

auch Alter und Geschlechterverteilung zu den in dieser Arbeit vorliegenden

Studienbedingungen.

Ubereinstimmung zuféllig zustande gekommen ist.

Deshalb kann nicht ausgeschlossen werden,

dass die

Tabelle 6-2:Ergebnisse der publizierten Fall-Kontroll-Studiess HTR2A-Gens in Bezug auf Schizophrenie

Studie -1438A/G Tyr25Asn T102C His452Tyr
(rs6311) rs1805055 (rs6313) (rs6314)

(Arranz et al., 1995) Keine

Westeuropaer Assoziation

(Arranz et al., 1996b) Keine

Westeuropaer Assoziation

(Arranz et al., Keine

1998a)Westeuropaer Assoziation

(Baritaki et al., 2004) T- Allel

Griechen assoziiert

(Erdmann et al., 1996) Keine C- Allel Keine

Deutsche Assoziation assoziiert Assoziation

(Fanous et al., 2004), Iren Keine Keine
Assoziation Assoziation

(Golimbet et al., 2007), C- Allel

Russen assoziiert

(Herken et al., 2003), Keine

Turken Assoziation

(Inayama et al., 1996) C- Allel

Japaner assoziiert

(Penas-Lledo et al., 2007), T-Allel assoziiert

Spanier

(Procopciuc et al., 2009), G- Allel C- Allel Keine

Ruméanen assoziiert assoziiert Assoziation

(Williams et al., 1996), C- Allel

Kaukasier assoziiert

(Verga et al., 1997), Keine

Italiener Assoziation
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Fur diese insgesamt kontroversen Befunde in Bezug auf die Polymorphismen T102C,
-1438A/G und His452Tyr kommen mehrere Begriindungen in Frage. Zunachst lasst
sich nicht zweifelsfrei ausschlieBen, dass zumindest ein Teil der gefundenen
Assoziationen falsch- positiv sein kdnnten (Vaquero et al., 2006).
AulRerdem ist anzunehmen, dass jedes Gen und jeder Polymorphismus eine nur sehr
kleine a priori Wahrscheinlichkeit fur eine wirkliche Assoziation besitzt, und auch die
Signifikanz daflr nur gering ausféllt. Eine weitere Ursache konnte sein, dass die
SNPs, fur die widersprichliche Ergebnisse gefunden wurden, in einigen Stichproben
fur andere benachbarte Polymorphismen als Marker dienen konnten, die ein
wirkliches Risikoallele fir die Schizophrenie darstellen (Clifford and Nunez, 1996;
Malhotra et al., 1996a). Aber auch die Studienbedingungen oder genetische und

phanotypische Heterogenitat kénnen zu divergierenden Ergebnissen fuhren:

Ethische Abstammung der einbezogenen Stichprobe

Ein bedeutender Unterschied zwischen den hier diskutierten Referenzstudien ist in
der Ethnizitat der Studienteilnehmer zu finden. Grundsatzlich kénnte es sein, dass
Effekte, die das Serotonin- 2A- Rezeptorgen auf die Suszeptibilitat fir Schizophrenie
ausubt, nur sehr gering sind und dass diese auch nicht immer und nicht in jeder
Population zum Tragen kommen (Dean, 2003). Einen Hinweis hierauf gibt die
Allelverteilung des T102C in europaischen Populationen. Die Allelfrequenzen des
T102C- Polymorphismus unterliegen einer deutlichen geographischen Verschiebung
(Baritaki et al., 2004). So haben siudeuropaische Lander mit &hnlichem Breitengrad
eine Frequenz des C-Allels von 0,505 (Griechenland) bis 0,51 (ltalien). Diese
Frequenz steigt mit der nordlichen Herkunft der Stichprobe (Frankreich: 0,55;
GrofR3britannien: 0,59; Schweden: 0,67) (Williams et al.,, 1996). Es ware mdglich,
dass mit der Allelfrequenz des C- Allels auch der Einfluss in Hinblick auf die
Erkrankung Schizophrenie steigt. Auch eine Heterogenitat innerhalb einer Stichprobe
und Populationsstratifikationseffekte, kdnnen zu falsch- positiven oder auch falsch-

negativen Ergebnissen fuhren.

Diagnosestellung und Einschlusskriterien

Ein weiterer Faktor, der die Befunde von Assoziationsstudien beeinflussen kann, sind
die Kriterien, anhand derer Probanden in die jeweilige Studie eingeschlossen

werden. In der vorliegenden Arbeit wurden nur Patienten einbezogen, die nach DSM-
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IV als schizophren eingestuft werden. DSM- IV verlangt fir die Diagnosestellung
Schizophrenie die stringente Erfullung bestimmter Kriterien, wie zum Beispiel das
Vorliegen psychotischer Symptome fir eine Dauer von sechs Monaten. Das
Klassifikationssystem ICD 10, das in einigen Referenzstudien verwendet wurde,
erfordert in mancher Hinsicht eine weniger dauerhafte Symptomatik.

Im Gegensatz zu dieser Studie wurde bei manchen Arbeitsgruppen auch Patienten
des schizophrenen Spektrums, wie schizoaffektive Stérungen oder andere
psychotische Erkrankungen mit eingeschlossen. Es ist anzunehmen, dass diesen
Erkrankungen und der Schizophrenie eine gemeinsame genetische Basis zu Grunde
liegt (Maier et al.,, 1999). Somit wurden Uber die einzelnen Studien hinweg sehr
heterogene Populationen untersucht, was die Inkonsistenz der Ergebnisse mit
bedingen konnte.

Neben der Patientengruppe ist auch die Auswahl der Kontrollpersonen von grof3er
Bedeutung. In der vorliegenden Arbeit wurden nur psychiatrisch unauffallige
Individuen eingeschlossen, wahrend in einigen Referenzstudien Kkeinerlei
Begutachtung der Kontrollpersonen erfolgte und bereits das Fehlen einer
Schizophrenie als Einschlusskriterium ausreichend war. Es ist auRerdem wichtig, ein
ausgewogenes Verhdltnis zwischen den Geschlechtern einzuhalten, damit
eventuellen geschlechtsspezifischen Einflissen, wie zum Beispiel die protektive
Wirkung des Ostrogens nicht zu geringen oder zu starken Einfluss auf die
Ergebnisse nehmen kdnnen.

Des Weiteren sollten die Kontrollpersonen nicht zu jung sein, da vor Erreichen des
35. Lebensjahres die Mdglichkeit besteht, dass auch hier eine Schizophrenie
ausbricht. Aul3erdem spielt das Alter auch dann eine entscheidende Rolle, wenn
Gene untersucht werden, deren Produkte eine Altersabhangigkeit zeigen, wie das
beim 5-HT2A- Rezeptor der Fall ist. Bei diesem Rezeptorsubtyp tritt ab dem 20.
Lebensjahr ein fortschreitender Verlust der Rezeptordichte um bis zu 70% auf, der in
der funften Lebensdekade ein Plateau mit etwa 30% der juvenilen Rezeptordichte
erreicht (Papassotiropoulos et al., 2005). Ist das Durchschnittsalter der Probanden zu
hoch, so kbnnten Phéanotypeffekte, die nur in juvenilen Lebensphasen messbar sind,

Ubersehen werden.
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Genetische und phanotypische Heterogenitit

Die Begrundung fir die widerspriichlichen Ergebnisse in der Literatur kdnnte auch in
der phanotypischen Heterogenitat der Erkrankung und der fir die Erkrankung
verantwortlichen Gene liegen. Wie bereits erwéhnt, ist das Krankheitsbild der
Schizophrenie sehr heterogen. Dies macht es problematisch, einen bestimmten
Genotypen einem Phanotypen zuzuordnen. Die Mdglichkeit, dass ein bestimmter
Genotyp in einer Subgruppe schizophrener Patienten die Suszeptibilitdt beeinflusst,
in einer anderen Subgruppe aber nicht, ist nicht von der Hand zu weisen.
Grundsatzlich muss auch in Betracht gezogen werden, dass die untersuchten
Polymorphismen keinen Einfluss auf die Erkrankung selbst nehmen, sondern nur auf
einen bestimmten Teilaspekt, wie zum Beispiel die Stimmungslage oder die
negativen Symptome (Abdolmaleky et al., 2004). In Einklang mit dieser Vermutung
befinden sich einige Studien, die fur den T102C- SNP zwar keine Assoziation mit der
Erkrankung selbst, dafur aber mit Neuroleptikaantwort und Tardiver Dyskinesie
zeigen konnten (Basile et al., 2001; Segman et al., 2001; Tan et al., 2001).

Es besteht also die Mdglichkeit, dass Gene nicht fir die Schizophrenie per se
kodieren, sondern fir intermediare Phanotypen (Endophé&notypen), wie zum Beispiel
neurokognitive Defizite (de Quervain et al., 2003; Papassotiropoulos et al., 2005)
oder Psychosen (Craddock and Owen, 2007). Die Verwendung von Endophanotypen
bei genetischen Studien kdnnte die &tiologische Homogenitat verbessern und so das
Problem der schlechten Replizierbarkeit von Assoziationsbefunden l6sen (Owen et
al., 2007).

Nicht zuletzt muss aber auch in Betracht gezogen werden, dass die bisherige
Hypothese von vielen haufigen Variationen mit nur jeweils kleinem Effekt nicht zur
Aufklarung der genetischen Ursachen der Schizophrenie fihrt. McClellan und
Mitarbeiter (2007) schlagen vor, die Schizophrenie nicht als Ergebnis kombinierter
Effekte von multiplen und nur schwach penetranten Polymorphismen zu betrachten,
sondern als eine hoch heterogene genetische Entitat, die durch multiple, hoch
penetrante, aber sehr seltene Mutationen, den copy number variations (CNV),
verursacht wird. Diese seltenen CNVs konnen dabei fir Familien oder sogar
Individuen spezifisch sein. Nach diesem ,common disease — rare alleles* Modell
bedingen viele verschiedene sehr seltene Mutationen in vielen Genen den gleichen

Phanotypen der Schizophrenie.
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Ein anderes Modell, dass fir die Schizophrenie in Betracht gezogen wird, ist
epigenetischer Natur. So kdnnte die Erkrankung nicht durch Veranderungen in der
DNA- Sequenz, sondern durch erbliche Veranderungen in der Genexpression
verursacht werden (Crow, 2007). Petronis et al. vermuteten in Bezug auf den T102C
Polymorphismus, dass epigenetische Faktoren, wie zum Beispiel genomische
Pragung durch den Polymorphismus beeinflusst werden (Petronis, 2000). Sie
schlugen vor, dass das Vorkommen des C- Allels an der Position 102 zu einer
Methylierung und damit zu einem imprinting fihren muss (Clifford und Nunez, 1996).
Aus epigenetischer Sicht ist das 102C- Allel wahrscheinlicher das urspringliche Allel
(Nukleotidfolge CCG) als das T- Allel (Nukleotidfolge CTG). Denn Mutationen in
Richtung CCG—> CTG finden 4,5 mal haufiger statt als Mutationen in Richtung
CTG->CCG (Clifford und Nunez, 1996). Unterstltzung erhalt diese Theorie durch die
Tatsache, dass bei Schimpansen an der Position 102 ein C zu finden ist (Petronis,
2000). Es konnte sein, dass der T102C- SNP genomisches Imprinting beeinflusst
und damit die Expression des Serotonin- 2A- Rezeptors.

Auch wenn die epigenetische Betrachtungsweise vielversprechend scheint, so ist das
Verstandnis fir die entsprechenden Vorgange noch sehr lickenhaft (Mill et al.,
2008).

6.1 Diskussion funktioneller Konsequenzen

Obwohl bisher nicht abschlieRend geklart werden konnte, ob Polymorphismen im
HTR2A- Gen mit der Erkrankung Schizophrenie assoziiert sind, gibt es dennoch
Hinweise darauf, dass SNPs funktionelle Konsequenzen und damit Auswirkungen
auf den Phanotypen der Erkrankungen nehmen kdnnten. Dies wirft die Frage auf, in
wie fern solche Variationen das Genprodukt soweit verandern kénnen, dass es seine

Eigenschaften entscheidend beeinflusst werden.

Die Proteinhelix des 5- HT2A- Rezeptors durchzieht die Doppellipidschicht der
Zellmembran sieben mal, so dass sich sieben Transmembrandomé&nen (TMD)
ergeben. In seinem Grundzustand ist der Rezeptor relativ inaffin fir seinen Liganden,
den Agonisten Serotonin, etwas starker affin fir den Agonisten (1-(2,5-Dimethoxy-4-
lodophenyl)-2-Aminopropan) (DOI) und hoch affin fur die Antagonisten Ketanserin,

Spiperone und Mianserin (Wang et al., 1993).
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Frihe Bindungsstudien konnten zeigen, dass alle Rezeptortypen, deren natirliche
aktivierende  Liganden eine geladene  Amingruppe  besitzen, einen
Asparaginsaurerest in TMDIIl aufweisen (Chen et al, 1993). Sowohl bei a-
adrenergen, als auch bei - adrenergen und muskarinischen Rezeptoren ist die
Bindungsstelle fur Agonisten in TMDIII lokalisiert, wobei davon ausgegangen wird,
dass die positive Aminogruppe der Liganden einen Komplex mit dem negativen
Aspartatatrest in TMDIIl eingeht. Dieser Bindungsmechanismus ist in allen G-
proteingekoppelten Rezeptoren konserviert und scheint einen entscheidenden
Beitrag zur erfolgreichen Ligandenbindung zu leisten (Wang et al., 1993). Der
entsprechende Asparaginsaurerest ist in 5- HT2A- Rezeptoren an Position 155
lokalisiert (Julius et al, 1988; Pritchett et al, 1988; Saltzmann et al, 1991; Yang et al,
1992). Diesen Aspartatrest tauschten Wang und Mitarbeiter durch Asparagin aus und
untersuchten die Bindungaffinititen der so entstandenen Asnl155- Mutante fir die
Agonisten Serotonin (5-HT), LSD und DOI und die Antagonisten Ketanserin,
Mianserin und Spiperone (Wang et al., 1993). Die Asn155- Mutante wies dabei eine
auf ein Funftel verringerte Affinitat fir den Agonisten LSD und auch eine signifikant
schwéachere Bindung des naturlichen Liganden 5-HT auf. Deutlich starker war der
Affinitatsverlust fur die Antagonisten Spiperone (14fach herabgesetzt), Mianserin
(54fach herabgesetzt) und Ketanserin (75fach herabgesetzt). Damit zeigte sich bei
der Asn155- Mutante die geringste Affinitat fur Agonisten und Antagonisten der drei
untersuchten Mutanten Asn 120, Asn155 und Asn 172. Da alle drei Mutationen ein
ahnliches Expressionsmuster wie der Wildtyp aufwiesen, konnten Affinitatsverluste
nicht einfach durch eine geringere Rezeptoranzahl erklart werden, sondern wiesen
auf eine funktionelle Veranderung des Rezeptors hin (Wang et al., 1993).

Neben der Rezeptorbindung selbst untersuchte die Arbeitsgruppe auch das
Vermégen der eingesetzten Substanzen, eine second messenger Kaskade bei
Vorhandensein von Asnl155 einzuleiten bzw. zu unterdricken. Alle verwendeten
Agonisten waren zwar in der Lage, die Phosphoinositid (PI)- Hydrolyse einzuleiten,
jedoch war ihre Potenz vor allem bei DOI deutlich herabgesetzt. Wéahrend die
Fahigkeit von Ketanserin, einen PI- Umsatz zu unterdricken, kaum beeinflusst war,
wurde die Potenz von Spiperone deutlich herabgesetzt.

Diese Befunde deuten auf eine wichtige Rolle von Asn155 bei der Ligandenbindung
hin. Da die Asn155- Mutante zwar stark veranderte Bindungsaffinitaten aufwies, aber

trotzdem zur intrazellularen Signalweiterleitung in der Lage war, scheint die Position
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155 des Rezeptors einen direkten Einfluss auf die Ligandenbindung zu nehmen.
Durch den Verlust der negativ geladenen Aspartat- Seitenkette fehlt dem Rezeptor
das Gegenion fir die positiv geladene Amingruppe, wodurch der Rezeptor- Ligand-
Komplex abgeschwécht werden konnte. Wang und Mitarbeiter konnten damit zeigen,
dass durch den Austausch bereits einer einzigen Aminosaure die

Rezeptoreigenschaften merklich verédndert werden kénnen (Wang et al., 1993).

Die gleiche Amingruppe aktivierender Liganden, die mit Aspl55 interagiert, bildet
wahrscheinlich auch eine Wasserstoffbriickenbindung zu einer zweiten Aminoséure
in TMDIIl, dem Serin an Position 159 (Serl59) (Almaula et al., 1996). Liganden,
deren Amingruppe in einen Benzolring eingebettet ist, kénnen jedoch keine
Wasserstoffbriicke zu Serl59 ausbilden (Choudhary et al, 1995). Almaula und
Mitarbeiter untersuchten die funktionelle Relevanz dieser Aminoséaure, indem sie sie
durch Alanin (Alal59) und Cystein (Cys159) austauschten und die
Bindungsaffinitaten zu verschiedenen Liganden mafRen (Almaula et al., 1996). Dabei
ergab sich ein starkerer Affinitatsverlust fur 5-HT (18fach herabgesetzt), aber keine
Beeinflussung der Liganden LSD und Ketanserin bei Vorhandensein der Alal59-
Mutation. Die Cys159- Mutation beeinflusste die Bindungsaffinitaten kaum. Damit
bestatigte die Arbeitsgruppe die Theorie, dass Serl59 an der Ligandenbindung
beteiligt ist. Der grof3e Affinitdtsverlust fir den natirlichen Liganden 5-HT ridhrt
wahrscheinlich vom Verlust der Wasserstoffbriicke zwischen Serl59 und der
Amingruppe des Liganden. Die kationische Amingruppe im Liganden LSD ist
dagegen in einen Ring eingebettet und kann auch im Wildtyp keine
Wasserstoffbricke zu Serl59 ausbilden, so dass es hier zu keinem Affinitatsverlust
kommt. Diese Befunde zeigen, dass eine einzige Aminosdure auch durch die
Ausbildung einer Wasserstoffbriicke Einfluss auf die Bindungseigenschaften eines

Rezeptors ausiiben kann.

Eine weitere, fur G-Protein- gekoppelte Rezeptoren bedeutsame Asparaginsaure ist
in TMDII lokalisiert und besetzt im 5-HT2A- Rezeptor die Position 120 (Wang et al.,
1993). Der Austausch des entsprechenden Aspartatrestes durch Asparagin fuhrt in
[3- adrenergen (Chung et al, 1998) und a- adrenergen (Wang et al, 1991) Rezeptoren
zum Verlust der Fahigkeit, die second messenger Kaskade auszulésen. Wang und

Mitarbeiter untersuchten die Asn120- Mutante des 5-HT2A- Rezeptors und stellten
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eine moderat geringere Bindungsaffinitdt zu Serotonin im Vergleich zum Wildtyp,
ebenso wie fur die Antagonisten Mianserin, Ketanserin und Spiperone fest. Die LSD-
Bindung war dagegen nicht verandert.

Im Kontrast dazu verlor der Asn120- Rezeptor ganzlich die Fahigkeit, Pl- Umsatz zu
stimulieren (Wang et al., 1993). Asp120 scheint essentiell fiir die Agonist- stimulierte
intrazellulare Signalweiterleitung bei 5-HT2A- Rezeptoren zu sein. Es kbénnte sein,
dass durch den Verlust des negativ geladenen Aspartats gegen die Stimulierung
durch Agonisten unempfindlicher wird, oder dass er nicht mehr mit dem G- Protein

kompatibel ist.

Eine vierte, in allen G- Protein- gekoppelten Rezeptoren konservierte Asparaginsaure
liegt an der Grenzflache von TMDIII und der zweiten zytoplasmatischen Schleife.
Auch diese in 5- HT2A- Rezeptoren an Position 172 lokalisierte Aminosaure
tauschten Wang und Mitarbeiter durch Asparagin aus und untersuchten die
Bindungseigenschaften des mutierten Rezeptors (Wang et al., 1993). Die
Bindungsaffinitaten sowohl flir Agonisten als auch fur Antagonisten waren von dieser
Mutation nur gering verandert, und auch die Fahigkeit zum PI- Umsatz blieb
anndhernd uneingeschrénkt erhalten.

So scheint der Aspartatrest an Position 172 zwar noétig, um die vollstandigen
Wildtypeigenschaften auszubilden, er spielt aber keine gréRere Rolle bei der
Ligandenbindung und der Einleitung der intrazellularen Signalweitergabe.
Wahrscheinlicher ist hier eher eine Veranderung der dreidimensionalen
Rezeptoreigenschaften, so dass eine Ligandenbindung durch steirische Hinderung

verandert werden kdnnte.

Braden und Mitarbeiter erzeugten mit gerichteter Punktmutagenese zwei weitere
Mutationen, die sie auf ihre funktionellen Konsequenzen untersuchten. Die beiden
Positionen 339 und 340 sind im 5-HT2A- Rezeptor jeweils mit einem Phenylalanin
(F339, F340) besetzt und in der Bindungstasche des Rezeptors in TMDVI lokalisiert
(Choudhary et al, 1993; Roth et al, 1997) Beide Positionen wurden jeweils durch
Lysin ersetzt. Die Lys339- Mutante zeigte eine nur wenig veranderte
Bindungsaffinitat fur die Agonisten 5-HT, LSD, Psilocin und Mescalin, wahrend die
Affinitat fur Benzylanaloga starker herabgesetzt war (Braden et al., 2006). Lys339

wirkte sich starker auf die Fahigkeit der eingesetzten Agonisten aus, Pl- Hydrolyse zu
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stimulieren. So war die Potenz von LSD (4-fach herabgesetzt), Mescalin (10fach
herabgesetzt) und den beiden Tryptaminen 5-HT und Psilocin (jeweils 18fach
herabgesetzt) moderat veradndert, wahrend die N- Benzylanaloga nur noch etwa
1/100 der Effektivitat des Wildtyps erreichten.

Auch Lys340 zeigte eine kaum veranderte Bindungsaffinitat fir Mescalin, aber eine
deutliche Abschwéachung fiur Psilocin (160fach herabgesetzt), 5- HT (1000fach) und
N- Benzylanaloga (1000fach). AuRerdem war die PI-Hydrolyse bei allen eingesetzten
Agonisten stark gehemmt, am starksten bei 5- HT (1900fach herabgesetzt) (Braden
et al., 2006).

Es scheint also, dass F340, und in einem geringeren Umfang auch F339, in TMDVI
intensiv mit verschiedenen Agonisten interagiert. Durch den Austausch des neutralen
Phenylalanins an Position 340 durch die basische Aminosaure Lysin werden
Agonisten zu partiellen Antagonisten, was eventuell auf eine ligandenabstol3ende
Wirkung der Mutation hinweisen kdnnte. Die sechste Transmembrandoméane des 5-
HT2A- Rezeptors ist direkt an eine intrazellulare Schleife (IL3) gekoppelt, welche
eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von G- Proteinen spielt (Kubo et al, 1998;
Wessel et al, 1989). Braden und Mitarbeiter konnten mit diesen Ergebnissen zeigen,
dass eine einzige Aminosaure in TMDVI die Fahigkeit des Rezeptors, mit bestimmten

Liganden zu interagieren, entscheidend verandern kann.

Ozaki und Mitarbeiter untersuchten die funktionellen Eigenschaften des natrlich
vorkommenden His452Tyr- Polymorphismus, der auch in dieser Arbeit genotypisiert
wurde (Ozaki et al., 1997). Dazu verwendeten sie humane Blutplattchen. Wie auch
im Gehirn fuahrt die Aktivierung von 5-HT2A- Rezeptoren in Blutplattchen zu
vermehrtem PI- Umsatz, worauf intrazellulares Kalzium mobilisiert wird. Diese
Kalziummobilisierung gibt Auskunft Uber die Funktion der Signaltransduktion des
second messenger Systems (Kagaya et al, 1990). Die Arbeitsgruppe um Ozaki
untersuchte die durch 5-HT ausgeloste Kalziumfreisetzung in acht His/His
Homozygoten und acht His/Tyr Heterozygoten. Dabei wiesen His/Tyr Trager bei der
Kalziummobilisierung eine kleinere Amplitude mit verzégertem Anstieg und Abfall auf
(Ozaki et al., 1997).

Die Aminosaure Histidin an Position 452 ist am C- terminalen Ende des 5-HT2A-
Rezeptors in einer intrazellulare Doméane lokalisiert. Ozaki und Mitarbeiter konnten

zeigen, dass diese intrazellulare Doméane eine wichtige Rolle bei der
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Signalweitergabe  durch  Kalziumfreisetzung  einnimmt.  Eine  veranderte
Kalziummobilisierung kann wiederum Einfluss auf nachgeschaltete Proteinkinasen
und damit auch auf die posttranslationale Modifizierung von Proteinen, Rezeptoren
und lonenkanalen haben, die fir synaptische Plastizitdit und Gedachtnisbildung

bedeutsam sein konnen.

Neben der direkten Beeinflussung der Aminosaureabfolge kénnen Polymorphismen
auch indirekt zu Veranderungen fihren. Parsons und Mitarbeiter untersuchten die
Auswirkungen des -1438A/G- SNPs, der unmittelbar stromaufwarts der
Promoterregion des HTR2A- Gens lokalisiert ist (Parsons et al., 2004). Sie konnten
zeigen, dass der Promoter des Gens aktiver ist, wenn das A- Allel vorhanden ist.
Damit bestatigten sie die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Polesskaya, die den
T102C- Polymorphismus untersuchten. Der T102C- SNP liegt im vollstandigen
Kopplungsungleichgewicht mit A(-1438)G und ist eine stille Variante in Exonl, die zu
keinem Aminosaureaustausch fihrt (Polesskaya and Sokolov, 2002). Polesskaya
und Mitarbeiter malRen die allelabhangigen mRNA- Konzentrationen in post mortem
Gewebe von 15 Heterozygoten Individuen und stellten ein Verhéltnis von C- Allel zu
T- Allel von 0,79 fest. AulBerdem sanken in einer Stichprobe mit Homo- und
Heterozygoten sowohl die Gesamt- HTR2A- mRNA- als auch der 5-HT2A-
Proteinkonzentration mit der Reihenfolge der Genotypen TT> CT> CC. Ob dieser
Genotypeffekt durch den T102C- Polymorphismus oder durch -1438A/G verursacht
wird, konnte nicht geklart werden (Polesskaya and Sokolov, 2002).

Diese Studien konnten zeigen, dass ein Phanotyp auch indirekt durch Beeinflussung

der mRNA- und Proteinexpression verandert werden kann.
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6.2 Quantitative Genexpression

Eine Mdglichkeit, die erwahnten funktionellen Konsequenzen der Polymorphismen im
HTR2A- Gen zu untersuchen, ist es die mRNA- Konzentration im humanen
Hirngewebe zu untersuchen. Dazu sollte dieser Arbeit neben der Genotypisierung
von Markern in HTR2A- Gen mittels MALDI-TOF auch die quantitative
Genexpression mit der MassARRAY Plattform etabliert werden.

Daher wurde ein bereits existierender 10- Plex aus housekeeping Genen mit dem

iPLEX- Verfahren (Hapmap, 2009) an funf humanen Lymphozytenstimmen getestet.

Plexgréi3e
Eine wichtige Variable im Versuchsdesign ist, wie auch bei der Genotypisierung, die

Anzahl der zeitgleich untersuchten Gene. Wahrend der Vorteil von groReren
Multiplexen sicherlich in der Zeit- und Kostenersparnis liegt, so steigt mit der Anzahl
der verschiedenen PCRs auch das Risiko fur Nebenreaktionen. Auf3erdem ist es so
wahrscheinlicher, dass schwachere Reaktionen zu Gunsten von starkeren ausfallen
und so fur gering exprimierte Gene keine Ergebnisse erzielt werden.

Bisher gibt es nur wenige publizierte Ergebnisse zur quantitativen Genexpression in
Multiplexen. Uniplexe konnten jedoch von mehreren Arbeitsgruppen erfolgreich
prozessiert werden (McCullough et al, 2005). Die Gruppe um Atienza untersuchte in
einem Uniplex ein mit Brustkrebs assoziiertes Gen und konnten differentielle
Genexpression um bis zum 9,8fachen feststellen (Atienza et al., 2005).

Ding und Mitarbeiter etablierten die QGE Methode anhand der Expression von drei
Genen in humanen Zellinien (Ding und Cantor, 2003) zunachst im Uniplex. Danach
fuhrten sie mit den gleichen Primern einen Triplex durch. Dabei wurde keine
signifikante Verschlechterung der Ergebnisse festgestellt. Die Arbeitsgruppe um
Elvidge untersuchte 12 Gene in Zelllinien mit verdnderten Wachstumsbedingungen
und erzielten in Biplexen gute Ergebnisse. Die maximale Plexrate, die zu
zufriedenstellenden Ergebnissen fuhrte, lag bei vier assays in einem Plex (Elvidge et
al, 2004).
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Startmaterial und Enzymatik

Entscheidend fur den Erfolg einer Expressionsanalyse ist auch die Qualitdt des
Startmaterials (Oeth et al., 2005). Nur gut erhaltene mRNA liefert eine vollstandige
cDNA, die zu zufriedenstellenden Resultaten fiihrt, wohingegen degradierte mRNA,
die zum Beispiel mehrfach aufgetaut wurde, keine validen Resultate mehr liefern
kann.

Fur den humanen Testplex wurde die RNA aus frischen, lebenden Lymphozyten
extrahiert und unmittelbar nach der Quantifizierung und qualitativer Beurteilung der
reversen Transkription zugefiihrt, so dass hier eine Degradierung ausgeschlossen

werden kann.

Expressionslevel

Fir eine gelungene Quantifizierung im Multiplex ist von Bedeutung, dass besonders
bei gering exprimierten Genen die Gene eines Multiplexes etwa das gleiche
Expressionsniveau haben (Sequenom, mindliche Mitteilung, 2007). Bei zu grof3en
Konzentrationsunterschieden der templates eines Multiplexes besteht sonst die
Gefahr, dass gering exprimierte Gene gegenuber starker exprimierten Genen bei der
exponentiellen Amplifikation in der PCR vernachléassigt werden und so nicht mehr
detektierbar sind bzw. zu geringe und nicht reproduzierbare Ergebnisse produzieren.
Die Arbeitsgruppe um Turakulov untersuchte hierzu das Expressionsniveau von
sechs Genen in der Sojabohne und konnte die besten Multiplex- Ergebnisse
gewinnen, wenn die mRNA- Konzentrationen im Ursprungsgewebe nicht mehr als
um den Faktor zehn variierten (Turakulov et al., 2007).

Bei einer Untersuchung von 12 humanen Genen in Zelllinien, die unter
unterschiedlichen Sauerstoffbedingungen geziichtet wurden, konnte die Expression
dieser Gene erfolgreich im Bereich von 100fM bis 1fM bestimmt werden. Dabei
wurden die Plexe so ausgewahlt, dass die zusammen prozessierten Gene in etwa im
gleichen cDNA- Konzentrationsniveau lagen (Elvidge et al, 2004).

Die humanen Housekeeping Gene waren erwartungsgemaf stark exprimiert und
umfassten Konzentrationsbereiche von 10fM bis 1pM. Damit ist die Streuung relativ
grol3, jedoch scheint hier hdchstens eine geringe Auswirkung auf die Ergebnisse

erfolgt zu sein.
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Ob die Differenzen in der Konzentration und damit in der Expression sich tatsachlich
in groBerem Umfang auf die Qualitat der Resultate auswirken, kann mit den

vorliegenden Daten nicht abschliel3end beurteilt werden.

Standardabweichung der Replikate und Wiederholungen

Um die Messgenauigkeit zu erhéhen wurde in dieser Arbeit jeder Messpunkt in vier
Replikaten prozessiert. Damit sollte kontrolliert werden, ob zum Beispiel
Pipettierfehler vorlagen oder eventuelle Schwankungen in der Laserintensitat die
Ergebnisse beeinflussen. Dabei sollte die Standardabweichung der Replikate nicht
hoher als 10% sein. Bei hoherer Standardabweichung konnen die erzielten
Mittelwerte nicht mehr als valide angesehen werden. In die Auswertung wurden
immer mindestens zwei Replikate mit einbezogen, Ergebnisse mit R%- Werten kleiner
als 0,90 oder offensichtliche Ausreil3er aus der sigmoidalen Kurve wurden verworfen.
Der Kurvenverlauf der einzelnen Gene des verwendeten 10- Plexes war bei der
logarithmischen Kompetitorverdinnungsreihe in fast allen Féllen anndhernd
sigmoidal und es konnten sehr gute R* Werte erzielt werden. Es zeigte sich aber,
dass die Kurven mit kleineren Kompetitorverdiinnungsschritten unruhiger wurden und
die R?- Werte geringer waren als bei der logarithmischen Verdiinnungsreihe. Im
Gegensatz dazu waren die Standardabweichungen zwischen den einzelnen

Replikaten geringer.

Ding und Mitarbeiter konnten in drei Uniplexen eine Standardabweichung zwischen
einer unbekannten Anzahl an Replikaten von weniger als 3% erreichen (Ding and
Cantor, 2003). Zu beachten ist hierbei, dass die Expression der von dieser
Arbeitsgruppe verwendeten Gene mit 10° — 107 im Vergleich zu den in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Genen um ein Vielfaches hoher lagen. Bei allen
anderen publizierten QGE- Studien liegt die Standardabweichung mit unter 10% im

gleichen GrofRenbereich wie in der vorliegenden Arbeit (McCullough et al, 2005)

PCR- und Primeroptimierung

Schwankungen in der Extensionsprimerumsetzung innerhalb der einzelnen Replikate
weisen auf eine instabile PCR- Reaktion hin. Wahrend die Extensionsprimerreaktion
sehr robust funktioniert, sind Multiplex PCR- Reaktionen sehr anféallig fur

Storfaktoren. Deshalb scheint es nétig, sowohl die einzelnen PCR-Reaktionen als
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auch den ganzen QGE-Multiplex dahingehend zu optimieren, dass fir jedes Gen
multiple PCR- Primerkombinationen getestet werden, und nur sehr stabile PCR-
Reaktionen zu einem Multiplex zusammengesetzt werden kdnnen. Nur dann kann
eine kompetitive PCR im Multiplex quantitativ ablaufen (Sequenom 2008, mindliche

Mitteilung).

6.2.1 AbschlieRende Beurteilung

Die quantitative Genepressionsanalyse mittels kompetitiver PCR (rcPCR) und
anschlielBender massenspektrometrischer Bestimmung bietet den grof3en Vorteil,
dass das gene of interest zusammen mit dem internen Standard, in der Regel einem
housekeeping Gen, auf das spater normalisiert werden soll, zusammen in einer
Reaktion prozessiert werden koénnen. Somit werden Schwankungen zwischen
einzelnen Versuchen vermieden, die eine Normalisierung erschweren kodnnten.
Quantitative Untersuchungen mit real time PCR ermoglichen moderaten Durchsatz,
und Multiplexen ist nur bedingt moglich, da nur eine begrenzte Anzahl an
Fluoreszenzfarbstoffen zur Verfuigung steht. Die in der vorliegenden Arbeit validierte
rcPCR verzichtet auf die Verwendung von Farbstoffen oder Sonden, die Bestimmung
erfolgt direkt anhand der Intensitaiten im MALDI- TOF, was die Flexibilitat der
Methode steigert und Multiplexen mdglich macht.

Bei der Planung eines QGE- Experiments sind einige Besonderheiten zu beachten,
um reliable Ergebnisse zu erzielen. Von besonderer Bedeutung ist die Qualitat des
Startmaterials. Es empfiehlt sich, nur frische mRNA zu verwenden, da jegliche
Degradierung zu schlechteren Ergebnissen und verringerter Reduzierbarkeit fiihrt.

Im Vorfeld muss abgeklart werden, auf welchem Expressionslevel sich die zu
untersuchenden Gene bewegen. Dies kann entweder durch Datenbankrecherche
basierend auf bereits bekannten Expressionsdaten geschehen, oder aber
experimentell, indem die einzelnen Gene mit der QGE- Methode in einem initialen
Experiment untersucht werden, und dann die einzelnen assays, abhangig von ihren
MRNA- Konzentrationen, miteinander kombiniert werden.

Die mRNA- Konzentrationen sollten hierbei den Bereich von 10fM bis 10pM
einhalten, geringere Konzentrationen konnten dazu fihren, dass sich eventuelle
Pipettierungenauigkeiten zu stark auf die Ergebnisse auswirken.

Fiur alle durchzufihrenden PCR- Reaktionen empfiehlt es sich, mehr als eine

Primerkombination zu testen, und nur stabile PCR- Reaktionen in einen Multiplex
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aufzunehmen. Gegebenfalls kann eine PCR- Optimierung mit variabler Primermenge
hilfreich sein, ebenso wie ein vergroRertes PCR- Volumen, um Pipettierfehler
abzuschwéchen (Elvidge et al, 2004).

Bei der Zusammenstellung der Plexe bietet sich zu Beginn ein geringes Plexlevel an,
um Interferenzen zwischen den einzelnen PCR- Reaktionen zu vermeiden. Eventuell
ist dann eine sukzessive Erhdhung der Plexrate moglich. Dabei sind die zu
untersuchenden Genen so zusammenzustellen, dass ihre mRNA- Konzentrationen
im verwendeten Gewebe nicht um mehr als den Faktor zehn schwanken. So kann
vermieden werden, dass stark exprimierte Gene schwachere wahrend der PCR
unterdrucken.

Unter Beachtung dieser Besonderheiten bietet die QGE- Methode eine
vielversprechende Alternative zur herkdmmlichen real time PCR (rtPCR), um
Kandidatengene wie HTR2A auf ihre funktionelle Relevanz zu untersuchen. Um die
Reproduzierbarkeit und Funktionalitat Uber verschiedene Gewebe oder auch Spezies
hinweg zu gewabhrleisten, werden allerdings noch weitergehende Untersuchungen
von Noten sein. Das Serotonin- 2A- Rezeptorgen kénnte sich hier als geeignet
erweisen, da zum einen bereits Expressionsdaten aus verschiedenen
Gehirnregionen bekannt sind (Genecards, 2009) und zum anderen differentielle
Genexpression bei schizophrenen Patienten berichtet wurde (z.B.: (Burnet et al.,
1996b; Hernandez und Sokolov, 2000; Lopez-Figueroa et al., 2004; Polesskaya und
Sokolov, 2002).
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6.3 Ausblick

Bisher konnten keine zweifelsfreien Belege fir oder gegen eine Beteiligung des
HTR2A- Gens und seiner Polymorphismen an der Schizophrenie erbracht werden.
Die Ergebnisse bisheriger Studien dazu sind inkonsistent und werfen wichtige Fragen

fur zuklnftige Studien auf:

1. Beruhen die inkonsistenten Ergebnisse beziglich der Polymorphismen im
HTR2A- Gen eventuell auf noch unbekannten genetischen Unterschieden?

2. Wie verhalten sich die durch die codierenden SNPs verursachten strukturellen
Veranderungen phénotypischen Veranderungen?

3. Wie sind die molekularen Pfade, die zu Veranderungen im Gehirn einiger

Patienten fuhren?

Der eindeutige Nachweis einer Beteiligung des Serotonin- 2A- Rezeptorgens sollte
das Ziel weiterer Studien sein. Hierbei ist es wichtig, Sorgfalt bei der Auswahl der
einbezogenen Individuen anzuwenden, um die Homogenitat der Stichprobe zu
gewahrleisten und Populationsstratifikationen zu vermeiden. Des weiteren sollte auf
eine ausreichende GroRRe der Stichprobe geachtet werden. Mdglicherweise war der
Umfang der bisher untersuchten Populationen nicht grof3 genug, um statistisch
gesicherte Aussagen zu treffen. Aul3erdem kann eine strenge Diagnosestellung der
Patienten und der Ausschluss von Patienten mit anderen psychiatrischen
Erkrankungen die Aussagekraftigkeit der Ergebnisse vergrofRern.

Im Uberwiegenden Anteil der bisher zum HTR2A- Gen veroffentlichten Studien wurde
nur eine sehr geringe Anzahl isolierter Polymorphismen untersucht. Im Gen sind
derzeit 424 polymorphe Loci bekannt, von denen viele im Kopplungsungleichgewicht
stehen und nicht unabhéangig voneinander betrachtet werden kénnen. Der Einfluss
eines einzigen SNPs ist quantitativ oft &uf3erst gering und wurde erst im
Zusammenhang mit anderen SNPs deutlich. Die Haplotypanalyse, wie sie in dieser
Arbeit angewandt wurde, bertcksichtigt die Zusammenhange einzelner Allele und
verbessert die statistische Aussagekraft der Ergebnisse aus Assoziationsstudien
oder deckt sie erst auf. Die Untersuchung isolierter SNPs konnte deshalb zu

Fehlinterpretationen fihren und fir die haufige Nichtreproduzierbarkeit von
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genetischen Studien flur komplexe Erkrankungen wie der Schizophrenie
verantwortlich sein.

Es konnte sich als hilfreich herausstellen, die Stichproben nicht mehr nach dem
Kriterium  einer strengen Diagnose zusammenzustellen, sondern eine
Subklassifizierung im Sinne von Endophénotypen durchzufuhren. So gibt es fir das
HTR2A- Gen Hinweise darauf, in die Gedachtnisleistung bei verschiedenen
Erkrankungen involviert zu sein. Durch die Untersuchung solcher Endophéanotypen
konnte es einfacher werden, die funktionelle Rolle eines Polymorphismus zu
identifizieren.

Neben der klassischen Genotypisierung von Polymorphismen geraten auch
epigenetische Mechanismen immer mehr in den Fokus der Forschung. Die
Identifizierung genomisch gepragter Gene kdnnte helfen, funktionelle Mechanismen
zu verstehen, aber auch helfen, die Inkonsistenz der Assoziationsergebnisse zu
verstehen, wenn zum Beispiel nur ein Gen im diploiden Chromosomensatz exprimiert
wird und die zweite Kopie durch Methylierung inaktiviert wurde.

Im Anschluss an die ldentifizierung eines assoziierten Polymorphismus steht die
Untersuchung seiner funktionellen Relevanz. Hierzu konnte die QGE- Methode einen
wichtigen Beitrag leisten, da mit ihr neben der gesamt- mRNA- Konzentration auch
die allelspezifische Expression eines funktionellen Polymorphismus bestimmt werden

konnte.
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7 Verzeichnis der Fachbegriffe und Abkiirzungen

Abkirzung |Bedeutung

Y micro

3-HPA 3-Hydroxypicolinsaure

5-HIES Hydroxyindolessigséure

5-HT 5-Hydroxytryptamin, Serotonin

AADC Aminosauredecarboxylase

AMELX Amelogenin Y-linked

AMELY Amelogenin X-linked

ATP Adenosintriphosphat

BDNF Brain-Derived-Neurotrophic-Factor

BNST Bed nucleus of Stria terminalis

bp Basenpaare

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
CENTG2 ArfGAP with GTPase domain, ankyrin repeat and PH domain 1
CEPH Centre d'Etude du Polymorphisme Humain
Cl Chlor

CNV copy number variation

COMT Catecholamin-O-Methyltransferase

CT Computertomographie

DAG Diacylglycerol

ddNTP Didesoxynukleotid

DISC1 Disrupted-in-Schizophrenia 1

DMT N,N-Dimethyltryptmain

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxyribonukleotide

DOI 1-(2,5-Dimethoxy-4-lodophenyl)-2-Aminopropan
DSM IV Diagnostic and Statistic Manual for Mental Disorders, Version vier
DTNBP1 dystrobrevin binding protein 1

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EEG Elektroenzephalografie

EPS extrapyramidalmotorisches Syndrom

f femto

FGFR2 fibroblast growth factor receptor 2

GABA Gamma-Amino-Buttersaure

GHCI Guanidiniumhydrochlorid

GWAS Genomweite Assoziationsstudie

HCI Hydrogenchlorid, Salzséure

HPLC Hochleistungsflissigkeitschromatographie
HTR2A Serotonin- 2A- Rezeptorgen

htSNP haplotype tagSNP

Hz Hertz

ICD-10 International Classification of Diseases, Version 10
IP3 Inositol-1,4,5-triphosphat
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Abkirzung |Bedeutung

ISC International Schizophrenia Consortium
K Kalium

LD Kopplungsungleichgewicht, linkage Disequilibrium
LOD logarithm of odds

LSD Lysergsaurediethylamid

m mol

M molar

M Molar

MAF minore Allelfrequenz

MALDI Matrix-assisted Laser Desorption/lonization
MAO Monoaminooxidase

Met Methionin

Mg Magnesium

MGS molecular genetics of schizophrenia
MHC major histocompatibility complex
MRNA messenger- RNA

MRT/MRI Magnetresonanztomographie

MS Massenspektrometer

MYO18B myosin XVIIIB

n nano

Na Natrium

NADH Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NRG1 Neuregulin 1

NRGN Neurogranin

p pico

PBS phosphate buffered saline

PCP Phencyclidine

PCR polymerase chain reaction (Polymerase Kettenreaktion)
PET Positronen- Emissions- Tomographie
PLC Phospholipase C

PMI post mortem Intervall

PPI Prépulsinhibition

PRKCA Proteinkinase C, alpha

QGE guantitative Genexpression

RELN Reelin

REM rapid eye movement

RGS4 Regulator of G-Protein signaling 4
RNA Ribonukleinsaure

rpm rounds per minute

SAP Shrimp alkaline phosphatase

SBE Einzelbasenverldngerung

SD Standardabweichung

SERT Serotonintransporter

SGENE schizophrenia gene consortium
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SKID strukturiertes klinisches Interview

SNP single nucleotide polymorphism, Einzelbasenpolymorphismus
SPSS Statistical Package for Social Sciences
TBE Tris-Borat-Na2 EDTA Puffer

TCF4 transcription factor 4

TD Tardive Dyskinesie

TE Tris-EDTA Puffer

TMD Transmembrandoméne

TOF time of flight

TPH1 Tryptophanhydroxylase, Isoform 1
TPH2 Tryptophanhydroxylase, Isoform 2

uv Ultraviolett

Val Valin

ZNF804A |zinc finger protein 804A

ZNS Zentralnervensystem
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