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Zusammenfassung

A Zusammenfassung

Die Schizophrenie, eine psychiatrische Erkrankung mit starksten Auswirkungen auf
Wahrnehmung, Gedanken und Emotionen der Patienten, tritt weltweit bei etwa einem
Prozent aller Menschen auf.

Ihre genaue Ursache ist bisher weitgehend ungeklart. Neben Umweltfaktoren spielt die
genetische Komponente eine herausragende Rolle, wobei nicht ein Gen alleine beteiligt
ist, sondern ein Zusammenspiel verschiedener Gene als Ausldser vermutet wird.

Die Erforschung solcher Suszeptibilitatsgene kann zu besserem Verstandnis der
Atiopathogenese der Erkrankung fiihren und schlieRlich zu neuen Ansétzen in Diagnose
und Therapie.

Zahlreiche funktionelle Kandidatengene der Schizophrenie, allen voran der
Dopaminrezeptor D2, unterliegen der Regulierung durch Retinoidrezeptoren, welche
dadurch selbst zum Gegenstand der Forschung werden.

In vorliegender Arbeit wird das Gen des Retinoidrezeptor RXR gamma (RXRG-Gen)
untersucht, das sich auf Chromosom 1g22-23 befindet.

In einer Fall-Kontroll-Assoziationsstudie mit 287 Schizophreniepatienten und 421
gesunden Kontrollpersonen als Probanden werden zwei Einzelbasenaustausch-
Polymorphismen — einer ist innerhalb der potentiellen Promotorregion lokalisiert, der
andere befindet sich auf Exon 8 — auf einen Zusammenhang mit Schizophrenie
untersucht.

Bei den Allel- und Genotypfrequenzen der Polymorphismen rs1467664 und rs2134095
zeigte sich keine signifikante Assoziation mit Schizophrenie, bei rs1467664 konnte der
homozygote Genotyp des selteneren Allels Guanin im Vergleich zu den
zusammengefaldten beiden anderen Genotypen einen Trend in Richtung Assoziation
aufweisen.

Um eine Beteiligung des RXR gamma bei der Entstehung der Schizophrenie endgiiltig
klaren zu kénnen, miR3ten noch andere Polymorphismen des Gens flachendeckend
untersucht und ein starkeres Augenmerk auf das Wechselspiel mit anderen Genen
gelegt werden, da eine isolierte Betrachtung eines Gens innerhalb der Atiologie einer so

komplexen Erkrankung wie die der Schizophrenie zu wenig Aussagekraft hat.



Einleitung

B Einleitung

1. Schizophrenie

1.1 Definition

Die Schizophrenie bzw. schizophrene Psychose, die zur Hauptgruppe der endogenen
Psychosen gehort, stellt eine der schwerwiegendsten Erkrankungen im Bereich der
Psychiatrie dar. In ihrem Verlauf treten so unterschiedliche Symptome wie Wahn,
Halluzinationen, Ich-Stérungen, formale Denkstorungen sowie affektive und psycho-
motorische Stérungen auf. Laut der Definition der DSM-IV missen fir die Diagnose der
Schizophrenie kontinuierliche Anzeichen der Erkrankung von mindestens sechs
Monaten vorliegen, eine Verschlechterung der gesellschaftlichen und beruflichen
Funktionsfahigkeit vorhanden und ein affektives Syndrom oder eine organische
Psychose ausgeschlossen sein. Wird die Dauer von sechs Monaten unterschritten, wird
von einer schizophreniformen Stérung gesprochen, liegt sie unter vier Wochen, handelt
es sich um eine kurze reaktive Psychose oder eine psychotische Stérung (American

Psychiatric Association 2000).
1.2 Symptome und Einteilung

Die erste Unterteilung der Schizophrenie, die in vielfaltiger Auspragung
unterschiedlichster Symptome und abweichenden Krankheitsverlaufen ein sehr
heterogenes Bild zeichnet, unternahm 1898 Emil Kraepelin, der von drei klinischen
Subtypen ausging, der hebephrenen, der katatonen und der paranoid-halluzinatorischen
.dementia praecox”, wie er die Schizophrenie nannte (Kraepelin 1896).

Die Einteilung der Symptome unternahm 1908 Eugen Bleuler, der zwischen Grund- und
akzessorischen Symptomen unterschied. Zu ersteren zahlen Stérungen des formalen
Denkens, der Affektivitat und des Antriebs sowie Autismus, zu letzteren Halluzinationen,
Wahn und katatone Symptome (Bleuler 1908).

Ein weiteres Konzept stammt von Kurt Schneider, bestehend aus Symptomen ersten
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Ranges wie Gedankenentzug, -eingebung und -lautwerden und Symptomen zweiten
Ranges wie Affektveranderung, Wahneinfall und Ratlosigkeit (Schneider 1980).

In der modernen Psychiatrie ist die Einteilung in Positiv- und Negativsymptomatik von
grofR3er Bedeutung, weil sie in therapeutischem Kontext hinsichtlich der BeeinfluRbarkeit
der Symptome durch Psychopharmaka steht. So zeigen Neuroleptika auf positive
Symptome wie Wahn und Halluzinationen eine starkere Wirkung als auf Affektarmut und
Antriebslosigkeit, die zur Negativsymptomatik zahlen (Crow 1980). Weiter wird zwischen
primaren Negativsymptomen unterschieden, sogenannten intrinsischen, fundamentalen
Symptomen, und sekundaren, die eine Folge etwa der Medikation oder einer

Depression sind (Tandon et al. 2009).

Die heutigen Klassifizierungen der schizophrenen Erkrankungen beruhen noch
weitestgehend auf der Einteilung nach Kraepelin. Wahrend das DSM-IV funf Subtypen,
den paranoiden und desorganisierten, zudem den katatonen, undifferenzierten und
residualen Typ, kennt, unterscheidet das ICD-10 (International Classification of
Diseases) zwischen sieben Auspragungen: der paranoiden, katatonen und
undifferenzierten Schizophrenie, dem hebephrenen Typ, der postschizophrenen
Depression, dem schizophrenen Residuum und der Schizophrenia simplex (World
Health Organisation 2006).

1.3 Atiologie

Bei der Schizophrenie handelt es sich um eine Erkrankung multifaktorieller
Atiopathogenese. Es existieren unterschiedliche pradisponierende Faktoren, die sich
wiederum zum Teil gegenseitig beeinflussen konnen. Hieraus entsteht eine
svorgeschadigte* Personlichkeit erhdhter Vulnerabilitat, bei der es durch den Einflul3

spaterer Stressoren zum Ausbruch der Krankheit kommen kann (Mdller et al. 2000).

Eine zentrale Stellung als pradisponierender Faktor nimmt die genetische Veranlagung
ein. Zudem spielen hirnstrukturelle und neurologische Abweichungen eine wichtige Rolle

bei der spéateren Ausbildung des Krankheitshildes. Umweltfaktoren stellen sowohl einen
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pradisponierenden Faktor als auch einen Stressor dar.

So gelten als entscheidende pradisponierende Umweltfaktoren pra- und perinatale
Ereignisse.

Eine Fehlerndhrung im ersten Trimenon oder eine Influenzainfektion im zweiten
Trimenon kénnen die Entwicklung der Hirnstruktur beeinflussen (Woods 1998; Tsuang
2000).

Als Geburtskomplikationen kommen Traumata wéahrend der Wehen und Entbindung,
aber auch Sauerstoffmangel in Frage, zudem bei hypoxisch-ischamischen Zustanden
auch wahrend der Schwangerschaft eine erhdhte Gefahr fir Schizophrenie
nachzuweisen ist (Jones et al. 1998; Zornberg et al. 2000; McNeil et al. 2000).

Ein Effekt einer Influenzavirusinfektion wahrend der Schwangerschaft und auch noch in
der frihen Kindheit wird diskutiert (Westergaard et al. 1999; Brown et al 2004).

Obwohl das Alter der Mutter am meisten untersucht wurde, zeigte sich ein
Zusammenhang zwischen dem Alter des Vaters und Erkrankungsrisiko des Kindes fur
Schizophrenie. Ist der Mann bei der Zeugung alter als 35, steigt das Risiko des Kindes
statistisch um das 1,5 bis 3-fache (Wohl, Gorwood 2007, Tandon et al. 2008).

Ein weiterer Risikofaktor ist die Geburt und das Leben in stddtischen Regionen. Es
existieren hierbei zahlreiche Erklarungsversuche. So spielt das unruhigere Leben als
psychosozialer Strel3faktor eine entscheidende Rolle. Allerdings konnen auch haufigere
Infektionen wahrend der Schwangerschaft und die groRere Umweltbelastung zum
héheren Risiko beitragen. Ein weiterer Grund kann der niedrigere durchschnittliche
sozial-6konomische Status in den Stadten sein, da soziale Benachteiligung zur Zeit der

Geburt und Kindheit an sich ein nachweisbares Risiko darstellt (Harrison et al. 2001).

Auch der Geburtsmonat scheint eine Auswirkung auf die Pravalenz der Schizophrenie
zu haben (Abb. 01), wobei Menschen, die im Februar und Marz geboren werden, das
groldte Risiko haben, die im August und September geboren sind, das geringste
(Mortensen et al. 1999).

10
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Migration laf3t sich als Risikofaktor unter Migranten der ersten und zweiten Generation

nachweisen, wobei psycho-soziale Aspekte diskutiert werden (Cantor-Graae, Selten

2005).
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Abb. 01: Graphische Darstellung des relativen Risikos, an Schizophrenie zu erkranken, in

Abhangigkeit zum Geburtsmonat (nach Mortensen et al. 1999)

1.4 Neuropathologie

Wright et al. verglichen in einer grol3angelegten Meta-Analyse mit tber 1500 Patienten
die makroskopischen Befunde von 58 Studien, die als bildgebendes Verfahren die
Magnetresonanztomographie nutzten. Wahrend die Hirnventrikel der an Schizophrenie
Erkrankten im Vergleich zur Kontrollgruppe um 26% vergré3ert waren, war das gesamte
Hirnvolumen um etwa 2% verringert, die Amygdalae waren um 6%, der Hippocampus
um 2-3% kleiner. Auch im Bereich der Basalganglien zeigten sich Unterschiede. Die
Nuclei caudati waren 2% bzw. 4%, die Putamina 6% und die Globi pallidi 21% bzw. 24%

grofl3er. Geschlechtsspezifische Unterschiede konnten nicht ausgemacht werden (Wright
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et al. 2000). In einer anderen Meta-Analyse zeigte sich zuséatzlich eine signifikante
Verkleinerung des Corpus callosum unter Schizophrenen (Woodruff et al. 1995).

Aktuellere Studien stitzten diese Ergebnisse, da sie auch anhand von
Magnetresonanztomographien verkleinerte Hirnvolumina und vergrol3erte Ventrikel bei

Schizophrenen nachweisen konnten (Steen et al. 2006).

Zudem lie3en sich auch histologische Unterschiede nachweisen. Einige Studien
ergaben kleinere Zellkérper der Pyramidalzellen im Hippocampus und Neokortex (Benes
et al. 1991; Pierri et al 2001; Sweet et al. 2003). Es fanden sich darlber hinaus weniger
dendritische Dorne und eine geringere dendritische Verzweigung (Black et al. 2004; Law
et al 2004). Wahrend hier keine Verdnderung in der Anzahl der Neuronen zu erkennen
war, besald der Thalamus weniger Neuronen, vor allem im mediodorsalen Nucleus und
Pulvinar (Highley et al. 2003), wobei die Ergebnisse hierbei widersprichlich waren.
Interessant war auch die verminderte Dichte an Interneuronen der immunoreaktiven
Zellen, einhergehend mit reduzierter synaptischer Ausrichtung (Reynolds et al 2002).
AuBBerdem waren weniger Oligodendrozyten zu finden, die zudem funktionell

eingeschrankt waren (Uranova et al. 2004; Tkachev et al 2003).

Seit jeher besteht ein Streitpunkt hinsichtlich der Frage, ob der Prozel3, der solche
Veranderungen hervorruft, im Zuge einer neuronalen Entwicklungsstérung ablauft, also
pré-, perinatal und in der Kindheit, oder es sich hierbei um einen degenerativen Prozel
handelt und séamtliche Abweichungen erst ab dem Ausbruch der Erkrankung entstehen.

Sogar Auswirkungen der Medikation der Patienten auf strukturelle Verdnderungen des

Gehirns werden diskutiert (Keshavan et al. 2008).

Vieles spricht fur die Theorie einer frih einsetzenden Fehlentwicklung. So kénnen, wie
oben bereits erwdhnt, Komplikationen in der Schwangerschaft oder Geburt mit einem
erhohten Risiko, an Schizophrenie zu erkranken, in Verbindung gebracht werden. Auch
prénatale Virusinfektionen weisen in diese Richtung. Bemerkenswert ist insbesondere,
dall anatomische Anomalien des Kopfes, Gesichts, der Haut und der Haare sowie an

Handen und Ful3en, die Komplikationen des ersten und zweiten Trimenons zugerechnet

12
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werden, bei Schizophreniepatienten gehauft vorzufinden sind. Vor allem die Tatsache
des spaten Ausbruchs der Krankheit, dem im Nachhinein betrachtet oft frihe Anzeichen
vorausgehen wie leichte Defizite in der Korper- und Gesichtsmotorik, Lernschwache und
verminderte soziale Fahigkeiten, spricht fur friihzeitige Veranderungen der Hirnstruktur
(Gourion et al. 2004). In aktuellen Studien konnten histologisch degenerative Prozesse
wahrend der Erkrankung nicht nachgewiesen werden, da an Post-mortem-Gehirnen von
Patienten im Vergleich mit der Kontrollgruppe keine fortgeschrittene Astrogliose

erkennbar war (Falkai et al. 1999).

2. Genetik der Schizophrenie

Die Schizophrenie wird zu psychiatrischen Erkrankungen mit hoher genetischer
Komponente gezahlt, deren Anteil bei Uber 80% liegt (Sullivan et al. 2003).

Um die Pathogenese der Schizophrenie verstehen zu koénnen, deren Ursachen
vollstandig zu entréatseln und eine adaquate Therapie entwickeln zu kdnnen, ist es
unabdingbar, ihren genetischen Hintergrund genauer zu kennen. Wahrend die
Genforschung bei einzelnen genetischen Stérungen wie der Huntington-Krankheit, bei
der ein einzelnes Gen beteiligt ist, groRe Erfolge vorweisen kann, sind die Erkenntnisse
bei so komplexen Stérungen wie der Schizophrenie noch deutlich spérlicher.
Charakteristisch fur multifaktorielle Erkrankungen ist neben der Beteiligung zahlreicher
Umweltfaktoren auch das Zusammenwirken verschiedener Gene. Erschwerend
kommen bei der Schizophrenie, im Gegensatz etwa zu Diabetes oder der koronaren
Herzerkrankung, beide ebenfalls multifaktorieller Atiopathogenese, noch der unsichere

Phanotyp und unbekannte Risikofaktoren hinzu (McDonald, Murphy 2003).

2.1 Studien der genetischen Epidemiologie

Wahrend das Risiko, an Schizophrenie zu erkranken, weltweit einheitlich bei einem
Prozent liegt, untersucht die genetische Epidemiologie mit genetischen-statistischen und
molekular-epidemiologischen Methoden das Erkrankungsrisiko unter Verwandten
unterschiedlichster Konstellationen oder innerhalb von Populationen. Dadurch kénnen

Ruckschlisse auf die Vererbung der Krankheit gezogen werden, um letztlich den
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genetischen Einflu auf die Schizophrenie gegentber dem EinfluR der Umweltfaktoren

herausarbeiten zu kénnen (Dorak 2008).

In Familienstudien wird unter den Verwandten von an Schizophrenie erkrankten
Patienten nach weiteren Krankheitsfallen gesucht. Die Ergebnisse zahlreicher Studien
der letzten Jahrzehnte zeigen eine deutliche familidare Haufung auf. So unterliegt ein
Verwandter dritten Grades verglichen mit der Durchschnittsbevélkerung einem doppelt
so hohem Risiko. Bei einem Verwandten zweiten Grades steigt es bereits auf etwa 5%.
Bei Geschwistern und Kindern bewegt sich das Erkrankungsrisiko um die 10%. Ist mehr
als ein Verwandter betroffen, sind etwa ein Geschwister- und ein Elternteil erkrankt,
erhoht sich das Risiko bereits auf 17%. Als eineiiger Zwilling liegt die
Wahrscheinlichkeit, ebenfalls an Schizophrenie zu leiden, bei nahezu 50% (Gottesmann
1991, Tandon et al. 2008).

Diese Studien scheinen die genetische Ahnlichkeit deutlich mit dem Krankheitsrisiko in
Zusammenhang zu bringen; doch findet keine Abgrenzung zwischen genetischen und
Umweltfaktoren statt, da sich samtliche Familienmitglieder nicht nur die Genetik bis zu

einem gewissen Grad teilen, sondern auch das familiare Umfeld.

2.1.1 Adoptionsstudie

Eine gute Mdglichkeit, den Effekt der gemeinsamen umweltbedingten Risikofaktoren zu
minimieren, bietet die Durchfihrung von Adoptionsstudien. Man erhéalt Individuen, die

genetisch verwandt sind, sich aber eine unterschiedliche Familienumwelt teilen.

Das erste Studiendesign dieser Art untersuchte 1966 in den USA Kinder an
Schizophrenie erkrankter Mitter, die kurz nach der Geburt von gesunden Eltern
adoptiert wurden, und verglich sie mit einer Gruppe adoptierter Kinder, deren leibliche
Mutter psychiatrisch gesund waren. Wahrend bei der Kontrollgruppe niemand an
Schizophrenie erkrankte, lag bei ersteren der Prozentsatz bei 10,6%, was in etwa der

Wahrscheinlichkeit entspricht, waren sie bei ihren leiblichen Mdittern aufgewachsen
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(Heston 1966). Dies deutet auf einen starken genetischen und gleichzeitig unbedeuten-
den Einflul der Familienumwelt hin. Zu einem &ahnlichen Ergebnis kam zwei Jahre
spater eine danische Studie, wobei die Erkrankungsrate der Fallgruppe mit fast 18%
nahezu doppelt so hoch lag als die der Kontrollgruppe mit knapp tUber 10%. Selbst bei
einer kleinen Gruppe innerhalb der Kontrollen, bei denen ein Adoptivelternteil an
Schizophrenie erkrankt war, lag das Risiko bei unter 11% (Rosenthal, Kety 1968). In
einer aktuelleren finnischen Studie lag die Erkrankungsrate der Fallgruppe bei 8,1% in
signifikantem Unterschied zu 2,3% der Kontrollgruppe, wobei das Ergebnis deutlicher
ausfallt, wenn die Anfalligkeit fir andere psychotische und nicht-psychotische Stérungen
miteinbezogen wird (Tienari et al. 2003).

Ein anderes Studiendesign verglich die biologischen Verwandten von kranken und
gesunden Adoptivkindern hinsichtlich ihres Erkrankungsrisikos, wobei erstere zu 15,8%
und die Kontrollen nur zu 1,8% erkrankten, so dald auch diese Studie einen deutlichen

genetischen Einflu® auf die Entstehung der Schizophrenie erkennen laf3t (Kety 1983).

2.1.2 Zwillingsstudie

Eine weitere Methode, den jeweiligen Beitrag zur Entstehung der Schizophrenie von
Genetik und Umwelt zu entwirren, stellt die Zwillingsstudie dar. Dabei wird der
Prozentsatz der Ubereinstimmung bei eineiigen Zwillingen mit dem von zweieiigen
Zwillingen verglichen hinsichtlich der Erkrankung an Schizophrenie. Sind beide Teile
eines Zwillingspaares erkrankt, gelten sie als konkordant, ist eines gesund, sind sie
diskordant. Da monozygote Zwillinge das gleiche Erbgut besitzen, dizygote sich
durchschnittlich die Halfte der Chromosomen teilen, gibt der Vergleich der

Konkordanzraten einen Hinweis auf die Grol3e der genetischen Komponente.

Samtliche Zwillingsstudien der letzten Jahrzehnte kommen zu weitestgehend
Ubereinstimmenden Ergebnissen. Die Konkordanzraten bei eineiigen Zwillingen lagen
um die 50%, die der zweieiigen bei knapp unter 10 bis zu 15% (Kendler 1993; McGuffin

et al. 1984; Farmer et al. 1987). Zum deutlichsten Ergebnis kam eine norwegische
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Studie 1991 unter Zugrundelegung der DSM-III-R-Kriterien mit Raten von 48.5% zu 4%
(Onstad et al. 1991).

Einem Hauptkritikpunkt dieses Studiendesigns, dal’ eineiige Zwillinge etwa durch ihre
Ahnlichkeit in hoherem MaRe das gleiche Umfeld teilen als zweieiige, begegnete eine
Untersuchung von eineiigen Zwillingen, die nach der Geburt getrennt wurden. Doch
konnte auch hier eine hohe Konkordanz von 58% ausgemacht werden (Gottesman
1991).

Obwohl all dies fir einen starken Einflul3 genetischer Risikofaktoren im Hinblick auf die
Atiologie der Schizophrenie spricht, deutet die Tatsache, daR die Konkordanz bei
monozygoten Zwillingen, die genetisch nahezu identisch sind, eben nicht bei 100%,
sondern nur etwa halb so hoch liegt, auf die Relevanz auch anderer Faktoren hin.

Ein Grund konnte eine unterschiedliche pranatale, intrautinare Umwelt sein, da ca. ein
Drittel aller monozygoten Zwillinge getrennte Embryonalhtllen innerhalb der
gemeinsamen Plazenta besitzen (Sokol et al. 1995), was zu einer unterschiedlich guten
Blutversorgung fuhren kann. Zudem werden unterschiedliche perinatale Komplikationen
wie Traumata wahrend der Wehen und der Entbindung diskutiert, die EinfluR auf die
Hirnstruktur haben konnen (McNeil et al. 2000). Im Laufe des spéateren Lebens
schlie3lich spielen psychologische Stressfaktoren und weitere Umweltfaktoren eine

entscheidende Rolle.

Ein groRBer Einflud der Genetik auf die Entstehung der Schizophrenie ist also
offensichtlich. Die Aufgabe der Molekularbiologie ist es nun, das Zusammenspiel der
Gene zu entschliusseln, um das heterogene klinische Bild und das komplexe nicht-

mendelianische Vererbungsmuster der Schizophrenie zu erklaren.

Einfache Modelle, in denen ein Gen eine Krankheit auslést, sind hierbei nicht
anwendbar, auch wenn von Polyphénie (ein Gen verursacht mehrfache Veranderungen)
einerseits und unvollstandiger Penetranz (keine vollstandige Auspragung des Phanotyps

trotz vorhandenen Genotyps) andererseits ausgegangen wurde. Auch die Vorstellung
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einer Kombination mehrerer Stdrungen, fur die jeweils ein Gen verantwortlich ist, ist
nicht zu halten. Vielmehr ist von komplexeren Modellen auszugehen, wobei
verschiedene Gene beteiligt sind, entweder eine kleine Anzahl mit mittlerem Effekt, oder
wahrscheinlicher, viele Gene mit jeweils nur geringem Einfluf3, bezeichnet als polygenes
Modell (O’'Rourke et al. 1982; McGue et al. 1985; Risch 1990). Die Schizophrenie zeigt
dabei genetische Heterogenitat, wobei unterschiedliche Mutationen am gleichen Genort
(Allel-Heterogenitat) wie auch die Beteiligung multipler Gene an verschiedenen
Genorten (Locus-Heterogenitdt) eine Rolle spielen. Die daraus entstehenden
Kombinationsmaoglichkeiten konnten die verschiedenen Phanotypen erklaren. Genauso
gut konnten im Gegenzug Klinisch identische Falle unterschiedlichst genetisch kodiert
sein (Risch 1990). Wird das Phanomen der Epistase angenommen, was impliziert, daf3
sich die beteiligten Gene in ihrer Wirkung nicht in additiver Weise gegenseitig
verstarken, sondern multiplikativ, kbnnen Gene mit minimalster Wirkung in Kombination
erhebliche Effekte erzielen (McDonald, Murphy 2003; Cordell 2002).

Die Entschlusselung des menschlichen Genoms, der erfolgreiche Einsatz der
Polymerasekettenreaktion und die Nutzung von Polymorphismusmarkern erleichtern die
Suche nach Suszeptibilitatsgenen (Risikogenen), wobei zwischen zwei bedeutenden

Herangehensweisen zu unterscheiden ist:

Zum einen existieren die sogenannten Kopplungsstudien, die innerhalb von
Stammb&aumen betroffener Familien nach Markern suchen, die haufiger bei erkrankten

als bei gesunden Mitgliedern auftreten.

Im Gegensatz dazu werden in Assoziationsstudien eine Gruppe Gesunder mit einer
Gruppe Erkrankter hinsichtlich der Allelverteilung bestimmter Marker verglichen, wobei
unterschiedliche Ergebnisse hierbei auf eine Assoziation zwischen Gen und Erkrankung
schlieRen lassen. Hierbei besteht keinerlei verwandtschaftliche Verbindung zwischen

den teilnehmenden Personen.
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2.1.3 Kopplungsstudie

In Kopplungsstudien werden Familien mit mehreren erkrankten Mitgliedern untersucht.
Eine Kopplung tritt auf, wenn ein Krankheitsgen und ein Marker auf demselben
Chromosom nahe aneinander liegen. Die deutlichsten Resultate werden erzielt, wenn es
sich um ein Gen gréf3eren Effektes handelt. Da dies beim polygenen Vererbungsmuster
der Schizophrenie mit geringem Einflul? jedes beteiligten Genes nicht der Fall ist, waren
die Ergebnisse bisheriger Kopplungsstudien héaufig wenig aussagekréftig, was wohl
auch auf die kleinen Gruppengrof3en zurickzufihren war.

Die starkste Kopplung aller Einzelstudien konnte auf Chromosom 1 (1g21-22) in einer
kanadischen Studie ausgemacht werden (Brzustowicz et al. 2000), ein Locus der selbst
zuvor schon in einer Studie einen Kopplungserfolg hatte (Kosower et al. 1995).

Weitere replizierbare Kopplungen gelangen auf 5g22-31 (Straub et al. 1997; Schwab et
al. 1997), 6p24-22 (Schwab et al. 1995; Wang et al. 1995), 8p22-21 (Pulver et al. 1995),
10p11-22 (Schwab et al. 1998; Straub et al. 1998), 15913-14 (Freedman et al. 1997; Liu
et al. 1995), 18pll (Schwab et al. 1998) und 22q11-13 (Moises et al. 1995; Gill et al.
1995), obwohl in diesen Regionen auch Studien mit abweichenden Ergebnissen

vorliegen.

In den letzten Jahren wurden drei Meta-Analysen durchgefuhrt, die aufgrund
unterschiedlicher Methoden zu teilweise abweichenden Ergebnissen kamen:

Wahrend Lewis et al. auf der Suche nach Suszeptibilititsgenen Signifikanz auf
Chromosom 2g ausmachen konnten und immerhin starke Kopplung auf 1q, 3p, 5q, 6p,
8p, 11q, 14p, 20q und 22q (Lewis et al. 2003), kamen Badner und Gershon zu
deutlichen Ergebnissen auf den Chromosomen 8p, 13q und 22q (Badner, Gershon
2002).

Diese beiden Meta-Analysen zeigen zwar Einigkeit hinsichtlich der Chromosomen 8p
und 22q, weitere acht Regionen finden nur jeweils bei einer der beiden Studien
Erwéhnung; auch kann die bei Badner und Gershon wichtigste Region 2q bei Lewis et
al. keinen Kopplungserfolg verzeichnen.

Die aktuellste Meta-Analyse von Ng et al. konnte signifikante Kopplung auf 2q
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feststellen, weiterhin starke Kopplung auf 5q und wiederum auf 2q (Ng et al. 2009), zwei
Chromosomen, bei denen Lewis et al. bereits deutliche Kopplungsergebnisse zeigen
konnte. In separater Analyse derjenigen Studien mit ausschlie3lich européaischen
Probanden konnte eine starke Kopplung auf 8p festgestellt werden, eine Region, die bei

Badner und Gershon relevant war.

Diese Ergebnisse untermauern die Theorie, dald nicht ein Hauptgen mit sehr starkem
Effekt, sondern eher verschiedene Gene mit moderatem Einflul beteiligt sind. Des
weiteren hat es den Anschein, dal} Gene existieren, die zwar eine relativ starke

Auswirkung haben, aber nur sehr selten in speziellen Gruppen zu finden sind.

2.1.4 Assoziationsstudie

Bei psychiatrischen Erkrankungen mit meist komplexer Genetik ist es sinnvoll, Gene, die
sich in einer Region mit signifikanter Kopplung mit Schizophrenie befinden (,positionelle*
Kandidatengene), anhand von Assoziationsstudien genauer zu untersuchen. Diese sind
mit weniger Aufwand als Kopplungsstudien durchzufiihren, da sie lediglich eines
generellen genetischen Einflusses der Krankheit bedirfen und im Unterschied zu
Kopplungsstudien die Haufigkeit eines bestimmten Markerallels bei voneinander
unabhéngigen Patienten untersucht und dabei mit einer gesunden Kontrollgruppe
verglichen wird (population-based association study). Da die Studie zudem sehr
sensibel Gene mit geringer EffektgroRe detektieren kann, ist sie geeignet fir

Erkrankungen auf polygener Vererbungsbasis (McDonald, Murphy 2003).

Ist die Haufigkeit eines Markerallels in der Fallgruppe gréRer als in der Kontrollgruppe,
deutet dies darauf hin, dal3 dieses Allel entweder selbst ein Suszeptibilitatsallel darstellt
oder in der N&he eines solchen liegt, was als ,linkage disequilibrium®, als
Kopplungsungleichgewicht, bezeichnet wird. Der Abstand sollte weniger als 1cM
betragen, da sonst ein ,Crossing-over* zwischen den entsprechenden Genen zu haufig
wird (Berry et al. 2003).
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In den letzten Jahren haben genomweite Assoziationsstudien (GWAS) an Bedeutung
gewonnen. Hierbei kdnnen in grof3angelegten Fall-/Kontrollstudien mit Tausenden von
Probanden uber eine Million SNPs, verteilt Uber das ganze Genom, auf Assoziation
getestet werden.

Shi et al. etwa konnten in einer Meta-Analyse aus drei GWAS mit zusammen Uber
27000 Probanden die Region 6p22.1 anhand von 7 SNPs signifikant mit Schizophrenie
assoziieren (Shi et al. 2009).

Steffanson et al. konnten im selben Jahr in einer grol3 angelegten genomweiten
Assoziationsstudie die loci 6p21.3-22.1, 11g24.2 und 18g21.2 signifikant mit
Schizophrenie in Verbindung bringen (Steffanson et al. 2009).

Nahezu 30000 Probanden wurden in einer neueren Meta-Analyse aus 19 GWAS
eingeschlossen. Anfangs wurden tber 1250000 SNPs untersucht, im zweiten Teil der
Studie wurden die aussichtsreichsten 81 Polymorphismen weiter tberprift. Hierbei
konnten neben zwei bekannten Loci (6p21.32-p22.1, 18qg21.2) funf neue (1p21.3,
2032.3, 8p23.2, 8921.3, 10924.32-924.33) mit Schizophrenie assoziiert werden (Ripke
et al. 2011).

Die in dieser Arbeit untersuchten Polymorphismen rs1467664 und rs2134095 auf 1g22-
23 zeigten in bisherigen GWAS, die sich mit Schizophrenie beschaftigten, keine

relevanten Ergebnisse.

2.2 Kandidatengene

Von positionellen sind funktionelle Kandidatengene zu unterscheiden, die aus der
Uberlegung hinsichtlich inrer pathophysiologischen Wirkungsweise resultieren und nicht

auf einem positiven Kopplungsergebnis beruhen muissen.

2.2.1 Funktionelle Kandidatengene

Ausgangspunkt zahlreicher Studien ist die klassische Dopaminhypothese, die von einer
erhohten Konzentration an Dopamin ausgeht und von der Beobachtung gestutzt wurde,

daf’ die Potenz der Neuroleptika der ersten Generation mit der Fahigkeit zur Blockierung
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der Dopamin-D2-Rezeptoren korreliert (Kapur et al. 1996). Es konnten insgesamt funf
Dopaminrezeptoren isoliert werden, wobei der Dopamin-D3-Rezeptor (DRD3) als erster
mit Schizophrenie n&her in Verbindung gebracht werden konnte. Bei einem Single-
Nucleotide-Polymorphismus (SNP) mit der Variation Ser-9-Gly in Exon 1 des DRD3-
Gens (3913.3) konnten in einer Meta-Analyse mit Gber 5300 Teilnehmern (Williams et al.
1998) bisherige signifikante Assoziationen der homozygoten Allele bestatigt werden
(Spurlock et al. 1998). In neueren Meta-Analysen aus China und Japan konnte
wiederum bei demselben SNP keine Assoziation festgestellt werden (Ma et al. 2008,
Utsunomiya et al. 2008).

Ebenfalls in einer Meta-Analyse konnte der schon lange als Suszeptibilitatsgen
behandelte DRD2 erfolgreich mit Schizophrenie assoziiert werden; das Cys-Allel des
Cys-311-Ser-Polymorphismus zeigte sich hoch signifikant (Glatt et al. 2003). Zwei
aktuelle chinesische Studien konnten anhand zweier SNPs (rs1076560, rs6277) einen
Zusammenhang des DRD2 mit Schizophrenie bestatigen (Zengh et al. 2012, Fan et al.
2010).

Neuere komplexere Betrachtungsweisen sehen neben einer erhdhten dopaminergen
Weiterleitung in den Basalganglien, welche eine akute Psychose auslost, gleichzeitig
auch einen Mangel an Dopamin im préfrontalen Kortex, was zu Einschrankungen
kognitiver Fahigkeiten fluhrt (erweiterte Dopaminhypothese) (Kirov et al. 2005). Wirkung
auf den Dopaminhaushalt in dieser Region wird vor allem dem Gen zugerechnet,
welches Catechol-O-Methyl-Transferase (COMT) kodiert. Da es sich zudem auf
Chromosom 22q11 und somit innerhalb der Region befindet, die in beiden grof3en Meta-
Analysen Kopplung mit Schizophrenie zeigte, stellt es sich auch als vielversprechendes
positionelles Kandidatengen dar. In einer grol3 angelegten Assoziationsstudie unter
aschkenasischen Juden konnte es bereits erfolgreich mit Schizophrenie assoziiert
werden, obwohl speziell der SNP Val-158-Met in Exon 4, der schon Anlal zu
zahlreichen Untersuchungen gab, nur moderaten Effekt zu haben scheint (Shifman et al.
2002).

Neben Dopamin erweist sich Glutamat als der Neurotransmitter, der am meisten mit
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Schizophrenie in Verbindung gebracht werden kann (Harrison, Weinberger 2005). Auf
Chromosom 7q21-22 befindet sich GRM3 (Metabotrophic Glutamate Receptor 3), der
erstmalig in einer deutschen Studie signifikant assoziiert werden konnte. Obwohl dies
innerhalb derselben Studie nicht zu replizieren war (Marti et al. 2002), konnte in Japan
ein anderer SNP, ebenfalls auf Exon 3, mit Schizophrenie in Verbindung gebracht
werden (Fuji et al. 2003). Letztlich konnte eine amerikanische Studie die bisherigen
positiven Funde zumindest anhand positiver Trends bestatigen, zusatzlich durch eine
signifikante Assoziation eines SNPs auf Intron 2 und von Haplotypen, basierend auf den
bisherigen Funden, die Stellung von GRMS als wichtiges Kandidatengen festigen (Egan
et al. 2004).

Die Erkenntnisse uber den Wirkstoff LSD, der schizophrenieartige Episoden hervorrufen
kann, indem er den korpereigenen Botenstoff Serotonin imitiert, und zudem die Erfolge
in der Pharmakotherapie durch neuere sogenannte atypische Antipsychotika, die
starken Einflul3 auf den Serotoninhaushalt haben, pradestinieren diejenigen Gene, die
die serotonerge Reizweiterleitung betreffen, als funktionelle Kandidatengene, wobei hier
das 5HT2a-Rezeptorgen auf Chromosom 13q im Mittelpunkt der Forschungen steht.
Nach wechselhaften Erfolgen konnte 1997 in einer Meta-Analyse mit Uber 3000
Personen eine signifikante Assoziation der Homozygoten einer T-102-C-Mutation und
Schizophrenie ausgemacht werden (Williams et al. 1997), was 2004 in einer weiteren,
noch umfangreicheren Meta-Analyse weitestgehend Bestéatigung fand (Abdolmaleky et
al. 2004).

2.2.2 Positionelle Kandidatengene

Das Dysbindin-Gen alias dystrobrevin bindig protein 1 (DTNBP1) befindet sich auf der
Kopplungsregion auf Chromosom 6p22.3. Erstmals konnten Straub et al. positive
Ergebnisse innerhalb einer Assoziationsstudie vorweisen (Straub et al. 2002), eine
groRe Studie aus Deutschland kam spater zu ahnlichen Resultaten (Schwab et al.
2003). Eine weitere deutsche Assoziationsstudie von 2010 konnte Kkeinen

Zusammenhang zwischen DTNBP1 und Schizophrenie zeigen (Strohmaier et al. 2010).
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Neuregulin 1 (NRG 1) gilt seit einer islandischen Studie an 110 Schizophrenen aus 33
Familien als Kandidatengen. Die genomweite Kopplungsstudie zeigte deutliche Erfolge
auf Chromosom 8p12-21. Anschlie3ende ldentifizierung zahlreicher SNPs auf diesem
Gen und Verwendung dieser in Haplotyp-Assoziationsanalysen bestatigten die Relevanz
dieses Gens (Stefansson et al. 2002). Eine Verknipfung mit dem funktionellen Einfluf3
dieses Gens auf der Basis der sogenannten NMDA-Hypofunktions-Hypothese konnte
mittels Neuregulin-1-Knockout-M&usen hergestellt werden, deren aktive NDMA-

Rezeptoren reduziert waren (Rujescu 2010).

Ein vielversprechendes Ziel zahlreicher Forschungen ist RGS4 (Regulator of G-protein
signaling 4). In den post-mortem-Hirnen Schizophrener zeigte es sich als das einzige
Transskript, das durchgangig reduziert war (Mirnics et al. 2001). Es befindet sich auf
Chromosom 1g21-22, ein Locus mit der starksten Kopplung aller Einzelstudien
(Brzustowicz et al 2000). Seitdem Chowdari et al. Assoziation eines Haplotypen dieses
Gens mit Schizophrenie darstellen konnten (Chowdari et al 2002), wurde man in
weiteren Studien fiindig (Chen et al. 2004; Morris et al. 2004). Neuere Studien kommen
zu unterschiedlichen Ergebnissen; so finden Réthelyi et al. keinen Zusammenhang
zwischen Polymorphismen des RGS4 und Schizophrenie (Rethelyi et al. 2010), So et al.
konnen einen Haplotypen aus 4 SNPS von RGS4 mit der Erkrankung assoziieren (So et
al. 2008).

Dartber hinaus scheint RGS4 in die Modulation relevanter Transmittersysteme wie

Dopamin- oder Serotoninrezeptoren involviert zu sein (Harrison, Weinberger 2005).

3. Retinoidrezeptoren als Faktoren der Schizophreni e

Anhand der Tatsache, dal3 Dopamin-Rezeptoren unter starker neuromodulatorischer
Kontrolle anderer Rezeptorsysteme stehen (Meltzer 1991) und die indirekte
Beeinflussung des D2-Rezeptors in der Pharmakotherapie gegentiber des Blockierens
des Dopamin-Rezeptors mittlerweile im Vordergrund steht (Citver et al. 2002), erscheint
die genauere Betrachtung des Retinoid-Rezeptors, der deutlichen Einflud auf die

Transkription des D2-Rezeptors zeigt, als wichtig.
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3.1 Chemische Struktur der Retinoide

Der urspriingliche chemische Aufbau eines Retinoids umfaldt einen 3-lonen-Ring, eine
mehrfach ungesattigte Kette als Mittelteil und eine polare funktionelle Gruppe. In den
letzten Jahren wurden zahlreiche synthetische Derivate entwickelt, die sich stark von
der urspringlichen Form entfernten. Der Ring wurde durch mehrfach hydrophobe
Gruppen ersetzt oder die Kette mit aromatischen Ringen versehen. Doch obwohl auch
die funktionelle Gruppe starken Veranderungen unterlag, bleibt die Gemeinsamkeit
eines amphiphatischen Charakters erhalten, der seinen Grund im lipophilen Baustein

und hydrophilen Terminus hat (Nau, Blaner 1999).
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Abb. 02: Reaktionskette mit Retinsauren als Endprodukte

Die wichtigsten naturlichen Vertreter sind Retinol (Syn.: Vitamin A, Vitamin-A-Alkohol),
Retinal (Syn.: Vitamin-A-Aldehyd) und Retinsdure (Vitamin-A-S&ure). Alle Arten von
Retinoiden werden vom Organismus entweder aus tierischer Nahrung direkt als Retinol
oder aus pflanzlicher Kost als Provitamin A aufgenommen. Letzteres gehort zur Gruppe

der Carotinoide wie etwa das [3-Carotin, welches in vivo mithilfe einer Dioxigenase erst
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in zwei Molekile Retinal gespalten werden muf3. AnschlieBend kann es wieder zu
Retinol reduziert zu werden, um in der Leber, aber auch im Fettgewebe ungeachtet
seiner diatetischen Herkunft gespeichert zu werden. Vorher mul3 es noch mit
langkettigen Fettsduren verestert werden, meist zu Retinolpalmitat (Blaner et al. 1994).

Retinoide wirken in vivo innerhalb einer komplexen genetischen Kaskade. An deren
Beginn steht eine Reaktionsabfolge mit den Retinsduren als Endprodukten,
Morphogenen, die als Ligand etwa von Retinoidrezeptoren starken EinfluR auf die
Transkription zahlreicher Zielgene nehmen kdnnen (Mangelsdorf, Evans 1994).
Innerhalb dieser Abfolge bewirkt die Lipoproteinlipase (LPL) die reversible Hydrolyse
von Retinylester in Retinol, vor allem bei Retinololeat und -palmitat. Der nachste Schritt,
die reversible Umwandlung von Retinol in Retinal, Kkatalysiert durch
Alkoholdehydrogenasen, gilt als Schrittmacherreaktion, wobei Retinol sowohl in der 11-
cis, als auch in der All-trans-Konfiguration umgesetzt werden kann (Chen et al. 1995).
Zusatzlich kann auch eine Isomerase-katalysierte Umwandlung zwischen den
Konfigurationen untereinander stattfinden. Die Aldehyddehydrogenase (ALDH)
wiederum oxidiert Retinal zu Retinsaure, was den irreversiblen Schritt in dieser
Reaktionsfolge darstellt, wobei als Endprodukte All-trans- und 9-cis-Retinséure
entstehen. Unter Anwesenheit von Cytochrom-450-Enzymen kann zudem eine

Degradierung der Retinsaure stattfinden, indem sie weiter oxidiert wird.

3.2 Retinoidrezeptoren

Entscheidende Molekile innerhalb der Retinoidkaskade sind die nuklearen
Retinoidrezeptoren. Als DNA-bindende Proteine gehéren sie zur ,grol3en Familie® der
nuklearen Hormonrezeptoren, welche nach Aktivierung durch verschiedene Liganden
wie Steroide, Thyroidhormone, Vitamin D oder eben Retinoide an spezifische Stellen der
DNA binden und die Transkription regulieren (Kumar, Thompson 1999).

Es gibt zwei Typen von Retinoidrezeptoren: die retinoic acid receptors (RARS) alpha,
beta und gamma und die retinoid X receptors (RXRs) alpha, beta und gamma, welche

jeweils auf unterschiedlichen Genen codiert sind, was ihre unterschiedlichen Aufgaben
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innerhalb des biologischen Prozesses zeigt: die RARs finden sich auf den
Chromosomen 17q12 (RAR alpha), 3p24 (RAR beta), 12913 (RAR gamma), die drei
RXRs auf 9934 (RXR alpha), 6p21.3 (RXR beta) und 1922-23 (RXR gamma). Wahrend
die RARs sowohl All-trans-, als auch 9-cis-Retinsaure als Ligand besitzen, binden die
RXRs nur an 9-cis- Retinsdure (Heyman et al. 1992). Als Grund hierfur zeigt sich die
ausgepragtere Krummung der Ligandenbindungstasche, der Andockstelle, der RXRs,
wofur die geradlinigere Geometrie der All-trans-Retinsaure nicht geeignet ist (Egea et al.
2000).

Abb. 03: Geometrie der Ligandenbindungstaschen (Egea et al. 2000)

Weitere Unterschiede ergeben sich daraus, dal3 die RARs als wichtigste Vitamin-A-
Rezeptoren auch alleine agieren kénnen, die RXRs hingegen meist nur innerhalb eines
heterodimeren Komplexes funktionieren. Diese ,Partnerschaft® konnen sie mit
zahlreichen nuklearen Hormonrezeptoren eingehen, wie zum Beispiel mit NURR1
(nuclear-related factor 1) und den PPARs (peroxisome proliferator-activated receptors),
die auch 9-cis-Retinséure als Ligand nutzen, oft findet man sie aber in Kombination mit
den RARs. Solche heterodimeren Komplexe sind wesentlich stabiler und kdnnen
effizienter an ihre jeweiligen DNA-Erkennungssequenzen, sogenannte retinoic acid
response elements (RARES), binden als etwa RARs (bzw. RXRs an RXRESs) alleine
(Zhang et al. 1992).

Dort, innerhalb der Promotorregion der jeweiligen Zielgene, sind sie in der Lage, lber
einen komplexen Mechanismus die Transkription zu regulieren (Abb. 04):

Repression: In Abwesenheit einer passenden Retinoidsaure als Ligand binden spezielle
Co-Repressoren an den RAR-RXR-Komplex wie zum Beispiel nuclear receptor co-
repressor (N-CoR) oder silencing mediator of retinoid and thyroid receptor (SMRT),
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worauf sich Histon-Deacetylasen (HDACs) anlagern konnen, welche durch eine
Verdichtung (Kondensation) des Chromatins die Transkription verhindern (Citver et al.
2002; Clarke et al. 2004).

Derepression: Erst die Bindung eines Liganden fuhrt zur Entfernung des HDAC-
Komplexes und Anlagerung von Koaktivatoren der Histon-Acetyltransferase (HAT) wie
pl60 und CREB (CAMP response element-binding) -binding protein (CBP), was die
Dekondensation des Chromatins durch Acetylierung der Histone bewirkt (Citver et al.
2002; Clarke et al. 2004).

Die Aktivierung und Beschleunigung der Transkription bewirkt die Bindung des RNA-
Polymerase-lI-Holoenzym in Verbindung mit dem TATA-bindenden Protein (TBP), TBP-
assoziierte Faktoren (TAFs) und Mediatorkomplexe (Meds) (Clarke et al. 2004).
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Abb. 04: Wirkungsweise eines heterodimeren RAR-RXR-Komplexes (Clarke et al.
2004): a: Andockung an DNA-Sequenz, b: Repression, c: Derepression,
d: Aktivierung der Transkription
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Abb. 05: Dreidimensionale, polychromatische Darstellung eines Retinoidrezeptors (Structural
Genomics Consortium 2010)

Als bekanntes Beispiel fur die wichtige Rolle der Retinoide innerhalb der Physiologie
des menschlichen Organismus ist die Nachtblindheit als Folge von Vitamin-A-Mangel zu
nennen, was auf den grof3en Einflu auf die Funktion der Retina zurtickzufihren ist.
Weitere deutliche Auswirkungen auf zentrale Ablaufe wie die der Embryonalentwicklung,
Entzindungen, Knochenwachstum, Reifung und Differenzierung von Epithelzellen oder
Talgproduktion zeigen die Bedeutung der Retinoide genauso wie grol3ere
Infektionsanfalligkeit und erhohter Gefahr zur Ausbildung bdsartiger Tumore bei
Vitamin-A-Mangel (Love, Gudas 1994).

3.3 Zusammenhang zwischen Retinoiden und Schizophrenie

Es existieren unterschiedliche Hinweise darauf, dal3 eine Fehlregulierung von

Retinoiden eine wichtige Rolle in der Entstehung der Schizophrenie spielt:

a) Viele Symptome, die sich in Folge von Vitamin-A-Mangel oder -Vergiftung zeigen,
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ahneln denen der Schizophrenie: Denkstérungen und geistiges Defizit, anatomische
Anomalien des Gehirns wie vergroRerte Ventrikel, Nichtanlage des Corpus callosum
oder Mikrozephalie, wie auch verschiedene angeborene Mi3bildungen, haufig im

craniofazialen Bereich und an den Fingern (Goodman 1996).

b) Es finden sich zahlreiche Ubereinstimmungen von Loci, die sowohl positive
Ergebnisse hinsichtlich der Kopplung mit Schizophrenie aufweisen als auch Gene
beherbergen, die wichtige Faktoren innerhalb der Retinoidkaskade kodieren (Goodman
1998).

Tab. 01: Loci als Schnittstellen der Retinoidkaskade und Schizophrenie

Locus Retinoid -Gen Schizophrenie -Studie
1921 CRABP2 Kopplungsstudie
(1921-22)
(Brzustowicz et a. 2000)
1922-23 RXR gamma Zytogenetische Studie
(Kosower et al. 1995)
3q921-922 RBP1 Assoziations-

studie (rs893703)
(Kirov et al. 2009)

3p24 RARbeta, PPAR Kopplungsstudie
(3p24-26)
(Pulver et al. 1995)
6p21.3 RXR beta, CYP2 Assoziationsstudie

(6p21.3-22.1)
(Stefansson et al 2009)

8p22 LPL GWA-Studie (Deletion)
(Need et al. 2009)
12924 ALDH2 QTL-Studie

(Lien et al. 2010)
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17921 RARa Kopplungsstudie
(Escamilla et al. 2009)

18ql11.2-12.1 TTR Assoziationsstudie
(Trend)
(Muratake et al. 2005)

22912-13.1 PPARalpha, CYP2D6 Kopplungsstudie
(Pulver et al. 1994)

c) Fur einen groBen Einflul der Retinoide auf die Pathogenese der Schizophrenie
spricht vor allem die Tatsache, dald unter den Zielen der Vitamin-A-Regulierung sich

haufig Kandidatengene der Schizophrenie befinden.

Im Zentrum der Uberlegungen ist die Regelung der Transkription des Dopaminrezeptors
D2. So konnte in vitro in Hypophysenzellen nach Zugabe von Retinsdure ein 30faches
an D2-mRNA gemessen werden und innerhalb der D2-Promoterregion die Existenz
eines retinoic acid response element (RARE), an den RAR-RXR-Heterodimere binden,
nachgewiesen werden (Samad et al. 1997). Zudem konnte in vivo gezeigt werden, dal3
Mause, die jeweils durch einfache oder doppelte Mutation bestimmte RARs oder RXRs
nicht exprimieren, teils deutlich weniger D2-mRNA produzieren, wobei der Effekt bei
Doppelmutanten grof3er als bei Einfachmutanten war. Die Bandbreite reichte von einer
Reduzierung von 3% bei Fehlen von RXR beta bis zu 70% bei gleichzeitiger
Abwesenheit von RAR beta und RXR gamma (Samad et al. 1997).

In einer weiteren Studie wurde an Mausen der Zusammenhang von eingeschrankter
Fortbewegung, Dopaminhaushalt und Abwesenheit bestimmter Retinoidrezeptoren
untersucht. Dabei zeigte sich an RAR beta/RXR beta-, RAR beta/RXR gamma- und
RXR beta/RXR gamma-Null-Mutanten neben diverser motorischer Defekte unterschied-
licher Auspragung eine 30-40%ige Reduktion von D1- und D2-Rezeptortranskription
innerhalb des gesamten Striatum, wobei diese Abnahme im ventromedialen Bereich,

der zum dopaminergen mesolimbischen System gehoért, im Vergleich zum ventro- und
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dorsolateralen Bereich um 50-80% verstarkt war (Krezel et al. 1998). Da die Anzahl der
dopaminexprimierenden Nervenzellen trotz der Abwesenheit der Retinoidrezeptoren
nicht reduziert war, scheinen die Retinoidrezeptoren keinen Einfluld auf die Entstehung
von Striatumzellen zu haben, kénnen diese aber auf der Basis der Transkription
kontrollieren. Dal3 in manchen Bereichen des Striatum kein Effekt erzielt wurde, obwohl
die beteiligten Retinoidrezeptoren bei Wild-Typ-Mausen im gesamten Striatum
exprimiert werden, deutet auf die Beteiligung noch anderer relevanter Faktoren zur

Steuerung des Dopaminhaushalts hin (Krezel et al. 1998).

Weitere Ziele retinoider Regulierung sind unter anderem Serotoninrezeptoren wie der
5HT-Rezeptor, Glutamatrezeptoren, Nikotinrezeptoren, NMDA-Rezeptoren, Acholin-
acetyltranferase, Phospholipase A2, Tau, die Interleukinrezeptoren alpha und beta,
Oxytozin, Proteinkinase C, Neurofilament 66 und light, Opioidrezeptor delta und das

Amyloid precursor protein (Goodman 1998).

3.4 Retinoid-X-Rezeptor gamma

Die Erkenntnisse aus den Tierversuchen von Samad et al. und Krezel et al. zeigen
einen moglichen EinfluR von RXR gamma auf die Entstehung von Schizophrenie tber
die Veranderung des Dopaminhaushalts (Samad et al. 1997, Krezel et al. 1998), was

weitere Untersuchungen in diese Richtung interessant erscheinen lassen.

3.4.1. Einflul3 auf Stérung des Arbeitsgedachtnisses

Zwei europaische Studien konnten in Tierversuchen Stdérungen von Lern- und
Gedéachtnisprozessen des rdumlichen Denkens (Cocco et al. 2002) und Defizite des
Vergleichsgedachtnisses bei Mausen (Etchamendy et al. 2003) mit Vitamin-A-Mangel in
Verbindung bringen. Schon 1998 wies eine amerikanische Studie bei Null-Mutanten-
Mausen, bei denen die Retinoidrezeptoren RAR beta und RXR gamma deaktiviert
wurden, Defizite des raumlichen Langzeitgedachtnisses nach (Chiang et al. 1998).

Daruber hinaus untersuchte eine franzésische Studie den Effekt der Deaktivierung von

RAR beta und RXR gamma mit Hilfe von Null-Mutanten-Mausen auf das
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Arbeitsgedachtnis (Wietrych et al. 2005). Dabei zeigten nicht nur die Doppel-Null-
Mutanten deutliche Defizite des raumlichen Arbeitsgedachtnisses in verschiedenen
Labyrinth-Tests, sondern in gleicher Weise RXR gamma-Null-Mutanten, wahrend die
RAR beta-Null-Mutanten keine Einbul3en erlitten.

Zudem beinhaltet dieselbe Studie immunhistologische Untersuchungen. Diese zeigen
nicht nur die Expression von RXR gamma im Hippocampus und bestétigen damit
vorangegangene Untersuchungen (Zetterstrom et al. 1999), sondern kénnen RXR
gamma innerhalb neuer Regionen ausmachen, vor allem im infra- und pralimbischen
Cortex, welcher als medialer prafrontaler Cortex wichtige Verschaltungen mit anderen
cortikalen und subcortikalen Regionen besitzt (Uylings et al. 2003). Auch findet sich
RXR gamma im perirhinalen Cortex, als Teil der parahippocampalen Bahn wichtige

Quelle afferenter Sensorik zum Hippocampus.

Die Lokalisation des Retinoidrezeptors RXR gamma in zentralen Hirnbereichen wie
Hippocampus und prafrontalem Cortex, wie auch die entstandenen Defizite des
Arbeitsgedachtnisses durch dessen Deaktivierung, machen den Retinoidrezeptor RXR
gamma zum Kandidaten fur weitere Untersuchungen, speziell im Zusammenhang mit
Schizophrenie, einer Erkrankung, bei der eine Beeintrachtigung des Arbeitsgedéachtnis-
ses ein zentrales Merkmal kognitiver Storungen darstellt (Goldman-Rakic 1994; Wolf
2006).

3.4.2. Einflul3 auf die Entstehung verschiedener Erkrankungen

Obwohl RXR gamma als Kandidat zur Entstehung kognitiver Stérungen relevant
erscheint, lag der wissenschaftliche Schwerpunkt bisher meist auf anderem Gebiet. So
wurden etwa Assoziationsstudien unternommen, die den EinfluR des RXR gamma auf
den Glucosestoffwechsel, in Folge dessen auf die Entstehung von Typ-2-Diabetes,
Diabetischer Nephropathologie und Diabetischer Retinopathie untersuchten (Wang et al.
2002, Hsieh et al. 2006).
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Daneben wurde ein Zusammenhang zwischen RXR gamma und der Atiologie der
Peripheren Schilddriisenhormonresistenz vermutet (Romeo et al. 2004).

3.4.3. Lokalisation und Expression

Das Gen des Retinoid-X-Rezeptors gamma (GenelD: 6258) befindet sich auf
Chromosom 1, welches als grof3tes menschliches Chromosom um die 247 Millionen
Basenpaare enthélt, was in etwa 8 Prozent der menschlichen DNA entspricht. Es
beherbergt Gber 3000 der bis zu 25000 Gene des Menschen. Auf ihm befinden sich
dartber hinaus Uber 955000 Single-Nucleotid-Polymorphismen.

Die zytogenetische Bezeichnung des Genlocus ist 1g22-23, die 22. und 23. Bande auf
dem langen Arm des Chromosom 1. Hinsichtlich der genauen molekularen Position
erstreckt er sich von Basenpaar (bp)163636974 bis 163681054. Das Gen besitzt somit
eine GrolRe von 44080 bp (NCBI, Entrez Gene 2005).

Wahrend RXR alpha in Leber, Niere, Epidermis und Verdauungstrakt exprimiert wird,
RXR beta weit verteilt im ganzen Organismus zu finden ist, beschrankt sich die
Expression von RXR gamma auf Muskel, Hypophyse und Teilen des Gehirns (The

GeneCards Human Gene Database 2011).
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Snp rs1467664

Abb. 06: Position der untersuchten Polymorphismen innerhalb der menschlichen DNA (nach U.S.
National Library of Medicine)
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C Fragestellung

In der Atiologie der Schizophrenie zeigt sich eine starke genetische Komponente. Das
genaue Zusammenspiel der Gene ist jedoch noch nicht erforscht. Durch die Beteiligung
mehrerer Gene mit geringerer Einflu3grof3e ist ein Studiendesign erforderlich, das
kleinste Effekte diverser Kandidatengene auf molekularer Ebene erkennen kann. Damit
stellt die Fall-Kontroll-Assoziationsstudie mit ihrer hohen Sensitivitdt eine geeignete
Methode dar, um die Entstehung so komplexer Erkrankungen wie der Schizophrenie zu

untersuchen.

Retinoidrezeptoren prasentieren sich als interessantes Untersuchungsobjekt, da
zahlreiche Gene, die ihrer Steuerung unterliegen, funktionelle Kandidatengene der
Schizophrenie sind, wie zum Beispiel der Dopaminrezeptor D2. Der Retinoidrezeptor
RXR gamma im speziellen liegt auf Chromosom 1 q22-23 nahe eines Bereiches mit

deutlichen Kopplungserfolgen.

Anhand der Haufigkeit bestimmter Allele der Single-Nukleotid-Polymorphismen
rs1467664 und rs2134095 wird auf eine Assoziation mit Schizophrenie gepruft. Als Fall-
Kontrollstudie werden hierbei 287 Schizophreniepatienten 421 gesunden Probanden

gegenubergestellt.
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D Material und Methoden

1. Material

1.1 Gerate

Tab. 02: Geréte des Versuchsaufbaus

Gerat

Fabrikat

Hersteller

Gelkammer

Wide Mini Sub Cell GT, Agarose
Gel Elektrophoresis Systems

Bio Rad Laboratories, Miinchen

Mikrozentrifuge

Centrifuge 5415 C

Eppendorf, Hamburg

Photometer Genequant Pharmacia Biotech, Schweden
Photosystem Eagle Eye I Stratagene, USA
Pipetten Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen

Sarstedt, Nimbrecht

Spannungsquelle

Power Pac 300

Bio Rad Laboratories, Minchen

Thermocycler

Mastercycler, Mastercycler

gradient

Eppendorf, Hamburg

Ultratiefkhlschrank

ULT 1386 VOE

Revco Scientific, USA

Vortexer Reax Heidolph, Schwabach

Waage Precisa 1620 C Precisa Instruments, Schweiz
Wasserbad WB 14 Memmert, Schwabhausen
Zentrifuge Centrifuge 5804 Eppendorf, Hamburg
Zentrifugenréhrchen | PP Rohrchen, steril Greiner Bio-One, Frickenhausen
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1.2 Chemikalien

Tab. 03: Verwendete Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Agarose Neeo Ultraqualitat

Carl Roth, Karlsruhe

DNA-Leiter MBI Fermentas, St. Leon-Roth
dNTP Amersham Biosciences, Freiburg
Ethanol Carl Roth, Karlsruhe

Ethidiumbromid

Bio Rad Laboratories, Miinchen

H.O

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

Loading Dye (6x):
Bromphenolblau
EDTA

Glycerol (30%)

Carl Roth, Freiburg

NEB-Puffer 4 (10x)

Carl Roth, Freiburg

Primer

Life Technologies (Invitrogen), Karlsruhe

QIAamp DNA Blood Maxi Kit

Qiagen, Hilden

Restriktionsenzyme:
Hinf |
Pvu lI

Roche, Schweiz
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Streptokinase

Qiagen, Hilden

Tag-DNA-Polymerase

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

TBE-Puffer (5x):
Borsaure
EDTA-Dinatriumsalzdihydrat

Trishydroxymethylaminomethan

Carl Roth, Karlsruhe
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1.3 Polymorphismen und Oligonukleotide

Tab. 04: Struktur, Position und Funktion der untersuchten SNPs:

Gen SNP ID Position (bp) |Allel |Primersequenz (5’-3’) Funktion
RXR atctcgggtcagttccacac (f) _
rs1467664 | 163681557 AIG Promoterregion
gamma taagttgaggtgggcctctc (r)
RXR tgagggttgcatctttttc (f
rs2134095 | 163644176 T/C 9a0991% ® Exon 8
gamma ccagttccgacttgtccatct (r)
2. Methoden

2.1 Teilnehmer der Assoziationsstudie

2.1.1 Kontrollgruppe

Die Studienteilnehmer setzen sich aus 421 gesunden, aus der Bevdlkerung Minchens
zufallig ausgewéhlten Freiwilligen zusammen. Sie waren beiderlei Geschlechts,
deutschstdmmig, nicht miteinander verwandt und zwischen 19 und 79 Jahre alt. Vor
Studieneinschluf3 wurde ein Telefonscreening durchgefiihrt sowie eine schriftliche
medizinische und psychiatrische Anamnese der Teilnehmer und ihrer Verwandten
ersten Grades erstellt. Daraufhin wurden sie zu einem Interview eingeladen in Form
eines Strukturierten Klinischen Interviews fir DSM-IV (SKID | und SKID II) (First et
al.1996, Witchen et a. 1997). Zur psychiatrischen Beurteilung der Verwandten ersten
Grades wurden das ,Family History Assessment Module® (Rice et al. 1995)
herangezogen. Testpersonen mit relevanten somatischen Krankheiten, Achse I/lI-
Stérungen (lifetime) oder positiver psychiatrischer Familienanamnese wurden

ausgeschlossen.

2.1.2 Fallgruppe: Schizophrene Patienten

Untersucht wurde eine Gruppe von 287 Patienten des kaukasischen Typs beiderlei
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Geschlechts, die wunter Schizophrenie des paranoiden, desorganisierten oder
undifferenzierten Typs nach DSM-IV-Kriterien litten. Das Alter lag zwischen 18 und 65
Jahren. Patienten, deren psychotische Symptome drogeninduziert oder auf somatische
Erkrankungen zurlckzufuhren waren, wurden ausgeschlossen.

2.2 Molekulargenetische Untersuchung

2.2.1 Gewinnung von Genmaterial

Allen Probanden wurde venoses Blut abgenommen und in EDTA-haltigen R6hrchen bei
-80°C gelagert.

Die Extraktion der genomischen DNA wurde mithilfe des QlAamp-Kits nach Standard-
protokollen (QlAamp DNA Blood Midi/Maxi Handbook 2001) durchgefiihrt:

Auf jeweils 5-10ml Blut wurde 500ul Proteinase K zugegeben, die unerwinschte
Proteine wie Hamoglobin, Nuklease und Histone verdaut und zur Lyse der Leukozyten
und Freisetzung der Nukleinsduren fuhrt. Als nachstes wurde 12ml AL-Puffer (Guanidin-
HCL) hinzugefuigt, um ideale Bedingungen fir die Proteinase zu schaffen, wie etwa den
geeigneten pH-Wert. Die Losung wurde nun 30 Minuten lang im Wasserbad bei 70°C
zur Optimierung des Ertrags inkubiert.

Nach Ausfallung der DNA durch Zugabe von 10ml Ethanol (96-100%) erfolgte das
Beladen der Silikagelsaule, welche dann bei 3000rpm zentrifugiert wurde, wodurch eine
Adsorption der DNA, im Gegensatz zu Storfaktoren der PCR wie RNA und Proteine, an
die Silikamembran stattfand. Zur Reinigung der DNA wurde guanidinhaltiger
Waschpuffer AW 1 als Proteinentferner auf den Filter gegeben und bei 5000rpm
zentrifugiert. Die Entfernung der Guanidiniumsalze geschah mithilfe von 5mi
ethanolhaltigem Waschpuffers AW 2 und Zentrifugation bei 5000rpm, wodurch auch das
Ethanol entfernt werden konnte.

Die Zugabe von 1ml AE-Puffer (Trispuffer, pH tber 9) mit anschlieRender funfmindtiger
Inkubation bei Raumtemperatur und Zentrifugation fur funf Minuten mit 5000rpm
bewirkte durch Anhebung des pH-Wertes die Eluation der DNA von der Silikamembran,
an die sie nur im sauren Milieu binden kann.

Vor dem Einsatz der so gewonnenen DNA in einer PCR wurde ihre Konzentration und
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der Reinheitsgrad mithilfe der Ultraviolettabsorptionsspektrometrie photometrisch
bestimmt, wobei der Gehalt der DNA sich in der Menge der von ihr absorbierten UV-
Strahlung direkt proportional widerspiegelt. Dazu wurde die DNA zuerst 1:20 verdinnt,
5ul DNA-LOsung in AE-Puffer kamen auf 95ul Aqua bidest.

Das Absorptionsmaximum bei Nukleinsduren besitzt eine Wellenlange von 260nm (A1),
das fur Proteine eine Wellenlange von 280nm (A2). Liegt der Quotient A1/A2, wie bei
reiner DNA vorausgesetzt, zwischen 1,7 und 1,9, bestimmt man die DNA-Konzentration
nach der Formel: A1 x Verdunnungsfaktor x 50ug/ml. Somit ergibt eine DNA-L6sung von
50pg/ml bei A1=260 nm eine Absorption von 1,0 (Sambrook 1989).

Die Messungen zeigten eine DNA-Konzentration von ca. 200ug/ml, woraufhin die DNA-
Losungen mit Wasser auf eine Konzentration von 25ng/ul vereinheitlicht und

anschliel3end auf 96iger Mikrotiterplatten verteilt wurden.

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Das Forscherteam um Kary B. Mullis entwickelte vor Uber zwanzig Jahren eine
Methode, die es ermdoglichte, geringste Mengen spezifischer DNA nachzuweisen, die
sogenannte ,polymerase chain reaction* (Mullis 1990). Sie eroffnete die Mdglichkeit zur
millionenfachen Vervielfaltigung bestimmter DNA-Sequenzen im Labor (Saiki et al.
1985):

Die ,Primer”, zwei kurze designte Oligonukleotide, missen sich komplementar an die
Enden der ausgewahlten Sequenz anlagern. Dadurch startet eine DNA-Polymerase an
den jeweiligen 3'-OH-Enden den Aufbau der Ketten durch Einfigung von
Desoxynukleotidtriphosphaten (ANTPSs).

2.2.2.1 Ablauf der PCR

Die gesamte Reaktion ist in drei Teilschritte unterteilt, welche bei unterschiedlichen

Temperaturen vonstatten gehen, und wird in Zyklen wiederholt.
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1. Schritt: Denaturierung

Die Denaturierung findet im Temperaturbereich um 94°C statt und stellt die Auftrennung
der DNA in Einzelstrange dar (Volkenandt 1990).

2. Schritt: Annealing der Primer doppelstrangige DNA
Durch die Absenkung der Temperatur auf S'MWS
50-70°C konnen die ausgewahlten Primer 5 3

spezifisch an den komplementaren DNA- I

Strang hybridisieren.

|
it

3. Schritt: Elongation : .
Primer 1 Primer 2

Die Temperatur wird auf ca. 72°C erhoht, Rt
um das Arbeitsmaximum der Polymerase S'Wf}'
zu erreichen, welche nun eine Kopie der
Matrizenstrange bewirkt. ¢
TITTTe T
Dieser Zyklus wird reaktionabhangig 25- (1111 VP VPPVVPVPIVIVIVPPTPVIS <
bis 40-mal wiederholt, wobei das € AAAARARAARARANAARA A

Endprodukt bei jedem neuen Zyklus das OO

Ausgangsmaterial darstellt und die Menge
des gewunschten DNA-Fragments sich so

theoretisch verdoppeln kann, was nach S —
l‘-;‘.."\."_/\ PN NANNN

30 Zyklen bereits einer milliardenfachen

_\I'\JWVVV\N\/’WW\/W_\.'

Amplifikation entspricht. Ab einer Pro-
duktmenge von ca. 0,3mol kommt es

zunehmend zu einer Abschwachung der ¢
Synthese aufgrund von Reannealing und s A A AR AR A SrARNS

Abnahme der Substratkonzentration als

auch zu unspezifischen Reaktionspro- Abb. 07: Stilisierte Darstellung einer Polymerase-
dukten kettenreaktion in Phasen (nach Meyer und
' Paulay 2005)

Die Tag-DNA-Polymerase stammt aus
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einem E. coli-Stamm, dem Uber ein Plasmid ein Gen der DNA-Polymerase von Thermus
aguaticus Ubertragen wurde, einem hitzestabilen Bakterienstamm, der in einer
Wassertemperatur von 75°C lebt. Das Temperaturoptimum der Taqg-Polymerase liegt bei
72°C, doch ist sie auch bei 94°C noch intakt und kann so die Denaturierung Uberstehen
(Saiki et al. 1988).

2.2.2.2 Bedingungen der PCR

Die Ermittlung der idealen Reaktionsbedingungen ist fir eine hohe Spezifitdt der

Amplifikate von groRer Bedeutung:

. Das Enzym ermdglicht den automatisierten Ablauf der PCR. Die optimale
Enzymkonzentration fur einen 50ul-Ansatz sollte bei ca. 1 unit (U) Tag Polymerase
liegen; eine hohere Enzymkonzentration kann die Nebenproduktbildung durch Abnahme
der Substratspezifitat verstarken.

. Die Desoxynukleotide dGTP, dATP, dCTP und dTTP mussen in jeweils gleicher
Menge vorhanden sein. Ein gering konzentriertes Gemisch ist dabei von Vorteil, da
sowohl die Fehlerh&aufigkeit gering gehalten als auch ein inhibitorischer Effekt, wie er bei
hohen Dosierungen durch Bindung freier Mg?*-lonen beobachtet wird, vermieden
werden kann. Die Konzentration der Magnesiumchlorid-lonen  kann sich stark auf die
Genauigkeit und den Ertrag der PCR auswirken, da die lonen mit den
Desoxynukleotiden einen Verbund eingehen, der fir den Einbau dieser entscheidend ist.
Sie steigern darlber hinaus die Polymeraseaktivitat, erhtéhen die spezifische
Schmelztemperatur des DNA-Doppelstranges und beeinflussen die Bindung zwischen
Primer und Matrize. Ein Mangel an Mg**-lonen hatte einen geringeren Ertrag der

Reaktion, ein UberschulR unspezifische Produkte zur Folge.

. Die Primer besitzen normalerweise eine Lénge von 18-30 Basenpaaren. Der
Anteil an GC-Nukleotiden mul3 so gewahlt werden, dal3 die Schmelztemperatur der

Primer ahnlich hoch ist. Zu vermeiden sind dabei Wiederholungen einzelner oder
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mehrerer Nucleotide, was zur Leserasterverschiebung fihren koénnte, oder
komplementére 3'-OH-Enden, was eine Primer-Dimerbildung provoziert (Strachan, Read
1996).

Da keine aus anderen Studien bekannten Primerpaare Anwendung fanden, wurde zur
Ermittlung der optimalen Primerkombination das Computerprogramm "Primer3"
(Primer3, 2002) benutzt. Im Anschlul3 daran wurde die Spezifitdét der Primer und der
Zielsequenzen mittels des Programms "BLAST" (Blast, 2002) Uberpriift.

Was die Konzentration der Primer im Mix betrifft, so muf3 eine ausreichende Anzahl fur
alle Zyklen zur Verfigung stehen, da ansonsten der Ertrag zu niedrig ausfallt, was bei
einem 50pul-Ansatz etwa 10pmol je Primer entspricht. Zu hohe Konzentrationen fiihren

zur Bildung von Primerdimeren und vermindern so die Spezifitdt der Reaktion.

. Was die Auswahl geeigneter Puffer angeht, liegt das pH-Optimum bei pH 8,8.
Bei einem Wert unter pH 8 kann das Enzym bereits eine verminderte Aktivitat
aufweisen.

. Die verschiedenen Temperaturphasen sollten wie folgt variiert werden:

1. Denaturierung

Bei vermehrtem GC-Gehalt der Sequenz sollte die Temperatur gegeniuber
Standardbedingungen hoher eingestellt werden.
2. Annealing
Obwohl die Temperatur individuell je Primersequenz empirisch ermittelt werden muf3,
gibt es die Mdglichkeit, die spezifische Schmelztemperatur der Primer zu berechnen,
unter der die Annealingtemperatur liegen mulf3:

Anzahl GC-Basen x 4 + Anzahl AT-Basen x 2
Je langer der Primer ist, desto hoher muf3 folglich die Temperatur liegen. Eine zu hohe
Temperatur verhindert die Anlagerung der Primer und die Produktausbeute fallt
entsprechend gering aus. Eine zu niedrige Temperatur hingegen hat unspezifische
Nebenprodukte als Konsequenz.

Die gunstigste Annealing-Temperatur wurde im Thermocycler "Mastercycler Gradient"
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ermittelt. Uber einen Temperaturgradienten konnte der Ertrag an DNA bei
unterschiedlichen Temperaturen unter ansonsten gleichen Bedingungen verglichen
werden.

3. Elongation

Da die Tag-Polymerase 1kb/min zu synthetisieren vermag, erfordert eine grof3ere DNA-

Sequenz eine langer andauernde Elongationsphase.

Was die Zyklenzahl betrifft, sollte die PCR dann beendet werden, wenn oben
genannte Plateauphase erreicht wird — also die Syntheserate stark abnimmt —, um
unspezifische Nebenprodukte zu vermeiden. Wirden zu wenige Zyklen eingestellt,
ware die Ausbeute zu gering.

Beim PCR-Mix werden die Reagenzien in folgender Reihenfolge pipettiert:
DNA
PCR-Wasser
Puffer
Primer
dNTP

Tag-Polymerase

o gk w0 R

Eine frihzeitige Hinzugabe von dNTP und Tag-Polymerase erhéht die Gefahr
unspezifischer Produkte.

Zum Ausschluf? etwaiger Kontaminationen innerhalb der Reagenzien wird eine
Negativprobe ohne DNA angesetzt.

2.2.3 Gelelektrophorese

2.2.3.1 Prinzip der Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese stellt eine probate Methode dar, um den Erfolg einer PCR
abzulesen, also ob und in welcher Lange ein PCR-Produkt entstanden ist. Sie beruht auf
dem Prinzip der Migration geladener Teilchen im elektrischen Feld. DNA-Molekiile

erweisen sich dafiir als besonders geeignet, da Nukleinsduremolekile sich durch ihre
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negative Ladung grundsatzlich in Richtung Anode bewegen.

Die Migrationsgeschwindigkeit hangt hierbei von der Grol3e der Fragmente ab: durch
den Siebeffekt der Agarose kann ein Fragment umso schneller durch das Gel wandern,
je kleiner es ist (Rehm, Hammar 2007). So lassen sich DNA-Molekile Uber einen
Bereich von etwa 100bp bis zu 50kb auftrennen.

Agarose ist ein aus roten Meeresalgen gewonnenes Polysaccharid, das in den
Elektrophoresepuffer aufgenommen und durch Erhitzen gel6st wird. Dank der
zahlreichen  Hydroxy-Gruppen und der daraus resultierenden Wasserstoff-
brickenbindungen entsteht bei der Abkihlung die fir die Migration relevante grof3porige

Gelmatrix.

2.2.3.2 Durchfuihrung der Gelelektrophorese

2%ige Agarose-LOosung mit 0,5xTBE-Puffer wurde in der Mikrowelle zum Siedepunkt
erhitzt, bis eine klare und niedrigviskdse Losung entstand. Nach Abkthlung und Zugabe
von 2ul/200ml Ethidiumbromid-Lésung wurde das Gel in die Gelkammern eingefiillt.
Ethidiumbromid hat die Eigenschaft, in die DNA-Helix zu interkalieren und bei
Beleuchtung mit UV-Licht zu fluoreszieren.

Nach Entstehung des durch Erkalten auspolymerisierten Gels wird die Gelkammer mit
0,5xTBE-Puffer geflutet. Jeweils 5ul der DNA-Proben werden mit 1pl Ladepuffer versetzt
und in die durch Kamme entstandenen Geltaschen pipettiert. Hauptbestandteil des
Ladepuffers ist Glycerin, durch dessen hohe Dichte die DNA in die Taschen absinkt.
Eine zusatzlich auf das Gel aufgetragene DNA-Leiter mit Plasmidfragmenten definierter
GrolRe dient als Malistab fur die Lange der Produkte. Nach Anlegen einer
Gleichspannung von 100mV erfolgen nun die Wanderung und die damit verbundene
Auftrennung der Fragmente nach ihrer Grol3e innerhalb eines Zeitraums von 30min bis
einer Stunde. Durch die Fluoreszenzeigenschaften des Ethidiumbromids kann
anschliellend das Gel unter UV-Licht ausgewertet werden. Dazu wurde die Ablichtung
des Gels mit dem "Eagle Eye"-Gerét der Firma Stratagene durchgefihrt.

Folgende Reagenzien wurden bei der Gelelektrophorese verwendet:
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Agarose: als gebrauchsfertiges Pulver
Ethidiumbromid: als gebrauchsfertige Lésung
0.5xTBE-Puffer: 0,54% Trisbase

0,275% Borsaure
0,0375% Na2-EDTA
6xLoading Dye 1,5ml Bromphenolblau
3,0ml Glycerollésung (30%)
100,0ml EDTA-LOsung (0,5M)

5,4ml H.O
DNA-Leiter 100pl Gene-Ruler Stammlésung (0,5mg DNA/m)
166pl 6xLoading Dye
734ul H,O

2.2.4 Auswertung der untersuchten Polymorphismen

Die millionenfach amplifizierte DNA-Sequenz wird nun mit einem spezifischen
Restriktionsenzym behandelt. Liegt eine Schnittstelle vor, entstehen zwei kirzere
Fragmente, ist dies nicht der Fall, bleibt das Fragment in seiner urspringlichen Lange
bestehen. Durch das Vorhandensein zweier Allele entstehen die Kombinationsmdglich-
keiten homozygot geschnitten, heterozygot geschnitten und — ohne Schnittstelle bei
beiden Allelen — homozygot ungeschnitten.

Die Auswertung der Elektrophorese zeigt bei der ungeschnittenen Variante eine einzige
deutliche Bande. Sind beide Allele geschnitten, finden sich zwei Banden auf H6he der
Fragmente mit niedrigerer Anzahl an Basenpaaren. Bei heterozygoten Probanden sind

alle drei Banden erkennbatr.

2.2.4.1 SNP rs1467664

Die Region um den Polymorphismus rs1467664 wurde durch die Polymeraseketten-
reaktion amplifiziert (Abb 08).
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163681382 ATCTCGGGTCAGTTCCACACAAGACAGGCTCTGTGTTAGTGAGGACCCAG
163681432 TGGTGTTTTTGAACAGGCGGCAGGATAACAATGGTATATAAAATAAATGC
163681482 AGAGAAAGACCTCCACATCAAGCCAACCCCTCCTCCCTACCTGTAAGTTTT
163681533 CCACCTGAGTGAGCTCTGGCTCCA BI€ CTGCACTTGTCAAACTCCCATTGT
163681582 TAGAGCACAGATAAATGCTTCCGGCCACCCAAGCAGENEACECEEAEEIE

163681632 NEACHA

Abb. 08: Darstellung der Basenfolge des 256 bp groRen amplifizierten DNA-Teilstiicks mit
Forward-Primer (gelb), Reverse-Primer (rot) und SNP rs1467664 (grau)

Bei einem Gesamtvolumen von 25ul wurden DNA, PCR-Wasser, Puffer,
Magnesiumchlorid, Tag-Polymerase, Sense- und Antisenseprimer und
Desoxynukleotidtriphosphate verwendet (Tabelle 5). Das PRC-Programm startete mit
einer initialen Denaturierung von funf Minuten bei 94°C, worauf 37 Zyklen folgten, die
jeweils aus 30s bei 94°C, 1min bei 60°C und 1min bei 72°C bestanden. Abgeschlossen

wurde der Vorgang mit einer Extension bei 72°C fur 10min.
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Tab. 05: Darstellung der PCR

Ausgangslosungen

DNA-LAsung (50ng/ul)
PCR geeignetes Wasser (Sigma)
10xPuffer (750mM Tris-HCI, 200mM (NH,4).SO, (Fermentas)
Magnesiumchlorid (25mM) (Fermentas)
Tag-DNA-Polymerase (Fermentas)
Sense Primer-Arbeitslésung (10pM) (Invitrogen)
Sequenz: 5' attctcgggtcagttccacac 3'
Antisense Primer-Arbeitslésung (10pM) (Invitrogen)
Sequenz: 5’ taagttgaggtgggcctctc 3’
Desoxynukleotidtriphosphate (dATP, dTTP, dCTP, dGTP je 2,5mM)
(Amersham Biosciences)

25ul Ansatz

1,0ul Template-DNA (50ng/pl)
16,0ul PCR-Wasser (ad 25ul)

2,5ul 10xPuffer

2,0ul MgCl,

0.5ul Desoxynukleotidtriphosphate

1,0ul Antisense Primer (10pmol/ul)

1,0ul Sense Primer (10pmol/ul)

1,0ul Tag (1U/ul)

Programm

1. Denaturierung: 5min bei 94°C
2. 37 Zyklen &
Denaturierung: 30s bei 94°C
Annealing: 60s bei 60°C
Extension: 60s bei 72°C
3. Extension: 10min bei 72°C

Der anschlielende Restriktionsverdau wurde mit dem Enzym Pvu Il durchgefihrt,

welches eine achtstiindige Inkubation bei 37°C bendtigte. Als spezifische Schnittstelle

erkannte es die Basenfolge 5 CAG//CTG 3 und spaltete das 256 Basenpaare

enthaltende DNA-Fragment in zwei kleinere Teilstliicke, 176 und 80 Basenpaare grof3,
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falls sich an Stelle 176 die Base Guanin fand. War an dieser Stelle die Base Adenin
vorhanden, schnitt das Enzym nicht und das Fragment blieb in voller Lange erhalten;
das Allel wurde als ,Allel 1 bzw. ,Adenin(A)-Allel* deklariert. Im Falle der Spaltung bei
Guanin fand die Nomenklatur ,Allel 2 oder ,Guanin(G)-Allel“ Anwendung, wodurch sich
folgende Kombinationen als Genotypen ergeben konnen:

. Homozygotie fur Allel A (homozygot ungeschnitten, A/A)

. Heterozygotie fur Allele A und G (heterozygot geschnitten, A/G)

. Homozygotie fur Allel G (homozygot geschnitten, G/G)

Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte Uber ein 2%iges Agarosegel (Tab.06). Die
Banden wurden anschlieend durch UV-Anregung im Eagle Eye sichtbar gemacht und
ausgewertet (Abb. 09).

.
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Abb. 09: Rs1467664-Polymorphismus des RXR gamma-Gens nach PVU Il-Verdau auf
Agarosegel: 1=A, 2=G, homozygot ungeschnitten (A/A) bei 256 bp, homozygot ungeschnitten
(G/G) bei 176 und 80 bp, heterozygot geschnitten (A/G) bei 256, 176 und 80 bp; am linken
Bildrand der Langenmal3stab (L)
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Tab. 06: Darstellung des Restriktionsverdaus

Ausgangsldosungen PCR-Produkt

PVU lI-Restriktionsenzym (10 000 U/ml) (Fa. Fermentas)
10xPuffer G+ (Fermentas)

PCR-Wasser

50ul Ansatz 20,0pl PCR-Produkt

24,5ul PCR-Wasser (ad 50ul)
5,0ul 10xPuffer G+
0,5ul PVU 11 (5V)

Bedingungen 8h bei 37°C

Gelelektrophorese 2% Agarosegel (2g pro 100ml 0,5xTBE-Puffer)

Laufzeit: ca. 40min bei 90mV

2.2.4.2 SNP rs2134095

Ein 214 Basenpaare umfassendes DNA-Teilstiicks um den SNP rs2134095 wurde
mittels PCR vervielfaltigt (Abb. 10).

163644020 TGAGGGGTTGCATCTTTTTCATTTCTGTACCCCTAGTAACTGGTACATCA
163644070 TCTGGAAACAGAGTGGGCTTATAAAAATTTTGGTTGAATTCATTTTATTG
163644120 GCTCTTGGCCTGTTACTTACGGTTTTCTCATTACCTGCTTGTTTCCTGTTA

163644169 ACAGAGT [FI€ CTAACTGAGCTGGTTTCCAAAATGAAAGACATGCAGER

163644216 EENCRNACICCCANBIGE

Abb. 10: Darstellung der Basenfolge der 214bp groRen amplifizierten DNA-Sequenz mit
Forward-Primer (gelb), Reverse-Primer (rot) und SNP rs2134095 (grau)

In dem Reaktions-Ansatz von 25ul waren aul3er den spezifischen Primern die gleichen

Ausgangslosungen in etwas anderem Verhaltnis enthalten. Auch wurde das PCR-
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Tab.07: Darstellung der PCR

Ausgangslosungen

DNA-LAsung (50ng/ul)
PCR geeignetes Wasser (Sigma)

10xPuffer (750mM Tris-HCI, 200mM (NH,4).SO, (Fermentas)

Magnesiumchlorid (25mM) (Fermentas)

Tag-DNA-Polymerase (Fermentas)

Sense Primer-Arbeitslosung (10pM) (Invitrogen)

Sequenz: 5' TGAGGGGTTGCATCTTTTTC 3
Antisense Primer-Arbeitslésung (10pM) (Invitrogen)

Sequenz: 5 CCAGTTCCGACTTGTCCATC 3
Desoxynukleotidtriphosphate (dATP, dTTP, dCTP, dGTP je 2,5mM)

(Amersham Biosciences)

25ul Ansatz

1,0ul Template-DNA (50ng/ul)
17,0ul PCR-Wasser (ad 25pul)

2,5ul 10xPuffer

2,0pl MgCl,

0.5pl Desoxynukleotidtriphosphate

0,5ul Antisense Primer (10pmol/pl)

0,5ul Sense Primer (10pmol/pul)

1,0ul Tag (1U/ul)

Programm

1. Denaturierung: 5min bei 94°C

2. 37 Zyklen &
Denaturierung: 30s bei 94°C
Annealing: 60s bei 55°C
Extension: 60s bei 72°C
3. Extension: 10min bei 72°C

Der Verdau fand mithilfe des Restriktionsenzyms Hinf | bei einer achtstiindigen
Inkubation bei 37°C statt. Es wurde die Basenfolge 5° G//AGTC 3’ als Schnittstelle
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erkannt, wobei das 214 Basenpaare groBe DNA-Fragment in zwei Teilstlicke
geschnitten wurde, eines mit 155 Basenpaaren, und ein kleineres, 59 Basenpaare
enthaltend (Allel C). Fand sich an Stelle 162 nicht die Base Cytosin, sondern Thymin,
blieb das DNA-Fragment in voller Ldnge seiner 214 Basenpaare erhalten (Allel T),

wodurch folgende Kombinationen mdglich waren:

. Homozygotie fur Allel T (homozygot ungeschnitten, T/T)
. Heterozygotie fur Allele T und C (heterozygot geschnitten, T/C)
. Homozygotie fir Allel C (homozygot geschnitten, C/C)

Die Elektrophorese machte die unterschiedlich langen Fragmente auf einem 2%-
Agarosegel dank der Fluoreszenz von Ethidiumbromid unter UV-Licht als Banden

sichtbar, um sie den entsprechenden Allelen zuzuordnen.

& /A (2 25 2 ] 2y sy e R T/ 2 Sea T el Sl S ] | 7R P PRt/ = 1/

Abb. 11: Rs2134095-Polymorphismus des RXR gamma-Gens nach Hinf I|-Verdau auf
Agarosegel: 1=T, 2=C, homozygot ungeschnitten (T/T) bei 214bp, homozygot ungeschnitten
(C/C) bei 155 und 59bp, heterozygot geschnitten (T/C) bei 214, 155 und 59bp; am linken
Bildrand der Langenmal3stab (L)
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Tab. 08: Darstellung des Restriktionsverdaus

Ausgangsldosungen PCR-Produkt

Hinf I-Restriktionsenzym (10 000U/ml) (Roche)
10xPuffer H (Roche)

PCR-Wasser

50ul Ansatz 10,0ul PCR-Produkt

16,5ul PCR-Wasser (ad 20pul)
3,0ul 10xPuffer H
0,5ul Hinf 1 (5U)

Bedingungen 8h bei 37°

Gelelektrophorese 2% Agarosegel (2g pro 100ml 0,5xTBE-Puffer)
Laufzeit: 35min bei 90mV

2.2.5 Statistische Auswertung

Als Statistikprogramm wurde SPSS 16.0 verwendet (Statistical Package for Social
Sciences, SPSS Inc., Chicago, 2007).
Die Genotypverteilung wurde hinsichtlich des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts getestet,

worin von einer modellhaften Population mit konstantem Genpool ausgegangen wird.
Die Formel fur das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht lautet:
p?+2pq+q’=1

Die Haufigkeit der Allele und Genotypen wurde mithilfe des Chi-Quadrattests nach
Pearson verglichen, woraus sich der x> Wert und der p-Wert der symptotischen
Signifikanz berechnen laf3t. Hierbei wurde von einem Signifikanzniveau von p<0,05
ausgegangen, wobei ein p-Wert von unter 0,1 einen Trend markiert. Des weiteren wurde
die Odds Ratio samt 95%-Konfidenzintervall ermittelt.
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E Ergebnisse
1. Ergebnisse des SNP rs1467664

1.1 Allelverteilung

Als erstes wurde die Verteilung der Allele fur Adenin und Guanin ungeachtet des

Genotyps betrachtet (Tab. 9).

Tab. 09: Allelverteilung von Adenin zu Guanin des SNP rs1467664

SNP rs1467664
Allel 1: Adenin Allel 2: Guanin Gesamt
1. Kontrollen  Anzahl 722 120 842
% 85,7% 14,3% 100%
2. Patienten  Anzahl 473 91 564
% 83,9% 16,1% 100%
gesamt Anzahl 1195 211 1406
% 85,0% 15,0% 100%

Hierbei zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Allele zwischen

Patienten- und Kontrollgrupe:
Chi-Quadrat-Test nach Pearson: x2=0,939 df=1  p=0,333
Odds Ratio: 1,158 (0,861-1,556)

1.2 Genotypverteilung

Im Folgenden wird die Aufteilung der Genotypen nach den Allelkombinationen
Adenin/Adenin (A/A), Adenin/Guanin (A/G) und Guanin/Guanin(G/G) dargestellt (Tab.

10).
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Tab. 10: Verteilung der Genotypen A/A, A/G und G/G des SNP rs1467664

SNP rs1467664
Genotyp Genotyp Genotyp

AlA AIG G/G Gesamt

1. Kontrollen  Anzahl 308 106 7 421
% 73,16% 25,18% 1,66% 100%

2. Patienten  Anzahl 202 69 11 282
% 71,6% 24,5% 3,9% 100%

gesamt Anzahl 510 175 18 703
% 72,5% 24,9% 2,6% 100%

Hierbei stellte sich vorerst die Frage, ob die Genotypfrequenzen der Kontroll- und der

Patientengruppe sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht befinden (Tab. 11,12).

Tab. 11: Frequenz der Genotypen A/A, A/G und G/G der Kontrollgruppe des SNP rs1467664 im
Spiegel des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts

SNP rs1467664: Kontrollgruppe
Genotyp Erwartung Beobachtung

AlA Anzahl 309,9 308

% 73,6% 73,2%
AIG Anzahl 103,1 106

% 24,5% 25,2%
G/IG Anzahl 8,4 7

% 2,0% 1.7%
F=-0,975 df=1 p=0,54
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Tab. 12: Frequenz der Genotypen A/A, A/G und G/G der Patientengruppe des SNP rs1467664
im Spiegel des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts:

SNP rs1467664: Patientengruppe
Genotyp Erwartung Beobachtung

A/A Anzahl 198,2 202

% 70,3% 71,6%
AIG Anzahl 76,4 69

% 27,1% 24,5%
G/IG Anzahl 7,3 11

% 2,6% 3,9%
F=0,096 df=1 p=0,11

Die Verteilung der Genotypen bei Kontroll- und Patientengruppe befanden sich

innerhalb des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts.
Aus dem Vergleich zwischen Patienten- und Kontrollgruppe ergab sich keine signifikante
Assoziation mit Schizophrenie:

Chi-Quadrat-Test nach Pearson: x2=3,392 df=2 p=0,183

In der nachsten Untersuchung wurden die Genotypen A/G und G/G als eine Gruppe
dem Genotyp A/A gegenibergestellt (Tab. 13).

56



Ergebnisse

Tab. 13: Verteilung der Genotypen A/G und G/G gegenlber A/A des SNP rs1467664

SNP rs1467664
Genotyp Genotypen

A/A A/G und G/G Gesamt

1. Kontrollen  Anzahl 308 113 421
% 73,2% 26,8% 100%

2. Patienten  Anzahl 202 80 282
% 71,6% 28,4% 100%

gesamt Anzahl 510 193 703
% 72,5% 27,5% 100%

Auch hierbei konnte kein signifikanter Unterschied ausgemacht werden:

Chi-Quadrat-Test nach Pearson: x2=0,198 df=1 p=0,656
Odds Ratio: 1,079 (0,771-1,512)

Als letztes wurden die Genotypen A/A und A/G zusammengefal3t und mit G/G
verglichen (Tab. 14).

Tab. 14: Verteilung der Genotypen A/A und A/G gegeniiber G/G des SNP rs1467664

SNP rs1467664
Genotypen Genotyp
A/A und A/G G/IG Gesamt
1. Kontrollen  Anzahl 414 7 421
% 98,3% 1,7% 100%
2. Patienten  Anzahl 271 11 282
% 96,1% 3,9% 100%
gesamt Anzahl 685 18 703
% 97,4% 2,6% 100%
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Chi-Quadrat-Test nach Pearson: x2=3,390 df=1 p=0,066
Odds ratio: 2,401 (0,919-6,269)

Hierbei war ein Trend erkennbar hinsichtlich des vermehrten Auftretens der

Homozygotie des Guanin-Allels innerhalb der Patientengruppe.
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Abb. 12: Graphische Darstellung der Verteilung der Genotypen A/A und A/G gegeniber
Genotyp G/G innerhalb der Patienten- und Kontrollgruppe

2. Ergebnisse des SNP rs2134095

2.1 Allelverteilung

Die Allele Thymin und Cytosin teilten sich auf Kontroll- und Patientengruppe unbeachtet

der Genotypkonstellationen wie folgt auf (Tab. 15).
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Tab. 15: Allelverteilung von Thymin zu Cytosin des SNP rs2134095.

SNP rs2134095
Allel 1: Thymin Allel 2: Cytosin Gesamt
1. Kontrollen  Anzahl 555 279 834
% 66,5% 33,5% 100%
2. Patienten  Anzahl 385 189 574
% 67,1% 32,9% 100%
gesamt Anzahl 940 468 1406
% 66,8% 33,2% 100%

Es war kein signifikanter Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen ersichtlich:
Chi-Quadrat-Test nach Pearson: x2=0,042 df=1 p=0,837
Odds ratio: 0,977 (0,779-1,224)

2.2 Genotypverteilung

Die Aufteilung der Genotypen nach den Allelkombinationen Thymin/Thymin (T/T),
Thymin/Cytosin (T/C) und Cytosin/Cytosin(C/C) ergab folgendes Bild (Tab 16).
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Tab. 16: Verteilung der Genotypen T/T, T/C und C/C des SNP rs2134095.

SNP rs2134095
Genotyp Genotyp Genotyp

T/T T/IC C/C Gesamt

1. Kontrollen  Anzahl 181 193 43 417
% 43,4% 46,3% 10,3% 100%

2. Patienten  Anzahl 129 127 31 287
% 44,9% 44,3% 10,8% 100%

gesamt Anzahl 310 320 74 704
% 44,0% 45,5% 10,5% 100%

Ob die Genotypfrequenzen der Kontroll- und der Patientengruppe sich hierbei innerhalb
des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts befanden, klarten folgende Betrachtungen (Tab.

17, 18).

Tab. 17: Frequenz der Genotypen T/T, T/C und C/C der Kontrollgruppe des SNP rs2134095 im
Spiegel des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts.

SNP rs2134095: Kontrollgruppe
Genotyp Erwartung Beobachtung
TIT Anzahl 184,7 181
% 44,3% 43,4%
T/C Anzahl 185,6 193
% 44,5% 46,3%
C/C Anzahl 46,7 43
% 11,2% 10,3%
F=-0,039 df=1 p=0,54
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Tab. 18: Frequenz der Genotypen T/T, T/C und C/C der Patientengruppe des SNP rs2134095
im Spiegel des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts.

SNP rs2134095: Patientengruppe
Genotyp Erwartung Beobachtung
TIT Anzahl 129,2 129
% 45,0% 44.9%
T/IC Anzahl 126,8 127
% 44,2% 44,3%
Cc/C Anzahl 31,0 31
% 10,8% 10,8%
F=-0,002 df=1 p=0,96

Sowohl Kontroll-, als auch Patientengruppe befanden sich hinsichtlich der

Genotypverteilung innerhalb des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts.
Aus der Gegenlberstellung von Kontroll- und Patientengruppe ergab sich kein
signifikanter Hinweis auf Assoziation mit Schizophrenie:

Chi-Quadrat-Test nach Pearson: x2=0,285 df=2 p=0,867

In der folgenden Tabelle werden die Genotypen T/C und C/C innerhalb einer Gruppe mit
dem Genotyp T/T verglichen (Tab 19).
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Tab. 19: Verteilung der Genotypen T/C und C/C gegeniber T/T des SNP rs2134095:

SNP rs2134095
Genotyp Genotypen
T/T T/Cund C/C Gesamt
1. Kontrollen  Anzahl 181 236 417
% 43,4% 56,6% 100%
2. Patienten  Anzahl 129 158 287
% 44,9% 55,1% 100%
gesamt Anzahl 310 394 704
% 44,0% 56,0% 100%

Hierbei unterschieden sich Kontrollen und Patienten nicht maf3geblich:
Chi-Quadrat-Test nach Pearson: x2=0,164 df=1 p=0,685
Odds ratio: 0.939 (0,694-1,271)

Die Genotypen T/T und T/C wurden zusammen dem homozygoten Cytosin-Genotyp

gegenubergestellt (Tab 20).

Tab. 20: Verteilung der Genotypen T/T und T/C gegenlber C/C des SNP rs2134095

SNP rs2134095
Genotypen Genotyp
T/Tund T/C C/C Gesamt
1. Kontrollen  Anzahl 374 43 417
% 89,7% 10,3% 100%
2. Patienten  Anzahl 256 21 287
% 89,2% 10,8% 100%
gesamt Anzahl 630 74 704
% 89,5% 10,5% 100%
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Der prozentuale Anteil an den Genotypen zeigte sich beim Patienten- und
Kontrollkollektiv als fast identisch, was gegen eine Assoziation mit Schizophrenie

spricht:
Chi-Quadrat-Test nach Pearson: x2=0,043 df=1  p=0,835
Odds ratio: 1,053 (0,646-1,716)
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F Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnten die beiden SNPs rs1467664 (-803A>G der 5’UTR)
und rs2134095 (36579T>C des Exon 8) nicht signifikant mit Schizophrenie assoziiert
werden. Bei ersterem SNP war hinsichtlich der homozygoten Konstellation des
selteneren Allels (G/G) ein Trend erkennbar (p=0,066), welche bei Patienten mehr als

doppelt so oft auftrat wie in der Kontrollgruppe.

1. Diskussion der Methodik und Ergebnis der eigenen Studie

Die Assoziationsstudie ist ein geeignetes Studiendesign zur Untersuchung komplexer,
polygenetisch bedingter Erkrankungen, da sie die Sensitivitdét zur Untersuchung von

Suszeptibilitatsgenen geringen Beitrags besitzt (Bailer et al. 2002).

Die Lokalisation der beiden ausgewéhlten SNPs innerhalb des RXR gamma-Gens ist
durch ihre Distanz ginstig. Da ein SNP vor dem 5' Ende des Gens, der andere auf dem
achten von zehn Exons liegt, stehen sie nicht so leicht in Gefahr, im
Kopplungsgleichgewicht zu liegen und kdnnen dazu als Marker ein gro3eres Gebiet des

Gens detektieren.

Ein weiterer Vorteil liegt in der unterschiedlichen funktionellen Bedeutung der beiden
Loci. So ist der SNP rs1467664 am 5 Ende des Gens dem codierenden Bereich
vorgelagert und kann sich in der Nahe einer Promoterregion befinden. Diese reguliert in
Zusammenspiel mit zahlreichen Transkriptionsfaktoren die Aktivitat eines Gens. Als
bekanntes Beispiel einer solchen Promotorerkennungssequenz gilt die TATA-Box,
welche sich in der Regel 25-30 Basenpaare vor der Startstelle der Transkription befindet
(Tokusumi et al. 2007). Genomweit sind insgesamt 775 unterschiedliche Promoter
bekannt (Pennisi 2007). Der zweite SNP rs2134095 hingegen befindet sich durch seine
Lage auf Exon 8 im RNA-codierenden Bereich. Auch wenn sein Basenaustausch nicht
zu einer Aminosaureanderung fuhrt, da immer Valin synthetisiert wird, so kann er als
Marker durchaus im Kopplungsgleichgewicht mit einem etwaigen essentiellen

Polymorphismus stehen, der eine Aminosdurenvariation provoziert.

64



Diskussion

Grundsatzlich problematisch zeigt sich in Studien ein zu geringes Auftreten des
selteneren Allels innerhalb eines Polymorphismus. Wéahrend bei SNP rs2134095 die
durchschnittliche Verteilung ca. 2/1 ist, was eine hohe Aussagekraft zulafit, tritt bei SNP
1467664 das seltenere Allel noch etwa zu 15% auf. Allerdings zeigt sich beim Vergleich
des Genotyps G/G, also des homozygoten Auftretens des seltenen Allels, gegen die
zusammengefaldten restlichen Genotypen, dal3 die Haufigkeiten von 1,7% und 3,9%
prozentual so stark voneinander abweichen, daf3 ein Trend hin zur Signifikanz entsteht,
die absolute Differenz ist hierbei aufgrund der insgesamt geringen Haufigkeit aber nicht
grof3.

Von umso gréRRerer Relevanz fir eine reprasentative Studie ist hierbei eine ausreichend
hohe Anzahl an Probanden. So ist die Anzahl von 708 Studienteilnehmern, darunter 421
Kontrollen und 287 Patienten, im Vergleich mit anderen Schizophrenie-
Assoziationsstudien der letzten Jahre eine gute Ausgangslage fir eine aussagekraftige
Untersuchung (Shi et al. 2008). Bei isolierter Betrachtung der Allelverteilung wird die

PrifgroRe zudem gegentber der Genotypverteilung noch um das Doppelte erhéht.

Ebenso wichtig ist ethnische Homogenitat der Probanden. Da die Allel- und
Genotypverteilung zwischen verschiedenen Ethnien stark variieren kann, wie es auch
bei den untersuchten Polymorphismen der Fall ist (Tab. 21, 22), kann eine Assoziation
mit einer Ethnie eine Assoziation mit der Erkrankung simulieren, was zu falsch-positiven
Ergebnissen fuhrt (Bailer et al. 2002). Diese Gefahr wurde in vorliegender Studie
minimiert, da es sich bei den Probanden ausschlief3lich um Menschen des kaukasischen
Typs aus der Region Minchen mit deutscher Abstammung handelt.
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Tab 21: Allel- und Genotyp-Verteilung des SNP rs1467664 der Kontroll- und Patientengruppe im

Vergleich mit verschiedenen Ethnien (International HapMap Project 2010)

SNP rs1467664
Genotyp | Genotyp | Genotyp Allel Allel
A/A AIG G/IG A G
Europé.er (West—/nordeuropéi— 73,5% 23,9% 2,7% 85,4% 14,6%
ischer Abstammung aus Utah)
Japaner 51,2% | 38,4% 10,5% 70,3% 29,7%
(aus Tokyo)
Afrikaner 57,5% | 34,5% 0,8% 74.8% | 252%
(Yuroba aus Ibidan in Nigeria)
Chinesen 64,3% | 28,6% | 0,71% 78,6% | 21,4%
(Han-Chinesen aus Peking)
Kontrollen 732% | 2529 1,7% 85,7% 14,3%
Patienten 71,6% 25,5% 3,9% 83,9% 16,1%

Tab 22: Allel- und Genotyp-Verteilung des SNP rs2134095 der Kontroll- und Patientengruppe

Vergleich mit verschiedenen Ethnien (International HapMap Project 2010)

m

SNP rs2134095
Genotyp | Genotyp| Genotyp Allel Allel
TIT T/C c/C T C
Europé_el’ (West-/nordeuropé- 43’4% 47,8% 8,8% 67,3% 32’7%
ischer Abstammung aus Utah)
Japaner 11,6% | 47,7% 40,7% 35,5% | 64,5%
(aus Tokyo)
Afrikaner 50% | 31,9% | 63,1% 20,4% | 79,6%
(Yuroba aus Ibidan in Nigeria)
Chinesen 51,2% | 30,2% | 18,6% 66,3% | 33,7%
(Han-Chinesen aus Peking)
Kontrollen 43,4% 46,3% 10,3% 66,5% 33,5%
Patienten 44,9% 44,3% 10,8% 67,1% 32,9%
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Da erste Anzeichen einer Schizophrenie durchschnittlich im Alter von 24 Jahren
auftreten, bei Frauen dabei drei bis vier Jahre spéter als bei Ma&nnern (Hafner et al.
1998), kann das Alter der Probanden der Kontrollgruppe, beginnend bei neunzehn
Jahren, zu falsch-negativen Ergebnissen fuhren, weil einige von ihnen im Laufe ihres
Lebens erst noch Symptome der Schizophrenie oder anderer psychischer Erkrankungen
entwickeln konnen. Allerdings lag das Durchschnittsalter der Kontrollgruppe bei tber

dreil3ig Jahren und damit deutlich Gber dem durchschnittlichen Erkrankungsalter.

Das bei der Auswahl der Studienteilnehmer verwendete ,Strukturierte Klinische
Interview" (SKID) zeichnet sich durch sehr hohe Reliabilitét bei der Diagnostik
psychischer Storungen aus und stellte ein geeignetes Verfahren zur Ermittlung von
Kontroll- wie Fallgruppe dar (Lobbestael et al. 2011).

Die Verwendung des ,Family History Assessment Module* (FHAM) bei der Auswahl der
Kontrollpersonen zur Untersuchung derer Verwandten ersten Grades war eine probate
Methode, um eine ,genetischer Vorbelastung® hinsichtlich psychischer Erkrankungen zu
minimieren (Rice et al. 1995).

Dal die Patienten sowohl dem undifferenzierten, als auch dem desorganisierten oder
paranoiden Typs der Schizophrenie zuzuordnen sind, kann zu einer Abschwachung von

Ergebnissen fiihren, da eine Unterschiedlichkeit in der Atiologie moglich ist.

2. Studien Uber RAR/RXR im Kontext der Schizophreni e

Bisher wurden zwei Assoziationsstudien publiziert, um eine Verbindung zwischen

Retinoidrezeptoren und Schizophrenie zu untersuchen:

Die umfassendste Untersuchung der RAR/RXR-Gene fand innerhalb einer britisch-
amerikanischen Studie aus dem Jahre 2005 statt (Feng et al. 2005).

Die DNA von 192 Patienten, 100 waren an Schizophrenie, 24 an BPD, 24 an ADHD, 24
an Autismus und 20 an Alkoholismus erkrankt, wurden im Bereich aller sechs
RAR/RXR-Untereinheiten und des NURR1-Gens mittels SSCP nach Mutationen bzw.

Polymorphismen abgesucht.
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Innerhalb der drei Gene RAR beta, RAR gamma und RXR gamma konnten jeweils ein
Polymorphismus mit Aminosaurenaustausch entdeckt werden.

Der Polymorphismus des RAR gamma-Gens (K341R) fand sich nur bei einem BPD-
Patienten, nicht innerhalb der anderen Erkrankten, jedoch bei zwei von 98
Kontrollprobanden.

Die Variante des RXR gamma-Gens (V59L) hatte ein Schizophreniepatient, keiner der
restlichen Patienten und keiner der 94 Kontrollen.

Der Polymorphismus des RAR beta-Gens (N307T) wurde bei drei Patienten entdeckt,
und zwar nur innerhalb der Schizophreniegruppe, weswegen eine anschlielende
erganzende Fall-Kontrollstudie mit 398 Schizophreniepatienten und 509 ethnisch
ahnlichen Kontrollen durchgefiihrt wurde. Da das seltenere Allel noch jeweils einmal pro
Gruppe gefunden wurde, kam das Ergebnis zusammenfassend einem nicht-
signifikanten Trend nahe (p= 0,21) (Feng et al. 2005).

Bei RAR alpha, RAR beta, RAR gamma und RXR alpha konnte zudem innerhalb der
Exons jeweils ein Polymorphismus ohne Aminosaurenaustausch, auf RXR beta konnten
zwei identifiziert werden. Auf RXR gamma fanden sich sogar vier, darunter auch der in
dieser Arbeit untersuchte Polymorphismus rs2134095 auf Exon 8. Doch traten diese in

ahnlicher Haufigkeit bei den Schizophrenen wie bei den restlichen Patienten auf.

In einer japanischen Mutations- und Assoziationsstudie von 2002 wurde das RXR beta-
Gen und zwei seiner heterodimeren Partnergene, das NR4A2-Gen und PPARA-Gen,
auf ihren Einflu® auf die Entstehung von Schizophrenie und Alkoholismus hin untersucht
(Ishiguro et al. 2002) .

Die Gruppe der Schizophreniepatienten bestand aus 296 nicht verwandten Japanern
beiderlei Geschlechts zwischen 18 und 80 Jahren. Dem gegenuber standen als
Kontrollgruppe 186 gesunde Japaner zwischen 32 und 65 Jahren.

Auf der Suche nach Polymorphismen innerhalb des RXR beta-Gens, das auf
Chromosom 6p21.3 lokalisiert ist, konnte auf Exon 2 ein aminosaurenvariierender

Polymorphismus entdeckt werden (Val95Ala).
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Jedoch lag die Haufigkeit des selteneren Allels sowohl bei den Kontrollen, als auch bei
den Schizophrenen jeweils bei ca. 2%. Somit konnte kein Hinweis auf eine Verbindung

des RXR beta mit der Atiologie der Schizophrenie erbracht werden.

3. Vergleich der Studien

Wahrend in der vorliegenden Studie zwei ausgewahlte, bereits bekannte
Polymorphismen innerhalb des RXR gamma betrachtet wurden, analysierten Ishiguro et
al. das gesamte RXR beta-Gen (Ishiguro et al. 2002). Feng et al. suchten bei allen
sechs Retinoidrezeptorgene nach Mutationen (Feng et al. 2005), wobei sie die Methode
der Einzelstrang-Konformationsanalyse (SSCP) benutzten. Da einige Polymorphismen
keine Konformationsdnderung des Einzelstranges auslosen, liegt die Sensitivitat dieses
Verfahrens bei hdochstens 80% (Murken et al. 2006).

Wahrend Feng et al. lediglich die gefundenen Missense-Mutationen einer echten Fall-
Kontroll-Untersuchung unterzogen, verglichen sie bei den restlichen Polymorphismen
deren Haufigkeit innerhalb der Schizophrenen mit der innerhalb anderer Patienten (Feng
et al. 2005). Hauptaugenmerk wurde auf eine Missense-Mutation auf RAR gamma
gelegt. Die Teilnehmerzahl bei dieser Anschlu3studie war &hnlich hoch wie in der
eigenen Studie, sowohl bei Kontrollen, als auch bei Patienten. Dabei wurde hier auf
ethnische Homogenitat Wert gelegt. Es wurden nur Amerikaner européaischer
Abstammung ausgewahlt, da die Mutationen ausschlie3lich in deren Kreis entdeckt
wurden, wohingegen in der Ausgangsstudie auch Afroamerikaner als Patienten

teilnahmen.

Ishiguro et al. verglichen die Haufigkeit der einzigen auf RXR beta gefundenen
Missense-Mutation bei 296 schizophrenen, 186 gesunden, als auch 190 alkoholabhan-
gigen Japanern (Ishiguro et al. 2002). Die Homogenitat der Ethnizitat ist gewahrt, die
Teilnehmerzahl ist im Vergleich mit vorliegender Untersuchung ahnlich grol3, was die
Schizophreniepatienten betriff, aber weniger als halb so grof3 hinsichtlich der

Kontrollprobanden.
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In keiner der Studien konnte eine signifikante Assoziation mit Schizophrenie festgestellt
werden. Doch kam die amerikanischen Studie bei einem Polymorphismus des RAR
beta-Gens (N307T) zu einen Ergebnis, das leichte Tendenz zu einem Trend zeigte
(p=21) (Feng et al. 2005), in der eigenen Studie war bei rs1467664 bei homozygoter

Konstellation des selteneren Allels sogar ein deutlicher Trend zu erkennen (p=0.066).

4. Studien Uber NRA4 im Kontext der Schizophrenie

Bis jetzt liegen nur Andeutungen einer Assoziation der Retinoidrezeptoren mit
Schizophrenie vor, was sicherlich auch an der absolut gesehen geringen Anzahl von

Studien liegt, die sich mit diesem Thema befassen.

Durchaus denkbar ist, daR die Anderung der Retinoidsignale, welche durch einen
langfristig veranderten Dopaminhaushalt Schizophrenie auslésen kénnen, nicht auf
einer strukturellen Variante von Retinoidrezeptoren basiert, sondern lediglich auf einem
unterschiedlichen Zusammenwirken innerhalb heterodimerer Komplexe (Levesque et al.
2007). So legen neuere Untersuchungen nahe, dald in Striatumzellen RAR beta und
RXR gamma gleichermal3en zu finden sind und RAR-RXR-Komplexe bilden, innerhalb
derer RXR der stumme Partner ist. Kommt es zu einem Austausch des RAR durch
Nur77, einem nuklearen Hormonrezeptor der orphanen NR4A Untergruppe, erhélt nun
plotzlich RXR den aktiven Part. Infolgedessen kdnnen nun RXR-selektive Liganden an
den Komplex andocken, die bislang vorherrschende All-trans-Retinsdure hat keinerlei
EinfluBmaglichkeit mehr. So kann durch die Induktion von Nur77 die Signalgebung des
RXR malfkgeblich verandert werden, ohne diesen an sich zu verandern.

Belege hierfur bringen Analysen von Post-mortem-Gehirnen Schizophrener, in denen
eine verringerte Expression von Nur77 im préafrontalen Kortex feststellbar war (Xing et
al. 2006). Auch zeigen Tierversuche an Nur77(-/-)-Mausen eine geringere Wirkung von
Haloperidol auf Enkephalin- und Neurotensin-mRNA-Konzentrationen (Ethier et
al.2004). So konnte in anderen Versuchen gezeigt werden, daf’3 Haloperidol die m-RNA-
Levels von Nur77 in speziellen Enkephalin-exprimierenden Striatumzellen erhéhen kann
(Beaudry et al. 2000).
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So fanden in den letzten Jahren Untersuchungen statt, die zusatzlich oder sogar
ausschlie3lich die Untersuchung der orphanen NR4A-Untergruppe zum Ziel hatten, zu
der Nurrl (NR4A1l), Nur77 (NR4A2) und Norl (NR4A3) gehoren. Sie sind Teil der
nuklearen Hormon-Rezeptor-Uber-Familie. Sie sind an der Aktivierung von
Genexpression beteiligt ohne eigene Ligandenbindung, reagieren dagegen auf
physiologische und physische Reize. Sie werden weitverbreitet im zentralen
Nervensystem exprimiert, unter anderem in dopaminergen Neuronen. Sie treten als
Monomere und Homodimere auf, Nurrl und Nur77 auch als Heterodimere mit RXR
(Maxwell, Muscat 2006).

In der Studie von Feng et al. wurde das humane Nurrl-Gen mituntersucht (Feng et al.
2005). Zwei unterschiedliche SSCP-Polymorphismen auf Exon 4(1VS4-129ST) und Exon
6(IVS6+17ins9) konnten entdeckt werden, jeweils an einem, bzw. drei der 192

Schizophreniepatienten; beide haben keinen Einflu auf eine Aminosaurednderung.

In der Studie von Ishiguro et al. wurden zwei andere Polymorphismen entdeckt, die sich
jeweils am anderen &ufReren Ende des Nur77-Gens befinden, jedoch wurden keine
Mutationen gefunden, die in Verbindung mit einem Aminosdurenaustausch stehen.
Sowohl der -2922(C)2-3-Polymorphismus, der sich in der Promoterregion befindet, als
auch Ex8+657(CA)9-10, der jenseits von Exon 8 liegt, waren auf Schizophrene und
Kontrollen in etwa gleichmaRig verteilt, so dal3 hier keine signifikante Verbindung zur

Schizophrenie festgestellt werden konnte.

In einer japanischen Studie aus dem Jahr 2003 wurden 180 Schizophreniepatienten und
180 Kontrollen, ethnische Japaner, hinsichtlich des Gens Nur77 untersucht (lwayama-
Shigeno et al. 2003). Benutzt wurden die Polymorphismen -2922(C)2-3, IVS6+17ins9
und Ex8+657(CA)9-10. Dabei konnte keine signifikante Assoziation zur Schizophrenie
erkannt werden. Da eine starke Kopplung untereinander festgestellt wurde, wurden
zusatzlich die Haplotypen aus jeweils zwei dieser Polymorphismen bzw. aus allen dreien

untersucht. Obwohl man teilweise zu Ergebnissen kam, die stark von bisherigen
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abwichen (Ishiguro et al. 2002), konnte hierbei kein signifikanter Hinweis entdeckt

werden.

In einer schwedisch-amerikanischen Studie aus dem Jahre 2003 wurden drei
unabhangige SNPs innerhalb der Promoterregion des NURR1-Gens hinsichtlich ihrer
Assoziation mit Schizophrenie getestet (Carmine et al. 2003). Beteiligt waren 134
Patienten und 207 Kontrollen aus der weil3en Bevélkerung aus der Region Stockholm.
Zwei Polymorphismen zeigten keine Assoziation, bei einem zeigte sich ein leicht
gehauftes Auftreten innerhalb der Schizophreniepatienten, was allerdings keine
statistische Signifikanz darstellte.

AnschlieBend wurde letzterer SNP nochmals an 141 Patienten und 139 Kontrollen aus
Pittsburgh untersucht. Hierbei kam es zu keinem signifikanten Ergebnis, keine Tendenz

war erkennbar.

2004 wurden in einer portugiesisch-brasilianischen Studie sechs Mutationen auf dem
Nur77-Gen untersucht. Zwei davon wurden zuletzt innerhalb einer Studie entdeckt, die
sich mit Parkinson befaldte, die anderen wurden bereits im Zusammenhang mit
Schizophrenie und bipolarer Stérung beschrieben. Eine Mutation befindet sich in der
Promoter-Region, zwei auf Exon 1 und drei auf Exon 3.

Eingeschlossen wurden 176 portugiesische und 82 brasilianische Schizophreniepatien-
ten und 105 portugiesische und 85 brasilianische Kontrollen, allesamt kaukasischen
Typs. In keinem Falle, weder bei Gesunden noch bei Kranken, konnte eine jener
Mutationen gefunden werden (Ruano et al. 2004).

5. Studien Uber RXR gamma

Der Retinoid-X-Rezeptor gamma stand abseits der Schizophrenie des 6fteren im Focus

von Untersuchungen:
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In einer amerikanischen Studie aus dem Jahre 2002 wurde RXR gamma im
Zusammenhang mit Typ-2-Diabetes und Familidrer Hyperlipiddmie untersucht (Wang
et al. 2002), da er hierfur ein funktionelles und positionelles Kandidatengen darstellt.
Beide Erkrankungen werden mit Chromosom 1qg21-24 in Verbindung gebracht;
aulRerdem scheint RXR gamma starken Einflul3 auf den Glukose- und Lipidstoffwechsel
zu haben, vor allem wenn sie als Heterodimere mit PPAR alpha und PPAR gamma als
Partner agieren.

Hierbei konnten 14 SNPs auf RXR gamma gefunden werden, davon nur drei auf Exons
(3, 6 und 8), keiner Aminosauren alterierend. Insgesamt zeigten drei SNPs in ersten
Tests Assoziation mit Typ-2-Diabetes, ein weiterer deutliche Tendenz.

Hinsichtlich der Weitergabe dieser vier Polymorphismen an die Nachkommen wurden 63
Familien nordeuropaischer Herkunft untersucht, die von Diabetes betroffen waren. Von
einem seltenen Haplotypen abgesehen, konnte keine Assoziation festgestellt werden.
Auch der anschlielende Glucose-Toleranztest ergab keine  signifikanten
Zusammenhange.

Zu anderem Ergebnis kamen andere quantitative Tests, die sich mit dem
Lipidstoffwechsel befal3ten. So zeigten drei SNPs Signifikanz hinsichtlich ihrer
Konzentration freier Fettsauren, zwei beim Test der Triglyceridlevels. Diese
Assoziationen hatten auch Bestand, als diese Tests an Nicht-Diabetikern wiederholt
wurden.

Weitere positive Tests im Bereich der pankreatischen B-Zellen lassen einen Einflul3 des
RXR gamma auf Typ-2-Diabetes Uber die Fehlregulierung des Lipid-Haushalts vermuten
(Wang et al. 2002).

Die Entstehung einer Diabetischen Nephropathologie  (DN) bei Diabetes-mellitus-
Patienten, die Hauptursache fir dialysepflichtige Niereninsuffizienz, scheint stark von
genetischen Faktoren abzuh&ngen. Daher untersuchte eine chinesische Studie (Hsieh
et al. 2006) unter Hanchinesen 231 SNPs innerhalb von 28 funktionellen
Kandidatengenen auf Assoziation mit DN, wobei 144 Diabetespatienten mit DN mit 120
Diabetespatienten ohne DN als Kontrollen verglichen wurden; darunter auch RXR
gamma in der Kategorie Zellwachstum und Reifung.
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Als Ergebnis konnten 13 SNPs aus 8 Genen signifikant mit Diabetischer Nephropatho-
logie assoziiert werden. Darunter war RXR gamma mit zwei SNPs vertreten.

In zweiter Instanz wurden Gen-Gen-Interaktionen anhand der assoziierten SNPs
analysiert. Auch hierbei wurde ein deutliches Augenmerk auf den RXR gamma und sein
Zusammenspiel mit dem Epidermal-Growth-Factor-Receptor (EGFR) gelegt, welcher

eine &hnliche Rolle bei Zellwachstum, Apoptose und Tumorentstehung spielen kann.

Bei Peripherer Schilddriisenhormonresistenz (RTH) werden zwar genlgend
Thyroidhormone produziert, koénnen jedoch nicht auf den Korper wirken.
Ausschlaggebend hierbei ist in 90% aller Falle eine Mutation des T3-Rezeptor-b-Gens
(TR beta). Bei den restlichen Erkrankten ist dieses Gen unverandert intakt. Da eine
Kopplung in zwei Familien zum Retinoid-X-Rezeptor gamma fuihrte, den zudem der T3-
Rezeptor-b zur Modulierung von Zielgenen als heterodimeren Partner nutzt, untersuchte
eine italienische Studie 2004 den RXR gamma mithilfe der PCR-SSCP-Methode an vier
RTH-Patienten ohne TR-beta-Mutation, zwei Mannern und zwei Frauen zwischen 35
und 54 Jahren (Romeo et al. 2004). Obwohl alle 10 Exons, die UTR- und die
Promotorregion nach Mutationen durchsucht wurden, stiel3 man lediglich auf zwei SNPs,
die jeweils bei einem der Patienten zu finden waren. Daraufhin wurde eine
Kontrollgruppe von 60 Gesunden (Durchschnittsalter 50 Jahre) ebenfalls nach diesen
beiden SNPs hin untersucht, wobei diese mit einer Frequenz von 50% und 24%
auftraten. Als die Verwandtschaft eines der beiden betroffenen Patienten getestet
wurde, fand man bei einem von beiden Bridern und beim Vater den Polymorphismus,
beide sind jedoch gesund.

Da man bei den Patienten auf keine Mutationen stiel3, die gefundenen SNPs bei den
Kontrollen in &hnlicher Weise vertreten waren, geht man davon aus, dal? RXR gamma
fur diese RTH-Patienten keine Rolle spielen dirfte, wenngleich er in seiner Rolle als Co-
Aktivator von TR beta ein wichtiger Kandidat fur RTH bleibt.

Die Ergebnisse der Studien tber RXR gamma und die Entstehung von Typ-2-Diabetes,

Familiarer Hyperlipidamie, Diabetischer Nephropathologie und Peripherer Schilddriisen-
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hormonresistenz sind zum Teil vielversprechend. Ein Zusammenhang mit der Atiologie

der Schizophrenie konnte bisher nicht gefunden werden.

6. Fazit

Strukturelle genetische Anderungen innerhalb der Retinoidrezeptorgene scheinen keine
Hauptrolle in der Atiologie der Schizophrenie zu spielen, da bisher keine signifikante
Assoziation zwischen Polymorphismen innerhalb dieser Rezeptoren und Schizophrenie
gefunden werden konnte. Dies gilt fur bisherige Studien genauso wie fir die vorliegende
Untersuchung, in der zwei SNPs (rs1467664, rs2134095) innerhalb des Retinoid-X-
Rezeptors gamma nicht signifikant mit Schizophrenie in Verbindung gebracht werden
konnten. Dabei stellte rs1467664 allerdings in homozygoter Konstellation des selteneren

Allels einen positiven Trend hin zur Signifikanz dar.

Wahrend die Haufigkeit sogenannter ,stiller* Polymorphismen auf Exons wie Introns in
etwa derer auf anderen Genen entspricht, sind aminosaurenverdndernde Polymorphis-
men innerhalb der RAR-RXR-Gene relativ selten. Da gerade diese starken Einflu3 auf
den Organismus durch die modifizierte Synthese von Proteinen nehmen kdnnen, etwa in
der Atiologie einer Erkrankung, kénnte deren geringe Anzahl ein Hinweis auf geringeren
Einflul der RAR-RXR-Gene auf die Entstehung der Schizophrenie sein, zumindest was

die Relevanz genetischer Varianten betrifft.

Da sich die Schizophrenie zunehmend als sehr heterogene und komplexe Erkrankung
zeigt, sowohl was den Phanotyp, den beiderseitigen Einflud von Umwelt und Genetik,
als auch das Zusammenspiel von zahlreichen Genen betrifft, ist eine wichtige Rolle der
Retinoidrezeptoren in der Entstehung der Schizophrenie nicht ausgeschlossen. Dabei ist
sowohl an eine groRere Relevanz innerhalb einer kleineren Fraktion der schizophrenen
Erkrankungen, als auch als Regulativ innerhalb eines polygenetischen oder multifakto-
riellen Systems denkbar. So ist ein mdglicher ,geringer* genetischer Einflul3 von vielen

verschiedenen Genen aber wiederum schwer zu detektieren.
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Fur weitergehende Fall-/Kontrollstudien ist der Assoziationsstudie durch ihre hohere
Sensibilitédt gegeniiber Genen mit geringem Einflul3 im Vergleich zu Kopplungsstudien
der Vorzug zu geben. Die aussichtsreichsten Kandidaten innerhalb der Retinoidrezep-
torgene sind RAR beta mit dem Marker N307T aus der Studie von Jeng et al. (2006),
und RXR gamma mit SNP rs1467664, der auch in vorliegender Arbeit untersucht wurde

und einen positiven Trend aufwies.

Ein weiteres geeignetes Studiendesign koénnen Tierversuche mit Knock-in-M&ausen
darstellen. Es wird das Verhalten von Klonen studiert, die Trager eines bestimmten
Genotyps sind, etwa einer Variante eines Polymorphismus. Dies kdnnte im Fall des
RXR gamma bei rs1467664 der Genotyp G/G sein, die homozygote Kombination des
selteneren Allels, die den positiven Trend in vorliegender Arbeit zeigte.

Eine alternative Herangehensweise prasentiert das Modell der ,Endoph&anotypen*.
Dabei handelt es sich um biologische Marker, die erblich und quantitativ erfal3bar sein
missen. Korperliche subklinische Auffalligkeiten, sogenannte “soft signs”, werden an
Schizophrenen, deren gesunder Verwandtschaft ersten Grades und an Kontrollen
verglichen. Im EEG werden durch auditive und olfaktorische Reize evozierte
Hirnpotentiale wie etwa N100 und P200 verglichen, die an unterschiedlichen Prozessen
der Reizverarbeitung beteiligt sind (Turetsky et al. 2008a, Turetsky et al. 2008b). Stellt
sich ein deutlicher Zusammenhang der Ergebnisse von Kranken und deren Verwandten
heraus, kann von einem Vulnerabilititsmarker gesprochen werden, einem
-Endophanotypen®. Dies beschrankt sich aber nicht nur auf mef3bare Nervimpulse. So
konnen auch bestimmte Charaktereigenschaften als biologische Marker dienen (Smith
et al. 2008).

Aus wissenschaftlicher Betrachtung liegt der Endophéanotyp zwischen Genotyp und Kili-
nischem Phéanotyp und kann daher in seiner Bindegliedfunktion zwischen Symptom- und
Molekularebene behilflich sein, Klarheit in die unterschiedlichsten klinischen Erschei-
nungsbilder der Schizophrenie zu bringen. Andererseits kbnnte er es ermdglichen, die
Relevanz genetischer Variationen mit kleinem EinfluR leichter in den Gesamtzusam-

menhang multifaktorieller Wirkungsweisen einzuordnen.
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Diskussion

Zwischen RXR gamma und dem Phanotyp der Schizophrenie kénnten als Bindeglied
Zeichen eines gestorten Arbeitsgedéchtnisses stehen. Zum einen besteht ein Zusam-
menhang zwischen Defiziten des Arbeitsgedé&chtnisses und Deaktivierung des RXR
gamma, zum anderen sind kognitive Storungen als Folge eines beeintrachtigten Ar-
beitsgedachtnisses ein haufiger Befund bei schizophrenen Patienten (Pukrop et al.
2003); da zudem gesunde Verwandte ersten Grades subtile bis ausgeprégtere Defizite
dieser Art aufweisen kdnnen (Conklin et al. 2005), mag die Betrachtung eines gestorten
Arbeitsgedachtnisses als Endophanotyp hilfreich sein, mdgliche Mechanismen zur Aus-

l6sung von Schizophrenie durch Verdnderungen des RXR gamma aufzuzeigen.
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Abkurzungsverzeichnis

G Abklrzungsverzeichnis

A
ADHD
Ala
ALDH
Bp
BPD
C

cM
COMT
CBP
CREB

Cys
dATP
dCTP

df

dGTP
dTTP
DNA
dNTP
D2/D3
DRD2/DRD 3
DSM- IV

DTNBP1
EDTA
EEG

EXx

f

Adenosin
Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitatsstérung
Alanin

Aldehyd-Dehydrogenase

Basenpaare

Borderline-Persdnlichkeitsstérung

Cytosin

Centimorgan

Catechol-O-methyltransferase

CREB bindendes Protein

CAMP response element-binding protein
(Transkriptionsfaktor)

Cystein

Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytidintriphosphat

degrees of freedom

Desoxyguanosintriphosphat
Desoxytymidintriphosphat
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Dopamin-2-Rezeptorgen/Dopamin-3-Rezeptorgen
Dopamin-2-Rezeptorgen/Dopamin-3-Rezeptorgen
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders,
vierte Edition, American Psychiatric Association
Dysbindin

Ethylendiamintetraacetat

Elektroenzephalografie, -gramm

Exon

forward, vorwarts
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FHAM

G

Gly

G-Protein

Grm

GWA(S)

HAT

HCI

HDAC

5-HT1A/2A- Rezeptor
ICD

ID

kb
LSD
LPL

M

Met
Mgz+
MgCl,
mM
MRNA
n
N100
NADH
NAD
NAD+
N-CoR
(NH4)2SO4

Abkurzungsverzeichnis

Inzuchtkoeffizient

Family History Assessment Module
Guanin

Glycin

Guanin-Nukleotid Bindungsprotein
metabotroper Glutamatrezeptor
genomweite Assoziationsstudie
Histonacetyltransferase

Salzsaure

Histondeacetylase

Serotonin Rezeptortyp
International Classification of Diseases,
Klassifikationssystem fur Krankheiten in der
Weltgesundheitsorganisation
Identifikator, Kennung
Kilobasenpaare
Lysergsaurediethylamid
Lipoproteinlipase

Molar

Methionin

Magnesium

Magnesiumchlorid

Millimolar

messenger RNA, Boten-RNA
Probandenzahl

evoziertes Potential im EEG
reduzierte Form des NAD
Nicotinamidadenindinukleotid
oxidierte Form des NAD

nuclear receptor co-repressor

Ammoniumsulfat
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NMDA N-Methyl-D-Aspartat

Norl neuron-derived orphan receptor 1 (NOR1), NR4A3
(nuclear receptor subfamily 4, group A, member 3)

NRG 1 Neuregulin 1

Nur77 nerve Growth factor IB (NGFIB), NR4A1 (nuclear
receptor subfamily 4 group A member 1)

NURR1 nuclear receptor related 1 protein, NR4A2 (nuclear
receptor subfamily 4, group A, member 2)

O Element Sauerstoff

OH Hydroxygruppe

p a) Signifikanz, p-Wert
b) kurzer (,petit) Arm eines Chromosoms

P200 evoziertes Potential im EEG

PCR Polymerase Kettenreaktion

pH “pondus Hydrogenii”, pH-Wert: Mal} fur die saure oder
alkalische Reaktion einer wassrigen Lésung

pmol Picomol

PPAR peroxisome proliferator-activated receptor

q langer Arm eines Chromosoms

QTL Quantitative Trait Locus

RAR retinoic acid receptor

RARE Retinoic acid response element

r reverse, ruckwarts

RGS 4 Regulator of G-Protein signaling 4

RNA Ribonukleinséure

rpm revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute

rs reference SNP (RefSNP), Referenznummer eines
SNP

RTH Periphere Schilddriisenhormonresistenz

RXR Retinoid-X-Rezeptor

RXRE retinoid X response element
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SCID Strukturiertes Klinisches Interview fur DSM-IV Achse

Ser Serin

SKID Strukturiertes Klinisches Interview fur DSM-IV Achse

SMRT Silencing Mediator for Retinoid and Thyroid-hormone
receptors

SNP Single Nucleotide Polymorphism, Einzelnukleotid-
Polymorphismus

SPSS Statistical Package for Social Sciences

SSCP Einzelstrang-Konformationspolymorphismus

Syn. Synonym

T Thymin

Taq Thermus aquaticus

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

TR Thyroidhormonrezeptor

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, Trometamol,

Tromethamin

TTR Transthyretin
U Unit, Einheit der Enzymaktivitat
UTR untranslatierter Bereich, nicht codierende

Randbereiche einer mRNA

uv ultraviolett
Val Valin
ul Microliter
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