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I Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Bei dem Symptomenkomplex der Schizophrenie, handelt es sich um eine
schwerwiegende und heterogene psychiatrische Erkrankung mit bislang noch

weitgehend unklarer Atiopathogenese.

Anhand der Ergebnisse aus Zwillings- und Familienstudien, wird von einer starken
genetischen Komponente bei der Entstehung ausgegangen. Die Untersuchung von

SuszeptibilitGtsgenen stellt daher in der Schizophreniefroschung einen Schwerpunkt dar.

Die vorliegende Arbeit wurde durchgefUhrt, um einen modglichen Zusammenhang
zwischen Polymorphismen auf dem Parkinson disease (autosomal recessive, early onset)

7 (PARK7)-Gen und der Ausprdgung einer Schizophrenie zu belegen.

Das Gen liegt auf Chromosom 1 und codiert fUr DJ-1, ein Protein, welches in
verschiedenen intra- und exirazelluldren Mechanismen, die an der Enfstehung von
Parkinson als sicher beteiligt gelten und ebenfalls mit der Schizophrenie in

Zusammenhang werden.

Da das Gen darUber hinaus eine wichtige Rolle im Schutz der Zelle vor oxidativem Stress
spielt, der wiederum in der Diskussion steht, eine Schizophrenie zu begunstigen, kann es

als Kandidatengen fUr diese Erkrankung gelten.

FOr die vorliegende Arbeit, wurde eine Fall-Kontroll Studie zur Untersuchung der
Assoziation zwischen acht Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) im PARK7 Gen und
Schizophrenie an einem kaukasischen Kollekfiv von 510 schizophrenen Patienten und

1.319 gesunden Kontrollprobanden durchgefuhrt.

Bei der Untersuchung von Allel- und Genotypfrequenzen ergaben sich Assoziationen
mit der Schizophrenie bei den SNPs (rs4908488, rs178932, rs161807, rs226258) fur die
Subphdnotypen Patienten vs. Kontrollen, sowie Patienten mit psychiatrisch erkrankten

Angehdrigen vs. Kontrollen (rs4908488).

Die Polymorphismen rs225092, rs225119, rs226242, rs226251, wiesen hingegen bei den
untersuchten Gruppen, keinerlei Assoziationen mit den untersuchten Phdnotypen auf.
Es bedarf weiterer Studien in Kohorten verschiedener EthnizitGten, um die Beteiligung

von PARK7 an der Pathophysiologie der Schizophrenie weiter abzuklaren.

Ein Ansatz hierbei kdénnte die Unftersuchung von Effekten der untersuchten
Polymorphismen sein. Weiterhin sollte in jeder Hinsicht das Genprodukt und der Einfluss
auf die infrazellulren Redoxaktivitten sowie der Einfluss auf oxidativen Stress und

dessen Effekte auf die Schizophrenie im Detail untersucht werden.
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2 Einleitung

2.1 Schizophrenie

2.1.1 Definition der Schizophrenie

Bei der Schizophrenie handelt es sich um eine schwerwiegende seelische Erkrankung,
welche zu den endogenen Psychosen gezdhlt wird. Diese ist durch Stérungen im
formalen und inhaltlichen Denken, Urteilen, Wahrnehmen und FUhlen gekennzeichnet.
Charakteristisch fir die Schizophrenie sind dementsprechend Wahnvorstellungen,
Halluzinationen, formale Denkstérungen, Denkzerfahrenheit, Ich-Stérungen,
Affektstérungen und Anftriebsstérungen, kognitive Beeintrdchtigungen und in ca. 1/3

der Fdlle ein chronischer Verlauf (Tamminga & Holcomb 2005).

Etwa 1% der Weltbevdlkerung ist davon betroffen (McGrath et al. 2008; Perdld et al.
2007). Dadurch gehort die Erkrankung zu den hdaufigsten Ursachen fOr Arbeits- und
Erwerbsunfahigkeit und zdhlt innerhalb des Gesundheitssystems zu den zehn

kostenintensivsten Erkrankungen (Murray & Lopez 1996; Lopez 2006).

Nachweisbare kdrperliche Ursachen fehlen, es werden jedoch multifaktorielle Ursachen
angenommen, wobei die genetische Komponente als eine wichtige Ursache bei der
Entstehung betrachtet wird (Tandon, Keshavan & Nasrallah 2008b).

Die  American __ Psychiatric __Association  (APA) definiert die  Schizophrenie

folgendermaBen:

»Bei der Schizophrenie...handelt es sich um eine persistente oftmals chronische und
Ublicherweise schwerwiegende geistige Erkrankung welche verschiedene Aspekie des
Verhaltens, Denkens und der GefUhlswelt beeinflussen kann. Patienten mit
Halluzinationen oder Wahn kénnen als psychotisch bezeichnet werden.... Das Denken
kann unlogisch oder entkoppelt sein. Seltsam erscheinende Verhaltensweisen kénnen
mit sozialer Zurickgezogenheit und Desinteresse in Zusammenhang stehen* (Diagnostic

and statistical manual of mental disorders 2007).
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Die International Classification of Diseases (ICD-10) definiert die Schizophrenie als:

»...eine Erkrankung mit Stérungen des Denkens-, der Wahrnehmung, sowie zusatzlich
verbunden mit Affektstérungen.” (DIMDI 2011)

Der Begriff der Schizophrenie wie in der heutigen Definition wurde von Bleuler erstmals

eingefthrt (Bleuler 1911). Das Krankheitsbild ist jedoch schon sehr viel IGnger bekannt.

2.1.2 Geschichte der Schizophrenie

Die beschriebenen Uberlieferungen einer Krankheit, die als unheimlich oder gar
teuflisch galt, spannen sich Uber alle Kulturen und epochalen Abschnitte der
Menschheitsgeschichte, angefangen bei den Hindus ca. 1400 v.Chr., Uber China und
Griechenland der Antike bis hin ins Mittelalter und schlieBlich der Neuzeit mit den

Verfolgungen im dritten Reich (Kyziridis 2005; Torrey & Yolken 2010).

Vor Beginn der Neuzeit hielt sich sehr lange der Glaube, das seltsame Verhalten der
Betroffenen wdare auf eine Bestrafung der Gotter fUr schlechtes Verhalten oder

Teufelseintreibungen zurUckzufUhren (Kyziridis 2005).

Noch vor der Verbreitung des heutigen Begriffes der Schizophrenie beschdaftigte sich
1896 Emil Kraepelin mit der "Dementia praecox'. Unter diesem Terminus fasste er die
erstmals von Benedict Augustin Morel (démence précoce), Kahlbaum und Hecker
(Hebephrenie und Katatonie) beschriebenen Stérungen zusammen und erstellte
gleichzeitig eine erste Klassifikation der Erkrankung: Simplex, paranoid-halluzinatorisch,
hebephren und kataton (Kraepelin 1896; Morel 1860; Kahlbaum 1874; Hecker & Kraam
2009).

Kraepelin sah Parallelen in der Symptomatik zu der von Demenzpatienten wie sozialen
RUckzug, Insichgekehrtsein und unerklérliche Affektschwankungen. Kraepelin nannte sie
"frthe Demenz', um sie von anderen Demenzformen abzugrenzen. Diese traten
Ublicherweise in spdteren Lebensabschnitten auf und zogen eine generelle
Verdnderung der Personlichkeitsstruktur nach sich, die vor allem den Willen
kompromittierte. Hierbei standen Negativsymptomatik und Progredienz im Vordergrund

der Uberlegungen (Kraepelin 1896).

Die von Kraepelin aufgestellten Thesen lieBen jedoch Spielraum in der Genauigkeit der
Symptomatik und des Terminus’, da die "Dementia praecox” nicht zu einem Abbau der
Intelligenz wie z.B. bei Psychosen auf Grundlage von Hirnkrankheiten fUhrte, und die

Falle sich zu einem frUhen Zeitpunkt im Leben des Patienten manifestierten.
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So wurde mit Beginn des 19. Jahrhunderts die Kritik an der aufgestellten Definition immer

lauter.

Eugen Bleuler, der 1911 die Erkrankung neu definierte und somit den Begriff der
Schizophrenie pragte, sah keinerlei Anzeichen fUr eine fortschreitende, degenerative
Verdnderung der Persodnlichkeitsstruktur wie sie Kraepelin formulierte, sondern eher
einen Symptomenkomplex aus 4 dauerhaften Grundelementen, den 4 "A’s" (Bleuler
1911; Fusar-Poli & Politi 2008):

- Affekistdrungen — Assoziationsstérungen

- Autismus -  Ambivalenz

Hinzu kommen sogenannte akzessorische zeitweilig auftretende und nicht notwendige

Elemente wie:

- Wahn — Hadlluzingtionen

- Katatonie - Stérungen in Schrift und Sprache

Das Wort ,Schizophrenie”, welches Bleuler verwendete um die verschiedenen
Denkstrukturen der Patfienten zu beschreiben, leitet sich vom griechischen "schizo"

(geteilt) und "phrene" (Geist) ab.

Bleuler betonte weiterhin in seiner Beschreibung der Erkrankung immer wieder, dass
auch eine teilweise oder komplette Remission bis hin zur vollst&ndigen Erholung

vorliegen kann.

Bleuler nahm demnach Subgruppen der Erkrankung mit unterschiedlicher Prognose an.
Somit wurde der Begriff ,Dementia praecox", der eine Unheilbarkeit und schlechte

Prognose impliziert verlassen und durch den Begriff Schizophrenie ersetzt.

Es halt sich in der heutigen Zeit im Laienverstdndnis oftmals der Begriff der Schizophrenie
als "gespaltene oder multiple Persénlichkeit", was damit jedoch nicht gemeint war
(Kyziridis 2005).

2.1.3 Klassifikation und Symptomatik

Sowohl Bleuler als auch Kraepelin teilten die Schizophrenie in Kategorien ein, basierend

auf den Beobachtungen der Symptome die sie gemacht haben.

Die Diagnose der Schizophrenie folgt heute weitestgehend dem Schneider’schen

Konzept.
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Mit der kleinen Schrift ,,Psychischer Befund und psychiatrische Diagnose", fUhrte Kurt
Schneider 1939 die Konzeption der Symptome 1. und 2. Ranges bei der Schizophrenie
ein (Schneider 1940).

Er Ubernahm die von seinen Vorgdngern bereits erstellte Einteilung und initilerte somit

die diagnostische Klassifikation der Symptomatik der Schizophrenie (BUrgy 2010).

Schneider hielt eine Einteilung nach unterschiedlicher diagnostischer Relevanz einzelner
Symptome fUr sinnvoller und differenzierte zwischen den abnormen Erlebniskategorien,
Halluzinationen (akustische, Leibes- und andere Sinneshalluzinationen), schizophrenen

Ich-Stérungen und Wahn. Er teilte sie in Symptome ersten und zweiten Ranges ein.

Zu den Symptomen ersten Ranges zdhlen: Gedanken-lautwerden, -eingebung, -
ausbreitung, -entzug, Wahnwahrnehmungen, Stimmenhoren, und
Beeinflussungserleben, Symptome der Affektver&dnderungen, Wahneinfdlle, nicht-
akustischen Halluzinationen sowie sonstige Sinnestduschungen als zweiten Ranges
(Schneider 1957)(s. Tabelle 1).

Tabelle 1 Symptome 1. und 2. Ranges der Schizophrenie nach Schneider

Symptom 1. Ranges Symptom 2. Ranges
Akustische e dialogisierende Stimmen e sonstige akustische
Halluzinationen e kommentierende Stimmen Halluzinationen

e Gedankenlautwerden
Leibhalluzinationen e leibliche

Beeinflussungserlebnisse

Halluzinationen auf e optische,
anderen olfaktorische,
Sinnesgebieten gustatorische

Halluzinationen

Ich-Stérungen e Gedankeneingebung
e Gedankenentzug

e Gedankenausbreitung
¢ Willensbeeinflussung

Wahn e Wahnwahrnehmung e Wahneinfall/-
gedanke

Ende der 70er Jahre wurde die bestehende Klassifikation in "positive” und "negative"
Symptome aufgeteilt, die so in die spdter von Kay etf. al entwickelte Positive and

Negative Syndrome Scale (PANSS) einflossen (Kay et al. 1987).
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Crow et al. unterteilten aus prognostischen Grunden in einen Typ 1, welcher durch eine
ausgepragte positive Symptomatik, wie z.B. GroBen- und Verfolgungsideen, formale
Denkstérungen, Wahn, Halluzination, desorganisiertes Verhalten, Eregung sowie
Feindseligkeit gepragt ist. Des Weiteren ist er eher durch einen positiven Verlauf
hinsichtlich Remission und hirnstrukturellen Verdnderungen sowie deren Ansprechen auf

Neuroleptika gekennzeichnet.

Bei Typ 2 dominieren Uberwiegend negative Symptome, z.B. Alogie, Schwierigkeiten
beim abstrakten Denken, stereotype Gedanken, Affektverarmung, sozialer RiUckzug
und Aufmerksamkeitsstérungen. Des Weiteren spricht er meist schlechter auf
Neuroleptika an. DarUber hinaus kommt es zu hirnstrukturellen Ver&nderungen, welche

insgesamt mit einer schlechteren Prognose verbunden sind (Crow 1980).
Heute sind in erster Linie zwei Klassifikationsmodelle etabliert.

Das ICD-10 (International Classification of Diseases 10th Edition), welches von der WHO
herausgebracht wird und zum anderen das der American Psychiatric Association
zugehorige Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fourth Edition (DSM-

V), welches seit 2007 in der heutigen Form besteht.

Beide Systeme wurden zugunsten der internationalen Konsensfindung und klinischen
Operationalisierung nach den urspringlichen Modellen von Kraepelin und Bleuler

modifiziert, weisen allerdings wesentliche Unterschiede fUr die Diagnosestellung auf.

Die diagnostische Trennschérfe, vor allen Dingen die des DSM-IV, und die Unterschiede
ergeben sich zum einen aus der Definition der Subtypen, zum anderen aus dem
zeitlichen Verlauf der geforderfen symptomatischen Kriterien (ICD-10 4 Wochen vs.
DSM-IV 6 Monate)(Tabelle 3).
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Daruber hinaus feilt das ICD-10 nosologisch in 7 klinische Subtypen ein, wdhrend das

DSM-IV nur 5 Haupttypen ausweist (Diagnostic and stafistical manual of mental

disorders 2007; DIMDI 2011) (Tabelle 2).

Tabelle 2 Subtypen der Schizophrenie nach ICD-10 vs. DSM-IV (Méller et al. 2011)

ICD Typus DSM Typus Merkmale

Paranoid Paranoid Wahnvorstellungen, Ich-Stérungen und
akustischen Halluzinationen

Hebephren Desorganisiert | Denk-, Affekt- und Antriebsstérungen

Kataton Kataton Psychomotorische Stérungen von Hyperkinesie

bis Stupor

Undifferenzierte

Undifferenziert

Alle Schizophreniekriterien sind erfUllt, jedoch
entspricht keiner der anderen Formen

Schizophrenes
Residuum

Residual

Vorwiegend Negativsymptomatik,

Symptome einer Schizophrenie missen in der
Vergangenheit vorhanden gewesen sein

Schizophrenia
Simplex

Ausschlussdiagnose; chronisch-progredienter
Verlauf ohne Anzeichen einer Psychose

Postschizophrene
Depression

Muss eindeutig auf eine Schizophrenie folgen

Sonstige
Schizophrenie
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Tabelle 3 Diagnostische Kriterien der Schizophrenie nach ICD-10 vs. DSM-IV

ICD 10 DSM-IV

Symptomatik | Beeinflussungswahn, Wahnvorstellungen (GréBenwahn,
Kontrollwahn, Verfolgungswahn, Beziehungswahn,
Wahnwahrnehmung, Gefthl AuBerst bizarrer Wahn)
des Gemachten

Halluzinationen,
Halluzinationen, stimmungsinkongruent,
kommentierende und kommentierende und dialogisierende
dialogisierende Stimmen Stimmen
Gedankenabreissen, -
lautwerden, -entzug, - Zerfahrenheit
eingebung, desorganisierte
Sprechweise, Zerfahrenheit,
Assoziationslockerung Katatone Symptome
Katatone Symptome Negative Symptome
(Antriebsmangel, Alogie,
Negative Symptome Affektverflachung, -armut, sozialer
(Apathie, Sprachverarmung, [ RGckzug)
Affektverarmung, -
verflachung oder inaddquate
Affekte)

Soziale Soziale Beziehungen oder andere

Einschrank- soziale Funkfionsbereiche sind seit

ungen Beginn der Erkrankung signifikant und

Uber einen entsprechend langen
Zeitfraum unter dem frUheren
Leistungsbereich.

Daver Symptome bestehen Symptome bestehen kontinuierlich
kontinuierlich Uber mindestens | Uber mindestens sechs Monate.
vier Wochen. Symptome einer akuten Episode

mussen in diesem Zeitraum Uber
mindestens einen Monat bestehen.

Ausschluss Ausgeschlossen wurden eine

schizo- schizoaffektive Stérung und eine

affektiver affektive Stérung mit psychotischen

Storung Merkmalen.

Andere Symptome durch keine Stérungsbild ist nicht auf die direkte

Einflisse organische Stérung Wirkung einer Substanz (z.B. Drogen,
hervorgerufen. Medikamente) oder eines

medizinischen Krankheitsfaktors
zurUckzufUhren.
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2.1.4 Verlauf und Prognose

Die Schizophrenie ist sehr heterogen, dies reicht vom akuten Aufireten der Symptomatik
bis hin zum schleichenden Beginn. Es gestaltet sich daher schwierig anhand der
vorliegenden Symptomatik eine Prognose Uber den Verlauf oder gar den

Remissionsgrad zu treffen (Shajlawi 2008).

Grundsdatzlich sind aus den Beobachtungen der heutigen Schizophrenieforschung

folgende Phasen im Verlauf wiederkehrend:
I Risiko (-faktoren)

Laut McGorry et al. z&hlen zu den Risikofaktoren schon die frGhen Verlaufsstadien
(McGorry et al. 2008) wie z.B. genetische Faktoren, duBere Einflusse wdhrend der

Geburt-, Schwangerschaft und Wachstum.

Als  Krankheitsmodell wird das Vulnerabilitdts-Schwellen Modell, welches eine
Uberdauernde Pradisposition, die unter bestimmten Bedingungen die Entwicklung einer

akuten Erkrankung fordert, angenommen (Sawa & Snyder 2002).

Unter ,psychischer VulnerabilitGt® wird eine Personlichkeitseigenschaft verstanden, die
sich unter bestimmten Bedingungen in einer Erkrankung manifestiert. Dabei wird von
einem Schwellenwert ausgegangen, dessen Uberschreitung das Einsetzen einer
psychotischen Episode hervorrufen kann. Psychische Vulnerabilitdt &uBert sich
demnach in einer Schwellensenkung des Individuums vor allem gegenUber
psychosozialen Bedingungen, die dadurch zu auslésenden Stressoren werden und eine
psychotische Reaktion bedingen kénnen, wenn die individuellen Schutzfaktoren nicht

mehr ausreichend sind (Zubin & Spring 1977).
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Il Prodromalphase

Diese ultra-hoch-Risiko oder pré-psychotische Phase ist definiert durch die Verdnderung
der Gedankenwelt wie z.B. bizarre Ideen, soziale Isolation oder eingeschrdankte
Leistungsfahigkeit und kann, muss aber nicht einer akuten Psychose voraus gehen
sowie bis zu 5 Jahre vor der Erstmanifestation auftreten (Marneros et al. 1991; Yung et al.
2008). Weiterhin charakteristisch sind unspezifische Stérungen des Affekts oder sozialen
Verhaltens, Verminderung der persdnlichen Leistungsfdhigkeit, Zurickgezogenheit,
Interessensverlust zusammen mit Angespanntheit und Unruhe und héufig schon

depressive oder manische Phasen (Ebert & Loew 2008).

Prodromalphasen kénnen von 2 Monaten bis hin zu Gber 30 Jahren dauern, ohne als
solche erkannt zu werden, wobei im Durchschnitt die Psychose nach 3,2 Jahren einsetzt
(Klosterkotter et al. 2001).

Bei ca. 70% der Patienten Uberwiegt eine Negativsymptomatik, wéhrend bei nur 10%
die Positivsymptomatik im Vordergrund steht. Der Rest der Betroffenen weist eine

Mischung der beiden Extreme auf (Maurer & Hafner 1995).
lll Akute Psychotische Phase(n)

In der Regel entwickelt sich die floride schizophrene Psychose innerhalb von einer
Woche bis zu sechs Monaten, wobei die Akuitdt der ersten Episode fir die
Langzeitprognose entscheidend ist (Huber & Gross 2005) und Gber Wochen bis hin zu

mehreren Monaten persistiert.

Die Psychose ist im Wesentlichen gekennzeichnet durch vorwiegend positive
Symptome. Negativsymptomatik und kognitive Defizite sind hierbei jedoch

ausschlaggebend fUr die spétere Langzeitprognose (Hyman & Fenton 2003).

Oftmals ist in dieser Phase ein stationdrer Aufenthalt z.B. aufgrund zunehmender Selbst-

und Fremdgefdhrdung nicht zu vermeiden.

In einigen Fdllen geht das akute schizophrene Stadium in ein postpsychotisches
reversibles oder irreversibles Basisstadium ohne positive oder negative Symptomatik
Uber, welches nach einem bestehenden Zeitraum von mehr als 3 Jahren jedoch meist
irreversibel bleibt. In der Mehrheit der Fdlle freten im Verlauf depressive Symptome auf,
die sowohl im akuten Stadium, aber auch in den Prodromen oder den pr&- und

postpsychotischen Basisstadien bestehen kénnen (Huber & Gross 2005).
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Es kbnnen nach Abklingen der akuten Psychose auch postremissive Zustdinde wie z.B.
postpsychotische Depression oder Erschdpfungszust@nde auftreten, die im Unterschied
zum folgenden chronischen Residuum nach einiger Zeit wieder abklingen (Méller et al.
2011). Auch eine vollstdndige Remission oder aber Chronifizierung mit zeitlebens

bestehender Symptomatik sind nicht auszuschlieBen.
IV chronisches Residuum (Residualphase)

Im Gegensatz zu der in Einzelfdllen bestehenbleibenden produktiv-schizophrenen
Symptomatik bleibt bei einem groBen Teil der Patienten ein Residualzustand, der

Uberwiegend durch negative Symptome oder Depression gekennzeichnet ist.

Zum generellen Verlauf einer Schizophrenie ist zu sagen, dass bei etwa zwei Drittel der
Patienten phasenweise mit Remission oder leichten Residuen negative Symptome

bereits nach den ersten Episoden verbleiben (Marneros et al. 1991).

Ein Drittel verlauft gradlinig-progredient mit zumeist irreversiblem schwerem Verlauf.
Etwa die Halfte der Patienten ist nach jahrzehntelangem Verlauf sozial geheilt und kann

vollerwerbstatig, ohne wesentliche Einschrénkungen, leben (Huber et al. 1984).

Marneros et al. konnten zeigen, dass nur bei 7% der Patienten langfristig persistierende
Symptome bleiben. Diese Langzeitstudie an 148 Patienten Uber 25 Jahre zeigte, dass
knapp 50% der Teiinehmer anhaltend eine Negativsymptomatik aufwiesen und ca. 35%
sowohl positive als auch negative Symptome behielten. Allerdings durchlebten im
Langzeitverlauf 90% der Patienten mehr als eine abgrenzbare Krankheitsperiode

(Marneros et al. 1991).
Prognose

Heute stehen immer tiefere prognostisch wichtige Erkenntnisse Uber mogliche
Pré&diktoren wie perinatale Einflusse, Biomarker, pr&dmorbider Allgemeinzustand und
Ansprechen auf die BehandlungsmaBnahmen zur Verfiugung, jedoch ist eine genaue
Vorhersehbarkeit des individuellen Ausgangs und des Langzeitverlaufs der Erkrankung

noch nicht méglich (Emsley et al. 2008).

Aus Perspektive der einzelnen Subtypen ist anzunehmen, dass der Verlauf der
hebephrenen Schizophrenie eher ungUnstig ist, wohingegen die katatone eine

gUnstigere Prognose hat (Tandon et al. 2008b).

Die Prognose hdngt von vielen verschiedenen Faktoren wie zum Beispiel Akuitat der

Erkrankung oder Umgebungsfaktoren wdhrend der Kindheit ab.
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Generell gilt jedoch, dass die Prognose umso besser ist je spater die Erkrankung auftritt
und je akuter und fulminanter der Beginn ist wobei Frauen mit einem klaren Ausl6ser fir
die Krankheit und wenig Residual- und/oder Negativsymptomatik die aussichtsreichste

Genesung zugesprochen wird (Tandon et al. 2008b).

Es hat sich aufgrund der vorliegenden Erkenntnisse Uber den Krankheitsverlauf die
,Drittregel” etabliert die besagt, dass ca. ein Drittel der Patienten geheilt wird bzw. nur
leichte Residuen aufweist, bei einem Drittel mittelschwere uncharakteristische
Symptome persistieren und bei einem Drittel die typischen schizophrenen Symptome

und Residuen andauern (Moller et al. 2011).

2.1.5 Epidemiologie
Inzidenz

Die Inzidenz ist definiert als die Anzahl neuer Krankheitsfdlle Uber einen bestimmten

Zeitraum.

Im Falle der Schizophrenie wurde in Uber 150 Studien im Zeitraum 1965 bis 2001 eine
Inzidenzrate von 1,52 auf 10.000 Einwohner, mit einer Spanne von 0,77-4,3 auf 10.000
zusammengefasst. Gleichzeitig wurde gezeigt, dass die Inzidenz bei M&nnern hoéher
liegt als bei Frauen (McGrath et al. 2004). Das Verhdltnis Manner zu Frauen hierbei liegt
bei 1,4:1 (Aleman et al. 2003).

Lange Zeit wurde geglaubt, dass die Inzidenz von Schizophrenie Uberall auf der Welt
homogen verteilt sei, was den Fokus eher auf die genetische Pradisposition als auf die
AuBeren Einflussfaktoren lenkte (Jablensky et al. 1992). Jedoch wurde in verschiedenen
Studien gezeigt, dass es durchaus Unterschiede in der Ausprédgung und Inzidenz gibt

und zwar sowohl in ethnischen, urbano-ruralen als auch bei migrativen Hintergrinden.

Migranten selbst haben insgesamt ein hdheres Erkrankungsrisiko, aber auch die
Nachkommen als zweite Generation im immigrierten Land, wobei das Risiko fur beide

Generationen gleich ist (Saha et al. 2006).

Es bestehen darlGber hinaus Hinweise, dass im Falle einer Migration die post-migrativen
Faktoren wie z.B. Migratfionsland, eigene ethnische Zugehdrigkeit und soziale
Interaktion, einen gréBeren Einfluss haben als solche, die davor bzw. wdhrenddessen

auftreten (Bourque et al. 2011).

In Entwicklungsldndern besteht z.B. eine héhere Inzidenzrate als in Ldndern mit hohem
Entwicklungsniveau, was darauf schlieBen I&sst, dass das Lebensumfeld eine Rolle in der

Atiologie der Entwicklung einer Schizophrenie spielt (Saha et al. 2005). (s. Atiologie)
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Auch die offenbar direkte urbane oder landliche Umgebung kommt bei der
Entwicklung einer Schizophrenie zum Tragen, wobei das Aufwachsen in einer eher
urbanen oder stddfischen Gegend diese offenbar begunstigt (Marcelis et al. 1999;
March et al. 2008).

Dabei kommen zwei Hypothesen zum Tragen, die als beeinflussend gelten:

Die , (environmental] breeder hypothesis" besagt, dass die direkte Umgebung und
Nachbarschaft in hochurbanen Gegenden mit entsprechenden Stressoren wie z.B.
schlechter Unterkunft, mangelnde soziale Vernetzung, hohe Kriminalitatsrate Einfluss auf
die Bewohner nehmen und diese dadurch dazu neigen, eine Schizophrenie zu

entwickeln.

Die ,selective drift hypothesis" wiederum nimmt an, dass eine selekfive Migration
stattfindet bei der sich vermehrt Menschen mit psychiatrischen Pradispositionen in sozial

schwachen Ballungsgebieten niederlassen (Cooper 2005).

80% der Patienten erkranken vor dem 40. Lebensjahr. Das Pr&dilektionsalter liegt
zwischen 15 und 35 Jahren. Die Mehrzahl der Frauen erkrankt allerdings nach dem 30.
Lebensjahr. Das Pradilektionsalter liegt bei Mdnnern um das 21. Lebensjahr, bei Frauen

um das 26. Lebensjahr (Aleman et al. 2003).

Die Verzégerung wird damit erklért, dass Ostrogene antagonistisch auf die exogene
oder familiGre Pradisposition zu wirken scheinen und neuroleptikadhnliche

Eigenschaften haben (Hafner 2003).

Dabei sind auch innerhalb der Subtypen Unterschiede im Pradilekfionsalter zu
berucksichtigen. So liegt beim hebephrenen Typ der Zeitraum der Erstmanifestation im
Jugendalter, wdhrend der paranoid-halluzinatorische Typ eher im  mittleren

Erwachsenenalter auftritt (Tandon et al. 2008b).
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Pravalenz

Pravalenz als Kennzahl beschreibt, wie viele Menschen einer bestimmten Bevolkerung

an einer Krankheit leiden.

Im Falle der Schizophrenie wurde Uber einen dhnlichen Umfang wie fUr die Inzidenz
gezeigt, dass die Punktprdvalenz im Schnitt bei 4,6 auf 1.000 und Lebenszeitprévalenz
bei 4,0 auf 1.000 liegt. Dabei betragt die Lebenszeitpréavalenz weltweit zwischen 0,5 und
1,6%, ohne Hinblick auf soziokulturelle Unterschiede (Tsuang & Faraone 1995; Wobrock,
et al. 2004; Saha et al. 2005).

Ungleich der Inzidenz wurden keine wesentlichen Unterschiede, sowohl zwischen den
Geschlechtern als auch zwischen urbanen oder ruralen Patienten gefunden. Eine
Diskrepanz wurde jedoch zwischen Entwicklungsl@dndern und L&ndern mit hohem
Entwicklungsniveau gefunden, sowie zwischen hdheren und schwdcheren sozialen
Klassen. (Tandon et al. 2008a). Diese ist auf die verschiedenen sozialen und
atiologischen Einflussfaktoren zurUckzufUhren, der genau gekoppelte Faktor fUr die

BeguUnstigung der Schizophrenie wurde bislang jeodoch nicht identfifiziert.

2.1.6 Muliifaktorielle Atiopathogenese

Die genaue Atiologie der Schizophrenie ist bis heute leider ungeklért. Es wird von
verschiedenen psychosozialen, genetischen, hirnanatomischen und anderen
biologischen Faktoren ausgegangen (multifaktorielle Genese), welche die Entstehung

begunstigen kdnnen (Andreasen 2000).

Sicher ist jedoch, dass eine genetische Komponente, die familiGren Umsténde, sowie

geburtliche Komplikationen und Lebensumstdnde eine Rolle spielen (Gottesman 1991).

Die im Folgenden beschriebenen Faktoren sind die in der Vorgeschichte von
schizophrenen Patienten am hdaufigsten vorkommenden Faktoren die als ursdchlich
erscheinen. Diese haben unterschiedliche Wichtigkeit und kdnnen sich gegenseitig
potenzieren. Es kbnnen sowohl neurobiologische als auch externe psychosoziale
Einflusse den Ausbruch der Krankheit hervorrufen, wenn eine bestimmte ,,multifaktorielle

Schwelle" Gberschritten wird (Sawa & Snyder 2002).

In der Abbildung 1 wird die Pathogenese unter BerUcksichtigung der "Two Hit"
Hypothese gezeigt. Dabei wird vermutet, dass prédisponierende genetische EinflUsse
z.B. &uBere Umstdnde, zu hirnstrukiurellen Verdnderungen oder biochemischen
Verdnderungen fUhren k&nnen, welche als neuronale Entwicklungsstérung bezeichnet

wird und somit zu einer erhdhten Vulnerabilitat fohren (,First Hit) (Murray & Lewis 1987).
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In Kombination mit anderen Faktoren oder Stressoren wie zum Beispiel Drogenkonsum
oder psychischen Belastungen fUhrt dies moglicherweise dann zum Ausbruch der
Krankheit (Maynard et al. 2001).

Genetische Faktoren 4g_g_UmyveItbed|n un‘ en First Hit
DNA, Genexpression Perlnat‘ale !nfeknonﬂ,
Komplikationen bei
der Geburt,
Erndhrung
w |
j=
2
S Zerebrale Schiaden Psychosoziale
2 Neuronale Faktoren
S Entwicklungsstérung, Familidre und Pradisponierende Faktoren
§ Hirnstrukturelle soziokulturelle
xg Verdnderung Interaktion
I I
£
g v v

Prédisposition/ Vulnerabilitat
- Ich-Desintegrationsgefahrdung
- Pramorbide Persénlichkeit Second Hit

- Hirnfunktionsstérung

Auslésende Faktoren
(Psychosoziale Stressoren,
Stoffwechsel, Lebeensereignisse

Akute Psychose Third Hit

Verlaufsbeeinflussende Faktoren,
neurotoxische Faktoren (z.B.
Glutamat)

Remission Heilungsférdernde Faktoren

Rezidivprovozierende
FaktorenFaktoren

Chronisch produktiver Verlauf —
_ Perpetuierende
FaktorenFaktoren

Chronisch unproduktiver Verlauf

Rezidiv

Postpsychotische
Entwicklung

Abbildung 1 Atiopathogenese der Schizophrenie, (adaptiert nach Méller et al. 2011)

Verschiedene exogene Einflusse konnen, wie in Abb. 1 gezeigt, die Entstehung einer

Psychose beeinflussen oder begUnstigen.

Wie genau die Umweltfaktoren im Zusammenspiel eine Schizophrenie begunstigen, ist
weitestgehend unbekannt. Auch ist unbekannt, ob diese Einflisse das Risiko steigern
oder andere Faktoren vermitteln bzw. einen positiven Faktor vermindern (Tandon, et al.
2008a).
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Generell scheinen auch das soziale Niveau, Einkommensverhdlinisse, und
geographische Rahmenbedingungen mit in die Entstehung der Krankheit zu spielen (s.
Epidemiologie). Die genaue Abgrenzung dller bei der Entstehung verantwortlichen
Faktoren und deren Zusammenspiel ist unbekannt. Es scheint jedoch, dass jeder
einzelne beschriebene Faktor fUr sich nicht unmittelbar zum Gesamtrisiko fUhrt, sondern
erst in der Kombination mit anderen und vor allem mit den genetischen Faktoren (Caspi
& Moffitt 2006).

2.1.6.1 Psychosoziale Faktoren

Ungunstige Stressoren oder Lebensumstdnde kénnen die Prédisposition erhdhen oder
zumindest den Verlauf beeinflussen (Tandon et al 2008a). Dazu gehdren auch
lebensverdndernde Ereignisse, die zum Ausbruch einer Psychose beitragen kénnen
(Cullberg 2003). Diese kdnnen im Verlauf moglicherweise sogar zu einer hirnstrukturellen

Verdnderung fUhren (Lieberman et al. 2001).

Ein besonderes Augenmerk wird heute zunehmend den peri- oder prénatalen
Risikofaktoren gewidmet, da diese ausschlaggebend sein kdnnen fuUr die spdtere
Entwicklung einer Psychose im Jugend- oder Erwachsenenalter. Diese gilt dann als
tatsdchliche Spatfolge und nicht wie bisher angenommen als Beginn sog. ,,Onset of
Disease” (Insel 2010).

Es existieren Theorien, die besagen, dass auch der Umgang innerhalb einer Familie zu
einem hdéheren Erkrankungsrisiko fUr psychiatrische Symptome fUhren kann, zum Beispiel
wenn Eltern hdufig Uberkritisch oder Gberprotektiv. gegentber dem Kind sind (sog.

+High-Expressed-Emotions-Familien") (Hooley 2007; Rosenfarb et al. 2004).

Durch die zunehmend eingeschrénkte Kompetenz von Patienten im alltGglichen Leben,
meist schon vor dem akuten Ausbruch der Erkrankung, kommt es zu einem sozialen
Abstieg was als ,,Driff-Hypothese" beschrieben worden ist und sich stafistisch in einem
erhdhten Erkrankungsrisiko in bestimmten sozialen Schichten widerspiegelt (Loffler &
Hafner 1999).
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2.1.6.2 Schwangerschaftskomplikationen und Infektionen

Schwangerschafts- und Geburtskomplikationen kd&nnen zu einem erhéhten Risiko fur

eine Schizophrenie fGhren.

Eine mégliche Ursache fUr die erhdhte spdtere Suszeptibilitdt des Kindes, kann eine
Virusinfektion der Mutter wdhrend der Schwangerschaft besonders im 2. Trimenon sein,
da hier eine Phase des verstarkten Hirmwachstums stattfindet und es dadurch zu einer
neuronalen Schddigung im Gehirn des ungeborenen Kindes, mit entsprechenden

neurophysiologischen Verdnderungen kommen kann (Mednick et al. 1988; Brown 2006).

Diskutiert werden hier das Influenza-Virus, wobei die Datenlage inkonsistent ist (Limosin
et al. 2003; Battle et al. 1999), Rubella-Virus (Brown et al. 2001), Herpes-simplex und
Varizella Zoster, Polio sowie allgemeine Infekte oder Toxoplasmose gondii (Torrey et al.
2007; Brown et al. 2001; Brown 2002; Suvisaari et al. 1999). Vermutet wird hierbei jedoch,
dass nicht das Virus selbst die Ursache fUr die Schdédigung ist, sondern die
Immunreaktion der Mutter (Verdoux 2004; Patterson 2002). Eine H&ufung von
Schizophreniepatienten, die im spdten Winter und Frihjahr geboren sind, deutet auf
eine jahreszeitliche Einflussnahme hin und ist mdglicherweise auch auf eine

Virusinfektion zurGckzufUhren (Torrey & Bowler 1990; Hettema, Walsh & Kendler 1996).

Autoimmunerkrankungen wie z.B. Sklerodermie oder Lupus erythematodes kommen in
einigen Fdllen auch als Prédeterminatoren in Frage, wobei die entstehenden
postnatalen Antikérper gegen neurosperzifische Proteine als eigentliche Ursache fur die
Verdnderungen verantwortlich gemacht werden (Delisi et al. 1987; Brixey et al. 1993).
Des Weiteren kdnnen auch perinatale Komplikationen wie z.B. Sepsis,
Nabelschnurvorfdlle oder Préeklampsie zu hypoxischen Hirnschddigungen fGhren, die

dann wiederum zu eine erhoéhte Suszeptibilitét hervorrufen kdnnen (Walker et al. 2004).

2.1.6.3 Drogenkonsum

Auch Drogenkonsum kann zu einer Begunstigung der Krankheit fihren oder sogar zum

Ausbruch einer Psychose.

Vor allem Cannabiskonsum wdhrend der Pubertdt wird hier diskutiert, aber auch
andere Drogen wie Kokain sind von besonderer Relevanz (Dean, Bramon & Murray
2003; Delisi 2008b; Moore et al. 2007).

Unklar ist jedoch noch, ob der Konsum hierbei die ausldsende Ursache ist oder
tatsdchlich die Krankheit per se bedingt (Hall & Degenhardt 2008; Barnes et al. 2006).
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2.1.6.4 Hirnentwicklungsstorungen als Faktor neuroanatomischer
Veranderungen des ZNS

Die Untersuchung von makroskopischen Verdnderungen im Zusammenhang mit
Schizophrenie wurde bereits frGh untersucht. Schon Alois Alzheimer publizierte erste
Untersuchungen, die lange Zeit jedoch als unsicher galten, da zu dieser Zeit die
entsprechenden bildgebenden Verfahren nicht vorhanden waren, um eine Hypothese
systematisch zu validieren (Keshavan et al. 2008). Mittlerweile wurden Beweise erbracht,
dass es zu neuroanatomische Verdnderungen bei schizophrenen Patienten kommt, die
auf eine Hirnentwicklungsstérung in der Entwicklungsphase oder auf degenerative
Vorgdnge zurGckzufUhren sind. Diese sind entweder anhand von post-mortem Analysen
an verstorbenen Patienten oder mittels bildgebender Verfahren (z.B. CT) gezeigt

worden (Keshavan, et al. 1994; Murray, Jones & O'Callaghan 1991).

Solche Verdnderungen sind zum Beispiel eine signifikante Erweiterung der Seiten- und
dritten Ventrikel bei gleichzeitig reduziertem Gehirnvolumen, vor allem der Frontal- und
medialen Temporallappen sowie im Bereich des Hippocampus, aber auch des
Parietallappens (McCarley et al. 1999; Nelson et al. 1998; Wright et al. 2000), wobei das
reduzierte Volumen der Gehirnmasse auf die graue Substanz fokussiert zu sein scheint
(Wright et al. 2000; Zipursky et al. 1998).

Auch wurden sperzifische Symptome in  direktem Zusammenhang mit einer
Volumendnderung gebracht. Eine Verminderung im anterioren Gyrus temporalis zum
Beispiel ging mit akustischen Halluzinationen konform. Der Verlust der grauen Substanz
in dieser Gegend hat offenbar eine Positivsymptomatik zur Folge (Rajarethinam et al.
2000; Menon et al. 1995).

Des Weiteren wurden bei schizophrenen Patienten auch im Thalamus zahlreiche
metabolische und auch strukturelle Verdnderungen im Gegensatz zu gesunden
Probanden gefunden (Brickman et al. 2004; Danos 2004; Hazlett et al. 1999; Meador-
Woodruff et al. 2003).

FOr alle Volumend&nderungen konnte bislang nicht gekldrt werden, ob es sich um
Hirnentwicklungsstérungen im Sinne einer Wachstumsstérung oder um das Resultat einer
progredienten Degeneration durch Schadigung der Zellen handelt. Einiges deutet

darauf hin, dass sich die Lokalisationen im Verlauf der Krankheit dndern (DelLisi 2008a).
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Histologisch sind post-mortem eine reduzierte Nervenzellzahl und —-gréBe, jedoch keine
fir degenerative Prozesse typische Astrogliose zu finden, was wiederum auf eine
Entwicklungsstérung hindeuten wurde (Falkai et al. 1999). Die hippocampale
Zytoarchitektur scheint zudem auch gestdrt zu sein (Kovelman & Scheibel 1984; Port &
Seybold 1995; Sweatt 2004).

Analog zur mullifaktoriellen Pathogenese koénnen diese Entwicklungsstérungen
Wegbereiter fUr spdtere abweichende Prozesse oder andere kausale Faktoren (z.B.
Stress, Substanzmissbrauch, etc.) sein, die zu neurodegenerativen Folgeerkrankungen
fOhren, wodurch es im Verlauf zur Abnahme der grauen Substanz kommt (Pantelis et al.
2005; Rapoport et al. 2005; Ho et al. 2003).

For eine gestérte SignalUbertragung der Neuronen sprechen verschiedene
Untersuchungen, die entweder eine Verdnderung der Myelinisierung oder ver&nderte
Synapsen und Dendriten als Ursache sehen (McGlashan & Hoffman 2000; Mdaller et al.
2011).

2.2 Genetische Faktoren

Die weitere Erforschung der Schizophrenie legt den Verdacht nahe, dass auch eine
genetische Komponente bei der Ausprdgung einer Schizophrenie eine Rolle spielt.
Dabei wird davon ausgegangen, dass eine Variation von verschiedenen Risikogenen
zu einer Pradisposition fUhren kann. Die verdnderten Gene tragen alle jeweils nur einen
kleinen Beitrag dazu bei und interagieren mit anderen &uBeren Einflussen, wodurch sich
der Effekt potenziert (Harrison & Weinberger 2005; Mueser & McGurk 2004; Sawa &
Snyder 2002).

Heute gilt der Zusammenhang von einer genetischen Komponente und der
Pradisposition bzw. Heritabilitdt der Veranlagung fUr eine Schizophrenie anhand der
durchgefUhrten Assoziations-, Kopplungs-, und Adoptionsstudien validiert und gesichert
(Walker et al. 2004; Gottesman & Erlenmeyer-Kimling 2001; Sullivan et al 2003).

Durch moderne molekulargenetische Techniken wird versucht, die Manifestation auf
den verschiedenen genetischen Loci zu identifizieren und dadurch die kausalen

pathogenen Mechanismen zu ergrinden.
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2.2.1 Familien-, Adoptions-, und Zwillingsstudien
Familienstudien

Es konnte gezeigt werden, dass in Familien mit einem an Schizophrenie erkrankten
Angehdrigen das Risiko fir Verwandte hoher ist als in der Allgemeinbevolkerung. Dabei
steigt das Risiko fUr die Entstehung einer Schizophrenie mit zunehmender genetischer
Verwandtschaft. So haben Verwandte 1. Grades ein 9% hdheres Risiko als die
Allgemeinbevdlkerung, Verwandte 2. Grade ein 6% hdheres, 3. Grades 2% (Giegling et
al. 2008; McGuffin et al 1995; Gofttesman 1991; Tsuang et al. 2001).

Teilweise wurde bei Angehorigen 1. Grades von schizophrenen Patienten eine Haufung
von sekunddren Erkrankungen (z.B. Alkohol und Drogenmissbrauch oder bipolaren
Stérungen) von bis zu 16% nachgewiesen, im Vergleich zu solchen von gesunden

Erstangehdrigen von 0-2% (Parnas et al. 1993; Bailer et al. 2002).

Auch Umweltfaktoren k&nnen an der Entstehung der Erkrankung beteiligt sein, so dass
bei Familien sowohl von der genetischen Komponente, als auch gleichzeitig der
dhnlichen Sozialisation und Lebensumgebung ausgegangen werden muss. Dabei liegt
der Anteil der genetischen Faktoren jedoch bei schatzungsweise 80% (Giegling et al.
2008).

Adoptionsstudien

Adoptionsstudien stellen die geeignetste Methode zur Differenzierung zwischen
genetischen und umweltbedingten Einflissen bei der Krankheitsentstehung und deren

Gewichtung dar.

Auch diese weisen auf eine starke genetfische Komponente bei der
Schizophrenieentstehung hin. Dabei wurde gezeigt, dass Kinder mit einer genetischen
Determinierung auch dann das Risiko behielten, wenn sie frOhzeitig in eine nicht mit
Schizophrenie konfrontierte Familie im Rahmen einer Adoption einbezogen wurden.
Dies wurde potenziert, wenn ein ungunstiges, psychosoziales Adoptionsmilieu vorlag.
Auf der anderen Seite erhdhte sich jedoch das Risiko nicht, wenn ein nicht
vorbelastetes Kind frih in eine Familie mit an Schizophrenie erkrankten Eltern adopfiert
wurde (Kendler et al. 1994; Kety et al. 1994; Tienari et al. 2000; Tsuang & Faraone 1995).

Zwillingsstudien

Auch die Ergebnisse von Zwillingsstudien belegen die starke genetische Beteiligung bei
der Entstehung der Schizophrenie (Gofttesman & Erlenmeyer-Kimling 2001; Cannon et al.
1998; Franzek & Beckmann 1996; Onstad et al. 1991).
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Zwillingsstudien helfen dabei, die Weitervererbung quantitativ zu erfassen, indem sie bei
monozygoten Zwilingen die Konkordanz im Vergleich zu zweieiigen Zwilingen (50%

Genteilung) Gberprifen.

Bei genetisch nahezu identischen monozygoten Zwilingen liegen Konkordanzraten von
durchschnittlich 50% (41%-65%) vor, wdhrend bei heterozygoten Zwilingen 10-15%
Konkordanz vorliegt (Kendler 2001; Gottesman & Erlenmeyer-Kimling 2001). (Tabelle 4)

Tabelle 4 Ubersicht von Zwillingsstudien bei Schizophrenie

Autoren Anzahl untersuchter Paare Probandenweise
(Indexfall mit Schizophrenie) Konkordanzraten
Mz Dz Mz Dz
(Onstad et al. 31 28 4% 48%
1991)
(Farmer, 21 21 10% 48%
McGuffin &
Gottesman
1987)
(Kringlen 1966) 555 90 15% 45%
(Cannon et al. 134 374 2% 46%
1998)
(Franzek & 21 18 1% 75%
Beckmann
19946)

Die Konkordanz bei monozygoten Zwilingen zeigt aber auch, dass eine Erkrankung
nicht ausschlieBlich auf die genetische Komponente zurUckzufGhren ist und erst bei
Hinzukommen anderer Faktoren ein Ausbruch der Krankheit wahrscheinlicher wird
(Owen et al. 20095).

2.2.2 Molekulargenetik

Aus den zuvor beschriebenen Untersuchungen gehen genetische Faktoren bei der
Schizophrenie hervor. Die molekulargenetischen Einflusse, die noch immer
weitestgehend unklar sind, werden durch immer neue Ansdize versucht zu
entschlUsseln. Durch die technischen Moglichkeiten und Methoden wurden in den

letzten Jahren groBe Fortschritte gemacht.
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Bei der Vererbung der Schizophrenie wird heute nicht von dem Prinzip der
Mendel’schen Regeln ausgegangen, sondern von einer polygenen Weitergabe, bei
der Mutationen an verschiedenen Loci im genetischen Material in einer bestimmten
Kombination, die Suszeptibilitat fUr eine Schizophrenie hervorrufen kénnen (Lander &
Schork 1994; McGue & Gottesman 1989; Owen 2000).

Weiterhin  besteht die Annahme einer phdnotypischen und dtiologischen
Heterogenitdt, das heiBt, dass die Krankheit durch unterschiedliche Variationen an
verschiedenen Loci hervorgerufen werden kann und ein qualitativ heterogener und

quantitativ variierender Phanotyp Ubertragen wird.

Dies bedeutet, dass nach den heutigen Erkenntnissen pathophysiologisch kein Gen fur
sich alleine eine Rolle bei der Entstehung spielt (Harrison & Weinberger 2005; Norton, et
al 2006).

Wdahrend das humane Genom einzelner Individuen zu 99% identisch ist, sind die
verbleibenden 0,1% fUr die phdnotypische Heterogenitdt der Population verantwortlich.
Einen groBen Anteil an diesen Sequenzunterschieden haben die Basenanordnungen im
Genom. Von den ca. drei Miliarden Nukleotidbasen in der menschlichen DNA,
variieren etwa drei Millionen zwischen den Individuen. Die meisten Variationen hierbei
befinden sich jedoch auf nicht-kodierenden Exons oder auf DNA-Abschnitten, die nicht

von MRNA franskribiert werden (Plomin et al. 1999).

Bei einer Mutation mit einem einzelnen Basenaustausch und einer Haufigkeit von Gber

1% wird diese als Single Nucleotide Polymorphism kurz ,SNP* bezeichnet.

Ein SNP kommt etwa alle 100-300 bp im Genom vor. Damit gibt es etwa 10-30 Millionen
potentielle SNPs die 90% der Heterogenit&t beim Menschen ausmachen, von denen
vier Millionen bereits sowohl quantitativ als auch genlocatorisch identifiziert sind

(International HapMap Consortium 2005).

Unbekannt sind bei der Schizophrenie jedoch weiterhnin die genaue Anzahl
pradisponierender Genorte, das von jedem Genlocus Ubertragene anteilige Risiko und

der Grad der Wechselwirkung zwischen den Genorten.

Als Basis fUr die Enfstehung werden einige haufig vorkommende Allele mit geringem bis
mittleren Effekt und einige seltene Allele mit gréBerem Effekt angenommen, welche sich
zudem gegenseitig beeinflussen (Wang et al. 2005; Craddock, et al 2007; Owen, et al
2009).

Aus diesem Grunde werden verschiedene Studien mit unterschiedlichen methodischen

Ansatzen durchgefihrt, welche im Folgenden beschrieben werden.
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2.2.3 Kopplungsanalysen

Kopplungsuntersuchungen bestdtigen die Co-Segregatfion eines vorhandenen
Polymorphismus oder Markerallels innerhalb einer Familie, bei dem der chomosomale
Locus bekannt ist, und einer in Zusammenhang stehenden Erkrankung (Boddeker &
Ziegler 2000).

Dabei wird davon ausgegangen, dass zwei DNA Abschnitte umso unwahrscheinlicher
durch Rekombination voneinander getrennt werden, je kleiner der Abstand der beiden

zueinander auf dem Chromosom ist.

Grundlage bildet ein Gen-Kartierungsverfahren bei dem die in Verbindung stehenden

Genorte vor der eigentlichen Identfifikation des Gens bestimmt werden (Rujescu 2007).

Als MessgroBe im Kopplungsungleichgewicht wird unter anderem der ,Transmission
Disaquilibrium Test" (TDT) verwendet, um die gemeinsame Vererbung der genetischen
Marker und der Erkrankung zu quantifizieren. Unter Verwendung von genetischen
Variationen wie z.B. SNPs mit bekanntem Locus ist es mdglich, den Ort des mit der
Erkrankung gekoppelten Gens zu erhalten. Die Kopplungsintensitat wird dann durch die
Distanz der Basenpaare zwischen Gen und Marker bestimmt. Durch einen ausreichend

groBen Pool an Markern wird dadurch erméglicht, das gesamte Genom zu screenen.

FOr die Untersuchung werden Familien mit mehr als einem erkrankten Mitglied
hinzugezogen, wie z.B. Geschwisterpaare, Betroffene und Eltern etc., da sich in solchen
eher eine Homogenitat der genetischen Vererbung annehmen IGsst (Maier et al. 199%9b;
Bailer et al. 2002).

In den ersten Studien wurde angenommen, dass auf den Genen eine Hauptwirkung zu
finden sei. Leider konnten in den ersten Versuchen die erhofften genomweiten
Signifikanzen nicht erfullt werden, was fUr eine niedrige Penetranz der Mutation spricht
(Owen, et al 2004; Moldin 1997).

Die gefundenen Kandidatengenregionen waren zudem sehr breit (ca. 20-30
Cenfimorgan) (Giegling et al. 2008) und 58% des Genoms stand in mindestens einer

genomweiten Kopplungsstudie mit der Erkrankung in Verbindung (Sullivan et al. 2008).

Es wurde daraufhin versucht in einigen Metaanalysen die wichtigsten Kopplungssignale
zusammenzufassen. Die gefundenen Ergebnisse waren jedoch auch insgesamt
voneinander abweichend, wenn auch eine gréBere Ubereinstimmung der Ergebnisse

gefunden wurde als urspringlich angenommen.
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In der Metaanalyse von Lewis wurden die Daten von 20 genomweiten
Kopplungsstudien mit Uber 1200 Stammbdumen hinzugezogen und in den Abschnitten
p12-g22.1 auf Chromosom 2 als am genomweit signifikantesten angegeben. DarUber
hinaus wurden auf den Loci 1p13.3-g23.3, 2922.1-923.3, 3p25.3-p22.1, 5g23.2-934, épter-
21.1, 8p22-p21.1, 11922.3-924.1, 14pter-q13.1, 20p12.3-p11 und 22pter-q12.3 weitere

starke Assoziationen gefunden (Lewis et al. 2003).

Badner & Gershon verwiesen auf Gene auf den Chromosomen 8p, 13g und 22q,
dahingegen erachten Lewis et al. den Abschnitt 2p12-g22.1 als signifikant. In den
untersuchten 20 genomweiten Kopplungsstudien von Lewis waren auch die Loci
5023.2-934, 3p25.3-p22.1, 11g22.3-g24.1, épter-p22.3, 2922.1-923.3, 1p13.3-923.3,
22pter-q12.3, 8p22-p21.1, 20p12.3- p11, 14pter-q13.1 von besonderer Bedeutung in der
Kopplung (Badner & Gershon 2002; Lewis et al. 2003).

Ng et al. untersuchten 32 genomweite Kopplungsstudien und identifizierten eine
signifikante Kopplung fur die Chromosomenloci 1, 2qg (118.7-152 Mb), 39, 49, 59, 8p und
10g. Ng grenzte diese Gesamtstichprobe weiterhin ein in Personen mit ausschlieBlich
europdischer Herkunft und fand die Kopplung der Gesamtstichprobe als nicht
signifikant. DafUr ergab sich in der europdischen Stichprobe eine Kopplung fur das
Chromosom 8p (15.7-32.7 Mb) (Ng et al. 2009).

Die Ergebnisse untermauern die These, dass verschiedene Loci mit jeweils
mittelm&Bigem Effekt fUr die Entstehung einer Schizophrenie in Frage kommen. Es bleibt
jedoch nachzuweisen, dass die positiven Kopplungsbefunde fir die Bedeutung der
Krankheit funktionell relevant sind und die identifizierten Gene mit der Krankheit

assoziiert sind.

2.2.4 Assoziationsstudien (Kandidatengenstudien)

Assoziationsstudien leisten einen Beitrag um mdgliche genetfische Risiken zu
identifizieren. Hierbei werden auch solche (Suszeptibilitats-) Gene identifiziert, denen nur

ein geringer krankheitsinduzierender Effekt zugesprochen wird.

Durch den Vergleich von Konftroll- und Patientenstichproben ist es méglich, potentiell
funktionell relevante Gene, die in Zusammenhang mit bekannten

Schizophreniehypothesen stehen, zu untersuchen.

Dabei wird anhand der Allelverteilung von relevanten Genvarianten in Patienten vs.
Kontrollprobanden ein statistisch signifikanter Unterschied herausgearbeitet (Porteous
2008; Maier et al. 1999a).
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SNPs werden oftmals nicht als einzelne SNPs weitervererbt, sondern als Block mehrerer
benachbarter SNPs. Diese Bldécke werden als Haplotypbldécke bezeichnet.
Haplotypbldécke sind einem einzelnen individuellen Chromosom zuweisbare und an
einer oder mehreren polymorphen Stellen, in 5- nach 3’-Sequenz lokalisierte
Nukleotide, wobei diese fir ein Gen, eine chromosomale Region oder auch fur jedes
lange DNA-Segment definiert sein kdnnen. Haplotypbldcke werden Uber Generationen
ohne Rekombination weitervererbt). Dadurch reicht es aus, auch wenn ein Block viele
SNPs enthdlt, die Identifizierung einiger SNPs zu kennen, um den Haplotyp zu

bestimmen.

Eine Assoziation mit einem Merkmal ist dann anzunehmen wenn der genetische Marker
in der untersuchten Kohorte signifikant hdaufiger bei befroffenen Patienten zum

Vorschein tritt als bei gesunden Probanden (Béddeker & Ziegler 2000).

Die Auswanhl richtet sich nach zuvor durchgefuhrten Kopplungsstudien, in denen fur das
Gen bereits ein positives Ergebnis erzielt wurde, oder die atiopathologisch mit der
Krankheit in Verbindung gebracht werden kénnen. Dies kann die Neurotransmission
oder die neuronale Stabilitdt der Zelle betreffen. Als Marker werden Uberwiegend
Einzelnukleotid Polymorphismen (SNP) verwendet, in denen nur eine Base vertauscht ist.
Dabei kann der SNP das Gen funktionell beeinflussen oder aber mit dem, die

Erkrankung verursachenden Polymorphismus im Kopplungsungleichgewicht liegen.

Die Kandidatengene werden entweder nach funktionellen oder nach positionellen
Kriterien ausgewdahlt. Bei funktionellen Kandidatengenen steht die Funktion mit einer der
bekannten Schizophreniehypothesen in Zusammenhang, wie z.B. bei Genen die am
glutamatergen oder dopaminergen System oder neuronalen Hirnentwicklung beteiligt
sind (Williams et al; Owen 2000).

Positionelle Kandidatengene sind in Regionen mit Kopplungsergebnis fur Schizophrenie
zu finden. Da es bei heterogenen Kohorten durch die Stratifikation zu falsch-positiven
Befunden kommen kann, wurden in den vergangenen Jahren bei Kopplungs- und
Assoziationsstudien u.a. ganzer Haplotypblécke in die Berechnungen mit einbezogen
(Schulze et al. 2001).

Zum heutigen Zeitpunkt sind bereits eine Reihe von erfolgreichen Studien durchgefUhrt
worden, die eine Assoziation wie z.B. Dysbindin (DTNBP1) (van Den Bogaert et al. 2003;
Stefansson et al. 2002), G72 und DAAO zeigen (Schumacher et al. 2004), die jedoch
nicht alle eine signifikante Assoziation aufweisen (Goldberg et al. 2006; Hall, Gogos &
Karayiorgou 2004; Morris et al. 2003).
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In einer Metaanalyse von Straub und Weinberger et al. wurden die 17 Gene RGS4,
DISC1, GADI1, ERBB4, DINBP1, MUTED, GRM3, NRGI1, PPP3CC, GRIK4, FEZ1, DAAO,
DAOA, AKT1, CHRNA7, COMT und PRODH mit der Schizophrenie assoziiert (Straub &
Weinberger 2006).

Weiterhin wurde in einer groBangelegten Metaanalyse von Allen et al. gezeigt, dass auf
den 16 Genen APOE, COMT, DAO, DRD1, DRD2, DRD4, DTNBP1, GABRB2, GRIN2B, HP,
IL1B, MTHFR, PLXNAZ2, SLC6A4, TP53 und TPH1 24 Polymorphismen vorliegen, die eine

signifikante Assoziation zur Krankheit aufweisen (Allen et al. 2008).

2.2.5 Genomweite Assoziationsstudien (GWA)

In der jUngsten Vergangenheit werden immer hdufiger auch genomweite
Assoziationsstudien zur Identifizierung maoglicher SuszeptibilitGtsgene durchgefuhrt.
Dabei werden DNA-Chips eingesetzt, welche die Haufigkeit der Allele von bestimmten

SNP’s zwischen Patienten und gesunden Probanden vergleichen.

Der Unterschied zu den einfachen Assoziationsstudien besteht darin, dass zeitgleich
mehrere Hunderttausend SNPs einer Person untersucht werden, ohne dass zuvor eine
Hypothese bezlglich funktioneller oder positioneller Relevanz gebildet worden wdre.
Dadurch werden auch solche risikosteigernde Polymorphismen entdeckt, die vorher gar

nicht mit der Entstehung der Schizophrenie in Zusammenhang gebracht wurden.

GWA’s werden entweder als individuelle Genotypisierung oder als Analysen mit

gepoolter Genotypisierung durchgefuhrt.

Bei lefzterer werden zwei DNA-Pools von jeweils &qguimolaren individuellen DNA-
Stichproben zusammengestellt. Dabei werden in den zwei Pools die DNA’s von vielen
verschiedenen Individuen vereinigt von denen einer die DNA vieler verschiedener
Patienten und der andere die DNA von vielen verschiedenen Konfrollpersonen enthailt.
In jeder der beiden Pools wird dann die Allelfrequenz erfasst. Bei einem Unterschied in
der Haufigkeit zwischen Probanden und Patienten wird dann eine individuelle

Genotypisierung vorgenommen.

Bei der individuellen Genotypisierung wird die Allelfrequenz aller auf dem Genchip

vorhandenen Marker fUr jeden Studienteilnehmer erfasst.

Veroffentlicht wurden bis heute eine Vielzahnl von GWA’s in Verbindung mit
Schizophrenie und genetischen Markern von denen alle entweder die individuelle oder

gepoolte Genotypisierung durchgefUhrt haben.
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Die erste publizierte Studie wurde 2006 von Mah et. al verdffentlicht. Die gepoolte DNA
aus 320 Probanden und 325 Konfrollen wurde an 25000 SNPs aus 14000 Genen
genotypisiert. Es wurde dabei eine Assoziation des Gens PLXNA2 auf dem Locus 1932

mit der Schizophrenie herausgefunden (Mah et al. 2006).

Lencz hingegen fGhrte 2007 eine individuelle Analyse anhand 500.000 SNPs von 178
Patienten und 144 Konfrollen durch. Eine Assoziation wurde in pseudoautosomalen
Region des X bzw. Y-Chromosoms des Gens CSF2RA (rs4129148) herausgefunden.

Eine weitere GWA zur Schizophrenie stellten Sullivan et al. im Jahre 2008 im Rahmen der
CATIE-Studie vor. Es wurden 492.900 SNPs an einer Stichprobe aus 738 nach DSM-IV
diagnostizierten Patienten und 733 Probanden genotypisiert. Die gefunden Ergebnisse

ergaben jedoch keine genomweiten signifikanten Assoziationen (Sullivan et al. 2008).

2008 wurde von Shifman et al. eine Kohorte Ashkenasi-Juden mittels gepoolter
Genotypisierung untersucht. Diese fanden eine geschlechtsspezifische auf weibliche
Teilnehmerinnen beschrénkte Assoziation des Reelin-Gens auf Chromosom 7. Dieser
Zusammenhang wurde auch in vier Replikationsstichproben aus England, Irland, China
und den USA gefunden (Shifman et al. 2008).

O’Dononvan et al. verdffentlichten im selben Jahr eine weitere genomweite
Assoziationsstudie die an 479 Patfienten und 2.937 Probanden durchgefUhrt wurde. In
einer Folgestudie untersuchten sie die zwolf am stdrksten assoziierten Loci in zwei
multizentrisch rekrutierten Replikationsstichproben gemischter Abstammung (n = 16726).
Dabei wurden im Follow-up die SNPs mit p<10-> in einer groBeren Stichprobe repliziert
und die gefundenen Loci der drei Chromosomen 2g32.1 (ZNF804A), 11pl14.1 und
16p13.12 mit Schizophrenie assoziiert, von denen ersterer auch mit bipolaren Stérungen
und Depressionen in Zusammenhang steht und als einer der bis heute bedeutsamsten
Entdeckungen in diesem Bereich gilt, wie zahlreiche weitere Studien belegen (Williams
et al. 2011; O'Donovan et al. 2008).

Kurz darauf bestatigte das International Schizophrenia Consortium (ISC) die ZNF804A
Ergebnisse und fugte eine Assoziation mit einem SNP auf Chromosom 22 und mehr als
450 SNPs in der Major-Histocompatibility-Complex (MHC) Region hinzu (Purcell et al.
2009).

Zwar konnte die Arbeitsgruppe von Shi et al. keine genomweiten Assoziationen der vom
ISC vorgelegten Ergebnisse feststellen, jedoch wurde in der durchgefUhrten
Metaanalyse fUr kaukasische Teilnehmer sieben SNPs auf dem Locus 6p22.1 identfifiziert,

die mit Schizophrenie assoziiert sind (Shi et al. 2009).
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In der Studie von Stefansson et al. wurden 2.663 Patienten und 13.498 Probanden aus
insgesamt acht europdischen Standorten mit insgesamt 314.868 SNPs verglichen und

die Marker mit den besten Ergebnissen in vergleichbaren Studien kombiniert.

DarUber hinaus wurde ein Follow-up mit 4.999 Patienten und 15.555 Kontrollen
durchgefuhrt. Das Ergebnis stimmt Gberein mit den Ergebnissen von Shi und Purcell in
der Region des Major Histocompatibility Complexes (MHC), mit zusatzlichen
Assoziationen im NRGN und TCF4 Gen (Stefansson et al. 2009; Shi et al. 2009; Purcell et
al. 2009).

Kirov et al. folgten 2009 mit einer weiteren familienbasierten gepoolten Analyse von
2.327 kaukasischen Personen und dem Ergebnis einer Assoziation des Markers
rs11064768, auf dem CCDC60 Gen mit dem Locus auf Chromosom 12 (Kirov et al. 2009).

Tabelle 5 zeigt die oben beschriebenen verschiedenen durchgefUhrten Studien der
genomweiten Assoziationsstudien mit den signifikantesten Ergebnissen fir bestimmte

Genome oder Genregionen.
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Tabelle 5 Top Gene in GWA's identifiziert, adaptiert nach (Gejman et al. 2011)

Autoren und Jahr Sample (case/control) Gen oder Region Kleinste p-
Werte
(Lencz et al. 2007)(104) | 178/144 (EA) CSF2RA, SHOX 3.7 x 107
(Sullivan et al. 738/733 (EA) AGBLI1 1.71 x107¢
2008)(CATIE) (174)
(O'Donovan et al. 2008) | Discovery: 479/2,937 INF804A 1.61 x 107
(Cardiff/ WTCCC) (138) | (EA)
Follow-up: 6,829/9,897
(EA)
(Need et al. 2009)(132) | Discovery: 871/863 (EA) | ADAMTSL3 1.35 x 1077
Follow-up; 1,460/12,995
/EA
(Purcell et al. 3.322/3.587 (EA) MHC region@ 9.5 x 1077
2009)(ISC) (143)
MYO18B 3.4 x 107
(Stefansson et al. Discovery: 2,663/13,498 | MHC regionk 1.4 x 10712
2009)(SGENE) (171) (EA)
Follow-up 4,999/15,555 NRGNP 2.4 x 1077
(EA) TCF4b 4.1 x 107
(Shi et al. 2009)(MGS) 2,681/2,653 (EA) MHC regione 9.5 %107
(162) 1,286/973 (AA) CENTG2 (nurin EA) | 4.59 x 107
ERBB4 (nurin AA) 2.14 x 10°¢
(Athanasiu et al. 2010) | 201/305 (EA) PCLO 2.84 x 1077
(TOP) (3)
(lkeda et al. 2011)(71) 575/564 (Asian) OAT 6.2 %1076

2011 wurde eine weitere Metaanalyse zur genomweiten Genotypisierung von Wang et
al. durchgefthrt. Diese gepoolte Metaanalyse untersuchte sowohl genetische Marker
fur Schizophrenie als auch bipolare Stérungen in europdischen und amerikanischen
Kohorten. FUr die Schizophrenie waren dies insgesamt 1.172 Patienten und 1.379

Kontrollen.

Es wurde heraus gefunden, dass der SNP rs11789399 auf dem Locus 9g33.1 (p = 2.38 x
10-¢) des flankierenden Gens, ASTN2, am ehesten in Zusammenhang mit der Erkrankung
steht. Den zweiten Rang belegte bei dieser Studie SNP rs12201676 auf 6q15 (p = 2.67 x
10— 4 in der N&he der flankierenden Gene GABRRT und GABRR2 (15 und 17kb entfernt).
Ein dritter interessanter SNP war der SNP rs802568 auf 735 des Gens CNTNAP2 (p = 8.92
x 10— 4).

Durch die durchgefUhrte Meta-Analyse wurden noch zwei weitere Gene NALCN (SNP
rs2044117, p = 4.57 x 10— 7) und NAPS5 (SNP rs10496702, p = 7.15 x 10— 7) identifiziert.
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Haplotypanalysen der oben beschriebenen Loci unterstUtzen die Assoziation mit

Schizophrenie sowie bipolaren Stérungen (Wang et al. 2010).

Mittlerweile werden auch Untersuchungen an Copy Number Variants (CNV's),
durchgefuhrt, bei denen ihre Variationen im Hinblick auf eine moégliche Assoziation mit

Schizophrenie untersucht werden.

CNV’s haben per definitionem eine Ldnge von 1.000 bis 3 Mio. Basen und kdénnen
zwischen den Individuen aufgrund von Deletion oder Duplikation variieren. Analog zu
den GWA’s wurden in den letzten Jahren verschiedene Analysen zu CNV's

durchgefuhrt und verdffentlicht.

Schon seit einiger Zeit ist bekannt, dass CNVs das Erkrankungsrisiko einer Schizophrenie
signifikant erhdhen kénnen. Zum Beispiel erhdht eine Deletion auf Chromosom 22911

das Risiko an einer Schizophrenie zu erkranken (Murphy ef al. 1999).

Weitere Studien lassen vermuten, dass auch weitere selten vorkommende CNVs bei
Patienten mit einer Schizophrenie in erhdhter Rate vorliegen. In zwei Studien wurden
Verbindungen zwischen der Schizophrenie und den gleichen zwei Deletionen auf
Chromosom 19g21.1 (Position 142.5 - 145.5 Mb) und auf Chromosom 15q13.2 (Position 28
-31 Mb) berichtet (Stefansson et al. 2009; International Schizophrenia Consortium 2008).
Dabei waren die Varianten selten und hatten einen signifikanten Einfluss auf das

Erkrankungsrisiko (Stefansson et al. 2009).

Beide CNVs umfassen mehrere Gene, die nicht nur fUr Schizophrenie sondern auch fur
andere Erkrankungen z.B. Autismus oder mentale Retardierung als Kandidatengene

gelten kédnnen (Owen et al. 2009).

Und gleichwohl CNVs einen Einfluss auf das Erkrankungsrisiko zu haben scheinen,
bedingt das Vorhandensein nicht das Erscheinen einer Schizophrenie, da sie auch bei
Personen gefunden wurden, die nie an einer psychofischen Stérung gelitten haben
(Owen et al. 2009).

Aufgrund der genetischen Heterogenitdt in der Schizophrenie ist es auBerordentlich
schwierig, genaue genetische Varianten zu identifizieren, die fUr die Erkrankung

prédisponieren oder das Risiko erhdhen.

Daher konnte bislang auch keines der in der Literatur diskutierten Gene als direkter
Pathogen identifiziert werden, da darUber hinaus noch nicht alle pathophysiologischen
Zusammenhdnge  verstanden  sind.  Als  gesichert  gelten jedoch  auch
neurobiochemische Verdnderungen im Gehirn auf die im Folgenden ndher
eingegangen wird.
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2.3 Neurobiochemische Faktoren

Bei neurochemischen Faktoren der Schizophrenie steht insbesondere eine verdnderte
oder gestdrte Transmission der Signale zwischen den Neuronen im Vordergrund der

ForschungsbemuUhungen.

Zwei Transmittersysteme sind hierbei als eminent identifiziert worden, welche auch in

einer floriden Schizophrenie von besonderer Bedeutung sind.

2.3.1 Dopaminerge Einflussfaktoren

Dass das dopaminerge System einen starken Einfluss auf die Schizophreniesymptome
hat, wurde bekannt als herausgefunden wurde, dass bei schizophrenen Psychosen die
D2-Rezeptoren durch wirksame Neuroleptika blockiert werden (Baumeister & Francis
2002).

Agonisten wie Amphetamine akfivieren bei Gesunden diese Rezeptoren und kdnnen
dadurch Psychose-dhnliche Positivsymptomatiken oder bei Patienten Rezidive ausldsen
(Kapur et al. 1996; Mdller et al. 2011; Baumeister & Francis 2002).

Entgegen der erstmals postulierten These einer allgemeinen Uberaktivitét dopaminerger
Neuronen (Carlsson & Lindgvist 1963), werden dank neuer Untersuchungen heute die
schizophrenen Psychosen als Ungleichgewicht zwischen frontalen und mesolimbischen
dopaminergen Neuronen beschrieben. Dabei scheint eine verminderte dopaminerge
Akfivitdt im prafrontalen Kortex fUr die Negativsymptomatik und kognitiven Defizite
verantwortlich zu sein, wobei es mesolimbisch zu einer Hyperaktivitdt mit verbundener

Positivsymptomatik kommt (Davis et al. 1991; Andreasen 1999).

Dies wurde auch dadurch bestatigt, dass mit den klassischen Neuroleptika eine
Verbesserung der Positivsymptomatik zu beobachten ist, die Negatfivsymptomatik

jedoch kaum eine Verbesserung zeigt (Meltzer 1997).

Durch die RUckkopplungsmechanismen der korfikalen und  subkortikalen
Dopaminsysteme kommt es durch die Behandlung mit Neuroleptika zu einer
vermehrten Ausschittung von Dopamin im Striatum und dadurch wiederum zu einer

sekunddren Positivsymptomatik (Abi-Dargham & Moore 2003).

Die Entstehung der initialen Dopaminhypoaktivité&t konnte bislang noch nicht geklért

werden.
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Das dopaminerge Ungleichgewicht kann die Symptomatik der Schizophrenie jedoch
nicht vollstGndig erkldren (Howes & Kapur 2009) und impliziert die Moglichkeit, dass
auch andere Neurotransmitter bei der Symptomatik und dem Ungleichgewicht der

neuronalen Transmission beteiligt sind (Carlsson et al. 2001).

2.3.2 Glutamaterge Einflussfaktoren

Auch die Betrachtung der glutamatergen SignalUbermittlung gibt berechtigten Anlass

zur Annahme einer signifikanten Rolle von Agonisten und Antagonisten dieses System:s.

Allerdings geht man im Gegensatz zum dopaminergen Ungleichgewicht von einer
Unterfunktion der glutamatergen Neuronen aus, da durch Studien nachgewiesen
wurde, dass mittels non-kompetitiven NMDA-Rezeptor-Antagonisten wie Phencyclidin
(PCP) und Ketamin eine schizophrene Symptomatik einschlieBlich Negativsymptomatik
ausgeldst werden kann, die in lhrer Ausprdgung noch stérker ist als die von

Amphetaminen (Krystal et al. 1994).

Sowohl im frontalen Kortex, als auch im Hippocampus sind normalerweise glutamaterge
Neuronen in hoher Dichte vertreten. Bei schizophrenen Patienten konnte jedoch eine
Degeneration von GABA-ergen Interneuronen beobachtet werden (Benes 2000;
Reynolds et al. 2004). Zudem waren bei Patienten verminderte Glutamatspiegel im
Liquor zu finden (Coyle 2004; Kim et al. 1980). Dies wurde im weiteren Verlauf durch

dhnliche Untersuchungen bestatigt (Fallgatter et al. 2010).

Daraus wird der Schluss gezogen, dass eine physiopathologische Unterfunktion der

glutamatergen Neurotransmission zugrunde liegt (Mdller et al. 2011).

Der NMDA-Rezeptor spielt hierbei eine zentrale Rolle. Dieser tragt wesentlich zu der
Hirnentwicklung und einer Vielzahl von anderen neuronal Prozessen bei und befindet
sich auf GABA-ergen inhibitorischen Neuronen, welche glutamaterge Pyramidenzellen
hemmen (Javitt & Coyle 2004).

Bei einer NMDA-Rezeptor-Hypofunktion, ist die Aktivitat der GABA-ergen Neurone auch
herabgesetzt (Javitt & Coyle 2004; Olney et al. 1999). Dieser verminderte inhibitorische
Tonus fUhrt primd@r zu einer exzessiven Glutamatfreisetzung, was dadurch eine
Excitotoxizitadt und die Zerstérung der GABA-ergen Interneurone zur Folge hat (Stone et
al. 2007).

In Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass es unter Inhibierung der NMDA Rezeptoren
auf molekularer, zelluldrer und funktioneller Ebene zu Ver&nderungen &hnlich einer

Schizophrenie kommt (Rujescu et al. 2006).
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Daruber hinaus erklart eine NMDA Rezeptorstérung sowohl die Positiv- als auch die
Negativsymptomatik. Weiterhin wurde gezeigt, dass Medikamente welche die Funktion
des NMDA Rezeptors erhdhen v.a. eine Verbesserung der Negativsymptomatik ohne

wesentlichen Einfluss auf die Positivsymptomatik zur Folge haben (Javitt & Coyle 2004).

Eine amphetamininduzierte Dopaminfreisetzung hingegen hat indes eine
Verschlechterung der Positivsymptomatik ohne Einfluss auf die Negativsymptomatik zur
Folge (Abi-Dargham et al. 1998).

Somit liegt die Vermutung nahe, dass dopaminerge und glutamaterge gemeinsam
interagieren und fUr unterschiedliche psychopathologische Symptome verantwortlich
sind. Eine Wechselwirkung der Dopamin- und Glutamatergen Systeme I&sst den Schluss
zu, dass ein primdares Glutamatdefizit zu einer sekunddren DopaminUberfunktion fGhren
konnte (Ebert & Loew 2005). Damit wdére eine ursdchliche Dysfunkfion des NMDA
Rezeptors mit Negativsymptomatik fir eine Dopamin-induzierte Positivsymptomatik

verantwortlich.

2.3.3 Serotonerge Einflussfakioren

Ein zusatzliches System, das in der Schizophrenieentstehung eine Rolle spielen kdnnte ist
das Serotoninsystem, bei welchem beobachtet wurde, dass 5-HT Agonisten (z.B. LSD)
psychotische Symptome hervorrufen kénnen und darUber hinaus die neueren
Medikamente zur Behandlung der Schizophrenie verstérkt auch 5-HT-Antagonisten
enthalten (Terry et al 2008; Ichikawa et al. 2001; Meltzer 1987; Gouzoulis-Mayfrank et al.
2005).

Der NMDA Rezeptor kann durch UbermdBige Reizung und Akfivierung auch zu
oxidativem Stress und neuronalem Zelltod fOhren (Coyle 2006). Dadurch kommt es im
weiteren Verlauf zu einer Stérung der Konnekfivitdt zwischen Neuronen, da sowohl
Dendriten und Synapsen als auch die Axonmyelinisierung durch oxidativen Stress
verdndert werden (McGlashan & Hoffman 2000). All diese Thesen kénnen die
Symptomatik der Schizophrenie jedoch nicht vollstandig erkl@ren (Howes & Kapur 2009)
und implizieren die Moglichkeit, dass auch andere Neurotransmitter bei der
Symptomatik und dem Ungleichgewicht der neuronalen Transmission beteiligt sind
(Carlsson et al. 2001).

Welches Neurofransmittersystem final das dysfunktional urséchliche ist konnte jedoch
nicht abschlieBend geklart werden, da glutamaterge Neurone im Hippocampus und im
Kortex von Dopamin moduliert werden, auf der anderen Seite aber Glutamat die

AktivitGt dopaminerger Neurone reguliert (Stone et al. 2007).
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Oxidativer Stress scheint jedoch bei beiden Systemen eine beeinflussende Rolle zu

spielen.

2.3.4 Oxidativer Stress und mitchondriale Dysfunktion

Auch wenn die Mechanismen der Schizophrenie nicht genau ergrindet sind, ist ein
zunehmend diskutierter zusé@tzlicher Faktor bei der Entstehung der Schizophrenie laut
neueren Untfersuchungen oxidativer Stress, ausgeldst durch fehlerhafte Redox-
Reaktionen in der Zelle (Zhang et al. 2010; Matsuzawa & Hashimoto 2011; Yao & Reddy
2011; Do et al. 2009; Do, Conus & Cuenod 2010).

Abbildung 2 zeigt die schematische Darstellung von Einflussfaktoren auf die

BegUnstigung einer Schizophrenie mit besonderem Fokus auf oxidativen Stress.

Genetik Umweltfaktoren

Oxidativer Stress

Hypoaktive NMDA Rezeptoren Mitochondriale dysfunktion Epigenetisch Veranderung

Wird von
ROS/RNS
beeinflusst
Falsche Entziindungsantwort Oligodendritische anomalien

Abbildung 2 Schematische Darstellung des Einflusses von oxidativem Stress auf
Schizophrenie, (nach Bitanihirwe & Woo 2011)
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2.3.4.1 Oxidativer Stress

Oxidativer Stress tritt dann auf, wenn die antioxidativen Schutzmechanismen der Zelle
nicht mehr in der Lage sind, die Produkte aus dem physiologischen oxidativen
Stoffwechsel auszugleichen. Diese sind reaktfive Sauerstoffspezies (ROS - reactive
oxygen species), auch freie Sauerstoffradikale genannt, und reaktive Stickstoffspezies

(RNS —reactive nifrogen species) (Kohen & Nyska 2002; Berg et al 2004b).

Diese Oxidantien (RNS ist kein freies Radikal) entstehen in den Mitochondrien als
Nebenprodukt der Zellatmungskette in der Oxidations-Reduktions-Kaskade. Sauerstoff
wird in dieser widersprichlichen Funktion als ,Sauerstoff Paradoxon® bezeichnet, da es
sowohl Uberlebenswichtig fur den Organismus ist, aber auch toxisch wirken kann
(Davies 1995).

Dabei entweichen in der mitochondrialen Elektronentransportkette (ETC) ca. 2% der
Elektronen und reagieren mit molekularem Sauerstoff zu ROS, welche unter anderem
die mitochondriale DNA (mtDNA) schadigen.

Die mitDNA wiederum, kodiert einige Protein Untereinheiten der Atmungsketten-
Komplexe vor allem |, lll, IV und V, so dass eine Schadigung der mtDNA zu ETC Defekten
besonders der Komplexe 1 und Ill fUhrt. Dies hat eine stérkere Produktion der ROS zur
Folge, so dass es zu einem Circulus vitiosus kommt (Balaban, et al. 2005; Fukui & Moraes
2008).
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Tabelle 6 zeigt die wichtigsten freien Radikale im Organismus, die zu Stérungen

bestimmter Prozesse fUhren kdnnen.

Tabelle 6 Wichtigste ROS adaptiert nach (Nordberg & Arnér 2001)

Formelzeich Bezeichnung Anmerkung
en
Oz - Hyperoxid-Anion freies Radikal, Second Messenger, alte
Bezeichnung: Superoxid-Anion
HO - Hydroxyl-Radikal freies Radikal, hochreaktiv
HOO- Perhydroxyl-Radikal freies Radikal
ROO- Peroxylradikal freies Radikal
RO- Alkoxylradikal freies Radikal, bei Lipiden
H202 Wasserstoffperoxid Edukt zur Bildung anderer ROS, Second
Messenger
ROOH Hydroperoxid
Os Ozon
OCI- Hypochlorit-Anion
102 Singulett-Sauerstoff angeregtes Sauerstoffmolekul
NO Stickstoffoxid
ONOO- Peroxynitrit

Neuere Studien schreiben ROS wie dem Hyperoxid und dem Wasserstoffperoxid neben
der Generierung oxidativen Stresses eine wichtige Signalfunktion, z.B. im Gehirn bei der
SignalUbertragung der synaptischen Plastizitédt und der Ged&chtnisbildung zu. Sie wirken
dort zudem stark vasodilatierend (gef&Berweiternd) und scheinen daher wichtig fur die
Steigerung des zerebralen Blutflusses und des zerebrovaskul@ren Tonus zu sein (Kishida &
Klann 2007).

Ausgeglichene ROS Level sind nétig, da diese eine Vielzahl von Prozessen beeinflussen,
wenn nicht sogar bedingen. Eine erhdhte ROS Produktion fuhrt allgemein zu verstérkter
Lipid- und Proteinoxidation, DNA-Schadigung und zur Aktivierung von proapoptotischen
Signalwegen, wie z.B. der c-Jun-N-terminalen-Kinase (JNK) oder p38 Mitogen-
aktivierten-protein-Kinase (MAPK) Signalweg, welcher auch Teil der
caspaseabhdngigen Apoptose in neurodegenerativen Prozessen ist (Balabanet al
2005; Schroeter et al. 2002).

Eine verstarkte Lipidoxidation zum Beispiel reduziert die Fluiditdt der Membran, verringert
die Akfivitdt von membrangebundenen Enzymen und fUhrt im schlimmsten Fall zu
einem Verlust der Membranintegritat. Dies wiederum verschiebt den lonenhaushalt der

Neurone und |6st Excitotoxizitat aus (Stark 2005).
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Des Weiteren werden durch einen ROS Uberschuss auch Enzyme aktiviert. So kann die
Aktivierung von Kinasen zum Zelltod fUhren (Scherz-Shouval & Elazar 2007). Auch
kdnnen Proteine unspezifisch oxidiert werden, was zu ihrem Abbau, Inaktivierung oder
ihrer Aggregation fUhren kann. Ein Beispiel hierfUr ist das a-Synuclein welches

normalerweise in Lewy-Kdrperchen in nitrosylierter Form vorliegt (Giasson et al. 2000).

Es wurde gezeigt, dass das prdsynaptische Protein a-Synuclein welches in hohem MaBe
auch fUr die Entstehung einer Parkinson Erkrankung verantwortlich gemacht wird, in
erhdhter Konzentration sowohl zu oxidativem Stress fUhren kann, als auch durch
oxidativen Stress akkumuliert und dadurch zu mitochondrialer Dysfunkfion mit

verbundenem Untergang der Zelle fGhren kann.

DarUber hinaus kommt es in diesem Prozess zu einer Verminderung der Glutathion-Level,
was Uber erhdhte ROS Produktion auch zu erhdhten oxidativem Stress der Zelle fUhrt
(Hsu et al. 2000). Eine erhdhte ROS Produktion fGhrt wiederum zu Aggregation von a-
Synuclein. Dies kann jedoch mit einem Antioxidans wie z.B. Vitamin E rickgé&ngig

gemacht werden (Jenner & Olanow 1998).

Insbesondere das Gehirn ist von oxidativem Stress betroffen, da es auf der einen Seite
einen hohen Anteil an Metallen (Eisen, Zink, Kupfer, Magnesium) enthdlt, welche die
Entstehung von ROS /RNS katalysieren, und auf der anderen Seite einen extrem hohen
Saverstoffdurchsatz erreicht. 20% des Sauerstoffoedarfs des Kdrpers wird vom Gehirn
bendtigt, obwohl es lediglich 2% des Korpervolumens ausmacht (Berget al.2004q;
Dringen 2000; McQuillen & Ferriero 2004).

Der hohe glukoseabhdngige Stoffwechsel und die zusétzlichen mehrfach ungesattigten
FettsGuren, kombiniert mit einem relativ kleinen Anteil an Antioxidantien, fOhrt zu der

Annahme, dass das Gehirn besonders anfdllig fur oxidativen Stress ist (Dringen 2000).

Die der Hirnfunktion zur VerfUgung stehenden Mittel, um der ROS/RNS Toxizitat

entgegenzuwirken sind (Dringen et al 2005):
1. Entfernung der ROS/RNS
2. Verhinderung der ROS/RNS Entstehung und

3. Bindung der fUr die Katalysierung der ROS/RNS erforderlichen Metallionen
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Die Enzyme Glutathion-Peroxidase und Glutathion-Reduktase spielen eine
entscheidende Rolle in diesem Prozess. Diese Enzyme konvertieren die freien Radikale
und Peroxide in nichf-toxische Formen (Dringen et al. 2005). Dabei wird reduziertes
Glutathion (GSH) oftmals von Glutathion-Peroxidase zu Glutathion-Disulfid (GSSG)
oxidiert. Glutathion-Reduktase reduziert GSSG dann wieder zu GSH.

Andere anfioxidatfive Substanzen sind z.B. Ascorbinsdure (Vitamin C), Ubiquinon, a-
Tocopherol (Vitamin E), Bilirubin, Albumin, Harnséure, Niacin, Carotenoide und

Flavonoide (Nordberg & Arnér 2001; Cho et al. 2009).

In einigen Studien wurde versucht, einen Zusammenhang zwischen oxidativen
Stressmarkern und Schizophrenie herzustellen, jedoch ist die Datenlage bisher
inkonsistent, wie auch die kirzlich durchgefUhrte Meta-Analyse von Zhang et al. zeigt
(Zhang et al. 2010).

Sowohl glutamaterges, als auch dopaminerges und serotonerges System haben einen
signifikanten Einfluss auf das Redoxgleichgewicht (Yao et al. 2010; Smythies 1999a;
Smythies 1999b).

Dopaminerge Neurone und oxidativer Stress

Die klassische Dopaminhypothese geht von einer Hyperaktivitdt der dopaminergen
Ubermittlung am D2-Rezeptor aus. Auffallig ist dabei, dass Dopamin von

Monoaminooxidase zu DihydrophenylessigsGure umgesetzt wird.

Diese Reaktion 1&6st eine vermehrte Wasserstoffperoxidbildung aus, welche dann mittels
Auto-oxidation von Dopamin wiederum zu vermehrter Produktion von ROS wie z.B.

Superoxiden und Dopaminchinonen fUhrt (Hastings 1995; Fleckenstein et al. 2007).

Dopaminchinon wiederum kann mit diversen BiomolekUlen wie den Cysteinresten von
Proteinen reagieren und diese unter Ausbildung von Dopaminaddukten inakfivieren.
Diese stellen neben der ROS-Produktion einen zusatzlichen Stress fUr die dopaminergen

Neurone dar (Miyazaki & Asanuma 2008).

Do et al. zeigten in einer Studie, dass Dopamin in kortikalen Neuronen die GSH Aktivitat
allein um 40% senkt (Grima et al. 2003).

Somit kann der Schluss herbeigefGhrt werden, dass eine Hyperaktivitdt von Dopamin

auch zu erhdhtem oxidativen Stress fUhrt.
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NMDA und NO

Ein weiteres Beispiel hierfUr ist die Tatsache, dass Stickstoffmonoxid (NO) als Metabolit
mit Schizophrenie in Zusammenhang gebracht wurde. NO selbst spielt unter anderem
eine Rolle in der Gehirnfunktion wie z.B. bei der synaptischen Plastizitat (Hélscher & Rose
1992), neurotransmitter Freisetzung (Lonart et al. 1992) und neuronale Entwicklung
(Contestabile 2000; Gibbs 2003).

In Hinsicht auf den NMDA-Rezeptor, der wesentlich bei der Entstehung einer
Schizophrenie beitragt, ist NO besonders als second Messenger in der Akfivierung des
Rezeptors beteiligt, welch mit den dopaminergen und serotoninergen Signalwegen

interagiert (Lorrain & Hull 1993; Brenman & Bredt 1997).
Glutamaterge Neurone und oxidativer Stress

Die Glutamathypothese der Schizophrenie stUtzt sich weitestgehend auf die
Fehlfunktion des NMDA Rezeptors (NMDAR) (Coyle 2006).

Wdhrend Glutamat als primér exzitatorischer Neurotransmitter im  zentralen
Nervensystem agiert, ist es bei zu hohen Konzentrationen jedoch auch exzitotoxisch
wirksam (Platt 2007).

Einer der dabei beteiligtlen Mechanismen ist ein durch Calciumflux ausgeldster
exzitatorischer Zyklus, der wiederum einen Anstieg von Glutamat bewirkt. Durch die
Akkumulierung von Glutamat und Calciumionen in der Zelle kommt es dann zur Bildung
von ROS (Olney 1989; Hirose & Chan 1993).

Eine Unterfunktion des NMDAR bewirkt einen verringerten Durchstrom der Ca?* lonen
durch diese Kandle, was als Konsequenz Uber verschiedene Bypass-Mechanismen zu
einer hohen Konzentration an freiem intrazelluléren Ca?+ in einer groBen Anzahl an
neuronalen Zellen zur Folge hat. In lefzter Instanz kann dies auch oxidativen Stress
induzieren (Schwartz et al. 1994; Schwartz et al. 1994; Sharp et al. 1994; Lidow 2003).

In einer jUngeren Studie von Radonji¢ et al. wurden nach perinataler Gabe von PCP
(s.0.) bei Ratten in bestimmten Hirnregionen eine Verdnderung der GSH Konzenftration
und Akfivitat der entsprechenden Enzymen (Glutathion-Oxydase und Reduktase)
festgestellt, wohin gegen die Aktivitat der Katalase nicht veréndert war (Radonji¢ et al.
2009).
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Wdahrend im prafrontalen Kortex sowohl GSH, Superoxid-Dismutase und Glutathion
Reduktase niedriger waren, sah man hingegen einen Anstieg an Glutathion Peroxidase.
Im Hippocampus waren GSH, und beide Glutathion EnzymaktivitGten verringert, Lipid-

Peroxidase jedoch erndht.

Im Thalamus waren indes Lipid-Peroxidase und Glutathion-Reduktase erhdht (Radonji¢
et al. 2009). Dies spricht sehr stark fur eine Korrelation des NMDARs und dem Redox-

Status bei schizophrenen Patienten.
Mitochondriale Dysfunktion

Einige von den oben vorgestellten Prozessen haben auch Auswirkung auf die

mitochondriale Funktion.

Oxidative Phosphorylierung und enzymatische Oxidation in den Mitochondrien fGhrt zur
Produkfion von verschiedenen Superoxid-lonen und ROS-Spezies, wie zum Beispiel
Wasserstoffperoxid. Ein in der Funktion gestoértes oder alteriertes Mitochondrium
produziert nicht nur vermehrt von diesen freien Radikalen, sondern ist auch anfélliger fir

oxidativen Stress (Kowaltowski & Vercesi 1999).

Dadurch kommt es wiederum zu Verdnderungen der mitochondrialen Membran mit
vermehrter Durchl@ssigkeit fur Ca?+, Glukose und anderen lonen, was zu einem Energie-
ungleichgewicht fGhrt. Durch die wiederum verstarkte Produktion von ROS/RNS kommt
es dann in letzter Konsequenz zum Untergang der gesamten Zelle (Hazlett et al. 2004;

Calabrese et al. 2001; Martins-de-Souza et al. 2009; Martins-de-Souza et al. 2011; Lenaz).

Unbestritten ist jedoch, dass das Redox Gleichgewicht, als primdre Komponente der
H&mostase innerhalb der Zelle, von grundlegender Bedeutung fUr das Uberleben
neuronal Zellen ist. Daher kann jeder Prozess, der dieses Gleichgewicht stort zu einer
Verdnderung der zelluldren biochemischen Prozesse mit verheerendem Ausgang fur die
Funktionsfahigkeit fUhren, die in neuronalen Defiziten und Zelltod resultieren kann
(Bitanihirwe & Woo 2011).

Glutathion und der NMDAR sind hierbei entscheidende Mitspieler und deren Funktion
stehen in direktem Zusammenhang mit der Schizophrenie, wie auch Tierversuche

mehrfach belegen (Cabungcal et al. 2007).
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2.4 Das PARK7 Gen in der Schizophrenie

2.4.1 Definition und Pathologie von PARK7

PARKY (Parkinson Protein 7) kodiert fUr das DJ-1 Protein, welches 2003 von Bonifati et al.

identifiziert und lokalisiert wurde (Bonifati et al. 2003a).
Alternative Bezeichnungen fUr PARKY sind FLJ27376, FLJ34360 und FLJ92274.

Es befindet sich auf dem kurzen Arm des Chromosom 1 zwischen Position 8,021,713 und
8,045,341.

Das Produkt des Gens hat verschiedene Eigenschaften in sowohl neuronalen
Transmissionswegen als auch in anderen generellen zelluldren und mitochondrialen

Mechanismen.

Die in diesem Kontext wichtigste Funktion hat es als Redox-sensitiver Chaperon, Sensor

fUr oxidativen Stress und Schutz der Neuronen vor oxidativem Stress und Zelltod (s.u.).

Defekte oder Mutationen in diesem Gen sind die Ursache von diversen Krankheiten
oder Stérungen. Eine weitgehend gut erforschte ist die autosomal rezessive early onset
Parkinson-disease (PK). Die vorhandenen neuropathologischen Erkenntnisse beziehen
sich demnach weitestgehend auf die PK und damit verbundene Symptomatik.

Parallelen zur Schizophrenie sollten jedoch nicht ausgeschlossen werden.

Da bislang post-mortem Studien mittels Autopsie fehlen, kann die genaue
Neuropathologie nur ante-mortem oder durch Tiermodelle und in-vitro Experimente
ergrindet werden. In PET Untersuchungen zeigte sich bei Patienten mit homozygoten
PARK7 Gen z.B. ein signifikanter Abbau von Dopamin (Dekker et al. 2004).

2.4.2 Vorkommen von PARK7

PARKY kodiert ein ubiquitdr zytosolisch, hoch konserviertes Protein, welches in Pankreas,
Leber, Hoden, der Skelettmuskulatur, der Niere und insbesondere im Gehirn mit héheren
Konzentrationen in subkortikalen Regionen (Thalamus und Substantia nigra pars
compacta) vorkommt und in unterschiedlichen zelluldren Mechanismen eine Rolle
spielt (Bandopadhyay et al. 2004; Nagakubo et al. 1997; Cookson 2010).

Daruber hinaus wurde ein erhdhtes Vorkommen in den Gliazellen, den Astrozyten

nachgewiesen.
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Daher liegt die Vermutung nahe, dass DJ-1 von besonderer Bedeutung bei der glialen
Funktion hat. Ruhende Astrozyten weisen zum Beispiel nur eine geringe Expression auf
wohingegen reaktive Astrozyten oder solche von a-Synuclein Uberexprimierenden

Mausen, sehr viel DJ-1 exprimieren (Neumann et al. 2004; Kotaria et al. 2005).

Ein potentieller Ausfall von DJ-1 im Gehirn betrifft somit vornehmlich Neurone und

reaktive Astrozyten.

Zellular spielt DJ-1 eine Rolle im Zytoplasma, Zellkkern und den Mitochondrien. Unter

normalen Umstdnden befindet es sich meist im Zytoplasma.

Mit zunehmendem oxidativen Stress und sauren Bedingungen verlagert es sich dann in
den Kern und in die Mitochondrien, um diese vor Schaden zu schitzen (Nagakubo et
al. 1997; Yoshida et al. 2003; Junn et al. 2009).

2.4.3 Aufbau, Struktur und Isoformen von PARK7

Das PARK7 Gen ist auf Chromosom 1p3é lokalisiert (Abb. 3) und besteht aus acht Exons.
Der aus 570bp bestehende offene Leserahmen (ORF) kodiert ein aus 189 AS

bestehendes Protein, welches eine Masse von ca. 20kDa aufweist (Bonifati et al. 2003a).

Das Exon1 ist nicht-kodierend und wird alternativ gespleilt (Exonla/b).

Abbildung 3 Locus des PARK7 Gens auf Chromosom 1 (MapView 2012)
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Die vom Protein gebildete Terfidrstruktur gehort zur C56 THiJ/Pfp1-Superfamilie, zu der
auch bakterielle Proteasen (z.B. Pfpl/PH1704), Katalasen und Chaperone gehdren.

Jedoch gibt es zwei wesentliche Unterschiede:

1. DJ-1 hat eine verdrehte katalytische Triade welche essentiell fUr die Proteaseaktivitat

ist.

2. Es wird vermutet, dass im Inneren der zwei Monomere ein aktives Zentrum liegt,
welches an Codon 106 ein Cystein enthdlt, wobei das aktive Zentrum nicht frei
zugdnglich liegt, sondern durch die a-Helices der Helix-Knick-Helix-Motive am C-
Terminus des Proteins verdeckt wird (Gorner et al. 2007; Tao & Tong 2003). Dadurch
besitzt DJ-1 keine Proteaseaktivitdt. Abbildung 4 zeigt die dreidimensionale Dimer-

Struktur mit den zwei Monomeren.

Akfiviert wird DJ-1 von Wasserstoffperoxid und anderen freien Radikalen und UV-
Strahlung (Taira et al. 2004; Sekito et al. 2006). b

Abbildung 4 Kristall Dimer-Struktur des humanen DJ-1 Proteins, (Wilson et al. 2003) Zwei
Betrachtungswinkel um 90° gekippt. Monomer A ist blau und Monomer B ist
griin. Erstellt mit POVSCRIPT (Fenn 2003).

Speziell am DJ-1 ist weiterhin die dimere Quartdrstrukiur, von denen jedes der
Monomere eine Flavodoxin-&hnliche Rossmann-Faltung mit B-Faltung und a-Helices an

den Tag legt (Honbou et al. 2003).

Der Cys106 Rest der katalytischen Triade aus E18, Cys106 und H126 wird heute durch
seine nukleophile Ellbogen-Konformation und hohe Oxidabilt&t als zentrale Stelle in der

oxidativen Aktivierung des Proteins gesehen (Wilson et al. 2003; Kinumi et al. 2004).
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Die Seitenkefte des E18, welches in das Redoxzentrum ragt, verringert die pKa des
Cys106 und stabilisiert die oxidierte Cys106 Sulfonséure, welche als aktive Form von DJ-1
betrachtet wird (Witt et al. 2008; Blackintfon et al. 2009; Canet-Avilés et al. 2004). Die
Cysteinreste Cys53 und Cys46 kdnnte ein weiteres Redoxzentrum im DJ-1 formen
welche die Oxidierbarkeit und dementsprechend die Akfivierung regulieren (Waak et
al. 2009).

Studien zur Kristallstruktur unterstUtzen zudem die Vermutung, dass DJ-1-Proteine nur als
Dimer funktionieren (Honbou et al. 2003; Moore et al. 2003; Olzmann et al. 2004; Tao &
Tong 2003).

Strukturell besitzt DJ-1 keine Isoformen, hat aber Ahnlichkeit mit 4 Strukturhomologen in
E. coli: 1. bakterielles Hitzeschockprotein Hsp31, einem Stress-induzierten Chaperon
(Quigley et al. 2003), 2. das funktionell unbekannte Protein SCRP 27a, 3. die Cystein-
Protease YhbO und 4. YajL, das bakterielle Homologe zu DJ- 1.

Des Weiteren in Achaebakterien, PhPlI oder PfPI und das Hefehomologe zu Hsp31:
YDRS533Cp, welches als Antwort auf verschiedene Stressbedingungen in erhdhtem
MaBe transkribiert wird (Cookson 2003; Wilson et al. 2003; Wilson, Ringe & Petsko 2005;
Wilson et al. 2004).

Diese strukturellen Besonderheiten lassen auf den Zusammenhang mit den Funktionen

des Gens schlieBen.

2.5 Funktion von PARK?7

Dem Protein DJ-1 wurden bislang verschiedene Funktionen zugeteilt, unter anderem

der Schutz der Zelle vor oxidativem Stress.

Als das Gen 1997 das erste Mal entdeckt wurde, galt DJ-1 als mdgliches Onkogen,
welches bei Uberexpression NIH3T3-Zellen H-Ras-abhdngig transformiert, da es auch als
positiver Regulator fir Androgen rezeptor-abhdngige Transkription dient (Nagakubo et
al. 1997).

In einigen Krebsarten ist die DJ-1 Expression erhdht, sodass eine Verbindung zur PTEN
(Phosphatase und Tensin homolog) Tumorsupressor Regulation vermutet wird (Kim et al.
2005¢; Liu et al. 2008b).

DarUber hinaus wurde in proteomischen Surveys gefunden, dass DJ-1 auch als
Serumbiomarker bei Brustkrebs und uvealem malignen Melanom dient (Le Naour et al.
2001; Pardo et al. 2006)

45



2 Einleitung

Danach wurde dem Gen ein Zusammenhang mit der méannlichen Fertilitat nachgesagt
(Wagenfeld et al 1998), die es moglicherweise auch durch positive Regulation des

Androgenrezeptors erfullt (Niki et al. 2003; Takahashi et al. 2001).

Gleichzeitig wurde erstmals eine Verbindung von DJ-1 zu oxidativem Stress entdeckt,
indem herausgefunden wurde, dass DJ-1 die Oxidation von endogenen und exogenen
ROS bewirkt (Mitsumoto & Nakagawa 2001; Mitsumoto et al. 2001).

Die Verbindung zur Neurodegeneration und damit zu psychiatrischen Erkrankungen
wurde geschlossen als Bonifati et al. schlieBlich herausfanden, dass DJ-1 mit Mutationen
wesentlich fUr die autosomal rezessive juvenile Parkinson Erkrankung verantwortlich ist

(Bonifati et al. 2003a).

2.5.1 Park7 und oxidativer Stress

DJ-1 wurde in den letzten 5 Jahren intensiv mit der Zielsetzung des oxidativen Stresses
untersucht. Hierbei wurden verschiedene Zelltypen und Organismen unter Asnwendung

von Stressoren erforscht.

Dabei wurde unter anderem herausgefunden, dass DJ-1 Neuroblastomzellen vor MPTP-
ToxizitGt (Canet-Avilés et al. 2004), Dopamin (Lev et al. 2009), Rotenon und 6-
Hydroxydopamin schitzt (Lev et al. 2008).

Canet-Avilés et al. beobachtete, dass unter oxidativen Bedingungen ein Cysteinrest
(Cys106) im Rahmen der katalytischen Triade zu Sulfonsdure oxidiert wird, welches eine
Neuordnung des DJ-1 Proteins innerhalb des Mitochondriums zur Folge hat und so die
Lelle gegen Zelltod schitzt. Als katalytische Triade wird die spezielle Anordnung von drei
Aminosduren im akfiven Zentrum eines Enzyms bezeichnet. Im Falle der
Cysteinprpoteasen sind dies Cystein/Histidin und Asparagin/Aspartat/Glutamin oder

Glutamat.

DarUber hinaus wurde beobachtet, dass Cys106 Mutationen nicht in der Lage waren
die Zelle vor dem Zelltod zu schitzen, wenn sie oxidativem Stress ausgesetzt war. Dieser
oxidative Stress wurde durch MPP+, einen mitochondrialen Komplex | Inhibitor,

provoziert (Canet-Avilés et al. 2004).

Aus diesen Erkenntnissen kdnnen maoglicherweise auch Parallelen zu der Beeinflussung

der Entstehung einer Schizophrenie gezogen werden.
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Wie genau nun DJ-1 vor oxidativem Stress schitfzt konnte bislang nicht abschlieBend

geklart werden, jedoch werden heute drei prinzipielle Mechanismen verfolgt:
1. Protektiv durch Beeinflussung von Signalwegen
2. Durch transkriptionelle Regulation

3. Durch seine mitochondrialen Funktionen

2.5.1.1 Beeinflussung der Signaltransduktion

Urspringlich wurde in der zytoprotektiven Funktion von DJ-1 gegen mitochondriale ROS
eine direkte vernichtende Wirkung gegen ROS vermutet (Takahashi-Niki et al. 2004; Taira
et al. 2004). Obwohl im Zentrum der dreidimensionalen Struktur ein hochsensitiver
oxidierbarer Rest steht, wird mittlerweile davon ausgegangen, dass DJ-1 die kraftvollen
antioxidativen Eigenschaften Uber die Beeinflussung und Regulierung antioxidativer
Gene entfaltet (Zhou & Freed 2005; Clements et al. 2006). Dabei veré&ndert DJ-1 sowohl
pro- als auch antiapoptotische Signalwege Uber die Beeinflussung von extrazelluldren
Kinasen (Lev et al. 2009). (Abb. 5)

Der wichtigste Signalweg ist der pro-survival Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/Akt-
Signalweg (Kim et al. 2005a; Yang et al. 2005). Durch DJ-1 wird der Antagonist des
Signalwegs, Phosphatase PTEN supprimiert, was eine Erhdhung der Konzentration von
PI3K bewirkt. Das Ergebnis ist eine vermehrte Phosphorylierung und verringerter Zelltod
(Duronio 2008).

Daruber hinaus unterdrickt DJ-1 die Aktivitat der proapoptotischen c-Jun N-terminalen
Kinase-Signalwege (JNK/p38-MAP-Kinase) Uber zwei Angriffspunkte an jeweils zwei
Kinasen: Zum einen Uber die Inaktivierung von mitogenakfivierter
Proteinkinasekinasekinase Apoptosesignal-regulierende Kinase 1 (MAPKKK ASK1) (Junn
et al. 2005; Gdérner et al. 2007), zum anderen durch unterdrGcken der Akfivitat der
Proteinkinasen MAPKKK und MEKK1 (Mo et al. 2008).

Die Akfivierung von Rezeptorkinasen (RTK) durch Ligandenbindung von
Wachstumsfaktoren an den Rezeptor fGhrt zu einer Aktfivierung von Aktl durch dessen
Phosphorylierung mit Hilfe der PDK. Im weiteren Verlauf der Signalkaskade werden

mitogene sowie apoptotische Gene an-bzw. abgeschaltet.
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Phosphatase and tensin homolog (PTEN) als Gegenspieler von DJ-1 dephosphoryliert PI-
3.4,5-P3 und verhindert die Aktivitadt der Aktl-Kinase. DJ-1 beeinflusst seinerseits den
zytoprotektiven Weg positiv. Sowohl die Inhibition der einen als auch der anderen
MAPKKK fUhrt zu einer geringeren Akfivitat der p38MAPK ynd JNK-Signalwege und dem

Schutz der Zelle vor apoptotischem Zelltod.

Junn et al. zeigten als Erste dass DJ-1, mit dem Letalprotein DAXX interagiert, indem es
die ASK1 Akfivitdt durch Maskierung von daxx untferdrickt und dabei humane

Neuroblasomzellen gegen oxidativen Stress schutzt(Junn et al. 2005).

PK assoziierte Mutationen hoben die ASK1 suppressive Akfivitdt von DJ-1 auf und
férderten somit eine Neurodegeneration aufgrund hdéherer ASK1 Aktivitdt (Waak et al.
2009; Gorner et al. 2007). Damit wirkt DJ-1 zytoprotektiv durch Stimulation
anfiapoptotischer und UnterdrGckung proapoptotischer Signalwege. ROS sind nicht
ausschlieBlich zytotoxische MolekUle, sondern werden auch von Zellen in winzigen
Mengen produziert, um die Signalfransdukfion zum Beispiel Uber reversible Oxidation
der katalytischen Cysteinreste zu erleichtern (Maher & Schubert 2000; Janssen-Heininger
et al. 2008).

Der von Tumornekrosefaktor (TNF) und Toll-like-Rezeptoren (TLR)-Liganden aktivierte ASK1
Signalweg ist unter anderem auch ROS abhdngig und es wurde kurzlich festgestellt das

DJ-1 die TLR4 abh&ngige Signalweg in Astrozyten reguliert (Matsuzawa & Ichijo 2008).

Mullett und Hinkle fanden zudem heraus, dass der Knockdown von DJ-1 in Astrozyten
kokultivierter Neurone sensitiver gegenUber oxidativem Stress, in dem Fall Rotenon,
macht (Mullett & Hinkle 2009). Ein neuropathologischer Befund war hierbei eine starke
Immunfarbung von DJ-1 in  Astrozyten, welche aufgrund ihrer sternférmigen
Morphologie als reaktive Astrozyten identifiziert wurden (Neumann et al. 2004;
Bandopadhyay et al. 2004).

Reaktive Astrozyten haben im Gegensatz zu stUtzenden Astrozyten eine Schutzfunktion
gegenUber den benachbarten Neuronen und verteidigen diese vor erhohtem
oxidativem Stress (Heales et al. 2004). Damit scheint das Gen auch an der Versorgung

von Neuronen mit protektiven Substanzen durch Astrozyten Einfluss zu nehmen.
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2.5.1.2 Transkriptionelle Regulation

Ein weiterer Mechanismus von DJ-1 ist die Einwirkung auf die transkriptionelle
Regulation, die bereits froh in Zusammenhang mit der mdnnlichen Fruchtbarkeit
gebracht wurde (Takahashi et al. 2001; Niki et al. 2003).

Beim Schutz der Zelle gegen oxidativen Stress kommt die Funkfionsweise von DJ-1 zum
Einsatz, da es franskriptionell die antioxidativen Gene hochreguliert. Dabei wurde im
Wesentlichen die Erhdhung der Glutathion-Konzentration durch die verstarkte
Expression des limitierenden Enzyms Glutamat-Cystein-Ligase erforscht (Zhou & Freed
2005; Liu et al. 2008a). Wahrend oxidativem Stress sorgt DJ-1 dafur, dass Glutathion
verstarkt synthetisiert wird, indem es sowohl die Transkriptionsrate, als auch die Aktivitat

des fUr diesen Prozess erforderlichen Enzyms GCL erhdht.

Glutathion ist ein weitverbreitetes Thiol im menschlichen Kérper und spielt eine
entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung des Redox-Gleichgewichtes, wie auch
den Schutz vor Oxidierung in der Zelle (Dalton et al. 2004). In vielen Zellen fOhrt daher
ein Verlust von Glutathion zu oxidativem Stress und erhdhter Zytotoxizitdt, wohingegen
die Erhdhung der GSH Akfivitdt zu erhdhtem Schutz fGhrt (Woods et al. 1999).
Insbesondere bei dopaminergen Neuronen spielt GSH eine besondere Rolle, wo es ROS

und die Menge an oxidierten Proteinen reduziert.

Weiterhin scheint DJ-1 p53 positiv zu regulieren (Shinbo et al. 2005), wahrend es auf
Pyrimidin-tract-Bindungsprotein-assoziierter Splicingfaktor (PSF) in umgekehrter Weise
agiert (Xu et al. 2005).

2.5.1.3 Mitochondriale Funktionsbeeinflussung

Canet-Avilés et al. beschrieben die mitochondrialen oxidationsabhdngigen
Translokationen von DJ-1 an die duBere Mitochondrienmembran und die damit

zytoprotektiven Eigenschaften gegen oxidativen Stress.

Dabei sind die zentralen Cys106 Residuen essentiell fUr diese Bewegungen. Eine C106A
Mutation von DJ-1 unterbindet diesen zytoprotektiven Effekt gegen das mitochondriale

Toxin MPP+in Neuroblastom Zellen (Canet-Avilés et al. 2004).

Es wurde gezeigt, dass DJ-1 einige Einflusse auf die Funktion, als auch auf die
Morphologie von Mitochondrien hat. So zeigt das Fehlen von DJ-1 nicht nur eine
verdnderte Morphologie der Mitochondrien auf, sondern auch zu einer stress-

induzierten Fragmentierung dieser (Silvestri et al. 2005; Irrcher et al. 2010).
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Zusatzlich zu den Funktionen als Redox Sensor und Antioxidans zur Sicherung der
mitochondrialen Homoostase (Kim et al. 2005b; Andres-Mateos et al. 2007; Taira et al.
2004) wurde entdeckt, dass DJ-1 die mitchondriale Qualit&tskontrolle beeinflusst
(Vasseur et al. 2009).

Weiterhin wurde gezeigt, dass das Fehlen von DJ-1 zu einer 1,4fach-gesteigerten ROS
(vor allem Wasserstoffperoxid) Produktion in Mitochondrien fUhrt. Dieses ist vornehmlich
auf den Komplex | zurUckzufUhren, da Komplex | Inhibitor Rotenone nicht zu einer

weiteren Steigerung von ROS fUhrte (Irrcher et al. 2010).

2.5.1.4 Weitere Mechanismen

Allerdings ist der exakte Mechanismus, wie DJ-1 die Regulation antioxidativer Gene
beeinflusst, nicht genau bekannt. Es wird vermutet, dass verschiedene Mechanismen

daran beteiligt sind.

Clements et al. zeigte in diesem Kontext, dass DJ-1 den antioxidativen
Transkriptionsfaktor nukledren Faktor erythroid-derived 2 related factor (Nrf2), den

Hauptregulator der antioxidativen Transkription stabilisiert (Clements et al. 2006).

Offenbar verhindert DJ-1 durch einen noch ungeklarten Prozess die Bindung der
Ubiquitinligase Keapl an Nrf2. Dies unterdrickt die Ubiquitinierung und den
proteosomalen Abbau von Nrf2. Zudem kann DJ-1 als franskriptionaler Koaktivator
wirken und RNA binden (van der Brug et al. 2008; Xu et al. 2005). DJ-1 hat zudem auch
eine spezifische Funktion in dopaminergen Neuronen als transkriptioneller Regulator des

Enzyms Tyrosinhydroxylase (Zhong et al. 2006).

Zusatzlich zu den beschriebenen Wirkungsweisen verfGgt DJ-1 Uber weitere
zytoprotektive Eigenschaften. So wirkt DJ-1 unter bestimmten Redox-Bedingungen als
Chaperon fUr a-Synuclein und vermindert dessen Toxizitdt (Shendelman et al. 2004;
Batelli et al. 2008). Die Funktion kommt der verminderten Expression von a-Synuclein zu,
welches in hohen Dosen in der Zelle aggregiert und zum Zelltod fohrt (Kaul et al. 2005;
Alves Da Costa et al. 2002). Dieses Phdnomen steht offenbar in Verbindung mit einer
Steigerung der heat shock protein 70, Hsp70 Konzentration, welche bei einer L166P
Mutation nicht zu finden ist (Zhou & Freed 2005). Hsp70 bindet an die a-Synuclein
Mikrofibrillen wodurch die Aggregation verhindert wird und die Toxizitat sinkt (Dedmon
et al. 2005).
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Hsp70 wird wiederum von der nativen DJ-1 Prdsenz hochreguliert. Dieses geschieht
ohne den Einfluss auf Glutathion oder oxidierten Bedingungen. Dj-1 kann daher direkt
oder auch indirekt als Chaperone auf die Proteinaktivitdten einwirken (Zhou & Freed
2005). DarUber hinaus kommt es zu einer Verringerung der Menge der
Dopamintransporter in  dopaminergen Neuronen, was einen regulatorischen
Mechanismus bei der Dopaminausschuttung nahelegt (Goldberg et al. 2005; Manning-
Bog et al. 2007).

DJ-1 wirkt somit als redox-sensitiver Chaperon, als Sensor fur oxidativen Stress und

schutzt Neuronen vor oxidativem Stress und Zelltod.

Eine besondere Bedeutung kommt auch der Beeinflussung des NMDA Rezeptors zu. Wie
zahlreiche Studien zeigen, ist eine NMDAR gesteuerte Neurotoxizitdt in verschiedene
zerebrale und psychiatrische Erkrankungen involviert. Diese schlieBen auch
Schizophrenie und PK ein (Kouftsilieri & Riederer 2007; Krystal et al. 1994).

Die kurzlich erschienene Studie von Chang et al. erdrtert die Regulation des NMDARs
durch DJ-1 (Chang et al. 2010). Demnach reguliert DJ-1 die NMDAR unterstUtzte
Aktivitadt herunter und zwar durch die Inaktivierung der Untereinheiten des NMDAR,
NR2ACNR und NR2B. Es wurde gezeigt, dass der Knock-out von DJ-1 die Expression von
PTEN unterstUtzt, welche nicht nur die Funktion von NR2BCNR potenziert, sondern auch

die PINK1 Expression erhoht, welche zu gesteigerter Aktivitét von NR2ACNR fGhrt.

Beide Untereinheiten sind proportional verantwortlich fir neuronalen Zelltod. Vermittelt
wird dieser Prozess durch den DJ-1/PTEN/NR2BCNR und DJ-1/PTEN/PINKT/NR2ACNR
Signalweg. Die Suppression von DJ-1 fUhrte zu einem neuroprotektiven Gegeneffekt, um
die DJ-1 Dysfunktion und Zelltod zu kompensieren und zwar Uber die Aktfivierung des
PTEN / PINKT / NR2ACNR Zell-Uberlebens-Signalwegs, wdhrend ein aktiv gesteuerter
NMDA-induzierter Zelltod zur Uberaktivierung des PTEN / NR2BCNR abhdngigen Zelltod
Signalwegs fUhrte (Chang et al. 2010).

Daher kann daraus geschlossen werden, dass sowohl Pinkl als auch DJ-1 an der

Regulierung des NMDAR gesteuerten Zelltods beteiligt sind.

Abbildung 5 zeigt die Signalwege innerhalb der Zelle und die Beteiligung von DJ-1 an

den Prozessen.
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2.5.2 Tiermodelle mit DJ-1

Um die Konsequenzen eines DJ-1 Verlustes in vivo weiter zu erforschen, bediente man

sich zahlreicher Tiermodelle in M&usen, Drosophilafliegen und Zebrafischen.
Mause

Kim et al. fanden heraus, dass sich DJ-1 Knock-out M&use unter basalen Bedingungen
normal entwickeln, Uber eine normale Anzahl an dopaminergen Neuronen in der
Substantia nigra verfGgen und sich bis zum Alter von 13 Monaten keine nennenswerten

Verhaltensauffalligkeiten einstellen (Kim et al. 2005b).

Allerdings ergaben in vitro Studien, dass primére kortikale Neuronen der Knock-out
Mause eine erhohte Sensibilitdt gegenuber oxidativem Siress zeigen als

Konftrollneuronen.

Nach einer Exposition gegentber dem mitochondrialen Toxin, 1-methyl-4-phenyl-
1.2,3,6-tetfrahydropyrindin  (MPTP), zeigen daher knock-out Mduse eine signifikante
Abnahme der Gesamtaktivitdt und einen Verlust der striatalen dopaminergen Neurone
verglichen mit den Konftrollen, die aber durch DJ-1 exprimierende Adenoviren wieder
aufgefangen werden konnte (Kim et al. 2005b; Manning-Bog et al. 2007). Daraus wurde
geschlussfolgert, dass DJ-1 gegen neuronalen oxidativen Stress schutzt, wobei allerdings

ein Verlust von DJ-1 nicht ausreicht, um eine PK hervorzurufen (Paterna et al. 2007).

Die Sensitivitdt gegentber MPTP wird dabei durch eine exzessive Dopamin
Wiederaufnahme erklart, welche durch die verdnderte Aktivitat der Domaintransporter
zustande kommt, wodurch der neurotoxische Metabolit MPP+ selektiv in dopaminerge
Neuronen wieder aufgenommen wird (Chen et al. 2005, Manning-Bog et al. 2007;
Goldberg et al. 2005; Storch, Ludolph & Schwarz 2004).

Zusatzlich wurde gezeigt, dass DJ1 am in-vivo Signal-Transduktionsweg des Dopamin
D2- Rezeptor-Subtyps bei Mdusen beteiligt ist (Goldberg et al. 2005).

Ein &hnlicher Versuchsaufbau und Ergebnis war gegenUber dem Parkinsontoxin

Paraguat zu finden (Yang et al. 2007).

Ebenfalls wurde eine schitzende Wirkung gegendber Wasserstoffperoxid in
dopaminergen Neuronen (Martinat et al. 2004) und Wildtyp-Mausfibroblasten (MEF) im
Vergleich zu Dj-1-/--MEF gefunden (G&rner et al. 2007).

Andres-Mateos et al. hingegen stellten fest, dass M&use mit einer Deletion von Exon 2
und 3 keine signifikanten Verdnderungen im striatalen dopaminergen System

aufwiesen.
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Dagegen wiesen ihre isolierfen Mitochondrien eine zweifache Konzentration von
Wasserstoffperoxid und eine Verminderung der mitochondrialen Aconitase ACO2 auf.
Altere mutierte Mduse zeigten eine kompensatorische Hochregulierung der Superoxid-
Dismutase SOD1 und Glutathion-Peroxidase GPX1 auf, welche Wasserstoffperoxid durch

Oxidation von Cys106 eliminiert (Andres-Mateos et al. 2007).

In vitro und in vivo zeigten Aleyasin et al. dass DJ-1 gegen Ischdmien und Excitotoxizitat

nach einem Schlaganfall schitzend wirkt (Aleyasin et al. 2007).

DJ-1 knock-out Mdause waren demnach signifikant empfindlicher bei glutamat-
induzierter neuronaler Exzitotoxizitdt gegenuber Kontrollen. Eine Expression von DJ-1 wies
eine schiUfzende Wirkung auf. Auch wurden oxidative Stressmarker nach einem
Schlaganfall reduziert. Damit unferstellfe Aleyasin dass DJ.1 auch in anderen
neuropathologische Prozesse involviert ist auBer bei Parkinson (Aleyasin et al. 2007;

Yanagisawa et al. 2008).

2010 zeigten Guzman et al. den Bezug zur mitochondrialen Membran und deren L-Typ
Calziumkandle. Es zeigte sich, dass bei transgenen Mdusen welche eine Redox-sensitive
Variante eines fluoreszierenden Proteins exprimierten, an den Kandlen wdhrend der
normalen Funktion oxidativer Stress bildeten. Dieser ist typisch fUr die Region der

empfindlichen Substantia nigra pars compacta (SNc) (Guzman et al. 2010).

Dieser Stress ruft normalerweise Schutzmechanismen hervor, wie z.B. fransiente milde
mitchondriale Depolarisation und/oder Entkoppelung des Systems mittels bestimmter
Proteine. Knock-out von DJ-1 reguliert die Expression von zwei Entkoppelungsproteinen
herunter, sodass die Entkoppelung entfiel und die Mitochondrien zunehmendem

oxidativem Stress ausgesetzt waren (Guzman et al. 2010).
Drosophilafliegen

Weitere Studien mit Drosophila melanogaster haben einen groBen Beitrag zur
Validierung der Schutzfunktion von DJ-1 bei oxidativem Stress erbracht. Bei Fruchtfliegen
existieren zwei orthologe DJ-1a und b, hierbei entspricht DJ-1b weitgehend der
humanen Form. Unter basalen Bedingungen kommt es zu keiner auBergewdhnlichen
Neurodegeneration. Der DJ-1 knoc-kout fUhrt jedoch auch hier zu einer spezifischen

Sensitivitdt gegenUber to6dlichem oxidativen Stress.

Eine weitere Mikrodeletion hat darUber hinaus auch Einfluss gegenUtber Paraquat. Die
gerzielte und sperzifische Herunterregulation von DJ-1a fGhrte zu einer dopaminergen
Neurodegeneration durch Attenuierung des phophatidylinositol — 3-kinase-Akt
Signalwegs (Menzies et al. 2005; Meulener et al. 2005; Park et al. 2005; Yang et al. 2005)
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Zudem bestatigten Meulener et al., dass DJ-1 bei oxidativem Stress in saure Regionen
wechselt und dass der Cys104 Rest (bei Menschen Ubertragen Cys106) das Zentrum for
die Aktivierung von DJ-1 bildet (Meulener et al. 2006).

Zebrafische (Danio rerio)

Die DJ-1 Expression bei Zebrafischen setzt frh in der Entwicklung ein und findet sich in
dopaminergen Neuronen (Bai et al. 2006). Ahnlich wie bei M&usen, zeigen sich unter

basalen Bedingungen keine nennenswerten Verdnderungen.

Ein knockout hingegen erhéht die Sensitivitdt gegenUber oxidativem Stress, welches auf
die verdnderte Genexpression und gestérte p53 Apoptose zurlckzufUhren ist (Bretaud
et al. 2007).

2.5.3 Genetische Abweichungen von DJ-1 und Verlust der
Funktion

Einige Mutationen wurden identifiziert, die auf dem Gen zu bestimmten Erkrankungen
fUhren kénnen. Allerdings sind Mutationen in DJ-1 allgemein sehr selten und sind z.B. fUr

nur 1-2% aller Parkinsonfdlle verantwortlich (Abou-Sleiman et al. 2006).

Die bislang wohl schadlichste Mutation, eine Punktmutation, ist ein Leucin nach Prolin
Austausch in Position 166 (L166P), welche in der G-Helix lokalisiert ist (Bonifati et al.
2003a). Durch den Austausch kommt es zu einem Bruch der Helix und der Zerstérung

der Sekundarstruktur der G-Helix und damit auch des gesamten C-Terminus des Gens.

Der C-Terminus ist fUr die Dimerisierung wichtig und fGhrt damit zum funktionalen Verlust
des gesamten Proteins, da davon ausgegangen wird, dass DJ-1 nur als Dimer seine
Funktion entfaltet (Huai et al. 2003; Tao & Tong 2003; Wilson et al. 2003; Malgieri & Eliezer
2008; Gorner et al. 2004).

Es wird daher angenommen, dass ein falsch gefaltetes und somit instabiles DJ-1 Protein
DJ1L166P, die Zytotoxizitdt durch Uberforderung des zelluldren Degradierungssystem
und eine ungewodhnliche Zelllokalisation bewirkt (Moore et al. 2003). Diese L166P
Mutation hat auch einen entscheidenden Einfluss auf die oben beschriebene Funktion

von Glutathion.
Eine weitere aggressive Mutation ist die Deletion von Exon 1-5 (Dekker et al. 2003).

Beide Mutationen bewirken einen Funktionsverlust des Proteins der in den typischen

Merkmalen einer Parkinsonkrankheit resultiert.
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Es bestehen weitere parkinsonassoziierte Mutationen mit weniger eindeutigen Effekten
wie z.B. die Mutationen M26l (Packungsdefekte), A104T (Einlagerung eines H2o-
MolekuUls), und E163K (lonenbindung). die jeweils eine minimale Verdnderung der
Kristallstruktur und eine thermodynamische Instabilitadt herbeifGhren (Malgieri & Eliezer
2008; Lakshminarasimhan et al. 2008).

34 kb
Transkriptom
1 2 3 4 5 6 7 8
=== 100bp 961 kb

Abbildung 6 Darstellung von PARK7 auf genomischem und transkriptivem Level. Exons
sind farblich differenziert (NM_007262.4) (Nuytemans et al. 2010).
(senkrechte Siriche/ Boxen = Exons, Verbindungslinien = Introns)

Nach der die von Bonifati et al. beschriebene Mutation auf Chromosom 7 eine
autosomal-rezessiven PK ausldst, konnten kurz darauf zwei weitere DJ-1 Mutationen im
homozygoten Zustand bei blutsverwandten Familien in den Niederlanden und Italien
identifiziert werden. Im Anschluss wurden auch Mutationen im compound-
heterozygoten und heterozygoten Zustand auch bei Patienten anderer Herkunft
gefunden (Abou-Sleiman et al. 2003; Djarmati et al. 2004; Hague et al. 2003).
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Dabei wurde gezeigf, dass diese Mutationen die Krankheitsempfindlichkeit bei Early
Onset Parkinson Disease (EOPD) erhdhen (Abou-Sleiman et al. 2003; Hague et al. 2003).
Bisher sind jedoch keine Studien zur Haufigkeit von DJ-1-Mutationen bei Patienten mit

spdtem Erkrankungsbeginn durchgefUhrt worden.

Die Haufigkeit von DJ-1 Mutationen liegt bei 1-2% in der Allgemeinbevdlkerung, jedoch
wurde noch eine Reihe weiterer Mutationen und Polymorphismen, die nicht eindeutig
mit der Parkinson-Krankheit und auch nicht mit einer Schizophrenie assoziiert sind,

gefunden.

Interessanterweise wurde in den durchgeflhrten Studien bei einigen Pafienten mit
L166P und M261 Mutationen auch psychiatrische Symptome mit psychotischen Episoden
und Angstzust@nden gefunden, welche moglicherweise auf eine weitreichendere
Bedeutung der Punkimutationen schlieBen I&sst (Bonifati et al. 2003b; Abou-Sleiman et
al. 2003).
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3 Fragestellung

Nach den heutigen durchgeflhrten Studien und den Erkenntnissen daraus, gilt ein
genetischer Einfluss bei der Entstehung einer Schizophrenie als unbestritten, jedoch
bleiben die genauen Entstehungsmechanismen und der Einfluss der potentiellen

Suszeptibilitdtsgene auf molekulare Mechanismen weiterhin ungeklart.

Fall-Kontroll-Assoziationsstudien mit einer ausreichenden GroBe der Individuenzahl
kédnnen helfen, auf molekulargenetischer Ebene nach solchen Genen zu forschen, die

rudimentdre Effekte auf die Entstehung und Ausprégung der Krankheit haben kénnten.

Es wurde herausgefunden, dass PARK7 Uber verschiedene Mechanismen
neurophysiologische SignalUbertragungswege innerhalb der Zelle beeinflusst und unter

anderem zu oxidativem Stress und Zelltod fuhren kann.

Daruber hinaus hat es Einfluss auf die mitochondriale Funktion und beeinflusst sowohl
den dopaminergen Neurotransmitterweg als auch den Glutamatergen. Dabei spielt

der NMDA Rezeptor eine zentrale Rolle.

PARK7 auf Chromosom 1p36 wurde zwar bislang in der Parkinsonforschung grundlich
untersucht, jedoch noch nicht auf den Zusammenhang des Einflusses einer

Schizophrenie.

Auf diesen Annahmen beruhend, scheint das PARK7 Gen und die entsprechenden
Polymorphismen moglicherweise einen genetischen Einfluss auf die Pradisposition einer

Schizophrenie zu haben.

Ziel der vorgelegten Arbeit war es, zu prifen, ob ein Zusammenhang zwischen acht
ausgewdhlten Polymorphismen rs161807, rs178932, 15225092, rs225119, 15226242,
rs226251, rs226258, rs4908488 und Haplotypen des Gens PARK7 und Schizophrenie
besteht.

58



4 Material und Methoden

4 Material und Methoden

4.1 Vorbedingungen der Studie
4.1.1 Art der Studie

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine Fall-Kontroll-Assoziationsstudie, bei
der an einer Stichprobe von insgesamt 1.319 Kontrollprobanden und 510
Schizophreniepatienten die beschriebenen SNPs des PARK7 Gens genotypisiert wurden,

um eine Assoziation zur Schizophrenie zu Uberprifen.

Mit den vorliegenden SNPs soll ein Beitrag zur Identifizierung solcher Genorte und Loci

geleistet werden.

4.1.1.1 Auswahl der SNPs
Das Ziel war hierbei SNPs mit méglichst hohem informativem Gehalt zu genotypisieren.

Neben der weitldufigen Recherche nach bereits veroffentlichten SNPs PubMed (NCBI,
2011) wurden die SNPs nach folgenden Kriterien in absteigender Reihenfolge

ausgesucht:

1. Polymorphismen, die exonisch kodieren und die zu einem Austausch der

Aminosdure in der Proteinsequenz fuhren.
2. Funktionelle Polymorphismen in der Promotorregion des Gens.

3. Exonische Polymorphismen, die nicht zu einem Austausch der Aminosdure

fOhren (,stille Mutation®).

DarUber hinaus wurde versucht, die Gene mit Hilfe von Haplotype Tag SNPs (htSNPs)
moglichst komplett abzudecken. Diese sind Polymorphismen in einer Genomregion, die
in  Kopplungsungleichgewicht (LD) mit anderen SNPs in dieser Region liegen

(International HapMap Consortium 2005).

Sind die Allele der htSNP’'s bekannt, kann auf alle Allele der mit diesen SNPs im
Ungleichgewicht liegenden Polymorphismen rickgeschlossen werden. So kann mit
einer minimalen Anzahl an genotypisierten SNPs ein maximaler Informationsgehalt
erzielt werden. Idealerweise wurden hiSNP's mit einem LD von 1,0 mit méglichst vielen
weiteren Polymorphismen und einer minoren Allelfrequenz (MAF) von mindestens 0,25

ausgesucht.

59



4 Material und Methoden

Um eine gréoBtmogliche Abdeckung des Gens zu gewdhrleisten wurden die
Einzelnukleotidpolymorphismen auch nach der physikalischen Position einbezogen.
Dabei wurde auf eine gleichmdaBige chromosomale Verteilung der funkfionellen,

exonischen und htPolymorphismen geachtet.

4.1.2 Durchfihrung

Die Studie wurde nach Zustimmung der lokalen Ethikkommission in der Arbeitsgruppe
molekulare und klinische Neurobiologie unter der Leitung von Prof. Dr. Rujescu an der
Klinik fUr Psychiatfrie und Psychotherapie der Universitdt MUnchen, durchgefUhrt. Die
Auswahl der Probanden erfolgte randomisiert aus der Allgemeinbevolkerung

MUnchens.

Alle eingeschlossenen Probanden wurden auf freiwilliger Basis untersucht und im Vorfeld
in einem persénlichen Gesprdch ausfUhrlich Uber Art, Inhalt und Zielsetzung der Studie

aufgeklart.

Nach weiterer Information Uber die anonymisierte Verwendung ihrer erhobenen Daten
und der verwendeten Blutproben wurde eine Einverst&ndniserkldrung vom Probanden

eigenhd&ndig unterschrieben.

Diese Einwiligung konnte jederzeit von den eingeschlossenen Personen widerrufen

werden. Die Interviews fanden dann in den R&Gumlichkeiten des Instituts statt.

4.2 Studienteilnehmer und Rekrutierung

4.2.1 Patienten

Im ersten Schritt wurde eine Vielzahl von Patfienten mit lifetime-diagnostizierter
Schizophrenie aus den vorliegenden klinikinternen Datenbanken telefonisch kontakfiert
und die Eckpunkte des Ablaufs und Zielsetzung der Studie erkl@rt. Hier wurde auch die
Abstammung der Person abgekla@rt, da ausschlieBlich Personen kaukasischer Herkunft

fUr die Studie berUcksichtigt wurden.

Nach prinzipiellem Interesse wurde der jeweilige Patient in die Klinik eingeladen, um

eine ausfUhrliche Anamnese durchzufUhren.

Insgesamt wurden auf diese Weise 510 Patienten, die mit einer Schizophrenie

diagnostiziert waren, und 1.319 Kontrollprobanden eingeschlossen.
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Daraus ergaben sich 937 (51,2 %) méannliche und 892 (48,8 %) weibliche Personen mit
einem Mittelwert der Alterspanne von 37,73 Jahren (Standardabweichung 11,33) fUr
Patienten und 46,26 (SD 15,7) fur Probanden (s. Tabelle 7),

Tabelle 7 Soziokulturelle Variablen der Kontroll- und Patientengruppe

Stichprobe Geschlecht N (%) Gesamt Schulabschluss N (%)
Alter MW (SD) madnnlich weiblich Hauptschule Realschule | Abitur
Kontrollen | 46,26 | 605 (45,9) | 714 (54,4) 1.319 296 (22.,5) 433 (32.8) 590
(15,7) (44,7)
Patienten 37,7 | 332 (65.1) | 178 (34.9) 510 219 (42.9) 131 25,7) 160
(11,3) (31.4)
Gesamt 937(51,2) | 892 (48.8) 1.829 515 (28,2) 564 (30,8) 750
(41,0)

FUr die weitere Analyse der Marker wurden vier Kohorten gebildet die gegeneinander

verglichen wurden um mogliche signifikante Unterschiede festzustellen. Diese waren:
e Patienten vs. Kontrollen
e Patienten mit schizophrenen Erstgradangehorigen vs. Kontrollen
e Patienten mit psychiatrisch erkrankten Angehdrigen vs. Kontrollen

e Patienten mit an Schizophrenie erkrankten Angehdrigen vs. Kontrollen

4.2.1.1 Anamnese

Beim ersten Untersuchungstermin wurde die Anamnese (Anamnese 1+2) mittels
standardisierter Anamnesebdgen durchgefUhrt und allgemeine Dafen sowie
Schullaufbahn, Familienstand, Abstammung, die allg. Lebensgeschichte oder
besondere Lebensereignisse, Raucherstatus, Einnahme von Medikamenten-, Alkohol-
oder Drogenmissbrauch, schulische und beruflich Ausbildung und besonders detailliert
somatische und psychiatrische Vorerkrankungen -  (stationdre  Aufenthalte,
Suizidversuche etc.) vor allem Angststérungen, affektive Stérungen, Essstérungen und

Erkrankungen aus dem schizophrenen Krankheitsfeld erdértert.

Auch mogliche Komplikationen wdhrend der Schwangerschaft oder eigenen Geburt,
inklusive Kinderkrankheiten oder schwerer Unfdlle, insbesondere mit Verletzungen des

Kopfes und Bewusstseinsverslust (Schadel-Hirn-Trauma), wurden erfragt.

DarUber hinaus wurden insbesondere im Hinblick auf biologische Verwandte zweiten
und dritten Grades Informationen auf psychiatrische und neurologische Erkrankungen

erhoben.
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Alle beschriebenen Informationen wurden mit Hilfe der zwei Anamnesebdgen (ANA 1
und ANA 2) erfasst.

Sofern keine Anhaltspunkfe fUr die definierten Ausschlusskriterien vorlagen, wurde der

Proband fur ein ausfohrliches Interview in die Klinik eingeladen.

Sofern von beiden Parteien keine Einwdnde fUr die weiterfUhrenden Untersuchungen
bestanden, wurde die Einverstndniserkldrung unterschrieben und mit dem

strukturierten klinischen Interview SKID | begonnen.

4.2.1.2 Differentialdiagnosen und Ausschlusskriterien

Um eine moglichst homogene und enge diagnostische Patientenkohorte zu erhalten,
wurden differentialdiagnostisch moégliche Erkrankungen des dhnlichen Formenkreises

sondiert.

Ausschlusskriterien waren an der Stelle das Vorliegen einer differentialdiagnostischen
affektiven  Stérung mit  psychotischen  Merkmalen, schizoaffektiven  oder
schizophrenieformen Stérung sowie zu kurze oder nicht nGher bestimmte Symptome, die

im DSM-IV nicht zugeordnet werden konnten.

Weiterhin wurde ausgeschlossen, wenn bei Diagnosestellung der Krankheit oder davor
externe Faktoren wie KomorbiditGten (Epilepsie, Autoimmun-, Somatische-,
Stoffwechselerkrankungen), Alkohol-, Medikamenten- oder Drogenkonsum/missbrauch,
oder andere organische Ursachen vorlagen, welche fir den Ausbruch der Krankheit
urséchlich sein hétten kdnnen. DarGber hinaus wurden aus Sicherheitsgrinden Personen

ausgeschlossen, die positiv auf HIV, Hepatitis B oder C getestet waren.

Erstmanifestation und Exazerbation durften nicht auf den Konsum von psychofropen

Substanzen oder Drogen im Allgemeinen zurUckzufUhren sein.

Auch eine neurologische oder andere psychiatrische oder medizinische Erkrankung

nach DSM-IV hatte an dieser Stelle ein Ausschlusskriterium dargestellt.

Es wurde darauf geachtet, dass keine autistische Stérung oder weitreichende
Entwicklungsstérung (Hypoxie, Infektion bei Geburt) und dass kein Schadel-Hirn-Trauma

nach Unfall vorlag.
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4.2.1.3 SKID - Strukturiertes Klinisches Interview fir DSM-1V

Das klinische Interview zur Exploration (SKID) gemd&B der Klassifikation des Diagnostic
and Stafistical Manual of Mental Disorders (DSM-IV) der American Psychiatric

Association in der vierten Revision, 1994 besteht aus 2 Teilen (Wittchen 1997).

Das SKID | (klinische Version) dient der Erfassung der DSM-IV  Achse |
(psychopathologische) Stérungen und wurde als halbstrukturiertes, klinisches Interview
zur Uberprifung der vorliegenden Diagnose einer Schizophrenie nach den aktuellen
DSM-IV  Kriterien (SaB & Houben 2001), sowie der nochmaligen Erfassung der

Symptomatik und des Verlaufs der Erkrankung bis zu dem Interviewtag durchgefihrt.

FOr das Vorliegen einer Schizophrenie fordert das DSM-IV wie bereits in Kapitel 2
beschrieben mindestens zwei der fUnf Symptome Uber den Uberwiegenden zeitlichen
Teil eines Monats. Bei bizarren Wahnvorstellungen oder akustischen Halluzinationen

reicht ein Merkmal aus.

Diese sollten dann Uber einen Zeitraum von mindestens sechs Monaten prdsent sein,
wobei die Symptome einer Akutsymptomatik im Sinne einer positiven Produkfivitat

mindestens einen Monat bestehen mussen.

DarUber hinaus muss ein deutlicher negativer Unterschied zu frGheren Funkfionsniveaus

in mindestens einem Funktionsbereich, wie Arbeit oder sozialen Beziehungen vorliegen.

Die Ausprdgung wurde anhand des SKIDS sowohl im jetzigen Stadium erfasst (,,Derzeit")
als auch im Zeitraum des schwerwiegendsten Vorliegen (,Schlimmste Zeit") und in den
ph&nomenologischen Subtypus kataton, undifferenziert paranoid und hebephren

(desorganisiert) unterteilt.

Die Struktur des SKID sieht vor, im Hinblick auf den zeitlichen Verlauf das Alter der
Prodromalphase bzw. bei Erstmanifestation, die Anzahl der Episoden, sowie den

akfuellen Remissionsgrad zu erfassen.

DarUber hinaus wurde unterschieden zwischen einer einzelnen Episode und /oder
mehreren Episoden, kontinuierlichen und unsperzifischen VerlGufen der Erkrankung.
Anhand der in Tabelle 8 dargestellten Sektionen wurden eventuelle Komorbiditaten

identifiziert.

Die unterschiedlichen Sekfionen des SKID wurden dann nach den Beurteilungskriterien
bewertet und ausschlieBlich dann als Diagnose kodiert, wenn sie nicht besser durch

eine andere psychische Stérung (Schizophrenie) erklart werden konnten.
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Tabelle 8 Sektionen des SKID |

Sektion Erfassungsmerkmal

A Affektiv (depressive, manische, hypomane und dysthyme Symptome) noch
keine Diagnosestellung (auBer Dysthymie)

B Psychotisch (Wahnvorstellung, Halluzination)

C Differenzialdiagnosen psychotisch (Schizophrenie Subtypen, schizoaffektive
Stérung, Wahn)

D Differenzialdiagnosen affektiv (Major Depression, Bipolar I+11,
postpsychotisch)

E Konsum von Alkohol und psychotropen Substanzen; Abklarung der
Abhdngigkeit und Missbrauch

F Angststérungen, Panikstérungen, Phobien, Zwangsstérungen,
posttraumatischen Belastungsstérungen und Anpassungsstérungen

G Somatoforme Stérungen (z. B.: Somatisierungsstérung, Hypochondrie oder
Kérperwahrnehmungsstérungen, Schmerzstérung)

H Essstérungen (Anorexia nervosa, Bulimia nervosa, etfc.)

I Anpassungsstérungen (depressive Verstimmung, dngstliche Gehemmtheit,
Verhaltensstérung)

J Optionale Stérungen (Stressstérungen, manische Episode)

Die aktuelle Leistungsfdhigkeit, sowie die Leistungsfdhigkeit wdhrend der schlimmsten
Phase der Erkrankung wurden dann abschlieBend durch die GAS-Skala (0-100 Punkte)

eingeschatzt. Dabei wurden auch aufgetretene Probleme des Patfienten im sozialen

und familidren Umfeld, bei der Arbeit oder der allgemeinen Alltagsbewdltigung

erlgutert.

Das SKID Il (Wittchen 1997) diente der Exploration der zehn DSM-IV auf Achse Il und den

zweiim Anhang des DSM-IV benannten Persdnlichkeitsstérungen.

SKID Il ist ein zweistufiges Verfahren, welches aus einem Fragebogen mit den jeweiligen
Kriterien als Screening fur die Merkmale und einem nachfolgenden Interview, in

welchem dann die Fragen erldutert werden, die im Fragebogen mit ,ja" angekreuzt

wurden, besteht.
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Sollte sich im Verlauf ein Hinweis auf das Vorliegen einer angegebenen
Persdnlichkeitsstruktur vorliegen, fGhrte dies zum Ausschluss.

Diese sind:

Tabelle 9 Merkmale des SKID I

Selbstunsicher Dependente
Zwanghaft Negativistisch
Depressiv Paranoid
Schizotypisch Schizoid
Narzisstisch Antisozial
Histrionisch Borderline
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4.2.1.4 PANSS

Das néchste formalisierte psychiatrische Interview welches nach Anamnese 1+2 und
SKID mit den Patienten angewendet wurde, ist die Positive and Negative Syndrome
Scale (PANSS)(Kay et al 1987).

Diese von Kay et al. entwickelte Skala dient im Wesentlichen dazu, 30 Merkmale in drei
Achsen (Positiv-, Negativ und Allgemeinpsychopathologie) auf einer siebenstufigen

Skala zu bewerten:

1 (extrem ausgepragt) -7 (nicht vorhanden) wiederum in Derzeit und schlimmste Zeit.

Tabelle 10 Symptome der PANSS (Kay et al 1989)

Positivskala Negativskala Allgemeinpsychopathologie
Halluzinationen Mangelnder Schuldgefihle Mangelnde
affektiver Rapport Aufmerksamkeit

und Apathie

Wahnideen Affektverflachung Sorge um die Ungewohnliche
Gesundheit Denkinhalte
Erregung soziale Passivitat Anspannung Mangelnde

Urteilsfahigkeit und
Einsicht

GroBenideen

Schwierigkeiten

Manierismen

Willensschwdche

beim abstrakten und
Denken unnaturliche
Kérperhaltung
Feindseligkeit Stereotype Motorische Selbstbezogenheit
Gedanken Verlangsamung
Formale emotionaler Angst Desorientiertheit
Denkstérungen RUckzug
Misstrauen/ Mangel an Depression Mangelnde
Verfolgungsideen | Spontaneitdt und Impulskontrolle
FlUssigkeit der
Sprache
Unkooperatives | akfives soziales
Verhalten Vermeidungsverhalten
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4.2.2 Kontrollprobanden

Die Rekrutierung der Gruppe der Konfrollpersonen wurde in mehreren Etappen
durchgefUhrt. Zunéchst wurde auf Basis der vom Einwohnermeldeamt MUnchen
Uberlieferten randomisierten Daten per Post angeschrieben, der Hintergrund der Studie

erkl@rt und zur Teilnahme an der Studie eingeladen.

Alle Teilnehmer mussten das achtzehnte Lebensjahr vollendet haben und deutscher
bzw. kaukasischer Abstammung sein. Die bezog sich auf die Herkunft beider Elternteile

und die vorherigen zwei Generationen.

Psychiatrische oder neurologische Vorerkrankungen oder solche in  der

Blutsverwandtschaft fhrten gleichermaBen zum Ausschluss.

Bei einer positiven RUckmeldung an die Klinik wurde der Proband daraufhin angerufen
und mittels eines standardisierten Vorscreenings grob auf Ein- und Ausschlusskriterien
UberprUft. Dieses beinhaltete wie bei der Anamnese der Patienten auch, den
Ausschluss von psychiatrischen, neurologischen oder psychischen Erkrankungen, da nur
diesbeziglich unauffdllige Personen in die Kontrollkohorte aufgenommen wurden. Im
Ubrigen wurden die gleichen Ausschlusskriterien angewendet wie bei der Rekrutierung

des Patientenkollektivs.

War das erste Gesprdch positiv und der Proband immer noch gewillt teilzunehmen,
wurde ihm postalisch der ANA | Bogen zugeschickt, in dem nochmals schriftlich seine
Abstammung und sein Familienstand, mdgliche Geburtskomplikationen und bisher
aufgetfretene Erkrankungen, Rauchverhalten, Alkohol- und Drogenkonsum, sowie
Suizidversuche und mogliche Suizide innerhalb der Familie genau erfasst wurden.
DarUber hinaus wurden die Phasen groBer Angst, Essstérungen, affekfive Stérungen

oder Stérungen aus dem schizophrenen Formenkreis erfragt.
Bei positivem Basisscreening wurde der Proband fur die weiteren Interviews eingeladen.
Zum Einsafz kamen die vollstndige Anamnese Il, sowie das SKID Achse | (s.0.) und Il.

Die Anamnese Il diente an der Stelle der Erfassung der beruflichen Karriere, besonderen
Verhaltensweisen im  Kindes- und Jugendalter, finanziellem  Status und

partnerschaftlichen Bindungen.
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4.2.2.1 Family History Assessment Module (FHAM)

DarUber hinaus wurde das FHAM (Rice et al. 1995) verwendet, um psychiatrische
Diagnosen in der Verwandtfschaft ersten bis dritten Grades der Probanden
auszuschlieBen. Hierbei wurde das Vorliegen von Alkohol-, Drogen- und
Medikamentenabusus, Depression, neurotische Stérungen etfc. abgeklart, welches bei

positiver Angabe zum Ausschluss fuhrte.

4.2.2.2 Leipziger Ereignis- und Belastungsinventar (LEBI)

Das LEBI (Richter & Guthke 1996) wurde eingesetzt, um belastende oder kritische

Lebensereignisse sowie deren Bezug auf individuelle Lebensziele zu eruieren.

Zudem wurden hier noch die psychosozialen Belastungsfaktoren (Achse 1IV) und das

globale Funktionsniveau (Achse V) beurteilt.

4.2.2.3 Minnesota Multiphasic Personality Inventory 2 (MMPI-2)

Im Zuge der Strukturierten Interviews wurde auch eine Persodnlichkeitseinschéatzung
Mittels MMPI-2 durchgefUhrt. Dies sind 567 Items zur Persénlichkeit, die mit ,,trifft zu" oder
LIrifft nicht zu" zu beantworten sind. Aufgrund der Antwortmuster kann wird ein
anndhernd vollstdndiges Bild von Persdnlichkeit und Beschwerden des Probanden

erhalten.

Wenn auch nach diesen strukturierten Interviews keine Hinweise auf das Vorliegen einer
neurologischen oder psychiatrischen Erkrankung (lifetime) vorlagen, wurden die

Patienten eingeschlossen.

Um die vorliegenden psychiatrischen Merkmale genetisch zu Uberprifen, wurde allen
Patienten und Probanden fUr die weitere Genotypisierung vendses Blut abgenommen

und labortechnisch aufbereitet.
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4.3 Laborverfahren

4.3.1 DNA-Exiraktion

Allen eingeschlossenen Studienteilnehmern (Probanden und Patienten) wurde im Laufe
der Untersuchung venoses Blut in EDTA-Monovetten abgenommen, um die Gerinnung
zu unterbinden und im Anschluss die DNA extrahiert. Dabei wurden alle entnommenen
Blutproben mit einer siebenstelligen alphanumerischen Kodierung versehen, um die

Anonymitdt im weiteren Verlauf zu gewdhrleisten und bei -80°C eingefroren.

FOr die Extraktion der genomischen DNA wurde das QIAmp Blood Maxi Kit
entsprechend dem vorliegenden Handbuch der Fa. Qiagen verwendet und die darin

beschriebenen Arbeitsschritte durchlaufen (Qiagen 2010).

4.3.1.1 Vorbereitung

FUr die Vorbereitung der spateren Zelllyse wurden die zuvor eingefrorenen Proben bei
Zimmertemperatur aufgetaut und 10ml des Vollblutes zur Lyse der Leukozyten und somit
Freisetzung der NukleinsGuren mit 500ul Qiagen Protease in  einem 50ml
Lentrifugenrdhrchen versetzt. Durch die Protease kommt es zur Denaturierung und
Degradierung der Proteine in der Probe zu kleineren BruchstUcken, wodurch eine

bessere Trennung der NukleinsGuren von den restlichen Bestandteilen mdglich ist.

Um die spdatere Bindung der DNA an die Silikagel-Sdule zu gewdahrleisten, wurden 12ml
eines Guanidin-HCL-Puffers hinzugefigt (Puffer AL, Qiagen) und diese Ldsung fur zwei
Minuten auf dem Vortexer (Scientific Industries) gemischt, um die Lyse zu

vervollsténdigen und zu homogenisieren.

Diese Mischung wurde dann bei 70°C fUr 30 Minuten im Wasserbad unter gleichzeitigem

Schuitteln inkubiert, um eine groBtmégliche DNA Ausbeute zu erreichen.

4.3.1.2 Silikagel-Membran-Adsorption

Es wurden 10ml 96-100% Ethanol zugegeben und wieder fUr zwei Minuten auf dem
Vortexer gemischt. Hierbei kommt es zum Entzug der Hydrathulle. Ethanol bewirkt eine
Fallung der DNA. Um die Mixtur an die Silikamembran zu binden, wurde die die Hdlfte
der DNA-L&sung in ein neues 50 ml Zentrifugenréhrchen mit Séuleneinsatz (Silikagel-
Saule) gegeben und bei Raumtemperatur jeweils fir drei Minuten bei 3.000
Umdrehungen/Minute zenftrifugiert. Das Zenfrifugat wurde verworfen, die zweite Hdlfte
der Probe auf den Sduleneinsatz gegeben und unter gleichen Bedingungen

zentrifugiert.
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Durch die entsprechenden Salz- und pH-Bedingungen blieben die NukleinsGure
bindenden Proteine und RNA ungebunden und konnten verworfen werden,

wohingegen sich die DNA auf der Silikamembran wiederfand.

4.3.1.3 Reinigung

Zur finalen DNA-Reinigung von mdéglichen RNA und Proteinresten wurden zwei

Reinigungsvorgdnge durchgefihrt.

Zundchst wurden 5ml eines Guanidin-HCL-haltigen Puffers (Waschpuffer AW1 Qiagen)
bei Raumtemperatur zugegeben und fur 60 Sekunden bei 5.000 Umdrehungen/Minute

zenftrifugiert.

Durch die Zugabe von 5ml eines Ethanol haltigen salzarmen Waschpuffers
(Waschpuffer AW2, Qiagen) und 15 minUtiger Zenfrifugierung bei 5.000

Umdrehungen/Minute wurden die Guanidinsalze entfernt.

4.3.1.4 Elution

Die abschlieBende Elution wurde nach Transfer in  ein  neues steriles
Zentrifugationsréhrchen, mittels 1Tml basischen Tris-Puffers (Puffer AE, Qiagen, pH>9,0)

auf die Silikamembran erreicht.

Um den Ertfrag zu maximieren, wurde die Membran fur 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und fUr zwei Minuten bei 5.000 Umdrehungen/Min. zentrifugiert. Dieser
gesamte Schritt wurde insgesamt einmal wiederholt, wobei im zweiten Durchgang fir 5

Min. zentrifugiert wurde.

Durch den basischen Puffer wurde so die zuvor unter sauren Bedingungen gebundene

DNA eluiert und die DNA auf zwei ReaktionsgefdBe unterteilt.

4.3.2 Bestimmung der DNA Konzentration

FUr die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) musste zuvor die genaue DNA Konzentration
bestimmt werden. Um dies zu ermdglichen, wurde die Pico-Green-Methode (Invitrogen)
eingesetzt. Hierbei wird ein ultraselektives Fluorophor (PicoGreen, Molecular Probes)
verwendet, welches Licht der Wellenldnge 480nm absorbiert, wenn es an
doppelstringige DNA gebunden ist. Wird dieser Komplex durch Lichtbestrahlung
angeregt, wird wiederum Licht der Wellenldnge von 535nm, im grinen Bereich des
sichtbaren Lichts, emittiert. Dabei korreliert die Fluoreszenzintensitat direkt proportional

mit der vorhandenen DNA.
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Die Fluoreszenz wurde nach VerdUinnung der Proben mit PicoGreen Losung (1:200 in

Aqua bidest) im Verhdltnis 1:50 bestimmt.

Um die Konzentration der DNA zu bestimmen, war es zundchst erforderlich einen
humanen genomischen Standard als Referenzkurve bereitzustellen. Dazu wurde eine
VerdUnnungsreine mit DNA bekannter Konzentration (DNA 100ng/ul, Clontech) jeweils

mit 1:2 Aqua bidest. verdinnt und gemischt.

Reihe A wurde mit 200 ul dieses Standards mit humaner genomischen DNA gefUllt.
Danach wurde absteigend (B-H) jeweils 100 yl von dem vorherigen well in den
folgenden well unter mehrmaligem Aufziehen pipettiert, so dass eine konstant
absteigende, jeweils halbierte VerdUinnungsreihe A-H erhalten wird. Reihe H enthielt

dabei keine genomische DNA mehr und wurde als Referenz verwendet (Tabelle 11).

Das gefrorene PicoGreen Reagenz wurde etwa eine Stunde lichtgeschifzt bei
Raumtemperatur aufgetaut und dann in einem mit Aluminiumfolie umhullten 50ml

Réhrchen mit Aqua bidest. auf ein Verhdaltnis 1:156 verdinnt.

Die zu messenden DNA-Stammldsungen wurden vorher mit 1:10 Aqua bidest. in einer
96well Platte vorverdunnt, in dem zu 45ul Aqua jeweils 5ul DNA zugegeben wurde, um
den Messbereich des Gerdtes nicht zu Ubersteigen. Die Standardkurve wurde nicht

weiter verdinnt.

Tabelle 11 Genomische DNA Verdiinnung

Konzentration (ng/ul) Spalten

100 Al A2

50 B1 B2

25 Cl C2

12,5 D1 D2

6,25 El E2

3,125 F1 F2

1,5262 Gl G2

0 H1 H2
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In eine 96 flat bottom plate (Messplatte) wurde danach 50ul Aqua dest. pro well
vorgelegt. Zu diesen wurden 5ul der Standardverdinnungsreine bzw. vorverdinnten

DNA in Duplikaten zugegeben.

Zu der vorgelegten Standard- und Proben-DNA wurden 145ul der verdinnten
PicoGreen-Losung gegeben um eine Verdinnung von 1:200 zu erhalten. Die Messplatte
wurde durch einen Gripper der Janus Workstation in dem Victord Multilabelcounter 1420

(Perkin EiImer) UberfUhrt.

Im Messgerdt wurde die Messplatte fur 30s in Doppelkreisen geschittelt, um eine hohe

Homogenitat der Losung zu erreichen.

Zur Anregung des PicoGreens wurde eine Wellenl&nge von 485nm verwendet und die
Emission bei 535nm Wellenldnge, bei einer Messzeit von 0,1 Sekunden gemessen. Die
ermittelten Fluoreszenzwerte wurden vom Computer (Optiplex GX620 Pentium 4 HAT,
Dell) erfasst. Anhand der Standardkurve und der Mittelwerte der Doppelbestimmungen
wurde mit einem auf Virtual Basic basierendem Makro errechnet, welche Volumina der
Zzu messenden DNA-L&sung und Aqua bidest ndtig waren, um eine

Konzentrationseinstellung von 50ng/ul zu erreichen.

Diese finale Konzentrationseinstellung fUhrte die Janus Automated Workstation auf ein
Zielvolumen von 500ul selbststandig durch. Die DNA wurde in 96well Platten zur weiteren

Hochdurchsatzgenotypisierung vorgelegt.
4.3.3 Genotypisierung

4.3.3.1 IiPLEX-Verfahren

Zur Genotypisierung wurde das von der Firma Squenom entwickelte iPLEX- Verfahren
eingesetzt. (Increased Plexing Efficiency and Flexibility for MassARRAY® System through

Single Base Primer Extension with Mass-Modified Terminators)

Es arbeitet ohne Farbstoffe, Sonden oder andere DNA-Markierungen und macht es
maoglich an einer DNA-Probe zeitgleich bis zu 36 SNPs zu untersuchen. Dabei werden
immer solche SNPs miteinander kombiniert, die sich in einem Reaktionsansatz nicht

gegenseitig behindern kdnnen. Ein Set solcher kompatibler SNPs heit Multiplex.

Um einen SNP nach diesem Verfahren zu genotypisieren, besteht der gesamte Vorgang
aus drei Schritten: Zundchst muss die den SNP flankierende genomische Sequenz

amplifiziert werden. Nur so kann die Zielsequenz in ausreichender Konzentration fur die
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nachfolgende iPLEX-Reaktion zur Verfugung gestelll werden. Dazu wird eine

konventionelle Multiplex- Polymerasekettenreaktion (PCR) eingesetzt.

FUr die eigentliche Genotypisierung werden danach in einer modifizierten PCR Reaktion
sogenannte Extensionsprimer eingesetzt, die unmittelbar vor dem polymorphen Lokus
hybridisieren. Das aufgereinigte PCR-Produkt wird dazu zusammen mit den
Extensionsprimern, einer  thermophilen DNA-Polymerase und den vier
Didesoxynucleotiden einer zyklischen Reaktion zugefihrt und so die Extensionsprimer

genau um die komplementdre Base des polymorphen Lokus verléngert.

Amplification
10-mer tag
forward PCR primer
5o ~—p [C/G] 3
3 [G/C] 5
Genomic DNA L —
reverse PCR primer
10-mer tag
PCR Product i
[C/G]
[G/C]
SAP Treatment
IPLEX Reaction
Primer extension into SNP site

e C
G

Primer extension into SNP site
e G q_/s
Cc

|

Sample conditioning, dispensing, and
MALDI-TOF MS

Spectrum

Lt

24-plex spectrum

Abbildung 7 Schematische Darstellung des iPlex Verfahrens (Oeth et al. 2006)
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FOr die Ergebnisgenerierung werden schlieBlich die Produkte der
Primerextensionsrecktion auf kleine Siliziumchips Ubertragen, die dann mit Matrix
gestUtzter Laser lonisations-/Desorptions-Flugzeitspekirometrie (Matrix-Assisted Laser
Desorption / lonization Time-Of-Flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS) vermessen
werden. Diese lasst eine Hochdurchsatz-Genotypisierung mit sehr hoher Sensitivitét und
Genauigkeit zu (Abb. 7).

Die untenstehenden SNPs wurden genotypisiert.

Tabelle 12 Genotypisierte SNPs des PARK 7 Gens auf Chromosom 1p36.23 Ubersicht

SNP ID Gen Intron Sequenz Allele Position
Exon

rs4908488 | PARK7 | Infron2 | AACCTACACAAGAATACGTATTAC c/T 8024592
1s226251 | PARK7 | Intron 2 HggCCTAGTCATGCTGACTAC T/C 8024690
rs178932 | PARK7 | Intron 4 ACATCTGTTCATAACGGT G/A 8030300
1s226242 | PARK7 | Intron 5 atgcAACAAACTCAGCCCAAA G/A | 8033468
rs225092 | PARK7 | Intron 5 g9gCTTIGGTCTGAAACTGACA G/C | 8036075
rs161807 | PARKZ | Intron5 | ccagGTTTIGGTAAGAGCCTCTIGATTTT | A/G 8037496
1s226258 | PARK7 | Intron é GACTICCCTCACCTAGCTIC G/T 8041352
rs225119 | PARK7 | Intron 6 catgCCAAAACTGGGACTCTT T/C 8044361

4.3.3.2 Multiplex PCR

Bei der Polymerase Kettenreaktion kurz PCR werden durch eine DNA-Polymerase die
flankierenden genomischen SNP Sequenzen amplifiziert, um die Zielsequenz in

ausreichender Konzentration zur VerfGgung zu stellen.

Hierzu werden fuUr die iPlex-Reaktion Primer bendtigt. Dies sind Oligonukleotide, die an
die gewUnschte DNA Sequenz komplementdr binden. Da diese Reaktion nur unter
bestimmten Bedingungen stattfinden kann, werden bestimmte (Unter-)Schritte mit

Puffern zyklisch wiederholt. In Tabelle 13 sind die verwendeten Primer aufgefUhrt.
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Die Reaktion wird allgemein als SNP Capture bezeichnet und verwendet, anders als bei
der Standard PCR, mehr DNA und mehr Polymerase. Die exakten Oligonukleotide
passend zu den Einzelnukleotidpolymorphismen wurden mit der Spectrodesigner

Software (Sequenom) hergestellt.

Dabei wurde darauf geachtet, dass alle Amplikons eines Plexes anndhernd die gleiche

Lange aufweisen,

Die Amplikonldnge wurde hierbei auf ca. 100bp inklusive der 10bp langen
Tagsequenzen festgelegt.
Tabelle 13 Verwendete PCR Primersequenzen
Frag.
SNP ID Forward Primer 1 Reverse Primer 2 Extensionsprimer .
lange
ACGTIGGATGGC | ACGTTIGGATGCC
154908488 ACAAAGAAACCT | ACAATCTACCCA A:ﬁi@g{:?&’é@ 94
ACACAAG TICCTC
ACGTIGGATGTAC | ACGTTIGGATGTA
rs226251 AAACTGGGACA | GAATGACTAGGC Hggcch/fgLCCATG 100
CTIGGAG CGAAGG
ACGTIGGATGGG | ACGTTGGATGGTT
rs178932 ACTGTATTCATCG | GCCATGGAAGTA ACAL%gggATA 83
ACATC AGCTG
ACGTIGGATGCA | ACGTTGGATGCA
15226242 GGACAAACTGA | AGCCTCAGTCCT OTSféégéﬁﬁiTC 125
CAIGIGG AGATIC
ACGTIGGATGGA | ACGTIGGATGCC
15225092 GCTATAAATCAG | GTAGCTGTTACAA ggiig%fgf’* 125
GACTIGG ACAGG
ACGTIGGATGCT | ACGTTIGGATGCA | ccagGTTIGGTAA
rs161807 GTATGTTTGGTAA | GACCCCTICTCTA | GAGCCTCTIGATTT 100
GAGCC ACAAC T
ACGTIGGATGCT | ACGTTGGATGCA
1226258 GCTICAGGATIGT | AACAGTACTCAG GAgTA%%ﬂgAC 104
1GGTG CAGIEE
ACGTTGGATGCC | ACGTTGGATGGT | catgCCAAAACTG
rs225119 GGTIGGCTATTICT | GACTACCTIGCTG GGACTCTT 112
1GGC TGGAG
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Die folgenden Schritte wurden anhand des Sequenom iPLEX Applicafion Schemas
nach vorheriger Erstellung des Mastermixes mit den in Tabelle 14 aufgefUhrten

Reagenzien durchgefGhrt.

Tabelle 14 Reagenzien der Multiplex PCR

Reagenzien Volumen (ul) Hersteller

H20 (Aqua bidest.) 1.850 Purelab Ultra, ELGA
PCR-Puffer mit MgCl2 0.625 Qiagen

MgClz (25mM) 0.325 Qiagen

dNTP Mix (25mM) 0.100 ABGene

Primer Mix (500nM) 1.000 Qiagen

DNA (12.5ng) 2.5

Hotstar Taq Polymerase | 0.100 Qiagen

(5U/ul)

Denaturierung

Bei der Denaturierung werden die H-Bricken der DNA Str&nge durch Erhitzen geldst und
somit der Doppelstrang in Einzelstringe getrennt. Danach konnte die PCR in dem for
die Primer optimierten Thermocycler (GeneAmp, PCR System 9700, Applied Biosystem:s)
durchgefuhrt werden. Dies geschah fur 5 Minuten bei 94°C (initiale Denaturierung) und

dann wiederholt fUr 20 Sekunden bei gleicher Temperatur (Tabelle 15).
Anneadling

In diesem Schritt lagern sich die Oligonukleotid-Primer bei einer Temperatur von 55°C (in
Abhdngigkeit der Basenzusammensetzung) an die komplementédren Matrizenstrdnge
der genomischen DNA an. Die Annealing Temperatur muss hier sorgfdltig nach der
Basenzusammensetzung jeden Primers ausgewdhlt werden, da eine zu hohe
Temperatur zu sehr spezifischen Amplifikationen fUhrt; eine zu niedrige jedoch die

Ausbeute steigert.
Elongation

In der Extensionsphase wird bei 72°C fur 60 Sekunden von der Polymerase der Primer als

StartmolekUl fur den dNTP Aufbau genutzt um eine Kopie der Strédnge zu bilden.

76



4 Material und Methoden

In jedem der 45 Zyklen wird das Ausgangssubstrat verdoppelt, was zu einer

exponentiellen Vermehrung der DNA Fragmente fGhrt.

Tabelle 15 SNP Capture Programm

Schritt Temperatur Zeit (Sek.) Wiederholungen
°C
Denaturierung 94 300 1
94 20 45
Annealing 56 30
Extension 72 60
72 180 1
Abkuhlung fir weitere 4 - 1
Verwendung

4.3.3.3 Dephosphorelierung mit Shrimp Alkaline Phosphatase

Da nicht alle zugegebenen dNTP’s bei der Amplifikation der SNP Capture verbraucht
werden, muss dieser Uberschuss inaktiviert werden, da sie sonst die iPlex-Reaktion stéren

wdlrden.

Um dies zu erreichen, wird ein Gemisch (s. Tabelle 16) auf Basis von Shrimp Alkaline
Phosphatase (SAP) verwendet, welche die 5'und 3’-Phosphatgruppen an DNA, RNA

und Nukleotiden bei niedrigen Temperaturen effektiv entfernt und dadurch inaktiviert.
Die Phosphatase selbst wird dann anschlieBend bei 85°C denaturiert.

Tabelle 16 Reagenzien der Dephosphorelierung mit SAP

Reagenz Volumen (ul)
H20 Aqua bidest. 1,530
10x SAP Puffer 0,170
SAP-Enzym 0,300
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2ul dieses SAP-Mixes wurde nach Zugabe von 5ul der Produkte aus der SNP Capture
Reaktion vermischt, abzentrifugiert und dann wieder im Thermocycler zuerst bei 37°C for
40 Minuten inkubiert und dann die SAP fur 10 Min. bei 85°C inakfiviert.

4.3.3.4 iPLEX Primerextension

Im vorliegenden iPLEX Verfahren werden die eingesetzten Extensionsprimer (Tabelle 13)
um exakt eine Base verldngert (Single Base Extension). Hierbei werden anstatt dNTPs,
Didesoxynukleotide (ddNTPs) verwendet und dem Gemisch beigefigt, da diese am
3’Ende keine OH-Gruppe besitzen und nach dem Einbau in den Extendprimer nicht
weiter verl@ngert werden kénnen. Dadurch kommt es automatisch zum Erliegen der
Polymerisationsreaktion nach Anschluss einer Base, die dem gesuchten SNP

komplementar ist.

Zudem sind die ddNTP’s massenmodifiziert und eigenen sich besser als Terminatoren for
die MassExtend Reaktion, da die Massendifferenz zwischen den einzelnen ddNTP’s

16Da oder mehr betragen. Dadurch werden sie im MALDI-TOF besser aufgetrennt.

Aufgrund der Massenunterschiede der ddNTP’s ist es mdglich nach Extension mit Hilfe
des Massenspekirometers festzustellen, um welche Base es sich bei der Verlingerung

handelt und dementsprechend auch, um welches komplementdre SNP-Allel.

Labortechnisch wurde wieder ein Reaktionscocktail aus den unten aufgefUhrten
Reagenzien hergestellt, welche bis auf das iPLEX Enzym zuvor aufgetaut, gemischt und

abzenftrifugiert wurden (Tabelle 17).

Tabelle 17 iPLEX Reagenzien

Reagenz Vol./Reaktion i Hersteller

Aqua bidest. 0,755 Sequenom

iPLEX Buffer plus 0,200 Sequenom

iPLEX Termination Mix 0,200 Sequenom

Primer Mix (7 uyM-14 M) 0,804 Sequenom

iPLEX Enzym 0,041 Sequenom
Gesamt 2
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Wiederum kam nach folgendem Schema der Thermocycler zum Einsatz, nachdem der
Ingredienzien-Cocktail mit den SAP behandelten SNP Capture Produkten vermischt und
abzentrifugiert worden war. Dieses modifizierte iPLEX PCR-Programm benutzt zwei

Durchlaufschleifen mit insgesamt 200 Wiederholungen (Tabelle 18).

Vor dem weiteren Verwenden wurden die Extensionsprodukte dann mit einem
lonenaustauschharz (Clean Resin, Sequenom) gereinigt, um spdtere Storsignale in der

massenspektrometrischen Analyse durch lonen zu vermeiden.

Tabelle 18 iPLEX Programm

Schritt Temperatur °C | Zeit (Sek.) | Wiederholungen | Wiederholungen
1. Schleife 2. Schleife
Denaturierung 94 30 1 1
94 5 1 40
Annealing 52 5 5
Extension 80 5
72 180 1 1
Abkihlung 4 - 1

4.3.3.5 MALDI-TOF Verfahren

Die Genotypisierung mittels MALDI-TOF  Verfahren  (Matrix  Assisted  Laser
Desorption/lonisation) ist eine Methode, welche auf der Massenspekirometrie beruht
und bei der die in den Schritten zuvor durch Einzelbasenverldngerung entstandenen

komplementdren Allele der SNPs identifiziert werden ké&nnen.

Hierbei wird in die Kristallstruktur der MALDI-Matrix ein Analyt eingebaut der spater
identifiziert wird. Dabei wird das Analytgemisch mit Hife des MassARRAY
Nanodispensers (Sequenom) auf einen 384-format Siliziumchip (SpectroCHIP,
Sequenom) Ubertragen. Kalibriert wurden die Analytspekiren mit einem 3 Punkt

Kalibrand (3 Point Calibrand, Sequenom) bekannter Massen.

Das Matrix-Analytgemisch  wurde dann  durch eine Vakuumschleuse in das
Massenspekirometer eingesetzt und im Hochvakuum (ca. 108-104mbar) einige
Nanosekunden der Bestrahlung einer lonenquelle, in diesem Falle einer gepulsten

Laserbestrahlung (N2-Laser: A=337nm) ausgesetzt.
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Unmittelbar nach der Bestrahlung I6sen sich die Neutralteilchen aus der kondensierten
Phase. Diese Reaktion ist auch bekannt als Desorption. Wahrend dieser Reaktion wird
der Analyt aus dem Maftrixgemisch desintegriert und geht aus der kondensierten, in die
gasférmige Phase Uber (Verdampfung). DarGber hinaus kommt es zur lonisation, die fir

die TOF Spektrometrie unerldsslich ist.

In der nachfolgenden TOF (Time of Flight) werden die im MALDI Prozess generierten,
einfach geladenen, unfragmentierten lonen in ein Flugzeit-Massenspekirometer
UberfOhrt und nach Ihrem Verhdlinis von Masse m (kg) zur Ladung Z (Coulomb)

aufgetrennt.

Dazu werden sie zuerst in einem elekirischen Feld U beschleunigt und treten dann in
eine feldfreie Driftstrecke ein und werden dann nach einer bestimmten Flugzeit tges (in

Sek.) detektiert. Die Flugzeit wurde hierbei ab dem Laserbeschuss gemessen.

Es wird davon ausgegangen, dass lonen mit gleichem Verhd&linis von Masse zu Ladung

im Idealfall auch die gleiche Flugzeit aufweisen.

Somit ergibt sich das Verhdaltnis

'I]l
TOF o [—
z

1
Dabei entspricht die kinetische Energie Ewn 2 mv® der von der Ladung und der

angelegten Beschleunigungsspannung Z*U  ab. Daraus ergibt sich for die

Geschwindigkeit der lonen:

Ve m

Bei einer Gesamtflugzeit Lees mit Flugstrecke L (Meter) ergibt sich somit:

For die Messung der Extensionsprodukie wurde ein Autoflex MALDI-TOF
Massenspekirometer (Bruker Daltonics) verwendet, welcher mittels FlexControl Software
(Bruker Daltonics) gesteuert wurde. Hiermit konnten auch die Parameter Laserenergie,

Detektor- und Reflektorspannung Uberwacht und modifiziert werden.
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S&mtliche Daten der Probandencodes, Massen der verldngerten Extensionsprimer und
Allele wurden in eine Datenbank gespeist und mithilfe des AssayEditors (Sequenom) die
zu erwartenden Massen der Extensionsprodukte festgelegt. Die Angaben zu Position der
DNA’s und SNPs wurden mithilfe des PlateEditors (Sequenom) zusammengefUhrt, um die
Chips zu erstellen. Diese Datenbank wurde dann Uber den Chiplinker (Sequenom) mit
dem MALDI-TOF Massenspektrometer verbunden, um die richtige Zuordnung der
Messergebnisse sicherzustellen. Da die DNA-Fragmente aus der iPLEX Reaktion je nach
angehdngter Base unterschiedliche Massen haben, konnte entsprechend der

Flugdauer der letzten angehdngten Base der spezifische Genotyp zugeordnet werden.

Die Genotypisierung wurde in Echtzeit mit SpectroAQUIRE (Sequenom) verfolgt und mit
Hilfe der TYPER Analyzer 3.3.0 Software (Sequenom) dem entsprechenden Genotyp

zugeordnet.

4.4 Statistische Auswertung

Bei jedem SNP wurde das Hardy-Weinberg Equiliorium geprUft. Dieses geht von einer
idealen Population aus und besagt, ausgehend von einer Elterngeneration mit
beliebiger, zufdlliger Genotypverteilung, dass sich bereits bei der ersten
Tochtergeneration eine Genotyp-Verteilung einstellf, die sich in den folgenden

Generationen nicht mehr dndert, sich also im Gleichgewicht befindet.

Die statistische Auswertung der Unterschiede in der Allel- und Genotypverteilung der
PARK7 SNPs in der H&ufigkeit zwischen Patienten und Probanden erfolgte mit Hilfe der
IBM SPSS Statistics 19 Software, Plink v1.07 (Shaun Purcell; Purcell et al. 2007), R (R

Development Core Team 2011), und Haploview 4.2 (Barrett et al. 2005).

Um die Assoziation der Allele und der Genotypen mit Schizophrenie zu Uberprifen
wurde bei den SNPs ein exakter Fischer-Test (zweiseitiger X *-Test) nach Pearson
durchgefuhrt und als Grenzwert fur Signifikanz ein p-Wert von < 0,05 festgelegt. Ab p <

0,10 wurde ein Trend zur Signifikanz angenommen.

Dies galt fUr alle statistischen Berechnungen.
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4.5 Haplotypanalyse

Die Haplotypanalyse wurde mit Hilfe der Haploview Software durchgefihrt (Barrett et
al. 2005) und dann die Kopplungsungleichgewichte und die LD-Blockstruktur errechnet.

Haplotyp Blécke wurden nach der Methode von Gabriel bestimmt.

Haploscore (R Development Core Team 2011) diente hierbei dazu, die Haplotypen und
die Frequenzen fUr den Fall-Kontroll-Vergleich zu schdtzen und die Assoziationen
zwischen den Haplotypen und den unterschiedlichen kognitiven Faktoren zu

untersuchen (Schaid et al. 2002).

Dabei wurden die gleichen Co-Variablen einbezogen wie in der multivariaten
Varianzanalyse: Status (Patienten vs. Kontrollprobanden), Geschlecht, Schulbildung und
Alter. Haplotyp Frequenzen zwischen Patienten und Kontrollen wurden mittels eines Chi

Square Test verglichen.
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5 Ergebnisse

FUr den Nachweis eines Zusammenhangs zwischen Variationen im PARK7 Gen und dem
Gesundheitsstatus, wurde in vorliegender Studie fur 510 schizophrenen Patienten und

1319 Konftrollen eine Genotypisierung durchgefthrt.

Die 8 untersuchten Polymorphismen des PARK7 Gens auf Chromosom 1, waren alle
acht in Introns lokalisiert (Abb. 8).

30,76 kb Forward strand me—

1-3 8473-8585 | 11034-11135 (15?02: (13? ;i 23362 - 23448 30604 - 30762
Met 1- GIV 30 lle 31 - Glu 64 Y 16604 - 16673 G|y 108 - G|y 137 GIy 137- Asp 189
Ser 85 - Gly 108
1s226258G/T
rs178932G/A rs2251197T/C
rs4908488C/T
1s226242G/A
rs2262517/C rs2250926/C

rs161807A/G

Abbildung 8 Exon/Intron Position auf PARK?7

Die Ergebnisse sind im Folgenden nach den Phénotypen
e Patienten vs. Kontrollen,
e Patienten mit schizophrenen Erstgradangehdrigen vs. Konftrollen,
e Patienten mit psychiatrisch erkrankten Angehdrigen vs. Konfrollen und

e Patienten mit an Schizophrenie erkrankten Angehoérigen vs. Konftrollen

aufgefUhrt.
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Es wurden fur jeden Phanotypen vier Tests durchgefthrt:

Allelverteilung

(A1 vs A2) vergleicht die Haufigkeit der Allele zwischen 2 Gruppen (Gesamtallel)
Genotypverteilung

Genotypverteilung (ATAT1 vs ATA2 vs A2A2) vergleicht die Haufigkeit der Genotypen
zwischen 2 Gruppen)

Rezessives Modell

(ATAT vs ATA2 + A2A2) fasst die Genotypen, die das hdufigere Allel enthalten, in einer
Gruppe zusammen (Tradger des majoren Allels) und vergleicht diese mit den

homozygoten fur das seltenere Allel
Dominantes Modell

(ATAT1 + ATA2 vs A2A2) fasst die Genotypen, die das seltenere Allel enthalten, in einer
Gruppe zusammen (Trdger des minoren Allels) und vergleicht diese mit den

homozygoten fir das haufigere Allel.
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5.1 Ergebnisse des Hardy-Weinberg Equilibriums

Um Genotypisierungsfehler

Genotypverteilung innerhalb der untersuchten Population freffen zu kénnen, wurde das
Hardy- Weinberg Gleichgewicht mittels des exakten Tests nach Fisher Uberprift. Die
Genotypverteilung lag fur alle SNPs im Hardy- Weinberg- Equiliorium (Tabelle 19 bis 21).
Lediglich fUr rs226251

war in der Konfrollstichprobe eine leichte Abweichung zu

verzeichnen (Tabelle 20).

auszuschlieBen

Tabelle 19 Darstellung des HWEs der untersuchten SNPs fiir Patienten

sowie um eine Aussage Uber

SNP Allele Patienten Genotyp (N) p-Wert HWE (F)
A/B Allele AA/AB/BB
rs4908488 C/T 121100365 0,107 0,073
1s226251 T/C 921226|172 0,265 0,052
rs178932 G/A 62 200|229 0,083 0,079
1s226242 G/A 911217176 0,111 0,075
1s225092 G/C 911230]178 0,269 0,049
rs161807 A/G 85|226|168 0,572 0,027
1s226258 G/T 941236]165 0,582 0,026
1s225119 T/C 9412291173 0,269 0,053
Tabelle 20 Darstellung des HWEs der untersuchten SNPs fiir Kontrollen
SNP Allele Kontrollen Genotyp (N) p-Wert HWE (F)
A/B Allele AA/AB/BB
rs4908488 C/T 4613471873 0,117 0,044
1s226251 T/C 241]633]412 0,955 -0,002
rs178932 G/A 1271601 | 560 0,068 -0,052
1s226242 G/A 239 612|425 0,492 0,020
rs225092 G/C 2381638425 1,000 -0,001
rs161807 A/G 162] 607 | 456 0,079 -0,052
rs226258 G/T 1791663 | 455 0,012 -0,071
rs225119 T/C 2431625]416 0,776 0,008

Tabelle 21 Darstellung des HWEs der untersuchten SNPs fir die Gesamistichprobe

SNP Allele Gesamtgenotyp (N) p-Wert HWE (F)
A/B Allele AA/AB/BB

rs4908488 C/T 584471238 0,033 0,053
1s226251 T/C 333|859 | 584 0,594 0,013
rs178932 G/A 1891801 |789 0,521 -0,016
1s226242 G/A 330|829 | 601 0,143 0,035
rs225092 G/C 329|868 | 603 0,596 0,013
rs161807 A/G 247|833 624 0,263 -0,028
1s226258 G/T 27318991620 0,077 -0,042
rs225119 T/C 3371854589 0,384 0,021
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5.2 Patienten vs. Kontrollen

Die StichprobengréBe gesamt enthdlt maximal 1.829 Probanden, darunter 510
Kontrollen und 1.319 schizophrene Pafienten (Tabelle 22). Variationen zwischen den

einzelnen SNPs sind auf vereinzelte Ausfélle in der Genotypisierung zurickzufGhren.

Tabelle 22 StichprobengréBen an Schizophrenie erkrankter Patienten vs. Kontrollen

SNP Genotypenverteilung SNP Genotypenverteilung

1s4908488 | CC % ) % T % >n

1225092 |GG % GC % CC_ % . Sn
P12 25% 1100 210% 365 765% 477 P | 91 182% 230 46,1% 178 357% i 499
K | 46 3.6% 347 27,4% 873 69,0% : 1266 e R e
s K |238 183%|638 49,0% | 425 32,7% | 1301
n | 58 3.3% 447 256% 1238 71% 1743 Sn|329 183%|868 482% | 603 33,5% | 1800
1226251 | 1 % 1C % CC % Yn s161807] AA % |AG % loc % |3n
P | 92 188% 226 46,1% 172 351% 490
P | 85 17.7%|226 47.2%|168 351% | 479
K | 241 187% 633 492% 412 32,0% 1286
5 K | 162 132% 607 49,6% 456 37,2% 1225
n | 333 18,8% 859 484% 584 32.9% 1776 Sn|247 145% 833 489% 624 36.6% 1704
15178932 |GG % |GA % |AA % |2 n $226258|GG % GT % T %  Yn
P | 62 12,6%|200 40,7%| 229 46,6% | 491 b | o4 19.0% 236 477% | 165 33.3% | 495
K | 127 9.9% 601 46,7% 560 43,5% 1288
5 K | 179 138% 663 51,1% 455 351% 1297
n | 189 10,6%:801 450% @ 789 444% 1779 Sn|273 152% 899 50,2%: 620 34,6% 1792
rs226242 |GG % GA %  AA %  yn 1225119 | 11T % 11C % CC %  Sn
P | 91 188%:217 448%: 176 36,4% 484 P | 94 190% 229 462% 173 349% 496
K 1239 187%|612 480%| 425 333% |1276 K | 243 189% 625 487% 416 32.4% 1284
> , , ,
n | 330 188% 829 47.1% 601 34,2% 1760 >n|337 189% 854 48,0%:589 33,1% 1780

Die Assoziation des Krankheitsstatus (Schizophrenie vs. Kontrollen) mit den 8
Polymorphismen des PARK7- Gens wurde mittels mit des exakten Tests nach Fisher

UberprUft

FUr vier der untersuchten acht Polymorphismen konnten Assoziationen zur Schizophrenie
identifiziert werden (Tabelle 23, Abb. 9).

Dabei waren fur rs4908488 sowohl die Allelverteilung (p=0,0019), die Genotypverteilung
(p=0,0079) sowie der Vergleich der T-Allelirdger mit den homozygoten GG- Trdgern

(dominantes Modell, p=0,002) signifikant unterschiedlich zwischen den Gruppen.

Bei rs178932 konnte fUr die Genotypverteilung ein signifikanter Zusammenhang zur

Schizophrenie festgestellt werden (p= 0,0460).
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Die Allelverteilung von rs161807 (p=0,0787) zeigte ebenso wie die Genotypverteilung
(p=0,0622) einen Trend zu hdufigerem Vorkommen des A- Allels bzw. der AA-
Genotypen in der Patfientengruppe. Dies wurde durch eine signifikante
Uberreprésentation der AA- Homozygoten im Vergleich zu G-Alleltrdgern in der

Patientengruppe (p=0,0215) bestatigt.

FUr rs226258 ergab sich eine Allelverteilung von 0,0621 und somit ein Trend fur den
Zusammenhang zur Schizophrenie, Die Genotypverteilung (0,0264) zeigte einen

signifikanten Zusammenhang zur Schizophrenie,
Bei homozygoten G-Tragern vs. T-Trdgern ergab sich ein p Wert von 0,0080.

Die Variationen rs226251, rs226242, rs225092 und rs225119 zeigten in keiner der
durchgefuhrten  Gruppenzusammenstellungen eine  signifikante  Assoziation  zur

Schizophrenie.

Patienten vs. Kontrollen
1,20E+00
1,00E+00
8,00E-01
£ Allelverteilung
$  6,00E-01 : _
a A Dominantes Modell
; o N _ | \\\\,»' /i
4,00E-01 : Ay ; — \\ Lk Rezessiv Modell
/ / \ ‘\ ” / \‘ i //
/ \\/ ,,,,,,,,,,,,,,,,, \\ y ———- Genotypverteilung
2,00E-01 e X 7
/. i/ % F Trend p<0,05
/ \/ = e W
0,00E+00 £ momn Signifikanz p<0,1
b N 7V % v QA o) 9
S M VA S N, P S
S © N © o) N © \?)
O A A N A A
P R R AR S R R
SNP

Abbildung 9 Assoziation der untersuchten Polymorphismen mit dem Phdanotyp
Schizophrenie. Dargestellt sind die Ergebnisse (p-Werte) der einzelnen
statistischen Tests. Die Reihenfolge der SNPs auf der y-Achse entspricht
der Anordnung auf dem Chromosom (5 nach 3’).
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Tabelle 23 Patienten vs. Kontrollen

SNP Allele | Allel | OR | Dominant| OR | Rezessiv| OR | Genotyp |
p- (cn p-Wert (CI) p-Wert | (CI) p-Wert
Wert
rs4908488 C/T 0,68 0,2951 0.68
(0,53- (0,36-
0,87) 1,30)
rs226251 T/C | 0,4260 | 0,94 0,2354 0,87 1,0000 1,00
(0,81- (0,70- (0,77-
1,09) 1,09) 1.31)
rs178932 | G/A | 0,9365 | 0,99 0,2404 088 | 01017 | 1,32
(0,85- (0,71- (0,96-
1,16) 1,08) 1,83)
1s226242 | G/A | 04448 | 0,94 0,2373 0,87 | 10000 | 1,00 | 04273
(0,81- (0,70- (0,77-
1,09) 1,09) 1.31)
rs225092 | G/C | 0,4075 @ 0,94 0,2415 0,87 1,0000 1,00 0,4435
(0,81- (0,70- (0,76-
1,09) 1,09) 1,30)
rs161807 | A/G 115 0,4337 1,10
(0,99- (0,88-
1,34) 1,37)
rs2246258 G/T 1,15 0,5054 1,08
(0,99- (0,87-
1,34) 1,35)
rs225119 T/C | 05210 | 095 0,3396 0,89 1,0000 1,00 0,5662
(0,82- (0,72- (0,77-
1,10) 1.11) 1,30)
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5.3 Patienten mit schizophrenen Erstgradangehorigen vs.
Kontrollen

Die StichprobengroBe gesamt enthdalt maximal 1829 Probanden, darunter 1319
Kontrollen und 97 schizophrene Patienten (Tabelle 24). Variationen zwischen den
einzelnen SNPs sind wiederum auf vereinzelte Ausfdlle in der Genotypisierung

zurUckzufGhren.

Tabelle 24 StichprobengréBen schizophrener Erstgradangehoriger vs. Kontrollen

SNP Genotypenverteilung SNP Genotypenverteilung

rs4908488 | CC % CT % 1T % Sn 1s225092 |GG % GC % CcC % >n
P 2 22% 20 225%: 67 753%: 89 P 19 20,0% | 46 48,4% | 30 31,6% | 95

K 46 3,6% 347 27,4% 873 69,0% : 1266 K | 238 18,3% : 638 49,0% : 425 32,7% : 1301

>n | 48 3.5% 1367 27.1% 940 69,4% i 1355 >n | 257 184% | 684 49,0% | 455 32,6% | 1396
rs226251 | TT % C % |CC % >n rs161807 | AA % AG % GG % >n
P 19 20,7% : 46 50,0%: 27 29,3% : 92 P 10 11,2% | 46 51,7% | 33 37,1% | 89

K 241 18,7% | 633 49,2% | 412 32,0% | 1286 K | 162 13,2% : 607 49,6% : 456 37,2% i 1225

>n [ 260 189% i 679 49.3% 439 319% i 1378 >n | 172 13,1% | 653 49.7% | 489 37.2% | 1314
1s178932 |GG % GA % AA % >n 1s26258 |GG % GT % 1T % >n
P 11 11,8% | 40 43,0% | 42 452% | 93 P 10 10,9% | 50 54,3% | 32 34,8% | 92

K 127 9,9% 601 46,7% 560 43,5% i 1288 K | 179 13,8% : 663 51,1% : 455 35,1% : 1297

>n | 138 10,0% i 641 46,4% 602 43,6% : 1381 >n 189 136% (713 51.3% | 487 35% |1389
rs226242 |GG % GA % AA % >n rs225119 | 1T % C % CcC % >n
P 19 20,7% : 43 46,7% : 30 32,6% : 92 P 19 21,1% | 44 48,9% | 27 30,0% | 90

K 239 18,7% | 612 48,0% | 425 33,3% | 1276 K |243 18,9% i 625 48,7% : 416 32,4% i 1284

>n | 258 189% i 655 47.9% 455 33,3% i 1368 >n 262 191% | 669 487% | 443 32,2% | 1374

Die Assoziafion der untersuchten Polymorphismen zu dem Phdnotyp schizophrene
Erstgradangehdrige vs. Kontrollen zeigt weder einen signifikanten Zusammenhang noch

einen Trend bezUglich der Verteilung von Genotypen oder Allelen der getesteten SNPs.

FOr die untersuchten acht Polymorphismen konnten in den Modellen keinerlei

Assoziationen zur Schizophrenie identifiziert werden (Tabelle 25, Abb. 10).
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Tabelle 25 Patienten mit schizophrenen Erstgradangehdorigen vs. Kontrollen

SNP Allele Allel OR (Ci) Dominant OR (Ci) Rezessiv | OR(Ci) | Genotyp
p-Wert p-Wert p-Wert p-Wert
rs4908488 C/T 0,2161 0,74 0,2352 0,73 0,7656 0,61 0,5432
0,48 -1,16 0,44-1,20 0,15-2,55
1s226251 T/C 0,5902 1,10 0,6443 1,13 0,6788 1,13 0,8249
0,81-1,48 0,71-1,80 0,67-1,91
rs178932 G/A 1,0000 1,01 0,7468 0,93 0,5896 1,23 0,6796
0,73-1,38 0,61-1,43 0,64-2,36
1s226242 G/A 0,7578 1,05 1,0000 1,03 0,6787 1,13 0,8895
0,78-1,43 0,66- 1,62 0,67-1,91
1s225092 G/C 0,7050 1,06 0,2099 1,05 0,6811 1,12 0,2106
0,79-1,42 0,67-1,65 0,66-
1,88
rs161807 A/G 0.8729 0,96 1,0000 1,01 0,7445 0,83 0,9067
0,70-1,32 0,64-1,57 0,42-1,64
1s226258 G/T 0,7551 0,95 1,0000 1,01 0,5293 0,76 0,7453
0,70-1,29 0,65-1,58 0,39-1,50
rs225119 T/C 0,5863 1,10 0,7266 1.12 0,7656 0,61 0,5432
0,81-1,49 0,70-1,78 0,15-2,55
Patienten mit sz Erstgradangehoérigen vs.
Kontrollen
1,20E+00
1,00E+00 —
£ &,00E-01 A - S Allelverteilung
$ 6,00E-01 ——-— - e Dominantes Modell
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2 4,00E-01
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0,00E+00 ———- Genotypverteilung
@cb rf,’)'» o?;\/ q?"» Qq’\, q,é\ rf)cb r»'\(p ”””” Trend p<0,05
& © > © \?) N © \)
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Abbildung 10 Assoziation
schizophrene Erstgradangehérige vs. Kontrollen
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5.4 Patienten mit psychiatrisch erkrankien Angehorigen
vs. Kontrollen

Die StichprobengréBe gesamt enthdlt maximal 1.829 Probanden, darunter 1.319
Kontrollen und 372 schizophrene Patienten (Tabelle 26). Variationen zwischen den

einzelnen SNPs sind auf vereinzelte Ausfélle in der Genotypisierung zurGckzufUhren.

Tabelle 26 StichprobengroBen psychiatrisch erkrankter Angehoériger vs. Kontrollen

SNP Genotyp SNP Genoty,
rs4908488 | CC % CT1 % 1T % >n 1s225092 |GG % GC % CcC % >n
P 11 3,1% : 74 21,1%: 265 75,7% : 350 P 68 18,7% | 168 46,2% | 128 35,2% | 364
K 46 3,6% | 347 27,4% | 873 69,0% | 1266 K | 238 18,3% : 638 49,0% : 425 32,7% : 1301
Yn| 57 35% 421 26,1% :1138 70,4% 1616 >n | 306 18,4% 806 48,4% : 553 33.2% : 1665
rs226251 | 1T % 1C % CcC % >n rs161807 | AA % | AG % 1GGC % >n
P 69 19,2% :166 46,1% : 125 34,7% : 360 P 55 15,9% : 161 46,7% : 129 37,4% : 345
K [241 18,7% 633 49,2% : 412 32,0% : 1286 K | 162 13,2% 607 49,6% : 456 37,2% : 1225
>n |310 188% |799 48.5% | 537 32,6% | 1646 >n|217 138% 768 489% 585 37.3% 1570
1s178932 |GG % GA % AA % >n 1s226258 |GG % GT % 1T % >n
P 45 12,5% | 145 40,3% | 170 47,2% | 360 P 64 17,7% :170 47,1% : 127 35,2% : 361
K [ 127 9,9% :601 46,7% : 560 43,5% : 1288 K |[179 13,8% | 663 51,1% | 455 35,1% | 1297
>n | 172 104% 746 453% : 730 44,3% i 1648 >n| 243 147% 833 50,2% : 582 35.1% 1658
1s226242 |GG % GA % AA % >n rs225119 | 11 % C % cC % >n
P 68 19,3% | 159 45,0% | 126 35,7% | 353 P 70 19,4% : 167 46,4% 123 34,2% . 360
K | 239 18,7% 612 48,0% : 425 33,3% 1276 K | 243 18,9% | 625 48,7% | 416 32,4% | 1284
>n | 307 188% 771 47.3% : 551 33,8% i 1629 >n 313 190% | 792 48,2% | 539 32.8% | 1644

Bei der Assoziation der PARK7 Variationen mit der Schizophrenie von (Patfienten mit
psychiatrisch erkrankten Angehodrigen vs. Kontrollen) ergab sich bei drei der acht
Variationen die untersucht wurden entweder ein Trend oder ein signifikanter

Zusammenhang zur Schizophrenie.
FOr den rs4908488 SNP ergeben sich in drei Modellen Signifikanzen.

Bei einem p-Wert von 0,0216; OR= 0,76 (CI 0,60-0,96) ergibt sich fUr die Allelverteilung ein

signifikanter Unterschied.

Ein Vergleich der H&ufigkeit der Genotypen, zeigt einen signifikanten Unterschied bei

einem p-Wert von 0,0462.

In der Analyse des dominanten Modells (homozygote T-Trager vs. C-Trdger), besteht in
beiden Gruppen eine Verteilung zugunsten der homozygoten T-AlleltrGger, wobei in der
Patientengruppe die homozygoten T-Tr&ger mit 75,7% Uberreprdsentiert sind. Es ergibt

sich eine signifikante Verteilung zwischen den beiden Gruppen (p=0,0144).
91




5 Ergebnisse

Beirs178932 ist in der Genotypverteilung mit einem p-Wert von 0,0677 ein Trend zu einem

Unterschied dargestellt.

Bei den Kontrollen sind die heterozygoten Genotypen prozentual in der Mehrheit,

gefolgt von den homozygoten A-Tradgern und dann auch den homozygoten G-Tragern.

Bei rs226258 ist im rezessiven Modell (homozygote G-Trager vs. T-Trdgern) ein Trend zu
einem signifikanten Unterschied zwischen Patienten und Kontrollen zu finden (p=0,0645;
OR=1,35 (CI 0,98-1,84).

Bei allen andern Variationen wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt.

Untersucht wurden hierbei die Gruppen der schizophrenen Patienten und deren

Angehorige die jemals unter einer psychiatrischen Erkrankung gelitten haben.

Patienten mit psychiatrisch erkrankten
Angehorigen vs. Kontrollen

1,20E+00
1,00E+00
§ 800E01 T S Allelverteilung
$  6,00E-01 = eSS
& 4,00E-01 / /\ \ // ,,,,, i e /,/ I Dominantes Modell
2,00E-01 L TING S~ 7 .
0,00E+00 £- Y E Rezessiv Modell
———-Genotypverteilun
IO U AN SR RS yp g
N © b © N © )
XA SO A N M A Trend p<0,05
x & & & & & & &

Signifikanz p<0,1

Abbildung 11 Assoziation der untersuchten Polymorphismen zum Phanotyp Patienten
mit psychiatrisch erkrankten Angehérigen vs. Kontrollen
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Tabelle 27 Patienten mit psychiatrisch erkrankten Angehérigen vs. Kontrollen

SNP Allele | Allel OR Dominant | OR Rezessiv | OR | Genotyp
p- (Ci) p-Wert (Ci) p-Wert (Ci) p-Wert
Wert
rs4908488 A (/7 0,71 0,7453 0,86
0,54- 0,44-
0,94 1,68
rs226251 T/C | 06095 | 0,95 0,3407 0,89 0,8788 1,03
0,81- 0,69- 0.76-
113 113 1,38
rs178932 | G/A | 0,7883 | 0,98 0,2082 0,86 01717 1,31
0,82- 0,68- 0.91-
116 1,09 1,88
1s226242 | G/A | 0,6673 | 0,96 0,4091 0,90 08178 1,04 0,5989
0,81- 0,70- 0.77-
1,14 1,15 1,40
rs225092 | G/C | 0,6410 | 096 0,3786 0,89 0,8784 1,03 0,5888
0,81- 0,70- 0.76-
113 1,14 1,38
1s161807 | A/G | 0,5644 | 1,06 0,9498 0,99 0,2161 1,24 0,3758
0,89- 0,78- 0,89-
1,25 1,27 1,73
rs226258 | G/ | 03667 | 1,08 1,0000 1,00 1,35 0,1465
0.92- 0.78- 0,98-
1,28 1,27 1,84
rs225119 | 1/c | 07984 | 0,97 0,5260 0,92 0,8200 1,03 07267
0,82- 0.72- 0.77-
1,15 1,18 1,39
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55 Patienten mit an  Schizophrenie erkrankten
Angehorigen vs. Kontrollen

Die StichprobengréBe gesamt enthdlt maximal 1.829 Probanden, darunter 1.319

Kontrollen und 146 schizophrene Patienten (Tabelle 28).

Tabelle 28 StichprobengréBen an Schizophrenie erkrankter Angehariger vs. Kontrollen

SNP Genoty, SNP Genoty

14908488 |CC % CT % 1T %  n rs225092 |GG % GC % CC %  3n
P | 4 20% 20 212%)|104 75.9% 137 P |31 218% 65 458% 46 32,4% 142
K | 238 18,3% 638 49,0% 425 32,7% 1301

K | 46 3,6% 347 27,4% |873 69,0% 1266 s
Sn| 50 3,6% 376 268% 977 69.6% 1403 n | 269 18,6% 703 487% : 471 32,6% 1443
1s226251 | 1T % C % |cCc % Sn 1s161807 | AA % AG % GG % >n
P | 31 221% 65 464% 44 314% 140 P |18 133%; 65 481% 52 385% 135
' ' ' K | 162 13,2% 607 49,6% 456 37,2% i 1225

K | 241 18,7% 633 49,2% 412 32,0% 1286 3
Sn|272 191% 698 489% 456 32% 1426 n | 180 132% 672 49,4% i 508 37.,4% @ 1360
15178932 |GG % GA % AA % Sn 15226258 |GG % - GI % Mm% 3n
P | 21 149% 58 41,1% 62 44.0% 141 P | 21 150%| 68 48,6% 51 36,4% 140
' ' ' K | 179 13,8% | 663 51,1% | 455 35,1% | 1297

K | 127 9,9% |601 46,7% |560 43,5% | 1288 5
Sn|148 10,4% 659 46,1% 622 43,5% 1429 n | 200 139% |731 50,9% | 506 352% | 1437
15226242 |GG % GA % AA % Sn 15225119 | 1T % 1C % CC % 3n
P | 31 223% 62 446% 46 331% 139 P |31 226% 63 460% 43 31,4% 13/

' ' ' 243 18,9% : 625 48,7% : 416 32,4%

K | 239 18,7% 612 48,0% 425 33,3% 1276 ; 3 18.9% 625 48,7% 416 324% 1284
Sn|270 19.1% | 674 47,6% | 471 33,3% | 1415 n | 274 19.3% 688 484% : 459 32,3% 1421

Bei der Assoziation der PARK7 Variationen mit der Schizophrenie (Patienten mit an
Schizophrenie erkrankten Angehdrigen vs. Kontrollen) wurden bei zwei der Variationen

Trends zur Schizophrenie gefunden.

FUr rs4908488 wurde bei der Analyse des dominanten Modells (homozygote T-Trager vs.
C-Trager), ein Trend in der Verteilung zwischen den beiden Gruppen festgestellt (p-
=0,0970; OR=0,70 (Cl 0,47-1,06). Bei beiden Gruppen lag eine Verteilung zugunsten der
homozygoten T-Alleltrger vor, wobei in der Patfientengruppe die homozygoten T-

Trager im Vergleich zu CC-Tradgern mit 75,9% Gberreprésentiert waren.

Bei rs178932 ist in der Rezessivverteilung (homozygote G-Tréger vs. A-Tréger) der
seltenere homozygote G-Genotyp in der Gruppe der Patienten Uberreprédsentiert. Eine
Signifikanz ist hier nicht gegeben, jedoch kann man einen Trend zu einem signifikanten
Unterschied feststellen, da der p-Wert 0,0789 betréagt; OR=1,60 (CI 0,97-2,63).

Ein Unterschied bei allen anderen SNPs wurde nicht gefunden.
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Patienten mit an schizophrenie erkrankten
Angehorigen vs. Kontrollen
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Abbildung 12 Assoziation der untersuchten Polymorphismen zum Phdnotyp Patienten
mit an Schizophrenie erkrankten Angehdérigen vs. Kontrollen.

Tabelle 29 Patienten mit an Schizophrenie erkrankten Angehérigen vs. Kontrollen

SNP Allele | Allel p- | OR (Ci) Domina | OR (Ci) Rezessiv | OR (Ci) Genoty
Wert nt p- p-Wert p p-
Wert Wert
rs4908488 | C/T 0.1267 0.74 0.70 0.8119 0.80 0,2589
0,52-1,07 0,47-1,06 0,28-2,25
22625 T/C 0,5262 1,08 0,9242 1,03 0,3644 1,23 0,6101
0.85-1,39 0,71-1,50 0.81-1,88
rs178932 G/A 0,4646 1,11 0,9289 0,98 1,60 0.1424
0,85-1,43 0,69-1,39 0,97-2,63
1s226242 G/A 0.5660 1,08 1,0000 1,01 0.3074 1,25 0.5466
0.84-1,39 0,70-1,46 0.82-1,90
rs225092 G/C 0,5701 1,08 1,0000 1,01 0.3077 1,25 0.5462
0.84-1,38 0,70-1,47 0.82-1,90
rs161807 A/IG 0.8949 0,98 0.7790 0,95 1,0000 1,01 0.9512
0.75-1,26 0,66-1,36 0,60-1,70
s226258 G/T 1,0000 1,00 0,7801 0.94 0,6999 1,10 0.8135
0,77-1,28 0,66-1,36 0,68-1,80
1s225119 T/C 0,4809 1,10 0.8480 1,05 0,3055 1.25 0,5583
0.86-1,41 0,72-1,53 0.82-1,91
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5.6 Haplotypen
Der p-Wert wurde mit einem Permutationstest mit 50.000 Permutationen bestimmt.

FUr die Haplotypanalyse wurden nur Haplotypen mit einer Frequenz Uber 1% in die
Analyse mit einbezogen. Probanden mit mehr als 50% fehlenden Genotypen wurden

ausgeschlossen. Die StichprobengréBe war 1829 (1.319 Kontrollen; 510 Patienten).

FOr das PARK-7 Gen konnten anhand der acht genotypisierten SNPs zwei Linkage

Disequiliorium (LD)- Bldcke identifiziert werden.

Blockl (kb=0) besteht aus den 2 SNPs rs4908488 und rs226251, Block 2 mit einem rund
10kb groBen Genombereich aus den SNPs rs226242, rs225092, rs161807, rs226258 und
rs225119 (Abbildung 13).

Block 1 ist im Infron 2 zwischen den groBen Exons 1 und 2 lokalisiert und enthdalt keine

exonischen Genbereiche.

Block 2 umfasst die zwei groBen Introns 5 und 6 am 3°-Ende des Gens. Dieser Block

enthdlt Exon 6.

SNP rs178932 war in keinem der beiden LD-Bl6cke enthalten.
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Abbildung 13 Blockstruktur der untersuchten Marker mit
den haploscores fir das Kopplungsungleichgewicht. Rote
Kastchen ohne Zahl entsprechen einem Wert von 100.
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5 Ergebnisse

FUr keinen der Haplotypen aus Block 1 (CT, TC oder TT) bestehend aus den SNPs
rs4908488 und rs226251 kann eine Signifikanz im Vergleich von schizophrenen Patienten

mit gesunden Kontrollen gezeigt werden (Tabelle 35).

Lediglich bei Haplotyp CT ist ein Trend erkennbar (p=0,0812), die weiteren Haplotypen

TC und TT der beschriebenen SNPs weisen weder Signifikanz noch Trend auf.

Der zweite LD-Block, bestehend aus den SNPs rs226242, rs225092, rs161807, rs226258,

rs225119 liegt in der hier getesteten Stichprobe in 3 Kombinationen vor.

Keiner der Haplotypen aus Block 2 (GGGTT, ACGTIC, ACAGC) weist dabei eine
signifikante Assoziation mit der Erkrankung auf. (Abb. 14, Tab. 30)

1,2

C ACAGC  GGGTT

p-Wert

Block 1 Block 2

Abbildung 14 p-Werte der Haplotypblocke 1 (rs4908488, rs226251) und Haplotypblock 2
(rs4941573, rs226242, rs225092, rs161807, rs226258, rs225119).
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5 Ergebnisse

Tabelle 30 Zusammenfassung der Haplotypfrequenzen

Haplot hi Haplot hi
ap o.ypanza aplotypanza Haplotyp Haplotyp
Haplotyp Patienten: Kontrollen: "
Block rs Nummern Haplotyp . . Frequenz Frequenz x-© p-Wert
Frequenz restliche restliche )
Patienten | Kontrollen
Haplotypen Haplotypen
1 rs4908488, rs226251 CT 0,162 138.2:873.8 452.9 :2177.1 0,137 0,172 6,846 | 0,0812
1 rs4908488, rs226251 TC 0,572 590.5:421.5 1492.2:1137.8 0,583 0,567 0,775 0,9735
1 rs4908488, rs226251 T 0,266 283.4 :728.6 684.9 : 1945.1 0,28 0,26 1,436 0,8704
rs226242, rs225092,
2 rs161807,rs226258, | ACAGC 0,398 424.8 : 581.2 1018.4:1599.6 0,422 0,389 3,344 | 0,4401
rs225119
rs226242, rs225092,
2 rs161807, rs226258, ACGIC 0,173 164.0 : 842.0 463.2 :2154.8 0,163 0,177 0,981 0,9504
rs225119
rs226242,rs225092,
2 rs161807, rs226258, GGGTT 0,423 413.0:593.0 1120.0 : 1498.0 0,411 0,428 0,89 0,9614
rs225119
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6 Diskussion

6.1 Ubersicht zu den experimentellen Befunden

Ziel dieser Arbeit war es festzustellen, ob ein Zusammenhang zwischen den
untersuchten Haplotypen und den acht Polymorphismen rs161807, rs178932, rs225092,
rs225119, rs226242, rs226251, rs226258, rs4908488 des Gens PARK7 und dem Vorliegen

einer Schizophrenie besteht.

Da die Untersuchten SNPs und das dazugehdrige Gen verhdlinismdaBig rezent entdeckt
wurden und vorwiegend in Zusammenhang mit der Parkinsonerkrankung untersucht
wurden, liegen zum heutigen Zeitpunkt keine Vergleichs- oder Referenzstudien zu

diesem Thema vor.
Aufgrund der vorliegenden Resultate lassen sich folgende Aussagen treffen:

FUr die Gruppe Patienten vs. Kontrollen zeigte sich bei dem Polymorphismus rs4908488 in

der 5-Region von PARK7 bezUglich Allelverteilung ein signifikanter Unterschied zwischen
den Allelen C und T bei der Kontroll- und Patientengruppe, sowohl in der Allelverteilung,
als auch bei den homozygoten T-Trédgern und der Genotypverteilung. Der Rezessiv-Test

zeigte keine Signifikanz fur diese Gruppe.

Es zeigten sich weiterhin bei rs178932, wieder einem SNP aus der 5’'Region von PARK7, in
der Genotypverteilung zwischen Patienten und Konfrollgruppe signifikante

Unterschiede.

Der SNP rs161807 aus der 3'-Region weist eine signifikante Assoziation fUr die

homozygoten A-Alleltrdger und eine Trend fur die Alleltrger und die Genotypfrager.

Bei dem Polymorphismus rs226258 wiederum aus der 3"-Region, waren die beiden Allele
A und T nicht signifikant unterschiedlich auf beide Gruppen verteilt, jedoch zeigte sich
ein Trend. Sowohl in der Genotypverteilung als auch beim Vergleich der homozygoten
G-Trdger mit den T-Allelirédgern fand sich ein signifikanter Unterschied zwischen

Kontrollprobanden und Patienten.

In der Gruppe Patienten mit schizophrenen Erstgradangehérigen vs. Kontrollen gab es

fUr alle SNPs weder Trends noch signifikante Unterschiede.

Der SNP rs4908488 wies in der Gruppe Patienten mit psychiatrisch erkrankten

Angehdrigen vs. Kontrollen als einziges einen signifikanten Unterschied fur Allel- und

Genotyptrager sowie T-Trdger auf. Die Verteilung der Genotypen ist im vorherigen
Kapitel der Ergebnisse erlaGutert.
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In der Gruppe Patienten mit an Schizophrenie erkrankten Angehdrigen versus Kontrollen

wiesen keine der SNPs eine Signifikanz auf.

Es gab in allen Subgruppen keine signifikanten Unterschiede fUr die Polymorphismen
rs226251, rs226242, rs225092 und rs225119.

Im Folgenden sollen auch im Hinblick auf folgende Replikationsversuche auf einige zu
berUcksichtigende Faktoren bei der DurchfiGhrung einer solchen Studie eingegangen
werden, welche die Ergebnisse beeinflussen kénnten. Die weitere Diskussion der
Methoden beruft sich auf allgemeine Befrachtungen von vergleichbaren

Assoziationsstudien und deren Unterschiede.

6.2 Diskussion der Methoden

Assoziationsstudien mit Fall-Kontroll Design eignen sich gut, um Faktoren auf einem
Genom aufzudecken, die nur einen kleinen Effekt auf die Entstehung einer Krankheit
haben. Dabei beruht der Prozess der Aufdeckung solcher Faktoren auf der Assoziation

mit Einzelnukleotidpolymorphismen. (Owen 2000; Maier et al. 1999a)

Die Studie umfasste 510 Patienten und 1319 Kontrollprobanden. Der Vergleich mit
anderen Assoziationsstudien, die SuszeptibilitGtsgene fUr Schizophrenie untersuchten,
zeigt einen klaren Trend zu groBeren Kohorten. Ist das Studienkollektiv zu klein gewahlt,
wird es schwierig eine valide Aussage zu tfreffen, wenn Marker untersucht werden, die
sehr haufig oder sehr selten in der Bevdlkerung vorhanden sind, oder aber bei denen
zwischen Patienten und Kontrollen nur eine kleine Differenz der Haufigkeit aufzufinden

ist.

Unsere Teilnehmerzahl scheint im Vergleich jedoch vertretbar (Allen et al. 2008; Owen
2000; Schumacher et al. 2004; van den Bogaert et al. 2003).

6.2.1 Ethnische Abstammung der Probanden

Die vergleichbare Ethnizitdt ist analog zur GruppengroBe eine relevante Voraussetzung
fur die valide DurchfUhrung einer Studie. Die Populationsstratifikation verschiedener
ethnischer Abstammung kénnte aufgrund der verschiedenen Haufigkeiten zu einer
verzerrten Darstellung und zu falsch-positiven oder falsch-negativen Ergebnissen fGhren,
wenn die Verteilung der Allel-, und Genotypfrequenz divergiert (Lander & Schork 1994;
Owen 2000).

100



6 Diskussion

Daher wurde in der vorliegenden Studie unter BerUcksichtigung der Ein- und
Ausschlusskriterien auf ethnische Homogenitat der Stichprobe geachtet und nur
Personen aus dem kaukasischen Raum eingeschlossen, um eine valide Aussagekraft

der SNPs bezogen auf die Ethnizitat zu gewdhrleisten.

Die genetischen Varianten verschiedener Populationen werden vom International Hap
Map Project (International HapMap Consortium 2005) identifiziert und eingeteilt. Die
genaue Betrachtung der Daten fUr unsere SNPs zeigt deutlich, welche Unterschiede in
den Abstammungen und den Merkmalen der Mutationen herrschen kann. Anhand des
HapMaps kdnnen die Allel-, und Genotypfrequenz mit Durchschnittswerten aus

verschiedenen Bevdlkerungsgruppen verglichen und katalogisiert werden.

Das Sample 3 des HapMap's umfasst die Daten von 1.301 Personen aus mehr als zehn
Populationen z.B. Han Chinesen, Beijing, Japaner, Tokyo, Yoruba aus lbadan (Nigeria),

Einwohner aus Utah, USA mit Ahnen aus Nord- und Westeuropa.

Die entsprechenden Allel-, und Genotypfrequenzen der untersuchten SNPs fir PARK7 in
den einzelnen Stichproben im Vergleich zu den HapMap Daten sind in Tabelle 31

aufgezeigt. hitp://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/

P = Patientengruppe

K = Kontrollgruppe

E = Europd&er (Bewohner von Utah, nord- und westeuropdischer Herkunft)
C = Han Chinesen (Peking)

J = Japaner (Tokyo)

A = Afrikaner (Nigeria)
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Tabelle 31 Allel und Genotypfreq. der untersuchten SNPs fir Phdnotyp Pat. vs. Kon.

Geno | Freq. | Geno- | Freq. | Geno- | Freq. | Allel | Freq. | Allel | Freq. %
-typ %o typ % typ % %
rs4908488
P [ C/C | 0,023 cm 0,196 /T 0,715 C 0,122 T 0,814
K| C/C | 0034 C/T 0,263 T/T 0,662 C 0,166 T 0,793
E| C/C [ 0018 C/ 0.223 T/T 0.759 C 0.129 T 0.871
c| C/C 0 Cc/T 0.118 /T 0.882 C 0.059 T 0.941
J [ C/C | 0.009 C/T 0.186 /T 0.805 C 0.102 T 0.898
A | C/C 0 Cc/T 0.150 /T 0.850 C 0.075 T 0.925
1s226251
P /T 0,180 C/T 0,443 c/C 0,337 T 0,402 C 0,559
K T/T 0,182 C/T 0,480 c/C 0,312 T 0,423 C 0,552
E T/T 0.177 C/T 0.416 C/C 0.407 T 0.385 C 0.615
C /T 0.139 C/T 0.380 c/C 0.482 T 0.328 C 0.672
J T/T 0.142 C/T 0.487 C/C 0.372 T 0.385 C 0.615
A /T 0.007 C/T 0.156 c/C 0.837 T 0.085 C 0.915
rs178932
P G/G | 0212 A/G 0,392 A/A 0,345 G 0,318 A 0,645
K| G/G | 0096 A/G 0,456 A/A 0,425 G 0,324 A 0,652
E| G/G [ 0.150 A/G 0.389 A/A 0.460 G 0.345 A 0.655
C | G/G | 0.095 A/G 0.401 A/A 0.504 G 0.296 A 0.704
J [ G/G | 0.133 A/G 0.425 A/A 0.442 G 0.345 A 0.655
A | G/G 00 A/G 0.027 A/A 0.973 G 0.014 A 0.986
s226242
P G/G | 0178 A/G 0,425 A/A 0,345 G 0,391 A 0,558
K| G/G | 0181 A/G 0,464 A/A 0,322 G 0,413 A 0,554
E| G/G | 0.168 A/G 0.425 A/A 0.407 G 0.381 A 0.619
C| G/G | 0.139 A/G 0.380 A/A 0.482 G 0.328 A 0.672
J [ G/G | 0.159 A/G 0.496 A/A 0.345 G 0.407 A 0.593
A | G/G | 0.007 A/G 0.143 A/A 0.850 G 0.078 A 0.922

102




6 Diskussion

Tabelle 32 forts. Allel und Genotypfreq. der untersuchten SNPs fir Phanotyp Pat. vs. Kon.

Geno | Freq. | Geno- | Freq. | Geno- | Freq. | Allel | Freq. | Allel | Freq. %

-typ %o typ % typ % %

rs225092 |

P| G/G | 0,178 G/C 0,450 C/C 0,349 G 0,404 C 0,575
K| G/G | 0,180 G/C 0,484 C/C 0,322 G 0,422 C 0,564
E| G/G n.a. G/C n.a. C/C n.a. G n.a. C n.a.
C| G/G n.a. G/C n.a. C/C n.a. G n.a. C n.a.
J G/G n.a. G/C n.a. C/C n.a. G n.a. C n.a.
Al G/G n.a. G/C n.a. C/C n.a. G n.a. C Nn.a.
rs161807 |

P A/A 0,167 A/G 0,443 G/G 0,329 A 0,388 G 0,551
K| A/A 0,123 A/G 0,460 G/G 0,346 A 0,353 G 0,576
E A/A 0.239 A/G 0.416 G/G 0.345 A 0.447 G 0.553
C| A/A 0 A/G 0.007 G/G 0.993 A 0.004 G 0.996
J A/A 0 A/G n/a G/G 1.000 A 0 G 1.000
Al A/A 0 A/G 0.088 G/G 0.912 A 0.044 G 0.956
15226258 |

P G/G 0,184 G/T 0,463 T/T 0,324 G 0,416 T 0,555
K| G/G | 0,136 G/T 0,503 T/T 0,345 G 0,387 T 0,596
E| G/G | 0.159 G/T 0.460 T/T 0,381 G 0.389 T 0.611
C | G/G 0 G/T n/a T/T 1,000 G 0 T 1.000
J | G/G 0 G/T n/a T/T 1,000 G 0 T 1.000
A | G/G 0 G/T 0.016 T/T 0,984 G 0.008 T 0.992
15225119 |

P T/T 0,184 C/T 0,449 Cc/C 0,339 T 0,409 C 0,564
K T/T 0,184 C/T 0,473 C/C 0,315 T 0,421 C 0,552
E T/T 0.168 C/T 0.425 C/C 0.407 T 0.381 C 0.619
C T/T 0.140 C/T 0.375 C/C 0.485 T 0.327 C 0.673
J T/T 0.159 C/T 0.496 C/C 0.345 T 0.407 C 0.593
A T/T 0.007 C/T 0.116 C/C 0.878 T 0.065 C 0.935
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Die Verteilung der Allele und Genotypen der DJ-1 Marker rs4908488, rs225119, rs226258,
rs225092, rs226242, rs4908488 weichen in der vorliegenden Stichprobe nur geringfigig
von der Verteilung in der kaukasischen Stichprobe der Einwohner aus Utah (CEU) ab.
(Tabelle 32)

Lediglich die SNPs rs178932 und rs161807 weisen eine groBere Abweichung auf, welche
auf punktuelle Populationsunterschiede oder GréBenunterschiede im untersuchten Pool
zurUckzufUhren sein kdnnten die zu einem Bias fGhren. Diese sollten bei Folgestudien

berucksichtigt werden und speziell fUr diese zwei SNPs validiert bzw. korrigiert werden.

6.2.2 Alter der Teilnehmer

Das Alter der Studienteilnehmer kann ebenso das Ergebnis verfdlschen, wenn die

Teilnehmerkohorten eine hohe Heterogenitdt im Altersdurchschnitt aufweisen.

Dies frifft insbesondere zu, wenn das Durchschniftsalter der Teilnehmer bei
Krankheitsbeginn unter dem allg. angenommenen Alter liegt (Hafner & an der Heiden
1999).

Hier kann es dann zu falsch-negativen Ergebnissen kommen, wenn zum Zeitpunkt des
Befundes, die Krankheit noch nicht symptomatisch ist und gerade dann bei
genetischen Untersuchungen zum Tragen kommt wenn diese Probanden mit der
schizophrenen Kohorte verglichen werden. Diese kdnnen zu einem spdteren Zeitpunkt
erkranken oder aber wenn das Durchschnittsalter der Kontrollprobanden unterhalb des
typischen Ersterkrankungsalters fir Schizophrenie, also zwischen 22 und 32 Jahren, liegt
(H&fner & an der Heiden 1999).

In der vorliegenden Studiengruppe lag das mittlere Alter fUr Patienten bei 37,7 Jahren
und fur Kontrollen bei 46,3 Jahren und damit deutlich Uber dem 32. Lebensjahr. Zwar
kann dadurch nicht vollstdndig ausgeschlossen werden, dass ein spdterer Ausbruch der
Krankheit nicht Ubersehen wird, jedoch wird zumindest das Risiko minimiert, da sich an

die vorgegebenen Parameter gehalten wird.
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6.2.3 Diagnostische Tools und Skalen

Relevant fUr die Studienergebnisse ist des Weiteren die enge Diagnosestellung bei der
Rekrutierung des Patientenkollektivs, um eine Vergleichbarkeit zu gewdhrleisten. Bei
ausgeweiteter Definition des Begriffs der Schizophrenie zdhlen 15-20% der

diagnostizierten Psychosen zu den schizoaffektiven Stérungen (Marneros et al1991).

Weiterhin sollte differentialdiagnostisch nach organischen und nichtorganischen bzw.
substanzinduzierten Stérungen abgegrenzt werden. Daher sind die wichtigsten

Qualitatskriterien bei einer empirischen Studie Validitat, Objektivitét und Reliabilitat.

Die Klassifikafion nach DSM-IV wurde in dieser Studie verwendet, da es in der
psychiatrischen Forschung ein international anerkanntes System mit engen Kriterien zur

Klassifizierung der Schizophrenie ist (Giegling et al. 2008).

Dadurch tragt es zu einer verbesserten Objektivitdt und Reliabilitédt bei, auch wenn zur
Diagnosefindung die pathognomonischen Indizien oder messbaren Laborwerte fehlen
und die Diagnose mitunter auf der subjektiven Einschdtzung des jeweiligen Untersuchers
beruht.

Das SKID, welches zur Diagnosestellung entwickelt wurde, kam aufgrund der hohen
Reliabilitdt zum Einsatz, da es auch von anderen Studien mit vergleichbarem Ziel
verwendet wurde (Goldberg et al. 2006; Segal, Hersen & van Hasselt 1994; van Den
Bogaert et al. 2003). In die Einschlussdiagnose mithilfe des SKID flossen, neben den
Schilderungen des Patienten zu seinem Ist- und War-Zustand, auch Beobachtungen der

ausgebildeten Untersucher, vorliegende Arztbriefe und andere Dokumente ein.

Wie jedes Interview beruht auch dieses auf den subjektiven Einschdtzungen des
Untersuchers bestimmter Symptome, sowie dem Wahrheitsgehalt des Patienten, so dass
es unter anderem zu unkorrekten und/oder fehlenden Angaben kommen kann, die die
Einschatzung und Kategorisierung beeinflussen oder erschweren. So sind gerade bei
blanden Verl@ufen oder der Einschdtzung des Wahrheitsgehaltes oder der Affekfivitat

Fehleinsch&tzungen moglich.

Eine |0ckenlose Dokumentation und ausfUhrliche Informationen Uber das Umfeld,
familigre Situation und Sozialisierung helfen erfahrungsgemdaB, die Diagnosen in den

richtigen Kontext zu bringen und richtig einzuschatzen.
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Verschiedene klinische Diagnoseverfahren und Einschlusskriterien kdnnen die
Assoziationsergebnisse moglicherweise beeinflussen vor allem wenn es sich wie bei der
Schizophrenie nicht um eine einzelne Erkrankung handelt sondern eher um einen
Symptomenkomplex (Stefansson et al. 2009). Dadurch werden haufig bei
Assoziationsstudien auch Patienten mit Erkrankungen des schizophrenen Formenkreises
eingeschlossen, wodurch sich zwar die Patientenzahl erhdéht aber auch weniger
differenzierte Ergebnisse erwartet werden. (Goldberg et al. 2006; van Den Bogaert et al.
2003).

Durch die Objektivierung des psychiatrischen Zustandes Mittels LEBI, FHAM und SKID
wurde sichergestellf, dass die Konftrollprobanden und ihre Angehoérigen gesund sind

und weder neurologische noch psychiatrische Erkrankungen aufweisen.

Daraus ergibt sich dadllerdings ein hoher zeitlicher Aufwand sowohl fiOr die

durchfUhrenden Mitarbeiter als auch fUr jeden einzelnen Probanden.

Dies potenziert sich insbesondere, wenn eine hohe Fallzahl, mit dem Vorteil eines

moglichst kleinen BIAS, angestrebt wird.

Zusatzlich wurde die PANSS durchgefUhrt um die Diagnose noch einmal zu validieren
und sicherzustellen, dass es sich nicht um eine Fehldiagnose aus einem dhnlichen

Formenkreis handelt.

Ein Einbezug anderer schizophrenieformen Erkrankungen wurde zwar eine hohere
Kohortenzahl erbringen, auf der anderen Seite undifferenzierte Ergebnisse zur Folge

haben.

6.2.4 Afiologische Heterogenitat und multifaktorielle Genese der
Erkrankung

Da es sich bei der Schizophrenie nach heutigem Wissenstand um eine multifaktorielle
Genese handelt, kann entsprechend der Phdnotyp durch verschiedenste
pathophysiologische Mechanismen und Einflusse hervorgerufen werden, so dass auch
einzelne Gene nur einen geringen Einfluss haben und eventuell von Patient zu Patient
unterschiedliche Gene zur Krankheitsausprigung beitragen (Andreasen 2000; Owen
2000).
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FUr die Rekrutierung der Kontrollprobanden der vorliegenden Studie wurde eine
negative persdnliche und familiGre Anamnese psychiatrischer und neurologischer
Erkrankungen zusatzlich durch strukturierte Interviews (SKID) untermauert, um eine
moglichst gesunde Kohorte mit wenig fehlerhaften Einschlissen zu erhalten. Der
Nachteil bei dieser Prozedur ist der hohe zeitliche und logistische Aufwand for
Mitarbeiter des Instituts und die einzuschlieBenden Personen. FUr die Erstellung eines

Pools mit hoher Fallzahl sind so bislang mehrere Jahre vergangen.

Die bereits beschriebenen Familienstudien zeigen, dass der dominierende Einflussfaktor
bei der Entstehung der Schizophrenie die genetische Vererbung ist, welche einen Antell
von ca. 45-75% an den gesamten dtiologischen Faktoren bei der Schizophrenie hat

(Cannon et al. 1998; Franzek & Beckmann 1996).

Da monozygote Zwillinge jedoch nur eine Konkordanz von ca. 50% haben, kommt auch
den duBeren Umstdnden und Umweltfaktoren eine hohe Bedeutung zu. Dazu z&hlen
Schwangerschafts- und Geburtskomplikationen, Infektionen der Mutter und des Kindes
wdhrend der Schwangerschaft, Drogenkonsum in der Adoleszenz und urbane

Sozialisation.

Die unterschiedliche Ausprégung wird dabei nicht ausschlieBlich durch die mutierten
Gene oder Allelvarionten bestimmt, sondern auch durch die Umwelt- und
epigenetischen Faktoren. Dies hat zur Folge, dass auch das Ansprechen auf eine
medikamentdse Therapie individuell variiert und dementsprechend eine Vielfalt an
unterschiedlichen  Forschungsans@tzen und  Ergebnissen der  verschiedenen

untersuchten Populationen vorliegen.

Der Einfluss dieser Faktoren variiert naturgemdaBn zwischen den Populationen, so dass
auch die Vergleichbarkeit je nach untersuchter Kohorte unterschiedlich sein kann und
die Reproduktion der Studienergebnisse verfdlscht bzw. die Ergebnisse verdndert.
DarUber hinaus kdnnen die Effekte die reine genefische Aussage ver&@ndern oder

Uberdecken.
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6.3 Diskussion der Ergebnisse

6.3.1 SNP Aussagen

Die vorliegende Studie mit der Vermutung einer Beteiligung des PARK7 Gens an der
Entstehung der Schizophrenie beruht auf bereits durchgefGhrten Untersuchungen, sowie

pharmakologischen- und Tiermodellen.
SNP rs4908488

Bei dem Vergleich der Gruppen der Patienten und Kontrollen und dem der Patienten
mit psychiatrisch erkrankten Familienmitgliedern vs. Kontrollen, waren sowohl fur die
Allelverteilung, die Genotypverteilung und die T-Allelfrager (CC vs. CT und TI)
signifikante Unterschiede darzustellen. Dabei war der homozygote TT-Genotyp bei den

Patienten Uberreprdsentiert.

Der Polymorphismus rs4908488 kénnte demnach mit dem T-Allel an der Entstehung der
Schizophrenie beteiligt sein. FUr die Zukunft sollten in diese Richtung, z.B. zur Verifizierung

der festgestellten Tendenz, weitere Untersuchungen durchgefihrt werden.
SNP 178932

Dieser Polymorphismus zeigte in der Gruppe der Patienten vs. Kontrollen einen

signifikanten Unterschied in der Genotypverteilung.
SNP 161807

Die vorliegenden Ergebnisse kéonnten auf einen Zusammenhang des Polymorphismus
rs161807 mit der Schizophrenie hindeuten. Hier war ein signifikanter Unterschied
zwischen Patienten und Kontrollen nach Analyse mit dem rezessiven Modell

festzustellen.
SNP 226258

Der Vergleich von Patienten vs. Kontrollen ergab fUr diesen SNP einen signifikanten

Zusammenhang sowohl mit der Genotypverteilung als auch im rezessiven Modell.
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SNP rs226251, 226242, 225092, 225119

FUr diese SNPS liegen keine signifikanten Ergebnisse bzw. Unterschiede vor. Die
Tatsache, dass bei keinem der 4 genannten SNPs dieser Gruppe ein signifikanter
Unterschied bei schizophrenen Patienten und den Kontrollen gefunden wurde, |&sst
nicht unmittelbar darauf schlieBen, dass erbliche Veranlagungen in den untersuchten
SNPs vorhanden sind oder auch, dass die Sozialisation innerhalb der Familie eine Rolle
spielt. Hier gab es zwar Trends, die jedoch nicht signifikant sind und somit keinen

RUckschluss zulassen.

Die acht im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Polymorphismen wurden bis zum
jetzigen Zeitpunkt wenig, beziehungsweise gar nicht in Zusammenhang der
Schizophrenie erforscht. Insbesondere die Ergebnisse zu den Polymorphismen 4908488,
178932, 161807 und 226258 weisen auf vielversprechende Kandidaten fur weitere

Untersuchungen hin.

6.3.2 Haplotypen

Die acht untersuchten Marker von PARK7 lagen in der vorliegenden Studie auf zwei LD-
Blocken. Die Marker rs226251, rs4908488 waren im ersten Block lokalisiert, die Marker
s226242, 15225092, rs161807, rs226258, rs225119 im zweiten.

Keiner der untersuchten Haplotypen kam in der vorliegenden Stichprobe bei
schizophrenen Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden signifikant

seltener oder héaufiger vor.
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6.3.3 Funktionelle Einflisse des PARK 7 Gens auf die Schizophrenie

FUr die weitere Untersuchung des PARK7 Gens und seine Polymorphismen gibt es

mehrere Ansé&tze und Begrindungen:

Da es an vielen zellulGren Prozessen beteiligt ist, von denen angenommen wird, dass sie
der Parkinson Erkrankung zugrunde liegen (Abeliovich & Flint Beal 2006), kann es
durchaus sein, dass auch zu den Mechanismen der Schizophrenie Parallelen gezogen
werden ké&nnen, wenn nicht sogar die gleichen Fehlfunktionen bzw. Mutationen des
PARK7 Gens wie beim Parkinson das neuronale System der Schizophrenie verdndern

kbnnen.

Im vorliegenden Fall der acht untersuchten Marker liegen alle auf nicht kodierenden
Infrons. Somit gilt fUr alle, dass eine direkte Auswirkung auf die Transkription, nicht

angenommen werden kann.

Zum heutigen Zeitpunkt liegen fUr alle acht SNPs noch keine abschlieBenden
Untersuchungen vor, die mogliche alternative Mechanismen post-transkriptionaler oder
epigenetischer Art, welche einen Einfluss auf die Translation des Proteins haben

kdnnten, beeinhalten.
Es wurden bislang jedoch zwei Typen von Mutationen bei PARK7 detekfiert:

- eine Deletion mehrerer Basenpaare an der Intron-Exon-Grenze, die durch die

Beeinflussung der SpleiBregion einen vorzeitigen Proteinabbruch bewirkt,

- Deletionen eines oder mehrerer Exons, die zu einer Verdnderung des Transskripts

fOhren und zu einem vorzeitigen Abbruch der Translation (Schéfer 2006).

Folglich fehlt dem Protein durch alle Mutationen die C-terminale Helix. Untersuchungen
der Kristallstruktur lassen vermuten, dass das DJ-1 -Protein obligat als Dimer vorliegt. Die
Dimerisierung wird durch Deletionen relativ kleiner Sequenzabschnitte am N- oder C-

terminalen Ende stark abgeschwdcht oder aufgehoben.

Die Konsequenz dieser Strukturverdnderung ist wahrscheinlich ein Funktionsverlust des
DJ-1-Proteins. Es bleibt zu kldren, wie der toxische Effekt auf dopaminerge Neurone

durch einen Funktionsverlust des DJ-1 -Proteins vermittelt wird.
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6.3.4 Schizophrenie und oxidativer Stress

Eine der wichtigsten Funktionen des PARK7 Gens ist jedoch der Schutz der Zelle vor

oxidativem Stress (Yang et al. 2005; Lev et al. 2008).

Der Pathophysiologie der Schizophrenie liegen d&fiologisch  verschiedenste
Einflussfaktoren zugrunde, welche die Schizophrenie begUnstigen oder auslGsen
kédnnen. Dazu gehdren sowohl genetische als auch externe Faktoren die die
Entwicklung des Gehirns beeinflussen(Sawa & Snyder 2002; Harrison & Weinberger 2005;
Mueser & McGurk 2004).

Auch wenn noch nicht alle Zusammenhé&nge der Athiopathogenese der Schizophrenie
in Ihrer Komplexit&t verstanden und untersucht worden sind, scheint oxidativer Stress als
Konsequenz einer abnormalen Redox-Reaktion der Zelle, als hypothetische Eklarung fir
die Phathophysiologie immer inferessanter zu werden (Matsuzawa & Hashimoto 2011;
Zhang et al. 2010).

PARK? ist erwiesener MaBen an der Redox-Vorgdngen der Zelle beteiligt und kann
umgekehrt durch Fehlfunktionen des Gens, zum Verlust der Funktfionsfahigkeit der Zelle
fUhren(Yao & Reddy 2011). Diese Verdnderungen der Redox-Fahigkeit sind reversibel

und nicht statisch.

Durch den Verlust der Funktfionsfahigkeit, kommt es zu oxidativem Stress der
Mitochondrien in der Zelle, wodurch die Zellsysteme aus dem Gleichgewicht geraten.
Hierdurch wiederum, kommt es zu Verdnderungen sowohl im dopaminergen System, als
auch im glutamatergen System, welche die Entwicklung einer Schizophrenie bedingen

kdnnen.

DarUber hinaus bewirkt ein Verlust von DJ-1 in Astrozyten eine UbermdBige Produktion
von NO und Zytokinen, welches wiederum zu einem Absterben kortikaler Neuronen
fOhrt. Diese Apoptose wird vermutlich durch die UbermdBige Produkfion von NO,
Prostaglandinen und proinflammatorischen Zytokinen ausgeldst (Heales et al. 2004;
Calabrese et al. 2001).
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Die verstarkte Produktion von NO fUhrt zu einem Anstieg des oxidativen Stresses in Form
von reaktiven Stickstoffspezies (RNS) und ROS in Neuronen. Da der Verlust von DJ-1
Zellen wesentlich empfindlicher gegenUber oxidativem Stress macht, kommt es zu
einem verstarkten Zelltod im Vergleich zu wildtyp-Neuronen (Martinat et al. 2004; Taira
et al. 2004; Yang et al. 2005; Mo et al. 2008). Die kognitive Dysfunktion, welche mit
einem Ungleichgewicht in der Produktion und Ausscheidung von ROS und RNS
verbunden wird, scheint auch variabel und midifizierbar zu sein (Massaad & Klann 2011;
Calabrese et al. 2006)

Weil in Patienten mit PARK7-Mutationen sowohl Astrozyten als auch Neuronen betroffen
sind, wird auch in diesen die astrozytenvermittelte Neurodegeneratfion noch weiter
verstarkt. In einer aktuellen Studie wurde die Frage untersucht, inwieweit DJ-1 in

Astrozyten kokultivierte Neurone gegen oxidativen Stress schutzt (Mullett & Hinkle 2009).

Die Autoren zeigen, dass der knockdown von DJ-1 in Astrozyten kokultivierte Neurone
empfindlicher gegen das ROS-produzierende Toxin Rotenon macht. Sie postulieren,
dass der Schutz Uber 1&sliche Faktoren erfolgt, ohne diese ndher zu charakterisieren. Es
ist somit anzunehmen, dass nicht nur die verstdrkte Produktion inflammatorischer
Mediatoren, sondern auch die verringerte Produktion neuroprotektiver Substanzen zum

Absterben der Neurone beifragt.

Die BrlUcke zur Schizophrenie schlieBt sich bei Befrachtung der Auswirkungen von
oxidativem Stress auf die Entwicklung von Psychosen und den damit verbundenen

neuronalen und molekularphysiologischen Prozessen.

In jUngster Vergangenheit wurden zu den wesentlichen vorgestellten Einflussfaktoren
von DJ-1, n&mlich des ROS Systems und oxidativem Stress auf die Zelle, Verbindungen
zur Pathogenese der Schizophrenie vorgelegt (Wood et al. 2009; Do, Conus & Cuenod
2010) (Zhang et al. 2010) (Bitanihirwe & Woo 2011).
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Tabelle 33 Redox-aklive Spezies und ihre korrespondierenden neutralisierenden
Antioxidantien (Bitanihirwe & Woo 2011).

Antioxidantien (endogen Antioxidantien
(exogen)

Hydroxyl Radikale Glutathion peroxidase

Glucose-6-phosphat
dehydrogenase
Thioredoxin
Lipid peroxide Glutathion peroxidase Ascorbat
Glutathion-S-tfransferase Flavonoide
Glucose-6-phosphat Liponsaure
dehydrogenase a-Tocopherol
Stickstoffmonoxid Carotenoide
Flavonoide
Ubiguinone
Niacin
Superoxide Radikale Superoxiddismutase Albumin Ascorbat
(Cofaktor Kupfer Flavonoide
/Zinc/Mangan)
Glutathion
Glucose-6-phosphat
dehydrogenase
Thioredoxin
Wasserstoffperoxid Katalase Ferritin Ascorbat
Glutathion-S-tfransferase Transferrin Carotenoide
Glutathion H&moglobin Liponsaure
stickstoffmonoxid Glucose-6-
Thioredoxin reductase phosphat
dehydrogenase
Pro-oxidantien/anti- Thiole (Glutathion, N- Bilurubin Flavonoide

(o) dle[elgi(==Te (11161 { 130 acetyl-cystein) NADPH, Harnséure
Thioredoxin
Direkte Rolle = Direkte Entfernung redox-aktiver Spezies; Indirekte Rolle = Verhinderung

der Anreicherung

In Tabelle 33 sind verschiede ROS Spezies die zum Funktionsverlust der Zelle fUhren

kdnnen, dargestellt.

So wurde zu den antioxidativen Mechanismen der Zelle in einer Metaanalyse von
Zhang gezeigt, dass bei schizophrenen Patienten die Konzentration der
Lipidperoxidaseprodukte und NO erhoht ist, wohingegen die Superoxid Dismutase
erniedrigt ist (Zhang et al. 2010). Weiterhin wurde in der gleichen Studie gezeigt, dass
die Aktivitat der Glutathion Peroxidase und Katalase nicht in Mitleidenschaft gezogen

ist.
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In post-mortem Studien wurde weiterhin gezeigt, dass es zu einem Abfall um 40% von
GSH im Nucleus caudatus und préfrontalen Kortex bei schizophrenen Patienten
kommt(Yao et al. 2006; Gawryluk et al. 2011). Somit scheint auch der Glutathion
Metabolismus an der Entstehung einer Schizophrenie beteiligt sein zu kbnnen, wie die

Studie von Matigian u.a. bestatigt (Matigian et al.).

Im Gegensatz dazu wurde Thioredoxin identifiziert, wdhrend einer akuten Phase der
Schizophrenie erhéht und direkt mit den Positivsymptomatiken korreliert zu sein,
wdhrend es sich unter Langzeittherapie mit Antipsychotika wieder normalisiert (Zhang et
al. 2009).

Das DJ-1 Protein ist seinerseits bekannt fUr den Einfluss in den Gluthationmetabolismus
(Zhou & Freed 2005). Auch in prdklinischen Studien an Tieren wurde gezeigt, dass eine
Verdnderung der GSH Konzentrationen zu psychotischen Ausprdgungen fGhren kann.
Cabungcal zum Beispiel zeigte an Raften, welche kurz nach der Geburt schon der
Behandlung von I-buthation-(S,R)-sulfoximin (BSO), welches zum transienten Absinken
der GSH Konzentration fGhrt, dass das Absinken von GSH zu langanhaltenden

Verhaltensaufdlligkeiten und kognitiven Defiziten fGhrt (Cabungcal et al. 2007).

Diese Defizite kénnten mit einer unvollstGndigen Verbindung der Neuronen in
spezifischen Gehirnregionen erkl@rt werden, wenn es sehr fr0h in der Entwicklung zu

einem Absinken der GSH Konzentration kommt.

Dean et al. zeigten an bestimmten Ratten, dass es durch 2-cyclohexen-1-one (CHX),
dosisabhdngig zu einem dhnlichen Absinken der GSH Konzentrationen und dadurch zu
einer Abnahme der striatalen und fronto-kortikalen Aktivitét kommt, so wie bei

schizophrenen Patienten (Dean et al. 2009).

Da GSH unter anderem die glutamaterge  Aktivitdt beeinflusst, ist auch die

Abhd&ngigkeit von GSH in diesem Prozess unbestritten.

Somit scheint DJ-1 und dessen Funktionsverlust auch unmittelbar in die NMDA

Rezeptorfunktion einzugreifen.

In der Studie von Lorrain und Hull wurde gezeigt, dass eine gestorte Funktfion der
serofonergen und glutamatergen Signalwege in der Pathophysiologie der
Schizophrenie beteiligt sein kdnnte. Méglicherweise sind hierbei die beschriebenen
Prozesse der NO-Synthase und dessen profektive Wirkung gegen PCP (welche
Schizophrenie dhnliche Symptome hervorruft) von Bedeutung. Hinzu kommt die
Tatsache, dass bei schizophrenen Patienten post-mortem erhdhte NO Konzentrationen
und NOS Konzentrationen gefunden wurden (Lorrain & Hull 1993).
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Polymorphismen in andern Genen als mogliche Ursache fir eine Ver&nderung der
Suszeptibilitdt zu oxidativem Stress in der Schizophrenie, wurden kUrzlich ausfuhrlich in
einer genetischen Assoziationsstudie von Chowdari et al. beschrieben (Chowdari et al.
2011).

In die Entstehung der Schizophrenie sind verschiedene exprimierte Enzyme wie zum
Beispiel Mangansuperoxid-Dismutase und Glutathion S-Transferase T1 involviert (Akyol et
al. 2005; Saadat 2007).

Ein funktioneller Polymorphismus im Glutathion S-Transferase pl Gen wurde in
Verbindung gebracht, eine erhdhte Vulnerabilitét fur eine Psychose nach
Metamphetaminabusus zu entwickeln (Hashimoto et al. 2005), welches auch Einfluss

auf eine Schizophrenie haben kdnnte.

Auch mit der Erkrankung verbunden wurde eine mitochondriale DNA Sequenz, welche
die Untereinheit der NADPH-Ubiquinon-Reductase (Complex 1), ein Teil der Elektronen-
Transport-Kette verantwortlich fOr die Produktion von Superoxid, dass man auch post-

mortem in erhdhten Konzentrationen bei Patienten fand (Marchbanks et al. 2003).

In einer anderen Studie von Tosic ef al. wurde die GCLM Untereinheit des Glutamat
Cystein Ligase Enzyms (GCL) als SuszepftibilitGtsgen bei Schizophrenie und oxidativem
Stress identifiziert (Tosic et al. 2006).

Ahnlich dazu wurde in der genetischen Analyse des Trinukleotid Repeat
Polymorphismus GAG in der katalytischen GCL-Untereinheit (GCLC) eine Reduktion von
Glutathion und damit eine signifikante Korrelation mit Schizophrenie in zwei
unterschiedlichen Konftroll-Kohorten (D&nisch und Schweizerisch) erbracht. (Gysin et al.
2007). Die gleiche Studie zeigte eine Korrelation zwischen der krankheitsverbundenen

GCLC GAG Trinukleotid Repeat Genotypen und verringerter GCLC Proteinexpression.

Do et al. sind neuerlich dazu Ubergegangen zu zeigen, dass bei Patienten mit dem
GAG Trinukleotid Repeat Suszeptibilitatspolymorphismus verringerte Cysteinresten, aber

erhdhte Konzentrationen der oxidierten Form Cystin vorliegen (Do et al. 2010).

Diese Patienten weisen auch erhdhte Plasma-Serin, -Glutamin, -Citrullin, und -Arginin
Werte auf, was darauf schlieBen ldsst, dass Schizophreniepatienten eine reduzierte
Fahigkeit besitzen, GSH zu synthetisieren. Dies deutet wiederum auf eine Dysregulation
und Fehlkontrolle der Redox-Reaktion hin, die in hdherer Anfalligkeit fUr oxidativen Stress

resultiert und die hdéchstwahrscheinlich auf eine genetische Ursache zurGckzufUhren ist.
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Die postulierte Dopaminhypothese deckt sich mit einigen Ergebnissen bei
schizophrenen Patienten, bei denen eine Degeneration neuronaler Strukturen in
Regionen hoher dopaminerger Aktivitdt vorgefunden wurden, welche zu anormaler
kortiko-kortikaler und thalamo-kortikaler Konnektivitat fGhren. Als Grund wird ein Abbau
der GSH Konzentration, unter anderem durch UbermdBige Dopaminausschittung

angenommen (Selemon 2001; Glantz & Lewis 2000).

Die Vorgdnge in Mitochondrien und vor allem das Ungleichgewicht der inneren
H&mostase hdngen auch mit der Pathophysiologie der Schizophrenie zusammen
(Prabakaran et al. 2004; Martins-de-Souza et al. 2009).

Prabakaran et al. zeigten an humanem prafronfalem Kortexgewebe von
schizophrenen Patienten, Verdnderungen von bestimmten Proteinen, welche mit der

mitochondrialen Funktion und Antwort auf oxidativem Stress in Zusammenhang stehen.

Des Weiteren wurde auch in anderen Studien aufgezeigt, dass erhndhte Laktatwerte
und mitchondriale Dysfunktion (mit Verdnderung der Morphologie, GréoBe und Dichte)
mit entsprechender defekten, neuronalen und oxidativen Phosphorylierung im
Hirngewebe von schizophrenen Patienten zu sehen sind (Ben-Shachar 2002; Ben-
Shachar & Laifenfeld 2004; Ben-Shachar et al. 1999; Prabakaran et al. 2004; Martins-de-
Souza et al. 2009).

Anhand der vorgestellten Daten ist es sehr wahrscheinlich, dass oxidativer Stress

zusammen mit anderen UmwelteinflUssen mit Schizophrenie in Verbindung steht.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse unterstUtzende Evidenz fUr den genetischen

Einfluss auf die Entstehung von oxidativem Stress und der Atiologie der Schizophrenie.

Diese Belege lassen weiterhin die Vermutung zu, dass der Funktionsverlust von PARK7
durchaus Einfluss auf neuropsychiatrische Erkrankungen hat und auch auf die
Schizophrenie haben kdnnte — inwieweit gilt es noch umfassender zu kléren und zu

validieren.

Welcher Mechanismus nun genau zur Ausprdgung einer Schizophrenie fUhrt, ist sowonhl
auf Seiten des DJ-1 noch ungeklart, weil bislang nicht abschlieBend bekannt ist, was
genau DJ-1 und dessen Ausfall bei einigen zellulGren Prozessen bewirkt. Dies gilt auch
auf Seiten der Schizophreniepathogenese, da nicht bekannt ist, welche Mechanismen

der oxidativen Stressantwort zu einer Diagnose fuhren kénnen.
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FUr die therapeutische Behandlung der Schizophrenie hat dies als Konsequenz dass
Antioxidatien moglicherweise viele psychische und neurologische Anomlaien inklusive

die der Schizophrenie positiv beeinflussen kbnnten (Seybolt 2010; Reddy & Reddy 2011).

Anhand neuer Erkenntnisse wirkt sich die Aufnahme von mehrfach ungesdattigten
Omega-3-Fettsauren in Kombination mit Ascorbins@ure und a-Tocopherol positiv auf die
Psychopathologie von chronisch behandelten schizophrenen Patienten aus
(Verbesserte PANNS Ergebnisse) (Arvindakshan et al. 2003).

Desweiteren fUhren offenbar auch Ginko biloba Exirakte und Haloperidol zu
verbesserten PANNS Outcomes, sowie gleichermaBen atypische Antipsychotica und
Ascorbins@ure, a-Tocopherol und Liponsdure(Kim et al. 2008; Michael et al. 2002;
Dakhale et al. 20095).

Die Substitution von N-acetylcystein (NAC), in der Synthese von GSH fUhrt zu einer
Steigerung der GSH Level und damit zur Verbesserung der Hauptsymptome der
Schizophrenie. Dies wirkt sich auch positiv auf den NMDA Stoffwechsel aus was
wiederum zu einer Potenzierung der Verbesserung fUhrt (Lavoie et al. 2008; Dodd et al.
2008; Berk et al. 2008).

Somit sind das PARK7 Gen bzw. dessen Polymorphismen, nicht zuletzt auch aufgrund
der Zusammenhdnge mit der Parkinsonkrankheit und der in der Vergangenheit
durchgefUhrter Studien, ein interessanter Ansatzpunkt zZur weiteren

Schizophrenieforschung, auch was die Entwicklung neuer Therapieansdtze angeht.

Auch welche Mutationen bzw. Polymorphismen fUr den Funkfionsverlust und den
Umfang dieses schlussendlich verantwortlich sind, |1asst sich an dieser Stelle nicht final
klaren. FUr die uns vorliegenden SNPs finden sich in der Literatur keine validen Hinweise,
die auf den Einfluss schlieBen lassen wirden. Hinzu kommt, dass viele Zusammenhdnge
von PARK7 und dessen bekannte Mutationen noch nicht entschlusselt sind (s.
PDMUtDB).

Zudem sei noch erwdhnt, dass positive Ergebnisse von genetfischen Studien in
wesentlichem MaBe auch von der Untersuchung des richtigen Markers oder in diesem

Falle den richtigen SuszeptibilitGtsgenen abhdngen.
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6 Diskussion

Ein negatives Ergebnis in einer Studie in Bezug auf einen bestimmten Marker schliel3t
demnach eine Kopplung oder Assoziation eines anderen Markers in dieser Genregion
nicht per se aus. Ob die in dieser Arbeit als signifikant befundenen Marker eine reliable
Assoziatfion mit der Schizophrenie aufweisen, kann daher erst nach weiteren
Replikationen mit dhnlichem Ergebnis in weiteren Studien abschlieBend beurteilt

werden.

Diese Studie soll lediglich ein paar Ansatze in den Moglichkeiten der Aufdeckung dieser
geben, da eine umfassende Ergrundung der physiologischen und neurologischen

Prozesse den Rahmen dieser Arbeit Ubersteigen wirde.

Auch die medikamentdse Versorgung hat in den letzten Jahren enorme Fortschritte
gemacht, tfrotzdem ist es zum heutigen Zeitpunkt nicht méglich, die Krankheit zu heilen

sondern nur die Symptome zu erleichtern, oft auch auf Kosten der Lebensqualitét.
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6 Diskussion

6.4 Ausblick

Seit der Entdeckung des PARK7-Gens wurden einige Mutatfionen nachgewiesen. Es
wurden Erkenntnisse darGber gewonnen, welche Funktionen das DJ-1-Protein im

Zellstoffwechsel hat und wie diese Funktionen durch Mutationen beeinflusst werden.

Diese Erkenntnisse fragen viel zum Verstindnis der Mechanismen bei, die zu einer
Parkinsonerkrankung oder anderen Krankheiten und Symptomen fUhren kénnen. Die
Frage nach der Rolle von heterozygoten Mutationen, die bereits bei anderen Genen

diskutiert wurde, tritt nun auch bei dem DJ-1-Gen auf.

Die Untersuchung potentieller Gene, welche die Entstehung einer Schizophrenie
begunstigen oder beeinflussen, hilft das Wissen Uber die Krankheit zu erweitern und

maglicherweise neue Ansatze zur Diagnose Therapie und Prévention zu finden.

Bislang konnte noch kein eindeutiger Nachweis erbracht werden, dass das PARK7 Gen
auf genetischer Ebene an der Entstehung einer Schizophrenie beteiligt, oder dafir

verantwortlich ist.

Die vorliegenden Ergebnisse sind nur teilweise negativ. Weitere Studien in diesem
Zusammenhang sind zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht durchgefUhrt bzw. publiziert

worden, so dass die Ergebnisse nur bedingt validiert sind.

Gefunden wurden statistisch  auch einige signifikante Zusammenhdnge der
untersuchten Polymorphismen auf dem Gen und der Schizophrenie. Die Beteiligung an
verschiedenen Prozessen in der Hirnentwicklung und Tatigkeit insbesondere in
Zusammenhang mit oxidativem Stress und neuronalen Prozessen, wie zum Beispiel der

Parkinson Erkrankung, 1Gsst PARK7 weiterhin als mogliches SuszepftibilitGtsgen erscheinen.

Davon ausgehend sollte das Gen weiter untersucht werden, mit dem Ziel, einen
eindeutfigen Nachweis zu erbringen, ob das Gen an der Pathogenese einer
Schizophrenie beteiligt ist oder nicht. Dabei spielen die oben beschriebenen Kriterien
der Methoden einer Studie wie zum Beispiel ausreichende GréBe der
Studienpopulation, ethnische Abstammung, diagnostische Instrumente  bzw.
Trennscharfe der Diagnose eine wesentliche Rolle bei der statistischen Aussagekraft der

Ergebnisse, vor allem bei seltenen Allelen und Genotypen.
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6 Diskussion

In zukUnftigen Studien sollten nicht nur Interaktionen und der Einfluss von PARK7 auf
oxidativen Stress und den verbundenen Einfluss auf Schizophrenie untersucht werden,
sondern auch Gen-Gen Interaktionen und der Einfluss auf verschiedene Rezeptoren wie
zum Beispiel den NMDA Rezeptor, fUr den bereits weitere Gene wie das GRIN 1 und 2,

NRG1, DAAO, G72, und andere in Zusammenhang gebracht worden sind.

Eine Moglichkeit die erschwerenden Einflussfaktoren und die damit verbundene
Heterogenitat zu bertUcksichtigen und eine atiologische Homogenisierung der Krankheit
Zu erreichen, kann durch den Einsatz von Endophdnotypen erreicht werden.
Endophdnotypen basieren, anders als die psychopathologischen Subtypen, auf
neurobiologischen und hirnanatomischen Korrelaten bzw. deren krankheitsbedingte

Verdnderungen als Phdnotypen. In diesem Falle die der Schizophrenie.

Endophdnotypen werden direkt durch die Krankheitsgene beeinflusst und sind so
einfacher ausfindig zu machen, das heiBt, sie sind im Vergleich zu den klassischen
Ph&notypen klarer im Ausdruck bestimmter Genotypen. Zusatzlich sind bei Studien die
Ergebnisse valider, da auch klinisch gesunde Patienten als Tréger eines Endophdnotyps
als erkrankt gelten. Damit eigenen sie sich modglicherweise besser fir

molekulargenetische Untersuchungen.

Hier wdre die Aufgabe, die funkfionellen Auswirkungen von Risikoallelen- und

Haplotypen auf die Funktion des Gens und deren Prozesse zu entschlUsseln.

Die Schizophrenieerforschung ist ein sehr komplexes Thema mit vielen offenen Fragen,
die durch entsprechende Untersuchungen und BemUhungen aufgekldrt werden

kdnnten.

Jeder aufgedeckte Wissensbaustein fradgt dazu bei, die Schizophrenie besser zu
verstehen, folglich die Therapie und damit auch die Lebensqualitdt der Patienten zu

verbessern.
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