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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die Schizophrenie wird als eine der schwersten Erkrankungen in der Psychiatrie angesehen,
die das erkrankte Individuum in gravierender Weise in Verhalten und Erleben beeinflussen
kann. Die multifaktorielle Atiologie wurde bereits zahlreich untersucht, wobei sich der
Einfluss der Genetik als sehr hoch herausstellte. Im Sinne einer komplex genetischen
Erkrankung wird von mehreren Genen ausgegangen, die auf die Manifestation der
Erkrankung Einfluss nehmen, wobei weder deren genaue Anzahl noch das anteilige Risiko
des einzelnen Genlocus auf die Pathogenese geklért ist. Zudem interagieren diese Gene mit
Umweltfaktoren und epigenetischen Einflissen.

Bisher wurden mehrere Kandidatengene fur die Schizophrenie beschrieben, unter anderem
das Neuregulin-3-Gen (NRG3). NRG3 ist auf Chromosom 10q22-g23 positioniert und liegt in
einer Region, die in Studien als Suszeptibilitatslocus fiir Schizophrenie bezeichnet wurde.
Uber eine signifikante Assoziation zwischen Chromosom 10g22-g23 bzw. dem NRG3-Gen
und dem Entstehen einer Schizophrenie wurden bereits einige Kopplungs- und
Assoziationsstudien veroffentlicht, in denen verschiedene Genvarianten, vor allem
Basenaustauschpolymorphismen (single nucleotide polymorphisms, SNPs), an verschiedenen
Populationen untersucht wurden. In nachfolgenden genomweiten und Feinkartierungsstudien,
sowie in Studien zur Identifizierung von Haplotyp-Blécken, konnte der Locus als potentielle
Kandidatenregion belegt werden. Zudem wurden in der Erforschung des Signalwegs von
NRG3 mit seinem Rezeptor ErbB4 Hinweise entdeckt, dass dieser im Sinne eines
pathogenetischen Netzwerkes das Risiko einer Schizophrenie-Entstehung erhéht. Jedoch
konnten nicht alle Studien die Suszeptibilitat bestatigen.

In der vorliegenden Fall-Kontroll-Assoziationsstudie wurde eine kaukasische Stichprobe auf
einen Zusammenhang zwischen 20 SNPs im NRG3-Gen und der Schizophrenie geprift,
wobei insgesamt 512 an Schizophrenie erkrankte Personen sowie 1320 gesunde
Kontrollprobanden fir die Studie gewonnen werden konnten. Das Patientenkollektiv wurde
zuerst in seiner Gesamtheit untersucht, und anschlieend in drei verschiedene Untergruppen
eingeteilt: Schizophreniepatienten mit erstgradig verwandten Schizophreniepatienten (97
Patienten), Schizophreniepatienten mit an Schizophrenie erkrankten Familienangehorigen
uber den 1. Verwandschaftsgrad hinaus (147 Patienten) und Schizophreniepatienten mit
psychiatrisch erkrankten Familienangehdrigen (374 Patienten).



Die vorliegende Studie lieR fur funf SNPs (rs6584471, rs2622807, rs635481, rs2820108,
rs2065537) signifikante Assoziationen in mindestens einem der vier Modelle (Allelverteilung,
Genotypverteilung, Vergleich der Alleltrager AA + AB vs. BB, AA vs. AB + BB) mit der
Erkrankung Schizophrenie erkennen.

Der SNP rs2622807 erwies sich in der Genotypverteilung der Gesamtgruppe von
Schizophreniepatienten als signifikant assoziiert mit dem selteneren T-Allel. Zudem waren
sowohl in der Gesamtgruppe der Schizophreniepatienten als auch in der Gruppe der
Schizophreniepatienten mit psychiatrisch erkrankten Familienangehdrigen signifikant
haufiger Trager des selteneren T-Allels. Auch fir den benachbarten Marker rs635481 konnte
in der Genotypverteilung der Gesamtgruppe von Schizophreniekranken ein signifikant
haufigeres Auftreten des selteneren C-Allels nachgewiesen werden. In der Gesamtgruppe der
Schizophreniepatienten und  Schizophreniepatienten mit  psychiatrisch  erkrankten
Familienangehdrigen kam das seltenere C-Allel signifikant 6fter vor. Fir beide SNPs wurde
ein  Haplotyp-Block  gebildet (rs2622807, rs635481), in welchem bei den
Schizophreniepatienten das Allelpaar TC signifikant haufiger und das Allelpaar CT
entsprechend signifikant seltener vorkam.

Die Allelverteilung bei SNP rs6584471 ergab, dass innerhalb der Patientengruppe mit
erstgradig verwandten Schizophreniepatienten und derjenigen mit an Schizophrenie
erkrankten Familienangehorigen das haufigere A-Allel signifikant 6fter vertreten war als in
der Kontrollgruppe. Zudem waren in der Gruppe der Schizophreniepatienten mit erstgradig
verwandten Schizophreniepatienten signifikant ofter Trager des h&aufigeren A-Allels
(Genotypen AA und AG) vertreten.

Bei SNP rs2820108 waren in der Gesamtgruppe der Schizophreniepatienten und in der
Gruppe der Schizophreniepatienten mit psychiatrisch erkrankten Familienangehdrigen
signifikant haufiger Trager des selteneren A-Allels zu finden.

Fur rs2065537 ergab sich bei den Patienten mit erstgradangehorigen Schizophreniepatienten
ein signifikant hiufigeres Vorkommen von Trégern des selteneren A-Allels.

Neben den genannten signifikanten Ergebnissen wurde fir vier weitere SNPs (rs2207768,
rs722982, rs2881886, rs1576986) eine Tendenz zur Signifikanz nachgewiesen.

Die Ergebnisse dieser Studie legen die Vermutung nahe, dass die assoziierten
Polymorphismen und Haplotypen einen Beitrag zur Erkrankung leisten. Es sind weitere
Studien mit hoher Anzahl an Probanden und genauen Einschluss- und Ausschlusskriterien
notwendig, in welchen diese sowie weitere SNPs im NRG3-Gen auf einen Zusammenhang

mit der Erkrankung Uberprift werden.



2 Einleitung

2 Einleitung

2.1 Schizophrenie

Schizophrene Psychosen stellen schwerwiegende psychiatrische Erkrankungen dar. In ihrer
Symptomatik sind sie duRerst vielféltig und auch ihr Verlauf zeigt eine hohe Variabilitét
(Tandon et al. 2008a, 2008c).

2.1.1 Geschichtlicher Hintergrund

Emil Kraepelin benannte als einer der ersten Forscher die Symptomatik schizophrener
Psychosen in systematischer Form (Kraepelin 1896). Er prigte den Begriff der ,,Dementia
praecox (,,vorzeitige Verblodung®) und betonte damit die kognitiven Beeintrachtigungen bei
einem langjéhrigen, ungebremsten Fortschreiten der Erkrankung. Der Begriff Schizophrenie
(,,Bewusstseinsspaltung®) und eine Symptomhierarchie wurden von Eugen Bleuler eingefiihrt
(Bleuler 1911). Kurt Schneider flihrte die Lehre der Symptome 1. Ranges (z. B.
Stimmenhdren, Wahnwahrnehmung) und 2. Ranges (z. B. andere Halluzinationen aufer
Stimmenhoren, Wahneinfall) ein (Schneider 1957).

Eine géngige Klassifikation ist die dichotome Einteilung der Beschwerden durch Crow (1980)
sowie durch Andreasen und Olsen (1982). Sie erfolgt nach Positivsymptomatik (z. B.
Halluzinationen) und Negativsymptomatik (z. B. Affektverarmung). Kay et al. (1987)

entwickelten daran anlehnend die Positive and Negative Syndrome Scale (PANSS).

2.1.2 Symptomatik und Klassifikation

Fast alle psychischen Bereiche konnen durch Schizophrenie beeintrachtigt sein, wobei
Storungen des formalen und inhaltlichen Denkens, der Wahrnehmung, des Antriebs und des
Affektes hauptsachlich betroffen sind. Dagegen sind intellektuelle Fahigkeiten weniger
beeintréchtigt, mit stirker betroffenen Ausnahmen wie dem Arbeitsgedéchtnis (Wilk et al.
2005, Joyce et al. 2005). In der Regel zeigen sich beziiglich des Bewusstseins und der

Orientierung keine Symptome.



2 Einleitung

Mittels zweler weltweit anerkannter

schizophrener Psychosen vereinheitlicht und operationalisiert:

Klassifikationssysteme wurde

die Kodierung
ICD-10 (International

Classification of Diseases, Weltgesundheitsorganisation WHO, 2005) und DSM-IV

(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders IV, American Psychiatric Association

APA, 1994; SaB3 et al. 1996) (vgl. Tabelle 2-1).

Tabelle 2-1: Diagnostische Kriterien und Klassifikation der Subtypen schizophrener Erkrankungen nach

ICD-10 und DSM-IV

ICD-10

DSM-IV

Symptomatik

Symptomgruppe 1 - 4:

- Ich-Stérungen (z. B. Gedankenlautwerden, -entzug,
-eingebung, -ausbreitung)

- Kontrollwahn, Beeinflussungswahn, Gefiihl des
Gemachten, Wahnwahrnehmung

- Akustische Halluzinationen (kommentierende oder
dialogisierende Stimmen)

- Anhaltender, kulturell unangemessener und vollig
unrealistischer (bizarrer) Wahn

Symptomgruppe 5 — 8:

- Halluzinationen jeder Sinnesmodalitét (auler

akustische Halluzinationen)

- Formale Denkstérungen (Gedankenabreiflen, Ein-
schiebungen in den Gedankenfluss, Zerfahren-
heit, Danebenreden, Neologismen)

- Katatone Symptome

- Negativsymptome (Apathie, Sprachverarmung,
verflachter oder inadaquater Affekt, Antriebssto-
rungen, sozialer Riickzug)

Charakteristische Symptome:
- Wahn
- Halluzinationen jeder Sinnesmodalitit

- Desorganisierte Sprechweise (Zerfahrenheit,
hiufiges Entgleisen)

- Desorganisiertes oder katatones Verhalten

- Negativsymptome (verflachter Affekt,
Antriebshemmung, Alogie)

Zusitzliche Kriterien

Die Symptomatik kann durch eine organische Ursache
nicht erkldrt werden

Soziale/berufliche Leistungseinbuflen

Ausschluss von schizoaffektiver und affektiver
Stérung

Ausschluss von Substanzeinfluss oder medizinischem
Krankheitsfaktor (Vorerkrankungen, die die
Symptomatik plausibel erkldren)

Dauer der Symptomatik

Mindestens iiber vier Wochen bestehen die Symptome
iiber die meiste Zeit.

Mindestens kontinuierliches Bestehen iiber sechs Mo-
nate; in dieser Zeit mindestens iiber einen Monat pro-
duktive Symptomatik (akute Phase). Wihrend Prodro-
mal- und Residualphasen kénnen auch nur negative
oder abgeschwichte positive Symptome bestehen.

10




2 Einleitung

Subtypen der Schizophrenie

Paranoide Schizophrenie Paranoider Typ
Hebephrenie Desorganisierter Typ
Katatone Schizophrenie Katatoner Typ
Undifferenzierte Schizophrenie Undifferenzierter Typ
Schizophrenes Residuum Residualer Typ

Postschizophrene Depression

Schizophrenia simplex

Die Klassifikation durch das DSM-IV-Manual geschieht unter stringenteren Auflagen als im
ICD-10, erkennbar unter anderem an der geforderten Mindestdauer. Fiir die Diagnosestellung
nach DSM-IV miissen mindestens zwei der fiinf charakteristischen Symptomgruppen
vorliegen. Falls der Wahn bizarr ist oder die Stimmen kommentierend bzw. dialogisierend
sind, reicht bereits ein Merkmal aus. Nach ICD-10 kann die Diagnose gestellt werden, wenn
mindestens ein Symptom aus der 1. bis 4. Symptomengruppe oder mindestens zwei

Symptome aus der 5. bis 8. Symptomengruppe vorhanden sind.

2.1.3 Verlauf und Prognose

Der individuelle Verlauf der Erkrankung kann erheblich variieren. Oft lassen sich drei Phasen
unterschieden (Comer 2001): Die Prodromalphase (Vorlauferphase) kann hiufig schon Jahre
vorausgehen und ist von wenig -charakteristischen Beschwerden geprigt, in der
Negativsymptome iiberwiegen (Tandon et al. 2008c). Sie bleibt oftmals unerkannt (Héfner
und an der Heiden 2003). AnschlieBend kommt es hiufig zu einer akuten Phase mit
iiberwiegenden Positivsymptomen, welche in der Regel iiber Wochen bzw. wenige Monate
andauert. Nach dieser Erstmanifestation kommt es in ca. 50% der Fille zu rezidivierenden
produktiven Schiiben mit zwischenzeitlicher Residualsymptomatik (Moller 2004). Die
Residualphase beschreibt den Verbleib von Symptomen nach Abklingen der
Akutsymptomatik (Residuum).

Neben oben genannter Abfolge ist ein Verlauf mit rezidivierenden akuten Schiiben und
zwischenzeitlicher vollstindiger Remission moglich (Moller 2004).

Eine Minderheit weist bereits nach der Erstmanifestation eine lebenslang anhaltende

Remission auf (Hafner und an der Heiden 2003, Marneros et al. 1991).
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2 Einleitung

Langzeitstudien zum Thema Verlauf und Prognose (Bleuler 1972; Huber et al. 1979;
Marneros et al. 1991) ergaben zum Teil widerspriichliche Ergebnisse aufgrund methodischer
Unterschiede (Moller und von Zerssen 1986; Hafner und an der Heiden 2000). Die anfanglich
aufgestellte ,,Drittelregel zur Prognosestellung (Bleuler 1972, Ciompi und Miiller 1976,
Huber et al. 1979), nach der ein Drittel nach Erstdiagnose im Verlauf einen deutlich
gebesserten, ein Drittel einen gleich bleibenden und ein Drittel einen verschlechterten Zustand
der Erkrankung erlebe, wurde wieder aufgegeben. Es zeichnete sich in spéteren Studien ab,
dass die Schizophrenie ihrer Natur nach am ehesten eine rezidivierende, haufig chronisch
verlaufende Krankheit darstellt (Tandon et al. 2008a). Die Zahl derjenigen Patienten, die
wéhrend des gesamten Krankheitsverlaufs nur eine einzige abgrenzbare Krankheitsperiode
aufwiesen, war gering. In der Langzeitstudie von Marneros et al. (1991) waren nur 11%
monoepisodische Falle, hingegen zeigten 42% zwei oder drei, und 47% vier oder mehr
Episoden. Auch eine 15-Jahres-Katamnese von Moller (2004) ergab fir ca. 60% der
Schizophreniepatienten eine persistierende Residualsymptomatik.

Eine individuelle Vorhersage des Verlaufs zu Beginn der Erkrankung ist nicht moglich
(Berger 2008; Emsley et al. 2008). Als aussagekréaftiger Pradiktor fur einen ungunstigen
Verlauf wurde die Dauer der unbehandelten Psychose festgestellt (Bottlender et al. 2000).

2.1.4 Epidemiologie

Die Erkrankung Schizophrenie betrifft gegenwartig ca. ein Prozent der Weltbevolkerung,
unabhéngig von ethnischen, kulturellen oder geographischen Unterschieden (Eaton 1985;
Tsuang et al. 1997; Saha et al. 2006). Mé&nner weisen ein ca. 1,4fach erhohtes Risiko im
Vergleich zu Frauen auf, an Schizophrenie zu erkranken (Aleman et al. 2003; Ochoa et al.
2012).

Das Prédilektionsalter fir Manner liegt zwischen dem 18. und 25. Lebensjahr, wahrend
Frauen eher zwischen dem 25. und 35. Lebensjahr erkranken (Ochoa et al. 2012). Vermutet
wird als Ursache hierfir eine Schutzwirkung der Estradiole (Hafner 2003).

Von besonderer Bedeutung ist die hohe Suizidalitdt bei Schizophreniepatienten. Die
Suizidmortalitét liegt um das 20- bis 50fache Uber dem der Allgemeinbevdlkerung (Demling
1988). Die Suizidraten unter den Betroffenen wurden auf bis zu 13% geschétzt (Schmidtke et
al. 1996). Aktuellere Daten benennen eine standardisierte Mortalitatsratio (Ratio der
beobachteten Tode zu den erwarteten Toden) von insgesamt 2,6 verglichen zur
Allgemeinbevolkerung (McGrath et al. 2008).

12



2 Einleitung

2.1.5 Atiopathogenese

Bei den schizophrenen Psychosen handelt es sich um sehr komplexe und heterogene
Krankheitsbilder, bei denen einfache Atiologiezuweisungen zu kurz greifen (Fanous und
Kendler 2005; Craddock und Owen 2005; Jablensky 2006). Daher hat sich ein
multifaktorielles Modell durchgesetzt, mm dem genetische, neuroanatomische und
neurophysiologische sowie psychosoziale Einfliisse vereint werden (Tandon et al. 2008b).

Es wird davon ausgegangen, dass die verschiedenen Einfliisse beim erkrankten Individuum
unterschiedliche Gewichtung haben und die Faktoren wechselseitig in Beziehung stehen.
Entsprechend dem Vulnerabilititsmodell (vgl. Abbildung 2-1) werden pra- und perinatale
Faktoren (,first hit“) genannt, die zu himstrukturellen Verinderungen im Sinne einer
neuronalen Entwicklungsstérung fithren, welche einen Risikofaktor fiir eine Manifestation der
Erkrankung darstellen (Murray und Lewis 1987; Lewis und Levitt 2002). Auf Grundlage
dieser Mechanismen kann sich die Vulnerabilitiat (,,Verwundbarkeit”) im Laufe der weiteren
Hirnreifung sowie durch spitere Aktivierung von relevanten Genen noch weiter erhéhen
(Rapoport et al. 2005, Moller et al. 2008). Ebenso kénnen psychosoziale Stressoren oder
Drogenkonsum einen ,,second hit“ bedeuten und eine akute Psychose auslosen (Moller und

Deister 2000, Dean et al. 2003).

,FIRST HIT*:
DNA, Pranatale Komplikationen Erndhrung
Genexpression | Infektionen bei der Geburt

!

| Neuronale Entwicklungsstérung |

!

Verianderung der anatomischen funktionellen Konnektivitit
g
!
»SECOND HIT“:
Genetik | Stoffwechsel | Stress, Lebensereignisse
!
| Akute Psychose |

|
»THIRD HIT*:

Neurotoxische Faktoren, z. B. Glutamat, immunologische Mechanismen

|
| Defizitsyndrom |

Abbildung 2-1: Multifaktorielles Modell zur Atiopathogenese der Schizophrenie (nach Méller et al. 2008)
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2 Einleitung

Nach neueren Erkenntnissen kdnnen sich nach Erstmanifestation neurodegenerative VVorgange
(,,third hit*) einleiten, ausgeldst durch neurotoxische Faktoren auf neurophysiologischer und
—immunologischer Ebene (Lieberman et al. 2001a; Boteva und Lieberman 2003; Cahn et al.
2002, 2006). Durch diese Prozesse chronifiziert die Erkrankung.

Wird eine bestimmte multifaktorielle Schwelle erreicht, kann es zur Manifestation der
Schizophrenie kommen (Sawa und Snyder 2002).

2.1.5.1 Pra- und perinatale Faktoren

Stress wahrend der Schwangerschaft (Clarke et al. 2006) und Komplikationen in
Schwangerschaft und Geburt (Hultman et al. 1997; Byrne et al. 2007) gelten als
Risikofaktoren fiir die Manifestation einer Schizophrenie.

Eine h&ufig untersuchte Hypothese beschreibt den Einfluss von Virusinfektionen der Mutter
vor allem im zweiten Trimenon der Schwangerschaft, welche einen spéteren Ausbruch der
Erkrankung begunstigen (Limosin et al. 2003; Meyer und Feldon 2009). Die Hypothese lautet,
dass pranatale Infektionen Imbalancen in mesolimbischen und mesokortikalen Dopamin-
Signalwegen induzieren, welche zu kritischen neuronalen Mechanismen beitragen (Meyer
und Feldon 2009). Hingegen konnten nicht alle Studienergebnisse einen kausalen

Zusammenhang nachweisen (Ebert und Kotler 2005).

2.1.5.2 Psychosoziale Faktoren

Bereits in der fruhen Life-event-Forschung wurden Hinweise gefunden, dass Kkritische
Lebensereignisse ein psychosozialer Auslosefaktor sein konnen (Brown und Birley 1970),
und auch neuere Ergebnisse stltzen diese Hypothese (Lysaker und Larocco 2008; Cohen et al.
2012). Auch zeigten sich Anhaltspunkte daflir, dass bei Patienten nach Erstmanifestation
spatere belastende Erlebnisse das Risiko einer erneuten Exazerbation erhéhen (Bebbington
und Kuipers 2003).

Ein bekannter Risikofaktor ist der Drogenkonsum, der hdufig im Pubertatsalter im
Zusammensein mit sogenannten Peergroups auftritt (DeLisi 2008; Gururajan et al. 2012).
Substanzen, die zu einer schizophrenen Psychose fiihren kdnnen, sind Alkohol, Amphetamin
(,,Speed*), Methylendioxy-N-methylamphetamin (MDMA, ,,Ecstasy®), Lysergsaurediethyl-
amid (LSD), Kokain, Phencyclidin (PCP, ,,Angel Dust*) sowie Cannabis. Fiir langjahrigen
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Cannabis-Gebrauch konnte ein zeitlicher Zusammenhang zwischen Beginn des Abusus und
Zeitpunkt der Erstmanifestation mit durchschnittlich siebenjahriger Latenz nachgewiesen
werden (Galvez-Buccollini et al. 2012).

Auch die Bedeutung der Familienverhaltnisse wurde wiederholt untersucht. Familien mit
sogenannten high-expressed emotions, d. h. ein interfamilidr hohes AusmaR geflihlsbetonter
kritischer AuRerungen oder eine uberprotektive Einstellung zum Patienten (Brown et al.
1972), erhohten die Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs (Wearden et al. 2000; Subotnik et al.
2012).

Die Tatsache, dass an Schizophrenie Erkrankte vermehrt in sozial niedrigen Schichten
anzutreffen sind, wird heute mit der sogenannten Drift-Hypothese erklart (Dunham 1965;
Héfner 2005), wonach die Patienten aufgrund der Manifestation der Erkrankung eine
niedrigere soziale Position innehaben, als es hinsichtlich ihrer priméaren Intelligenz und ihrer

familiaren Herkunft anzunehmen ware.

2.1.5.3 Genetische Faktoren

Die Heritabilitat fur Schizophrenie wird auf ca. 80% geschatzt (Cardno und Gottesman 2000;
Sullivan et al. 2003).

2.1.5.3.1 Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien

Dass die Genetik einen starken Einfluss auf die Manifestation der Schizophrenie besitzt,
konnte anhand von Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien belegt werden (McGue und
Gottesman 1991; Tsuang et al. 1991; Cardno und Gottesman 2000).

Ziel von Familienstudien ist es, die Haufigkeit des Auftretens von Schizophrenie abhangig
vom Grad der Verwandtschaft festzustellen. Mehrheitlich konnte dabei eine erhohte
Wahrscheinlichkeit zur Erkrankung fur Verwandte von Schizophreniepatienten festgestellt
werden. Lichtenstein et al. (2009) wiesen anhand einer schwedischen Kohorte beli
Erstgradverwandten von Schizophreniekranken (n = 35.985) nach, dass das relative Risiko, an
Schizophrenie zu erkranken, 9,9 (fir Kinder erkrankter Eltern) bzw. 9,0 (fir Geschwister
erkrankter Geschwister) betragt. Auch Halbgeschwister weisen ein erhohtes relatives Risiko

auf. Maier et al. (1999) konnten in ihrer Metaanalyse bei Erstgradangehérigen eine
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Lebenszeitpravalenz zwischen 1 bis 16 % feststellen, verglichen zu Angehdrigen Gesunder
mit 0 bis 2 %.

Zu berlcksichtigen ist bei den Ergebnissen allerdings, dass das Umgebungsmilieu dasselbe
bzw. sehr &hnlich ist, womit das Auseinanderhalten von soziokulturellen und genetischen
Ursachen nicht moglich ist. Dieser Umstand wird im Studiendesign von Zwillings- und
Adoptionsstudien berticksichtigt.

In Zwillingstudien werden ein- und zweieiige Zwillinge auf ihren Phanotyp miteinander
verglichen. Bei eineiigen Zwillingen ist die komplette Desoxyribonukleinsdaure (DNA)
anndhernd identisch, bei zweieiigen stimmt ungeféhr die Halfte der DNA Uberein. Obwohl
durch Metaanalysen (Sullivan et al. 2003; Maier et al. 1999) die deutlich erhéhte
Erkrankungsrate an Schizophrenie bei mono- und dizygoten Zwillingen nachgewiesen werden
konnte, bestand keine vollstdandige Konkordanz. Dies beweist die Relevanz nichtgenetischer
Einflisse auf die Erkrankung (Petronis 2006, 2004; Owen et al. 2005) und bestéarkt den

multifaktoriellen Denkansatz.

Mit Adoptionsstudien gelingt die Trennung soziokultureller von genetischen Ursachen noch
verl&sslicher (Ingraham und Kety 2000). Hierbei wurden Kinder von an Schizophrenie
erkrankten Eltern von nicht an Schizophrenie leidenden Adoptiveltern aufgezogen. Als
Ergebnis zeigte sich, dass diese Kinder ihr erhohtes Risiko, an einer Schizophrenie zu
erkrankten, behielten. Kinder gesunder Eltern hingegen, die bei an Schizophrenie erkrankten
Eltern aufwuchen, zeigten keine erhéhte Erkrankungswahrscheinlichkeit (Kendler et al. 1994;

Petersen und Sorensen 2011).

2.1.5.3.2 Molekulargenetische Grundlagen und Genetikstudien

Schizophrenie stellt in Bezug auf die Genetik eine komplex vererbte Erkrankung dar (Schwab
und Wildenauer 1998; Harrison und Weinberger 2005; Stefansson et al. 2009). Komplex
genetische Erkrankungen sind durch folgende Merkmale gekennzeichnet: erstens ist das
Vererbungsmuster nicht durch die Mendelschen Gesetze erklarbar, zweitens sind an der
Atiologie mehrere Gene beteiligt, die zudem sehr wahrscheinlich mit Umweltfaktoren
interagieren (Ziegler 2002). Zur Erkrankung kommt es, wenn bei einer Person genetische

Veranderungen in mehreren Genen vorliegen. Es resultiert eine Krankheitsdisposition, die
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unter dem Einfluss von Umweltfaktoren in eine manifeste Erkrankung umschlagen kann
(Ziegler 2002).

Fur die Identifizierung und Lokalisierung von Suszeptibilitatsgenen stehen vor allem folgende
Untersuchungen zur Verfugung: Kopplungs- und Assoziationsstudien. Diese beiden
Verfahren sind in der Praxis eng miteinander verwoben. So kommt z. B. einem
Kandidatengen oder einer signifikant mit einem Phénotyp assoziierten Variation, welche in
einem Locus mit positiven Kopplungshinweisen positioniert ist, eine hohe Plausibilitit zu
(Spitzer 2006). Haufig werden genetische Polymorphismen in Form von SNPs, VNTRs

(variable number tandem repeats) und STRs (short tandem repeats) untersucht.

Kopplungsuntersuchungen

Genetische Kopplungsstudien werden mittels Stammbaumen in Familien oder Trios (d. h.
Betroffener und beide Elternteile) durchgefihrt, bei denen eine Erkrankung tberzuféllig
haufig auftritt. Unter Kopplung (linkage) wird verstanden, dass polymorphe Gensegenzen
(Marker) aufgrund ihrer radumlichen Nahe auf dem gemeinsamen Chromosom miteinander
vererbt werden. Die Wahrscheinlichkeit einer solchen Kopplung steigt, je naher die Genorte
beieinander liegen. Diese Tatsache wird dadurch erklért, dass ein crossing over in der Meiose
zwischen zwei eng nebeneinander lokalisierten Genorten unwahrscheinlich ist. Solche vom
crossing over nicht tangierten und dadurch gemeinsam vererbten Allele liegen dann im
linkage disequilibrium (LD; Kopplungsungleichgewicht). Das bedeutet, solche Gene werden
nicht mehr nach dem Zufallsprinzip verteilt, sondern erscheinen bei der néchsten Generation
Ofter als erwartet.

Es sollen diejenigen Marker identifiziert werden, die in der Nahe der genetischen Variation

liegen (d. h. gekoppelt sind) und demnach gemeinsam vererbt werden.

Die Bewertung eines statistischen Zusammenhangs erfolgt mittels dem logarithm of odds-
(LOD-)Score; wenn der LOD-Score uber 3,0 liegt (d. h. die Irrtumswahrscheinlichkeit betragt
weniger als 1:10000), wird die Kopplung als signifikant erachtet. Fir komplex genetische
Erkrankungen wurde aufgrund bestehender Heterogenitdt ein zusétzlicher Parameter
eingeflhrt, aus dem der heterogeneity LOD-(HLOD-)Score resultiert (Bickebdller und Fischer
2007).
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Metaanalysen zu Kopplungsstudien

In verschiedenen groR angelegten Metaanalysen wurden die Ergebnisse einzelner
Kopplungsstudien zur Schizophrenie zusammengefasst. Die Ergebnisse der Metaanalysen
sind insgesamt inkonsistent. Badner und Gershon (2002) fiihrten mittels MSP (multiple scan
probability) die Auswertung von 18 Kopplungsstudien durch und fanden korrespondierende
Suszeptibilitatsloci auf den Chromosomen 8p, 13q und 22q. Lewis et al. (2003) fiihrten in
Form von GSMA (genome scan meta-analysis) die Ergebnisse von 20 Kopplungsstudien mit
1208 berlcksichtigten Stammb&umen zusammen. Folgende Loci wiesen signifikante
Kopplungen zur Schizophrenie auf: 1p13.3-923.3, 1923.3-931.1, 2p12-922.1, 2922.1-0923.3,
3p25.3-p22.1, 5023.2-q34, 6pter-p22.3, 6p22.3-p21.1, 6915-023.2, 8p22-p21.1, 11922.3-
g24.1, 10pter-p14, 14pter-q13.1, 15921.3-926.1, 16p13-9q12.2, 17921.33-924.3, 18922.1-qter,
20p12.3-p1l, 22pter-q12.3. Die von Ng et al. (2009) mit GSMA durchgefiihrte Metaanalyse
von 32 Kopplungsstudien zeigte folgende Suszeptibilitatsloci: 1, 2q, 3q, 44, 59, 8p und 10q.

Um die Ursache der Inkonsistenz bzw. fehlenden Replizierbarkeit der Studienergebnisse
besser zu ergrinden, fiihrten Tang et al. (2011) eine vergleichende Metaanalyse von
Kopplungsstudien mit zwei unterschiedlichen Methoden der Metaanalyse (GSMA und MSP)
durch. Die beiden Methoden ergaben unterschiedliche gekoppelte Genloci, die sich
groltenteils nicht Gberlappen. Sowohl die Ergebnisse nach GSMA und MSP konnten nach der

Korrektur durch multiples Testen ihre Evidenz nicht aufrechterhalten.

Assoziationsuntersuchungen (Kandidatengenstudien)

Als Kandidatengene werden Erbanlagen bezeichnet, bei denen im Vorfeld ein Beitrag zur
Krankheitsgenese angenommen wird; es wird also eine Assoziation zwischen diesem
Risikofaktor und der Erkrankung vermutet. Solche Untersuchungen werden meist als Fall-
Kontroll-Studien durchgefihrt, d. h. eine Kohorte an Patienten und an gesunden Probanden
wird untersucht. Dabei wird die Haufigkeit bestimmter Genvarianten eines Kandidatengens in
beiden Kollektiven miteinander verglichen. Ergibt sich eine Uberzufallige Haufung einer
Variante in Allel- oder Genotypverteilung, dann ist die Variante mit der Erkrankung assoziiert.
Kandidatengenanalysen  werden entweder zur weiteren Eingrenzung von in
Kopplungsanalysen ermittelten Kandidatenregionen verwendet oder zur direkten
Untersuchung von Kandidatengenen (Bickebdller und Fischer 2007).

Vorteil der Assoziationsstudien ist, dass auch Assoziationen mit lediglich geringer
Risikoerhdhung einer Krankheitsentstehung nachgewiesen werden kénnen (Maier et al. 1999;
Owen 2000).
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Fiir die Bewertung der Assoziation von Kandidatengen und der Erkrankung wird die Odds
Ratio (OR) verwendet, mit der mittels Quote ausgedriickt wird, um wie viel grofer die
Moglichkeit einer Erkrankung in der Gruppe mit Risikofaktor ist, im Vergleich zur Gruppe
ohne Risikofaktor. Die OR stellt eine gute Niherung an das relative Risiko bei seltenen
Erkrankungen dar (Bickebéller und Fischer 2007).

Es wurden einige Kandidatengene mit mutmaBlich starker Assoziation gefunden (vgl. Tabelle
2-2), z. B. RGS4 (Williams et al. 2004), DTNBP1 (Williams et al. 2005; Norton et al. 2006b),
DISC1 (Millar et al. 2000) oder NRG1 (Stefansson et al. 2002, 2003 ; Norton et al. 2006a).

Tabelle 2-2: Ubersicht iiber chromosomale Loci aus Kopplungsuntersuchungen zur Schizophrenie mit Angabe
von Kandidatengenen (Remschmidt und Theisen 2011; aus Mehler-Wex und Renner 2008).
Beachte: aktuelle Assoziationsstudien werden nicht mehr in Form von Kandidatengenstudien, sondern als

GWAS (Genomweite Assoziationsstudien, s. unten) durchgefiihrt.

Chromosom Locus Kandidatengene
1 1q DISC1, RGS4, CAPON
5 5q DRD1
6p21-24 DTNBPI1, SCA, LDL-PLA2, HLA,
6 NOTCH4
6q21-25 TRARS
8 8p NRGL1, PPP3CC
10 10p
11q TPH1, DRD4
11 11q DRD2
13 13q 5HTR2A, G20, G30
15 15q13-15 CHRNA?7
22 22ql1 COMT. ZDHHCS, PRODH

Insgesamt fillt die Replikation der Signifikanz gefundener Kandidatengene enttauschend aus.
Sanders et al. (2008) fiihrten eine Assoziationsanalyse mit 14 anerkannten Kandidatengenen
(RGS4, DISC1, DTNBPI1, STX7, TAARG6, PPP3CC, NRG1, DRD2, HTR2A, DAOA, AKTI1,
CHRNA7, COMT, ARVCF) an einem grofen Studienkollektiv von 1870 kaukasischen
Patienten mit Schizophrenie und Schizoaffektiver Storung, sowie 2002 Kontrollprobanden
durch. Fiir die Studie wurden 789 SNPs genotypisiert. Als Ergebnis wurde keine signifikante
Assoziation entdeckt, entgegen der OR-Werte der Kandidatengene aus kleineren
vorhergegangenen Studien. Aktuell werden Assoziationsstudien nicht mehr als

Kandidatengen-Analyse, sondern als GWAS durchgefiihrt.
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Genomweite Assoziationsstudien (GWAS)

Seit 2006 / 2007 ermdglicht die Chip- und Arraytechnologie genomweite Assoziationsstudien
(GWAYS), in denen gleichzeitig millionenfach genetische Varianten (SNPs) auf mdgliche
Assoziationen untersucht werden. GWAS zeichnen sich durch ihren Hypothesen
generierenden Ansatz aus; d. h. es kdnnen neue Varianten gefunden werden, von denen vorab
keine Assoziation vermutet wird. Allerdings ist es aufgrund der Gefahr falsch positiver
Ergebnisse notwendig, mehrfache Korrekturen durch multiples Testen vorzunehmen. Daher
ist eine sehr hohe Anzahl an Studienprobanden notwendig (Clarke et al. 2011).

Die Ergebnisse der GWAS sind in Bezug auf Schizophrenie nicht einheitlich.

Lencz et al. (2007) fuhrten eine Studie an 178 Patienten und 144 Kontrollen kaukasischer
Herkunft durch und fanden eine Assoziation fur CSF2RA und SHOX. Die erste groRere
GWAS kaukasischer Ethnie (O’Donovan et al. 2008) mit 479 Patienten und 2937
Kontrollprobanden erbrachte das ZNF804A-Gen als im Zusammenhang mit Schizophrenie
stehend. Need et al. (2009) fuhrten neben der Erstuntersuchung mit 871 kaukasischen
Patienten und 863 Kontrollen auch eine Folgeuntersuchung (Follow up) mit 1460
kaukasischen Patienten und 12995 Kontrollen durch. Als Ergebnis zeigten u. a. das
ADAMTSL3- und das ZNF804A-Gen eine Assoziation. Das Schizophrenia Genetics
Consortium (SGENE) mit 2663 kaukasischen Patienten und 13498 Kontrollen in der
Erstuntersuchung und 4999 kaukasischen Patienten und 15555 Kontrollen im Follow up,
konnte fur das MHC-Gen (major histocompatibility complex;
Haupthistokompatibilitdtskomplex) eine Assoziation mit Schizophrenie nachweisen, gleichso
flr die Gene NRGN (Neurogranin) und TCF4 (Stefansson et al. 2009). Der Befund bezlglich
der MHC-Variation ist besonders interessant, da der MHC vor allem immunologische
Funktion besitzt und dadurch der Erklarungsansatz unterstltzt wird, Schizophrenie als eine
durch Fehlregulation des Immunsystems mitbedingte Erkrankung anzusehen. Parallel
publiziert wurde eine Studie des International Schizophrenia Consortium (ISC), in der 3322
kaukasischen Patienten und 3587 kaukasische Kontrollen untersucht wurden. Als Ergebnis
zeigten sich auch hier Assoziation mit dem ZNF804A-Gen und der MHC-Region, sowie
zusatzlich mit dem MYO18B-Gen (ISC et al. 2009). Molecular Genetics of Schizophrenia
(MGS) fiihrten eine Erstanalyse mit 2681 kaukasischen Patienten und 2653
Kontrollprobanden und ein Follow up mit 1286 afrikanisch-amerikanischen Patienten und 973
Kontrollen durch, mit einem erneuten Nachweis einer Assoziation der MHC-Region, und

ebenso mit CENTG2 (nur in der kaukasischen Kohorte) und ErbB4 (nur in der afrikanischen
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Kohorte) (Shi et al. 2009). Die GWAS von Shi et al. (2011) an einem Han-chinesischen
Kollektiv mit 3750 Patienten und 6468 Kontrollen, inklusive einem Follow-up an 4383
Patienten und 4539 Kontrollen erbrachte einen Zusammenhang mit SNPs innerhalb der
Genloci 8p12 und 1g24.2. Das Schizophrenia Psychiatric Genome-Wide Association Study
(GWAS) Consortium (2011) fuhrte seine Studie zuerst an einem Kollektiv von 21856
kaukasischen Proben und im Follow up an 29839 Proben und fand das starkste Signal
innerhalb des Genlocus von MIR137. Yue et al. (2011) fuhrten ihre GWAS an Han-Chinesen
zuerst an 746 Schizophreniekranken und 1599 Kontrollen, im Follow up mit 4027 Patienten
und 5603 Kontrollen durch und entdeckten Polymorphismen von ZKSCAN4, NKAPL,
PGBD1 und TSPAN18 als mit der Erkrankung assoziiert.

Genkopieanzahlvarianten (Copy number variants, CNV)

Im zunehmenden Interesse der molekulargenetischen Forschung stehen neben den
Einzelnukleotid-Polymorphismen sogenannte copy number variants (CNV). Dabei handelt es
sich um selten vorkommende, strukturelle Genvariationen (rare structural variations), die
relativ groR sind (Lange von 1000 bis 3 Millionen Basen) und zu abweichenden
Kopieanzahlen eines bestimmten DNA-Locus fihren, d. h. der Locus kann im diploiden
Genom entweder nur als eine Kopie vorliegen (Deletion), oder als drei oder mehr
(Duplikation), oder auch vollig fehlen (homozygote Deletion). Dadurch sind die
Veranderungen der DNA durch CNVs groRer als bei SNPs (Redon et al. 2006), was zu
entscheidenden Auswirkungen von CNVs auf die Manifestation von psychiatrischen
Krankheiten fuhrt (Saus et al. 2010; Malhotra und Sebat 2012). Die Identifizierung von CNVs
kann in der Regel im Rahmen von GWAs durchgefiihrt werden.

Als einer der am besten etablierten molekularen Befunde in der Schizophrenie-Forschung gilt
eine Deletion in Chromosom 22ql11.2. Das Mikrodeletionssyndrom 22gl11 umfasst
Erkrankungen wie das DiGeorge-Syndrom und das Shprintzen-Syndrom (velo-kardio-
faziales-Syndrom). 20 bis 30% der Tréger dieser CNV waren an Schizophrenie erkrankt
(Murphy et al. 1999). Spatere GWAS (ISC 2008; Stefansson et al. 2008) fanden diese
Deletion in ca. 0,5% der Schizophreniepatienten; verglichen zur Kontrollgruppe bedeutete
dies ein signifikant héheres Vorkommen.

Nachfolgende GWAS fanden andere CNVs in Assoziationen zur Schizophrenie. Stefansson et
al. (2008) berichteten von Deletionen in 1g21.1, 15q11.2 und 15g13.3, welche mit der
Manifestation von Schizophrenie und mit Schizophrenie verwandten Psychosen signifikant

assoziiert waren. Xu et al. (2008) identifizierten eine achtfach erhdhte Rate von seltenen
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CNV-Mutationen bei Schizophreniepatienten bei sporadisch aufgetretener Mutation, aber
nicht bei den familidaren Mutationen. Walsh et al. (2008) fanden neue signifikante
Assoziationen von Deletionen und Duplikationen mit einer MindestgréRe von 100 Kilobasen
(kb) bei Schizophreniepatienten insbesondere mit Manifestation in der Kindheit oder im
Jugendalter. Die gefundenen Mutationen spielen wichtige Rollen bei der Signaltransduktion
von Glutamat oder von Neuregulinen, wie beispielsweise Variationen von ErbB4. Kirov et al.
(2008) entdeckten signifikante Assoziationen zur Erkrankung und einer Deletion in Locus
2p16.3 sowie einer Duplikation in Locus 15913.1. Bei der Deletion in 2p16.3 wird das
Neurexin 1 Gen beeinflusst; die Assoziation zwischen der Deletion und Schizophrenie konnte
von Rujescu et al. (2009) bestatigt werden. Eine Arbeitsgruppe um Kirov vergffentlichte ein
Jahr spater zwei neue Deletionen in Zusammenhang mit Schizophrenie: 22q11.2 und 17p12
(Kirov et al. 2009). Freudenberg und Freudenberg-Hua (2012) zeigten in ihrer Arbeit, dass
sich die Lage der CNVs haufig mit der von Kandidatengenen Uberlappt. Zudem bestatigten
sie, dass es sich bei den CNVs, die bei Schizophreniepatienten haufiger zu finden sind als bei
gesunden Kontrollen, vor allem um groéRere (> 100 kb) handelt.

Die bisher aufgefiihrten Varianten der DNA konnen das Risiko der Manifestation einer
Schizophrenie erh6hen. Solche genetischen Alterationen fiihren u. a. auch zu Veranderungen
auf neurobiologischer Ebene. Stoérungen der Neurobiochemie und Neurophysiologie werden

aber auch als eigenstandiger Erklarungsansatz betrachtet.

2.1.5.4 Neurobiologische Faktoren

Neuropathologische Veranderungen

Mehrfach konnte post mortem bei Schizophreniepatienten eine Erweiterung der Hirnventrikel
(Seitenventrikel und dritter Ventrikel) und eine reduzierte Dicke bzw. geringere
Nervenzelldichten im medialen Temporallappen (Hippocampus, Gyrus parahippocampalis,
Amygdala, entorhinaler Kortex) nachgewiesen werden (Bogerts 1995).

Die Entwicklung bildgebender Verfahren in den letzten 30 Jahren machte auch die in-vivo-
Untersuchung und morphologische Verlaufsanalyse moglich; ein Review longitudinaler
Studien mit Einsatz cerebraler Bildgebung mittels Computertomographie (CT) und
Magnetresonanztomographie (MRT) wies einen beschleunigten Verlust an grauer Substanz
nach (Pantelis et al. 2005). Vor allem bei Kindern mit Schizophrenie (Sporn et al. 2003) und
erwachsenen Patienten mit Erstmanifestation einer Schizophrenie (Lieberman et al. 2001b;

Cahn et al. 2002, 2006; DeLisi et al. 2004) wurden exzessive Volumenreduktionen des
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gesamten Gehirns und der grauen Substanz nachgewiesen, ebenso wie eine progressive
Volumenzunahme der Liquorraume.

Wahrend erste  MRT-Studien eine jahrliche Reduktion an Gehirnvolumen bei
Schizophreniepatienten von ca. 1% angaben (Cahn et al. 2002), wurde in spateren Studien
entdeckt, dass der Verlust von grauer Substanz und die Erweiterung der Seitenventrikel vor
allem bei Patienten bis zum 45. Lebensjahr stark ausgepragt war. Die Patienten innerhalb
dieses Alterszeitraums waren in der Regel weniger als 20 Jahre erkrankt. Patienten &lter als 45
Jahre zeigten keine solche Dynamik; ihr Volumenverlust entsprach in etwa dem der
gleichaltrigen Kontrollprobanden (van Haren et al. 2008).

Interessant ist auch der Befund, dass Patienten mit schlechter Therapieresponse ein hoheres
Ausmall an Volumenschwund zeigten als Patienten mit gutem Outcome (van Haren et al.
2008). Daraus ergibt sich ein neuer Ansatz in der Schizophrenieforschung, wonach Befunde
aus der Neuroradiologie als Prognosefaktor bei Erstmanifestation verwendet werden kénnten
(Kerns und Lauriello 2012).

Neurobiochemische Verdnderungen

Basierend auf den zwei Beobachtungen, dass klassische Neuroleptika ihre Wirkung im
Dopamin-D2-Rezeptorantagonismus  begriinden  (van  Rossum  1966) und  dass
Substanzmissbrauch von Dopaminagonisten wie z. B. Amphetaminen zu Symptomen ahnlich
einer Schizophrenie fihren kann (Randrup und Munkvad 1965), wurde die
Dopaminhypothese aufgestellt, wonach bei Schizophreniepatienten eine Hyperaktivitat des
dopaminergen Systems bestehen soll.

Die nach heutigem Stand der Forschung modifizierte Version der Dopaminhypothese (Davis
et al. 1991) besagt, dass ein mesolimbisch-mesokortikales Ungleichgewicht bei
Schizophreniepatienten besteht. Die kortikalen und subkortikalen (mesolimbischen)
Dopamin-Transmittersysteme stehen bei Schizophreniepatienten in Imbalance. Die
Desinhibition der Dopaminfreisetzung der Bahnen der Area tegmentalis ventralis zum
Striatum (mesolimbisches System) flihrt zur Hyperaktivitat dieser Projektionen und damit zur
Positivsymptomatik  (Abi-Dargham und Moore 2003). Aus der Inhibition der
Dopaminfreisetzung der Bahnen der Area tegmentalis ventralis zum préfrontalen Kortex
(mesokortikales System) resultiert eine Hypoaktivitdt dieser Projektionen mit Auftreten von
Negativsymptomatik und kognitiven Defiziten (Andreasen 1999).
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Als zweite wichtige S&ule im Nachweis von pathologischen synaptischen Funktionen des
ZNS (Zentralnervensystems) wird die Glutamathypothese angesehen, wonach eine
Unterfunktion bei einem Subtyp der N-Methyl-D-Aspartat-(NMDA-)-Glutamat-Rezeptoren
besteht. Dies fihrt zum transienten Anstieg des extrazellularen Glutamatspiegels, womit eine
»desorganisierende Aktivitat (,,noise*) im ZNS mit Auftreten schizophrener Symptomatik
beglnstigt wird (Krystal et al. 2003; Moghaddam und Krystal 2012). Die NMDA-Rezeptoren,
welche flr die Pathobiochemie der Schizophrenie entscheidend sind, sind auf inhibitorischen
Gamma-Amino-Buttersédure-(GABA-)Neuronen lokalisiert (Benes und Berretta 2001). Diese
hemmen glutamaterge Pyramidenzellen. Bei Unterfunktion der NMDA-Rezeptoren bricht die
inhibierende Wirkung der GABA-Neurone ab, womit die Kkortikalen Pyramidenzellen
exzessiv Glutamat freisetzen und verstérkt reaktive Sauerstoffintermediate gebildet werden
(glutamaterge Dysfunktion) (Braun et al. 2007; Lisman et al. 2008). Auch diese These wurde
aufgrund der Beobachtung aufgestellt, dass bestimmte psychotrope Substanzen wie PCP
(Luby et. al 1959) und Ketamin, welche nicht-kompetitive Antagonisten am NMDA-Rezeptor
darstellen, Symptome ahnlich einer Schizophrenie auslésen kénnen.

Das glutamaterge System interagiert auch mit anderen Neurotransmittersystemen; z. B.
bedingt eine Unterfunktion des NMDA-Rezeptors eine Uberfunktion von dopaminergen
Synapsen (Bowers und Hoffman 1984), wodurch sich die noch nicht geklarte Frage stellt, ob
das glutamaterge System die Aberrationen im dopaminergen System verursacht (Coyle et al.
2003).

Die Serotonin(5-HT)-Hypothese findet ihre Grundlage in der psychotropen Wirkung von LSD,
welche auf einem 5-HT2a-Rezeptoragonismus beruht (Bleich et al. 1988; Kane et al. 1996).
Auch die Tatsache, dass die atypischen Neuroleptika vor allem als 5-HT2a.- oder 5-HT1a-
Antagonisten wirken (Meltzer 1989; Roth und Meltzer 1995; Meltzer und Sumiyoshi 2008),
bestarkt die Hypothese. Die Wirkung des serotonergen Systems erscheint dabei vielfaltig. Ein
verstarkter Agonismus des serotonergen Systems bewirkt akute Positivsymptome wie z. B.
visuelle Halluzinationen; der therapeutische Einsatz eines Serotonin-Antagonisten wirkt
antipsychotisch und bessert Negativsymptome und kognitive Defizite.

Das serotonerge System zeigt Verbindungen zu dopaminergen, glutamatergen und
GABAergen Bahnen, die ebenso fur die Pathogenese der Schizophrenie interessant sind (Alex
und Pehek 2007; Gonzalez-Maeso et al. 2008).
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2.2 Das Neuregulin3-Gen

2.2.1 Signalwege und Rezeptoren fir Neureguline

2.2.1.1 Rezeptoren fur Neureguline: die ErbB-Rezeptoren

Neureguline dienen vor allem als Liganden fir die ErbB-(Erythroblastic Leukemia Viral
Oncogene Homolog-)Rezeptorfamilie. Die Familie unterteilt sich in vier Mitglieder: ErbB1,
welcher auch EGFR (epidermal growth factor receptor) oder Herl (Heregulin 1) genannt
wird, sowie ErbB2 (Neu/Her2), ErbB3 (Her3) und ErbB4 (Her4). ErbB-Rezeptoren werden
von Epithel-, Mesenchym- und Nervenzellen exprimiert (Hynes et al. 2001). Sie haben dort
eine bedeutende Rolle fur Zellentwicklung, Proliferation und Differenzierung.
Dysregulationen in der Rezeptorexpression sind u. a. assoziiert mit der Entwicklung
zentralnervéser Erkrankungen wie Multipler Sklerose oder Schizophrenie (Silberberg et al.
2006; Bublil und Yarden 2007).

Struktur der ErbB-Rezeptoren

Ushiro und Cohen (1980) entdeckten, dass es sich bei EGFR um transmembran gelegene
Rezeptortyrosinkinasen (RTK) handelt, welche als Oberflachenrezeptoren mit hoher Affinitat
flr Polypeptid-Wachstumsfaktoren fungieren. RTK sind Transmembranrezeptoren mit extra-,
trans- und intrazellularem Anteil (Hubbard und Till 2000). Am extrazellularen Anteil bzw. an
der Ektodoméne bindet der Ligand und 16st dadurch Verénderungen an der intrazelluldren
Tyrosinkinase bzw. Endodoméne aus. Daraufhin werden Tyrosinreste von umgebenden
Targetproteinen, vor allem aber von Tyrosinresten des Rezeptors selbst phosphoryliert und so

eine Reihe von Signalwegen aktiviert (Zwick et al. 2001).

Liganden fiir ErbB-Rezeptoren

Die Aktivitat von ErbBR wird reguliert durch die Genexpression seiner Liganden (Hynes et al.
2001). Alle Liganden von ErbBR sind Wachstumsfaktoren und besitzen eine EGF-ahnliche
Domane, mit der sie spezifisch an ErbBR binden kdnnen. Die Wachstumsfaktoren lassen sich,
abhangig vom jeweiligen ErbBR an den sie binden, in drei Gruppen einteilen (vgl. Abbildung
2-2). Relevant fir NRG3 ist der Rezeptor ErbB4.
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2.2.1.2 Aktivierung und Signaltransduktion des ErbB4-Rezeptors

Spezifisch fiir ErtbB4 1im Vergleich zu anderen ErbB-Rezeptoren ist seine Fahigkeit, mittels
seines C-terminalen Endes (Threonin-Valin-Valin) mit Proteinen der MAGUK-Gruppe
(membrane-associated guanylate kinases) in neuronalen Synapsen eine Bindung einzugehen,
welche eine sogenannte PDZ-Domine enthalten. Die PDZ-Domine ist eine
Proteininteraktionsdoméne, die sequenzspezifisch an ein solches C-terminales Ende bindet.
Diese Interaktion wurde als moglicher Faktor der neuronalen Plastizitit gedeutet (Garcia et al.

2000).

EGF BTC NRG1 NRG3
AREG HBEGF NRG2 NRG4
TGFA EREG

ErbB1 ErbB2 ErbB3 ErbB4

Abbildung 2-2: drei Gruppen von Liganden fiir die ErbB-Rezeptoren:

Die erste Gruppe an Liganden (EGF, AREG [Amphiregulin] und TGFA [ Transforming growth factor-a]) bindet
nur an ErbB1. Die zweite Gruppe (BTC [Betacellulin], HBEGF [Heparin-binding EGF-like growth factor] und
EREG [Epiregulin]) bindet an ErbB1 und/oder ErbB4. Die Neureguline (NRG) als dritte Gruppe gehen eine
Bindung mit ErbB3 und ErbB4 ein, wobei NRG1 und NRG2 sowohl fiir ErbB3 als auch ErbB4, und NRG3 mit
NRG4 nur fiir ErbB4 spezifisch sind. Der Rezeptor ErbB2 besitzt keine Liganden-Bindungsstelle. Eine
Interaktion von ErbB2 mit NRG ist méglich, aber nur, wenn NRG gleichzeitig an ErbB3 und ErbB 4 binden
(nach Benzel et al. 2007).

Aktivierung des Rezeptors

Bindet ein Ligand wie NRG3 an den ErbB4-Rezeptor, wird dadurch die Formierung der
Rezeptoren zu Homo- oder Heterodimeren induziert, d. h. zwei benachbarte
Rezeptorstrukturen fiigen sich zu einem gemeinsamen zusammen. Dies fiihrt zur Aktivierung

der intrinsischen Tyrosinkinase-Domiéne und anschlieend zur Auto- bzw. Transphosphory-
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lierung an spezifischen Tyrosin-Resten im cytoplasmatischen Anteil des Rezeptors (Alroy
und Yarden 1997; Buonanno und Fischbach 2001). Durch die Fé&higkeit der Dimerisierung
des Rezeptors kommen die Tyrosinkinasedomanen in gemeinsame Né&he, wodurch sich die
beiden Einzelrezeptoren gegenseitig phosphorylieren. Neben der Autophosphorylierung
fungieren die Tyrosinreste auch als Andockstellen fir weitere Molekile der
Signaltransduktion. Insgesamt expandiert das Signal und eine Diversifikation setzt ein, d. h.
es werden unterschiedliche intrazellulare Signalwege aktiviert, die zu verschiedenen
zelluldren Anworten fuhren (Muthuswamy et al. 1999; Sweeney et al. 2000; Hynes et al.
2001).

Die Signaltransduktion beginnt mit der Ligandenbindung an ErbB4. Danach folgen die
Rezeptordimerisierung und die Abspaltung der Ektodomane durch eine Metalloprotease
(proteolytische Prozessierung) (Vecchi und Carpenter 1997; Vidal et al. 2005). Die
anschlieRende Spaltung der intrazellularen Doméne (S80) von ErbB4 vom membranstandigen
Anteil durch eine Presenilin-abhéngige Gamma-Sekretase ermdglicht die Translokation von
S80 zum Zellkern (Vidal et al. 2005). Dort wirkt S80 regulierend auf Transkriptionsfaktoren
ein, welche Wachstums-, Uberlebens- und Migrationsprozesse beeinflussen (Long et al. 2003;
Omerovic et al. 2004).

Interaktionen von ErbB4 mit Src homology 2 domain containing (SHC), Son of Sevenless
(SOS) und Growth Factor Receptor-Bound Protein-2 (GRB-2) fiihren zur Aktivierung des
MAP-Kinase-Signalwegs, welcher das Uberleben der Zelle mitbestimmt. Die p85-
Untereinheit von PI3K flihrt zu dessen Phosphorylierung und zur Aktivierung von
Signalwegen, die ebenso das Uberleben der Zelle regulieren, indem sie vor Apoptose
geschitzt wird (PI3K/Akt-Signaltransduktion; Cook et al. 2011). Auch die Aktivierung der
JAK/STAT-Signaltransduktion filhrt zu Anderungen der Genexpression (Shaposhnikov et al.
2013).

Funktionen des ErbB4-Rezeptors im ZNS

Der Signalweg von Neuregulinen und ErbB4 ist essenziell z. B. fir die Migration kortikaler
Interneurone (Flames et al. 2004, Li et al. 2012), Proliferation (Weiss et al. 1997), synaptische
Plastizitat (Garcia et al. 2000; Huang et al. 2000), neuronaler Zelltod (Goldshmit et al. 2001),
Langzeitpotenzierung (Eilam et al. 1998; Huang et al. 2000; Ma et al. 2003) und
Funktionalitat der Oligodendrozyten (Calaora et al. 2001; Schmucker et al. 2003; Sussman et
al. 2005; Carteron et al. 2006).
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Treten pathologische Verénderungen in der Signaltranduktion von Neuregulinen und ErbB4
auf, kommt es zu Alterationen in der neuronalen Migration wahrend der Gehirnentwicklung
(Corfas et al. 2004). Durch diese Anderungen in der synaptischen Plastizitat konnen
Denkprozesse und Kognition in einer fiir Schizophrenie typischen Form beeintréchtigt sein
(Nicodemus et al. 2006; Norton et al. 20064a; Silberberg et al. 2006; Law et al. 2007; Walsh et
al. 2008; Buonanno 2010; Bae et al. 2012; Hatzimanolis et al. 2013).

2.2.2 Die Familie der Neuregulin-Gene

NRGs sind Mitglieder einer Genfamilie, die fiir die Proteinfamilie der Neureguline kodiert.
Die Proteine dienen als extrazellulare Signalmolekile und Liganden fiir Rezeptor-
Tyrosinkinasen der ErbB-Rezeptorfamilie (Buonanno und Fischbach 2001, Falls 2003). Sie
besitzen strukturelle Ahnlichkeit zum Epidermal-growth-factor (EGF) (Buonanno und
Fischbach 2001). Insgesamt gibt es vier NRG-Gene und vier NRG-Proteine mit jeweiligen
Isoformen (Guma et al. 2009).

Entdeckt wurde die Familie der NRGs erstmals in den Jahren 1992 und 1993 durch vier
verschiedene Forschungsgruppen, deren Ergebnisse ein differenziertes Bild der Aufgaben von
NRGs zuliel3en: sie dienen als Liganden fur den ErbB2-Rezeptor, der als Onkogen eine
bedeutetende Rolle bei der Mammakarzinom-Entstehung besitzt (Holmes et al. 1992; Peles et
al. 1992), sie stimulieren die Proliferation von Schwannzellen (Goodearl et al. 1993) und die
Synthese von Acetylcholinrezeptoren bei Muskelzellen (Falls et al. 1993). Weitere
Funktionen wurden in den darauffolgenden Jahren entdeckt: sie spielen eine bedeutende Rolle
in der Entwicklung des Nervensystems, z. B. Zellmigration der kortikalen Interneurone,
Proliferation, Adhé&sion, Anlage neuromuskulérer Verbindungen, Wachstum von Zellen der
Neuralleiste (neural crest) und ihren Derivaten wie Schwannzellen und Neurone des
Sympathikus, sowie Wachstum der Oligodendrozyten (Yarden und Sliwkowski 2001; Falls
2003; Britsch 2007). Auch fur die Entwicklung eines gesunden kardiovaskuldren Systems
sind sie unverzichtbar (Kramer et al. 1996), ebenso fur den programmierten Zelltod von

epithelialen und mesenchymalen Zellen.

Struktur und Isoformen der NRG-Proteine
Den Neuregulinen gemein ist eine EGF-ahnliche Doméne. Bis zum heutigen Zeitpunkt ist

NRGL1 das am besten studierte Familienmitglied. Alternatives SpleiRen der Ribonukleinséure
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(RNA) ist ein bedeutender Mechanismus zur Generierung der Vielfalt an Isoformen von
NRG-Proteinen (Buonanno und Fischbach 2001; Nurtdinov et al. 2003), durch den erst die
Wahrnehmung organspezifischer Aufgaben ermdglicht wird (Falls 2003).

Intra- und extrazellulare Form von NRG

Bevor ein NRG-Protein als Botenstoff fungiert, wird es als transmembrandre Form in
synaptischen Vesikeln gespeichert, inklusive solcher die Glutamat beinhalten (Stefansson et
al. 2002). Nach erfolgter Exozytose werden dem NRG-Protein mittels Metalloproteasen
regulatorische Aminosduresequenzen abgespalten (Ectodomain-Shedding). Diese sogenannten
Ektodomanen wandern nun durch den synaptischen Spalt, bis sie als Liganden an ErbB an der

postsynaptischen Membran binden (Stefansson et al. 2002).

NRGs und Erkrankungen des ZNS

Es wurde nachgewiesen, dass NRGs die cholinerge Neurotransmission beeinflussen (Zhong et
al. 2008), sowie sensorisches Gating und auf Gedéachtnisinhalte bezogenes Verhalten (Chen et
al. 2008). Solche pathophysiologischen Verdanderungen treten unter anderem bei
psychiatrischen Erkrankungen wie der Schizophrenie (Keri et al. 2001; Raedler et al. 2007)
oder der Bipolaren Stérung (Keri et al. 2001; Gibbons et al. 2009) auf.

NRG1 ist seit den Arbeiten von Stefansson et al. (2002, 2003) im zentralen Interesse der
molekulargenetischen Forschung psychiatrischer Erkrankungen. Verschiedene Metaanalysen
erbrachten weitere Unterstiitzung fiir die Hypothese, dass NRGL1 ein Suszeptibilitatsgen fur
Schizophrenie darstellt (Li et al. 2006; Munafo et al. 2006, 2008). Variationen in der 5'-
Region wurden als Suszeptibilitatsfaktor angesehen, zusammen mit der Expression von
einigen ZNS-spezifischen Isoformen, welche unterschiedlich von assoziierten Upstream-
Polymorphismen reguliert werden (Stefansson et al. 2002; Law et al. 2006). Auch bezuglich

NRG3 gibt es Hinweise dafiir, ein Suszeptibilitatsfaktor fir Schizophrenie zu sein.

2.2.3 Das Neuregulin 3-Gen

Das Gen NRG3 wurde 1997 identifiziert von Zhang und dessen Arbeitsgruppe (Zhang et al.
1997) als ein paraloges Gen zu NRG1. Lokalisiert ist das humane NRG3-Gen auf 10922-923
(Gizatullin et al. 2000). Es umfasst auf genomischer Ebene 1.112 Kilobasenpaare (kb)
(Genecards 2013).
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Struktur und Rezeptoraffinitat

NRG3 zeigt, wie auch die anderen NRGs, eine EGF-ahnliche Doméne, eine transmembrale
Doméne und eine groRe zytoplasmatische Doméane. Zhang et al. (1997) wiesen durch von
Menschen und Mausen isoliertes NRG3 nach, dass sich die EGF-ahnliche Domane spezifisch
an die extrazellulare Doméne von ErbB4 bindet, aber nicht an das verwandte ErbB2 oder
ErbB3. Humanes NRG3 besteht in voller Lange aus 720 Aminosduren und besitzt ein
Molekulargewicht von 78 Kilodalton (kD). Die EGF-dhnliche Ektodomane zeigt zu 31%
Ubereinstimmung zu der EGF-dhnlichen Doméane von NRG1. Die intrazellulare Doméne
stimmt nur 13% mit NRG1 uberein. Die N-terminale Doméne ist dhnlich der des Sensory and
motor neuron-derived factor (SMDF) (Zhang et al. 1997; Cabedo et al. 2002), daher fehlen
auch die sonst fir NRGs typischen Ig-ahnlichen (lg-like) oder gewundenen (kringle-like)
Doménen (Zhang et al. 1997).

Vorkommen

Zhang et al. (1997) und Longart et al. (2004) konnten NRG3 nur im sich entwickelnden und
adulten Nervengewebe nachweisen, mit hoher Exprimierungsrate im zerebralen Kortex,
Hippocampus und Thalamus. Spater wurden Genexpressionen auch in nicht-neuralem
Gewebe nachgewiesen, z. B. wahrend der Entwicklung der weiblichen Brustdriise oder eines
Mammakarzinoms (Dunn et al. 2004; Howard et al. 2005).

Isoformen

Im Gegensatz zu NRG1, ist bei NRG3 wenig uber den Spleilvorgang der prd-massenger-
Ribonukleinsdaure (mRNA), das Profil des Transkriptionsprodukts oder die Funktion im
menschlichen Gehirn bekannt (Kao et al. 2010). Die quantitative Expression der NRG3-
Transkripte, inklusive hFBNRG3 (Carteron et al. 2006), wird wahrend der Gehirnentwicklung
reguliert.

Es existiert mehr als eine Klassifizierung der Isoformen von NRG3. Die von Kao et al. (2010)
ist die bis dato umfassendste, ebenso fuhrten Carteron et al. (2006) und Morar et al. (2011)
eine Einteilung durch.

Das von Carteron et al. (2006) entdeckte Human foetal brain neuregulin 3 (hFBNRG3)
unterscheidet sich durch einen kirzeren N-Terminus von der von Zhang et al. (1997)
entdeckten Isoform, zudem ist das Protein glykolysiert und seine Lebenszeit starker durch das
Ubiquitin- und Proteasom-System reguliert. Im Vergleich zur Isoform von Zhang et al. (1997),

ist bei (FBNRG3 das Exon 1 herausgespleif3t, wahrend zwei zusatzliche Exons (Exon 2 und 3)
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neu eingegliedert sind (vgl. Abbildung 2-3). Die Abwesenheit von Exon 1 bedeutet, dass fur
hFBNRG3 ein anderer Promoter genutzt wird (Carteron et al. 2006; Chen et al. 2009; Morar
et al. 2011). Kao et al. stellten fest, dass (FBNRG3 auch in adulten Gehirnen exprimiert wird.
Wahrend Carteron et al. (2006) von 11 Exons ausgingen, fanden Kao et al. (2010) insgesamt

12 Exons. In der vorliegenden Arbeit wird von 12 Exons ausgegangen (vgl. Abbildung 5-1).

Funktion im Zusammenhang mit dem ZNS

NRG3 ubernimmt eine pleiotrope Rolle in der Entwicklung des ZNS: durch Ligandenbindung
mit ErbB4 wirkt es auf Proliferation, Migration, Musterung (patterning) und Differenzierung
der Neuroblasten wahrend der Embryogenese ein (Assimacopoulos et al. 2003; Anton et al.
2004; Kao et al. 2010; Hatzimanolis et al. 2013). Die Arbeitsgruppe um Carteron (2006)
konnte feststellen, dass hFBNRG3 als ein lebensverlangernder Faktor fiir Vorlauferzellen der

Oligodendrozyten wirkt, indem es den PI3K/Akt1-Signalweg aktiviert.

hFBNRG3: —1—1—1—1—1 11—
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
ATG STOP
hNRG3: ——1—1—1—1—11
1 4 5 6 7 8 9 10 11
ATG STOP

Abbildung 2-3: Graphische Darstellung zweier wichtiger Isoformen des NRG3-Gens (nach Carteron et al. 2006).
hNRG3 steht fiir die Erstbeschreibung von Zhang et al. (1997), hFBNRG3 fiir die von Carteron et al. (2006)

entdeckte Isoform. (ATG = Startcodon; STOP = Stopcodon; Rechtecke = Exons, Verbindungslinien = Introns)

2.2.4 Neuregulin 3 und Schizophrenie

Dass Neureguline in der Atiopathogenese der Schizophrenie mitwirken, wurde erstmals von
Stefansson et al. (2002, 2003) durch genomweite Studien und Haplotyp-Studien Gber NRG1
postuliert. Durch zahlreiche folgende Studien ist die Evidenz einer genetischen Assoziation
zwischen NRG1 und Schizophrenie mittlerweile gut dokumentiert (Hashimoto et al. 2004;
Banerjee et al. 2010). Auch in Bezug auf NRG3 und dessen Genlocus 10022-g23 wurden in
mehreren Veroffentlichungen Hinweise auf eine Assoziation zur Schizophrenie gefunden,

welche im Anschluss einzeln besprochen werden.
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2.2.4.1 Studien zum Genlocus 10922-g23 und Schizophrenie

1. Genomweite Kopplungsstudie von Fallin et al. (2003)

Der Genlocus 10g22 wurde erstmals durch eine genomweite Kopplungsstudie von Fallin et al.
(2003) in Verbindung mit der Entstehung einer Schizophrenie gebracht. Die Arbeitsgruppe
flihrte ihre Analyse an einer Population von 29 Multiplex-Familien (Familien mit mehreren
Betroffenen) mit Aschkenasi-Juden durch, bei denen jeweils mindestens zwei Individuen an
Schizophrenie erkrankt waren. Dabei wurden zur Verminderung der genetischen
Heterogenitat nur Patienten in die Studie eingeschlossen, deren Eltern und GroReltern
aschkenasische Juden waren. Die rekrutierten Patienten erfullten die DSM-1V-KTriterien einer
Schizophrenie.

Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Fallin bekraftigten die Hypothese, dass der Genlocus
auf Chromosom 10922 Suszeptibilititsgene flir ~ Schizophrenie beherbergt. Die
aussagekraftigsten Ergebnisse wurden hierbei auf Locus 10g22.3 (DS10S1686) detektiert, fur
den das Ergebnis aus der nicht-parametrischen Kopplungsanalyse (nonparametric linkage
score, NPL-Score) 3,35 betrug, mit einem genomweiten p-Wert von 0,035. Der HLOD-Score
wies einen Wert von 3,14 auf. An diese Erstuntersuchung schloss sich eine Follow-up-
Feinkartierungsanalyse von 23 zusétzlichen Markern auf Chromosom 10q zwischen D10S537
und D10S1693 an. Als Ergebnis stieg der HLOD Score auf 4,27 (p-Wert 0,00002) mit einem
95%-KI fiir D10S1677 bis D10S1753 (107,2 Centimorgan, cM) an. Die Tatsache, dass Gene
wie HTR7 (Serotoninrezeptor 7) und NRG3 im interessierenden Locus liegen, brachte Fallin

et al. zu der Vermutung, dass es sich bei diesen Genen um Suszeptibilitatsgene handelt.

2. Genomweite Kopplungsstudie von Faraone et al. (2006)

Die Arbeitsgruppe um Faraone (2006) rekrutierte 606 Familien von Han-Chinesen, bei denen
insgesamt 1234 Familienmitglieder von Schizophrenie betroffen waren. Um in die Studie
eingeschlossen zu werden, mussten die Familienmitglieder von Han-Chinesen abstammen
und es musste ein Geschwisterpaar pro Familie an der Erkrankung leiden. Die Patienten
mussten die DSM-IV-Kriterien einer Schizophrenie erfillen. Insgesamt wurden 386 Marker
untersucht, welche durchschnittlich 9 cM voneinander entfernt lagen.

Als Ergebnis wurden funf Regionen mit einem NPL-Score von 2,0 oder grél3er gefunden; der
grolite NPL-score war mit 2,88 auf Genlocus 10922.3 (D10S2327; 100,92 cM) nachzuweisen.
Dadurch konnten Faraone et. al die Hypothese verifizieren, dass der Genort 10922 als ein

Suszeptibilitatslocus flr Schizophrenie angesehen werden kann. Die Ergebnisse konnten aber
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zum Zeitpunkt der Studienvertffentlichung keine genomweite Signifikanz erlangen, da eine
Feinkartierungsstudie mit dem Ergebnis einer Kopplung mit Schizophrenie fehlte.

3. Fall-Kontroll- und familienbasierte Feinkartierungs-Assoziationsstudie von Chen et al.

(2009)

Chen et al. (2009) unternahmen eine Feinkartierungs-Assoziationsstudie der Genposition

10g22-g23. Die Arbeitsgruppe arbeitete groRtenteils auch an der Veroffentlichung von Fallin
et al. (2003) mit, und ebenso wurden fir die Studie Aschkenasi-Juden rekrutiert. Es nahmen
285 Trios, 173 unverwandte Patienten und 487  Kontrollprobanden teil.
Untersuchungsgegenstand waren die Diagnosen Schizophrenie und schizoaffektive Stérung,
sowie neun quantitative Merkmale bzw. Faktoren (traits), welche zur charakteristischen
Symptomatik der Schizophrenie gezahlt wurden. Zur Diagnosestellung wurde das DSM 1V
verwendet, die quantitativen Merkmale wurden nach dem Consensus diagnostic ratings, dem
Diagnostic Interview of Genetic Studies (DIGS; bearbeitet fir DSM-1V) und dem Premorbid
Adjustment Scale (Cannon-Spoor et al. 1982) definiert. Insgesamt wurden 1414 SNPs
genotypisiert, welche entlang des 95%-KI des Kopplungs-Peaks der vorhergehenden Studie
lagen.

Fur die Diagnose Schizophrenie konnte keine einzige signifikante Assoziation nachgewiesen
werden, welche einer Korrektur durch multiples Testen standhielt. Hingegen wurde Evidenz
fur die Assoziation des Merkmals Wahn (delusion) und drei einander benachbarter SNPs
(rs10883866, rs10748842 und rs6584400) gefunden, die in einem 13 kb-Intervall in Intron 1
des NRG3-Gens lagen (p-Werte fiir rs10883866 und rs10748842 = 7,26 x 107; p-Wert fiir
rs6584400 = 8,40 x 10°%). Der kleinste p-Wert konnte in der Analyse der Trios mit 7,26 x 107
nachgewiesen werden. Zwei Marker (rs10883866 und rs10748842) lagen im kompletten LD
(rz2 = 1) und wiesen denselben p-Wert auf. Bei Analyse der nicht verwandten Patienten wurde
ein p-Wert von 1,55 x 102 ermittelt. Der kombinierte p-Wert beider Patientengruppen lag bei
2,30 x 10”". Um genomweite Signifikanz zu erreichen, wurde der p-Wert nach Durchfiihrung
von 10.000 Permutationen pro Merkmal erneut gemessen (p = 2,7 x 10°3).

Der 162 kb groRe LD-Block der drei SNPs mit den signifikantesten Signalen ist in der Nahe
des 5°-Endes lokalisiert und enthélt den Promoter, Exon 1, und Teile des Introns 1. Dieser
Block liegt proximal zu einem alternativen Promotor und Transkriptionsstartpunkt fur
hFBNRG3.

Einige der urspringlich 1536 SNPs wurden aufgrund starker Abweichungen vom HWE

(Hardy-Weinberg-Equilibrium) von der Studie ausgeschlossen. Chen et al. testeten diese
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aussortierten SNPs, ob sie den Kriterien von CNVs entsprachen und fanden zwei adaquate
Regionen innerhalb des NRG3-Gens. Beide wurden als Deletionen identifiziert, welche in
Intron 1 (Deletion AS5,5) und Intron 3 (Deletion A32,2) gelegen sind. Deletion AS,5 liegt in
einer Chromosomenregion, fir die ein signifikantes Signal in dieser Studie nachgewiesen
werden konnte, und Deletion A32,2 liegt innerhalb eines alternativen, nichtkodierenden Exons
in NRG3, fur welches ein humaner mRNA-KIlon annotiert wurde (Benson et al. 2004). Chen
et al. fanden keine Evidenz dieser Deletionen weder fur Schizophrenie noch fir eine der neun
Faktoren, allerdings wurde betont, dass bei einer Stichprobe dieser Gréfle die Chancen

minimal seien, assoziierende Signale flr Varianten dieser Grofienordnung zu erhalten.

2.2.4.2 Studien Uber das NRG3-Gen und Schizophrenie

1. Familienbasierte Assoziationsstudie von Fallin et al. (2005)

In der Assoziationsstudie von Fallin et al. (2005) an aschkenasischen Juden wurden 337 Trios
mit einem Kind mit Bipolarer Stérung Typ I, 274 Trios mit einem Kind mit schioaffektiver
Storung oder Schizophrenie und 548 Kontrollprobanden analysiert. Es wurden 440 SNPs aus
64 Genen, darunter 18 SNPs des NRG3-Gens, untersucht. Von der Patientengruppe
Schizophrenie und schizoaffektive Stérung hatten 21% eine Schizophrenie. Zur
Diagnosestellung wurde das DSM 1V angewandt. Bei den Teilnehmern mussten Eltern und
Grolieltern ebenfalls aschkenasische Juden sein; zudem mussten von beiden Elternteilen
DNA-Proben vorhanden sein.

Als Ergebnis zeigte keine der Polymorphismen von NRG3 eine Assoziation sowohl in der
Gesamtgruppe Schizophrenie und schizoaffektive Stérung, als auch in der Untergruppe der
Schizophreniepatienten.

2. Fall-Kontroll-Assoziationsstudie von Benzel et al. (2007)

In der Assoziationsstudie von Benzel et al. (2007) an einer schottischen Stichprobe wurden
acht Gene der ErbB- und NRG-Familie auf einen Zusammenhang mit Schizophrenie getestet.
Es wurden 396 schottische Patienten mit Schizophrenie oder schizoaffektiver Stérung und
1342 Blutspender als Kontrollprobanden rekrutiert. Die Diagnosen wurden auf Grundlage der
Operational Criteria Checklist (OPCRIT) gestellt. Eine Abweichung vom HWE wurde
ausgeschlossen.

Insgesamt wurden 365 SNPs dieser acht Gene getestet, 105 davon lagen auf NRG3. Zur

Testung der Assoziation bei Allel- und Genotypen wurde der Exakte Fisher-Test durchgefiihrt.
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Die Testung auf Interaktionen zwischen den SNPs in verschiedenen Kandidatengenen wurde
mittels logistischer Regression erarbeitet.

Als Ergebnis erwiesen sich 42 SNPs als signifikant assoziiert mit der Erkrankung (p-Wert <
0,05), welche in EGFR (ErbB1), ErbB4, NRG1, NRG2 und NRG3 lokalisiert waren. Von den
signifikanten SNPs waren zehn in NRG3 positioniert, ein Marker davon (rs3924461) mit
einer hoch-signifikanten Assoziation in der Allel-Testung (p-Wert < 0,01). Weitere elf
Marker von NRG3 zeigten einen Trend zur Signifikanz (p-Wert < 0,10). Mit diesen
Ergebnissen konnte erstmals eine signifikante Assoziation zwischen NRG3 und
Schizophrenie dokumentiert werden.

Eine Haplotypanalyse stellten Benzel et al. nur fir NRG1 dar. Fir NRG3 wurde trotz
aussagekraftiger Daten kein Haplotyp dargestellt, da die SNPs rdumlich zu stark getrennt
waren, um sie im Kopplungsungleichgewicht zu vermuten. Benzel et al. konnten aufgrund der
Distanzen nicht sicher ausschlielen, ob die signifikanten Daten zuféllig bzw. aufgrund
funktionell unterschiedlicher Varianten innerhalb desselben Gens entstanden sind.

Als weiteren Schritt suchte die Arbeitsgruppe nach signifikanten Gen-Gen-Interaktionen und
konnten solche fur NRG3 mit NRG1 und ErbB4 nachweisen, welche wesentlich hoher als
funf Prozent lagen (Ergebnisse unterhalb von funf Prozent wurden als zuféllige Interaktionen
angesehen). Die Art und Verteilung dieser paarweisen Gen-Gen-Interaktionen brachte Benzel
et al. zu dem Schluss, dass zwischen NRG1 und NRG3 (sowie auch zwischen NRG1 und
NRG2) eine Konkurrenz beider Liganden bei der Rezeptorbindung besteht.

Insgesamt unterstitzten die signifikanten Gen-Gen-Interaktionen dieser Studie die Hypothese,
dass neben dem Signalweg des bereits als Kandidatengen definierten NRG1 auch der
Signalweg von NRG3 mit der Entstehung einer Schizophrenie in Verbindung steht. Hingegen
muss berlcksichtigt werden, dass Benzel et al. die Ergebnisse der Interaktions-Analyse der

Korrektur durch multiples Testen nicht standhielten, was die Aussagekraft der Studie mindert.

3. Fall-Kontroll- und familienbasierte Assoziationsstudie von Wang et al. (2008)

Wang et al. (2008) untersuchten in einer Assoziationsstudie mit Han-Chinesen einen
Zusammenhang zwischen NRG3 und Schizophrenie. Es nahmen 270 nicht verwandte
Schizophreniepatienten, 235 Kontrollprobanden und 280 Trios (Betroffene und Eltern) bzw.
Kernfamilien teil. Zur Diagnosestellung der Schizophrenie wurden die Kriterien nach DSM
IV herangezogen. Eine Abweichung vom HWE wurde ausgeschlossen.

Es wurden neun SNPs zwischen Intron 1 und Exon 9 des NRG3-Gens analysiert, zundchst in
einer Fall-Kontroll-Studie. Zwei Marker (rs1937970 und rs677221), welche im Intron 4

35



2 Einleitung

lokalisiert sind (NCBI 2012), zeigten signifikante Assoziationen zur Schizophrenie, sowohl
bei der Genotyp- als auch Allelverteilung (p-Wert < 0,05). Bei Allel rs677221-C war das
Ergebnis hochsignifikant (unkorrigierter p-Wert = 0,001; OR = 1,439; 95%-KI 1,115-1,858).
Fur rs1937970 wurde sowohl bei der Genotyp- als auch Allelverteilung ein signifikantes
Ergebnis erzielt (p-Wert = 0,027 bzw. 0,024). Allerdings konnte die Signifikanz dieses
Markers nach Korrektur durch multiples Testen nicht erhalten bleiben.

Bei der Analyse des Haploblocks, der von beiden Markern gebildet wurde, zeigte sich der

Haplotyp GC signifikant haufiger bei den Schizophreniepatienten (p-Wert aus permutierten

Daten = 0,0047), der Haplotyp AG h&ufiger bei den Kontrollen (p-Wert aus permutierten
Daten = 0,0016). Beide Ergebnisse blieben auch nach Korrektur durch multiples Testen
signifikant.

Diese beiden signifikanten Marker wurden anschliefend an einer unabhdngigen Trio-
Stichprobe auf eine familienbasierte Assoziation mit Schizophrenie analysiert. Die Allele
rs1937970-A und rs677221-G wurden signifikant seltener an die Nachkommen
weitergegeben (unkorrigierter p-Wert fiir rs1937970-A = 0,003; p-Wert fur rs677221-G =
0,004). Im Transmission Disequilibrium Test (TDT) fir Haplotypen zur Testung der Allel-
Kombinationen von rs1937970-rs677221 erwies sich der Haplotyp AG als signifikant seltener
(unkorrigierter p-Wert = 0,006), sowie der Haplotyp GC als signifikant haufiger
(unkorrigierter p-Wert = 0,004) an die von Schizophrenie betroffenen Nachkommen

weitervererbt.

4. Genomweite Kopplungsstudie und familienbasierte Feinkartierungsstudie von Xu et al.

(2009)

Die Arbeitsgruppe um Xu (2009) untersuchte seltene CNVs in einer Kombination aus

genomweiter Kopplungsstudie und familienbasierter Feinkartierungsstudie an einer
afrikanischen Population aus Stidafrika. An der Assoziationsanalyse nahmen 48 Patienten mit
familidren Erkrankungshintergrund inklusive beider Elternteile, 152 Patienten mit sporadisch
aufgetretener Schizophrenie mit deren Eltern und 159 gesunde Kontrollprobanden inklusive
deren Eltern teil. Fur eine bestimmte Zahl der betroffenen Familien waren zudem noch die
Daten weiterer betroffener Familienmitglieder zu gewinnen.

Fur die genomweite Kopplungsanalyse wurden 479 Individuen aus 130 Familien rekrutiert.
Xu et al. identifizierten 24 vererbliche CNVs in 19 Familienféllen, welche insgesamt 52 Gene
betrafen. Fur zwOIf dieser 19 Familienfélle waren die DNA-Proben und Genotypisierung fir

mindestens ein weiteres betroffenens Familienmitglied erhéltlich. Davon konnte bei neun
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dieser zwoIf Familienfalle fur alle genotypisierten Familienfélle eine Ko-Segregation mit der
Diagnose Schizophrenie nachgewiesen werden. Die CNVs der neun Familienfélle verénderten
12 bekannte Gene, wovon eines das NRG3-Gen war. Fir NRG3 wurde eine 73.6 kb lange
Duplikation in Intron 1 des NRG3-Gens entdeckt, welche Defizite in der Regulation
verursachen konnte. Die CNV uberlappt sich dabei mit der von Chen et al. (2009) entdeckten
CNV in Intron 1. Xu et al. sprachen sich daher fur die Wertigkeit einer Follow-up-Studie aus.

5. Fall-Kontroll-Assoziationsstudie von Morar et al. (2011)

Die Arbeitsgruppe um Morar (2011) untersuchte in einer Assoziationsstudie einer
westaustralischen Kohorte die Suszeptibilitdit des NRG3-Gens. An der Studie nahmen 411
Schizophreniepatienten und 223 Kontrollprobanden teil. Die Patienten wurden eingeteilt in
eine Untergruppe mit tiefgreifenden kognitiven Defiziten (cognitive deficit, CD-Cluster) und
einer Untergruppe ohne kognitiven Stérungen (cognition spared, CS-Cluster).

Morar et al. fanden eine signifikante Assoziation zwischen dem Marker rs6584400 und
Schizophrenie, wonach das seltenere A-Allel bei den Patienten hdufiger vorkam (p-Wert =
0,03; OR = 1,45; 95%-KI 1,03 — 2,04). Ebenso ergab sich ein Trend zur Assoziation bei
rs10883866, bei dem das seltenere G-Allel bei Schizophreniepatienten h&ufiger anzutreffen
war (p-Wert = 0,10; OR = 1,36; 95%-KI1 0,95 — 1,94).

Post-hoc-Untersuchungen ergaben, dass die signifikanten Ergebnisse vor allem im CS-Cluster
erzielt wurden (Marker rs6584400: p-Wert des CS-Clusters = 0,02; OR = 1,67; 95%-KI =
1,10 — 2,53; Marker rs10883866: p-Wert des CS-Cluster = 0,07; OR = 1,49; 95%-KI = 0,96 —
2,32). Die signifikanten Werte wurden bei Patienten mit ausgepragten Erstrangsymptomen
nach Schneider, dem akuten Auftreten von Wahnsymptomatik (saliance of complex delusions)
und formaler Denkstérungen (thought disorder) erzielt. Diese Symptome sind eng verwandt
mit dem Merkmal Wahn (delusion) vorgehener Untersuchungen (Chen et al. 2009). Die
Assoziation von rs6584400 und rs10883866 zeigte sich hauptséchlich bei Patienten, die keine
bzw. kaum kognititve Einschrankungen, aber eine floride Wahnsymptomatik und
Erstrangsymptome nach Schneider aufwiesen.

Desweiteren wurde bei den beiden interessierenden SNPs eine Assoziation mit kognitiven
Merkmalen (cognitive traits) bei beiden Clustern analysiert. Bei den Merkmalen Intelligenz
oder Wortgedachtnis waren keine aussagekraftigen Unterschiede zu erkennen. Bei
Durchfiihrung des Degraded-stimulus continuous performance task (CPT-DS) (Nuechterlein
1983), welcher einer Erhebung des kognitiven und neuropathologischen Status dient, wurde
bei Patienten, welche die Risiko-Allele rs10883866-G und rs6584400-A aufwiesen, eine
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uberdurchschnittliche Leistung, bei den Kontrollen hingegen eine unterdurchschnittliche
Leistung nachgewiesen (p-Wert flr rs10883866 = 0,007; p-Wert fur rs6584400 = 0,025).

Die zwei SNPs liegen in enger Nachbarschaft zu einem alternativen Exon 1 von Isoform
NRG3-a, -b und —d. Fiir NRG3-a wiesen Morar et al. keine Gewebespezifitat nach, hingegen
wurden NRG3-b und —d deutlich 6fter im fetalen und adulten ZNS exprimiert.

6. Fall-Kontroll- und familienbasierte Assoziationsstudie von Kao et al. (2010)

Kao et al. (2010) entdeckten in ihrer Assoziationsstudie an weilRen Amerikanern mit
westeuropaischen Vorfahren einen Zusammenhang zwischen Polymorphismen von NRG3,
Schizophrenie und einzelnen psychiatrischen Symptomkomplexen. Der familienbasierte Teil
der Studie wurde an 356 Familien mit einem von Schizophrenie betroffenen Mitglied, die
Fall-Kontroll-Studie an 445 unverwandten Patienten und 488 unverwandten gesunden
Kontrollprobanden durchgefuhrt.

Kao et al. berichteten bei der familienbasierten Analyse von einer signifikanten Assoziation
von zwolf SNPs zur Schizophrenie (rs10748842, rs10399981, rs6584400, rs111922109,
rs1896506, rs1336286, rs1764072, rs1764076, rs1336291, rs2992776, rs1336294, rs10786979,
rs1649960, rs10509455, rs671631, rs7919853, rs17746658, rs342386). Diese SNPs sind It.
Kao et al. im Intron 1 lokalisiert (im direkten Vergleich zu Abbildung 5-1: die zw6lf SNPs
sind im Intron 2 lokalisiert). Diese Region beinhaltet das 13 kb-Intervall, in welchem sich die
nach Chen et al. (2009) signifikant mit dem Merkmal Wahn assoziierten SNPs rs10748842,
rs10883866 und rs6584400 befinden (p-Werte fir rs10748842 und rs10883866 = 0,02; p-
Wert fir rs6584400 = 0,01; p-Wert flr das zusétzliche, sich ebenso im 13 kb-Intervall
befindliche tag SNP rs10399981 = 0,02).

Die starkste Assoziation war in einem 80 kb-Intervall in Intron 1 zu finden, mit den
signifikantesten SNPs rs1336286 (p-Wert < 0,001) und rs1649960 (p-Wert < 0,007). Diese
Region lag unmittelbar proximal von rs1080293, ein SNP, welcher von Chen et al. (2009) als
signifikant befundet wurde. Auch nahe des 3"-Endes von Intron 1 wurden signifikante SNPs
gefunden: rs671631 (p-Wert = 0,04), welches auch von Benzel et al. (2007) als signifikant
eingestuft wurde, rs7919853 (p-Wert = 0,035), rs17746658 (p-Wert = 0,0032) und rs342386
(p-Wert = 0,040), welches in einer CNV-Region lag (Chen et al. 2009).

Zudem konnte eine Assoziation zwischen rs10748842 (p-Wert = 0,01) und rs6584400 (p-
Wert = 0,01) mit dem Schweregrads des Merkmals Wahn nachgewiesen werden, abgeleitet

von der PANSS. Die Richtung der Allele ist konsistent mit eigenen Befunden der Assoziation
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zur Schizophrenie, aber genau entgegengesetzt zur Allel-Richtung bei Chen et al. (2009) und
Morar et al. (2011).

Auch ein Zusammenhang zwischen rs10748842 (p-Wert = 0,04) und rs6584400 (p-Wert =
0,02) mit dem Schweregrad an Positivsymptomatik wurde nachgewiesen. Interessanterweise
war rs10748842 auch mit dem Schweregrad an Negativsymptomatik assoziiert (p-Wert =
0,04).

Kao et al. klassifizierten samtliche, zum Teil neu entdeckte Isoformen des NRG3-Gens,
indem sie zahlreiche Transkripte aus Hippokampus und weiteren Hirnarealen von 400 adulten
und fetalen humanen post-mortem-Gehirnen isolierten. Die Einteilung der Isoformen erfolgte
in die Klassen I bis 1V, basierend auf Homologien der Exone.

Analysiert wurden die Genexpression der Isoformen Klasse | bis IV im dorsolateralen
prafrontalen Kortex, einer Region, in der vorwiegend kognitive Funktionen ablaufen. Als
Ergebnis fanden sich bei den Schizophreniepatienten erhohte Expressionsraten von NRG3-
Isoformen aus Klasse | sowie von NRG3-Isoformen, welche Exon 3 neben Exon 4 aufweisen
(u. a. Klasse V).

Weiterhin zeigten Kao et al., dass der SNP rs10748842, welcher nahe eines alternativen
Promotors und Transkriptionsstartpunkts fiir (FBNRG3 liegt (Chen et al. 2009), mit seinen
unterschiedlichen Allelen Transkriptionsfaktoren verschieden stark binden kann und dadurch
die Expression von NRG3-Isoformen stark beeinflusst. Bei Varationen von rs10748842
konnten unterschiedlich hohe adulte Expressionsraten von NRG3-Isoformen, vor allem von
Klasse 1 (p-Wert = 1,445E°) und Klasse 11l (p-Wert = 1,097E'?), nachgewiesen werden.
Vor allem die Klasse IlI-1soformen stellen vermutlich instabile und biologisch inaktive NRG-
Polypeptide dar. Homozygote Trager des T-Allels hatten eine ca. um 60% hohere
Expressionsrate als Tréger des C-Allels. Die Ergebnisse an den fetalen Gehirnen zeigten
korrespondierende Signifikanz.

Kao et al. fuhrten dieselbe Analyse der Expressionsraten im fetalen Gehirn durch. Die Raten
an exprimierten Klasse Il- und Klasse Ill-1soformen waren bei reifenden Gehirnen nochmals
signifikant hoher als bei adulten Gehirnen (p-Werte = 9,62E* bzw. 5,40E),

7. Assoziationsstudie von Pasaje et al. (2011)

Pasaje et al. (2011) untersuchten sechs SNPs des NRG3-Gens auf eine Assoziation mit
Schizophrenie als auch mit Stérungen von glatten Augenfolgebewegungen (smooth pursuit

eye movement, SPEM) anhand eines koreanischen Kollektivs. Die Uberlegung, SPEM-
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Auffalligkeiten zusammen mit Schizophrenie zu untersuchen, wurde mit dem hdufigen
Auftreten von SPEM-Alterationen vor allem bei schnellen Augenfolgebewegungen bei
Schizophreniepatienten  begriindet, welches eine Stérung in neurophysiologischen
Regelkreisen bedeutet (Avila et al. 2006). Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen
Genvarianten und dem Auftreten von SPEM-Alterationen wurden vor der Studie von Pasaje
et al. fir Locus 22g11 gefunden (Shin et al. 2010). Pasaje et al. analysierten, ob auch
Deletionen von 10g22-g23 (die bereits mit kognitiven Stérungen in Verbindung gebracht
wurden) fir Stérungen in SPEM verantwortlich sein kénnen. Zur Diagnosestellung einer
Schizophrenie wurde das DSM-IV verwendet. Es nahmen 435 Schizophreniepatienten und
393 gesunde Kontrollen teil. Von den Patienten nahmen 113 an dem Traktionstest (eye
tracking test) zur Beurteilung von Zielfolgebewegungen teil. Das Ausmal} von Abnormitéten
in glatten  Augenfolgebewegungen wurde mittels logarithmischen Werten der
Signal/Stimme(In S/N)-Ratio berechnet. Bei Genotypisierung der sechs SNPs aus Introns im
NRG3-Gen (rs6584400, rs1080293, rs1764072, rs1937970, rs677221, rs12416489) wurden
zwei Haplotypen gefunden. Differenzen in der Haufigkeitsverteilung wurden durch
logistische und Regressions-Modelle ausgedriickt.

Die Studie ergab, dass die Haufigkeitsverteilung der untersuchten NRG3-Polymorphismen
und Haplotypen vergleichbar ahnlich zwischen den Schizophreniepatienten und den gesunden
Probanden war. Auch bei Analyse derselben SNPs und Stérungen von glatten

Augenfolgebewegungsstdrungen zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang.

8. Fall-Kontroll-Assoziationsstudie von Zeledon et al. (2011):

Auf dem XIX. World Congress of Psychiatric Genetics im Jahr 2011 stellten Zeledon et al.
(2011) Ergebnisse einer Assoziationsstudie an aschkenasischen Juden vor. Ziel war es, drei
bekannte Polymorphismen im 162-kb-Haploblock am 5°-Ende von NRG3 (vgl. Chen et al.
2009, Kao et al. 2010, Morar et al. 2011) auf ihre Assozition zu Schizophrenie und dem
Merkmal Wahn (delusion) zu untersuchen. In der Erstuntersuchung nahmen 47
Schizophreniepatienten teil, ebenso Patienten mit Bipolarer Stérung Typ | und
Kontrollprobanden, deren beider Anzahl im Abstract nicht genannt wurden.

Als Ergebnis fanden Zeledon et al. eine neue 1,8 kb grol’e Mikrodeletion am 5°-Ende von
NRG3, welche zwischen zwei annotierten Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktoren
lokalisiert ist. Die Mikrodeletion wurde unter den Schizophreniepatienten zu 2,7%, unter den
Bipolar Erkrankten Typ | zu 2,6% und unter den gesunden Kontrollen zu 2,8% entdeckt.

Hingegen kam bei 346 schizophrenen Nicht-Aschkenasi-Juden die Deletion niemals vor.
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Daher postulieren Zeledon et al. die Annahme, dass die neu entdeckte Mikrodeletion
spezifisch fir Aschkenasi-Juden sei. Die Mikrodeletion kam signifikant haufiger in der
Untergruppe der Schizophreniepatienten mit florider Wahnsymptomatik als in der
Untergruppe der Patienten mit kaum vorhandenem Wahn vor (p-Wert = 0,013).

In der Follow-up-Stichprobe wurden die 658 aschkenasischen Schizophreniepatienten nach
Schweregrad ihrer Wahnsymptomatik (delusion scores) eingeteilt, mit einem hoch
signifikanten Ergebnis fir ein hdufigeres Auftreten der Mikodeletion bei Patienten mit
floridem Wahn (p-Wert = 0,0069).

9. Fall-Kontroll-Assoziationsstudie von Meier et al. (2013)

An einer deutschen Fall-Kontroll-Stichprobe untersuchten Meier et al. (2013) die Assoziation
zwischen dem Polymporphismus rs6584400 von NRG3 und dem Auftreten von psychotischen
Symptomen und Aufmerksamkeitsstorungen, welche fiir Schizophrenie als charakteristisch
gelten. Zudem sollte geklart werden, ob eine solche Assoziation auch auf die Bipolare
Stérung zutrifft. In die Studie zur Uberpriifung der psychotischen Symptome wurden 358
Schizophreniepatienten und 111 Patienten mit Bipolarer Stérung aufgenommen. An der
Untersuchung der Aufmerksamkeitsleistung nahmen davon noch 303 Schizophreniepatienten
und 93 Bipolar Erkrankte teil. Kontrollprobanden nahmen keine teil.

Meier et al. wandten zur Beschreibung der psychotischen Symptome die Operational Criteria
Checklist for Psychotic Illness (OPCRIT; McGuffin et al. 1991) und flr die Prifung der
Aufmerksamkeit den Trail Making Test (TMT) A und B (Perianez et al. 2007) an.

Ein hoher Gesamtscore in der OPCRIT war bei den Schizophreniepatienten signifikant
assoziiert mit der Tragerschaft des selteneren Allels (GA+AA) (p-Wert = 0,037). Ein solches
Ergebnis konnte bei den Bipolar Erkrankten nicht wiederholt werden. Schizophreniepatienten
mit dem Genotyp GA oder AA erwiesen sich im TMT als signifikant schneller als
homozygote Tréager des haufigeren Allels (GG) (p-Wert = 0,025 bei TMTA und p-Wert =
0,020 bei TMTB). Dasselbe Ergebnis zeigte sich bei den Bipolar Erkrankten (p-Wert = 0,009
bei TMTA und p-Wert = 0,007 bei TMTB). Beim gepoolten Kollektiv, welches alle Patienten
zusammenzahlte, wurden die signifikantesten Ergebnisse erzielt (p-Wert = 0,001 bzw.
korrigierter p-Wert < 0,01 bei TMTA und p-Wert = 0,004 bzw. korrigierter p-Wert < 0,01 bei
TMTB).
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10. Fall-Kontroll-Assoziationsstudie von Zhang et al. (2013)

Zhang et al. (2013) fuhrten eine Assoziationsstudie an Han-Chinesen mit 488 unverwandten
Patienten und 506 Kontrollen durch. Es wurden 13 SNPs von NRG3 untersucht (rs10883866,
rs10748842, rs10399981, rs6584400, rs17099528, rs1336286, rs1764076, rs1336291,
rs2992776, rs951204, rs12416489, rs11196700, rs8421), die sich in Vorgangerstudien als
assoziiert mit Schizophrenie zeigten. Die Patienten wurden nach DSM IV-Kriterien
eingeschlossen. Die SNPs lagen alle im HWE.

Keiner der SNPs erwies sich als bei Genotyp- oder Allelverteilung assoziiert zur
Schizophrenie. Auch die Analyse der Haplotypen im Vergleich zwischen Patienten und
Kontrollen erbrachte keine signifikanten Unterschiede.

Bei den oben diskutierten Kandidatengen-Assoziationsstudien zeigten sich Assoziationen zu
Genlocus 10922-10923 bzw. NRG3 und der Erkrankung Schizophrenie. In den bisher
veroffentlichten GWAS hingegen befanden sich unter den genomweit signifikanten
Assoziationen keine im NRG3-Gen lokalisiert (Lencz et al. 2007; Stefansson et al. 2008;
Kirov et al. 2008; O"Donovan et al. 2008; Walsh et al. 2008; Ng et al. 2009; Need et al. 2009;
Stefansson et al. 2009; ISC et al. 2009; Shi et al. 2009; Kirov et al. 2009; Shi et al. 2011;
Schizophrenia Psychiatric Genome-Wide Association Study Consortium 2011; Yue et al.
2011; Tang et al. 2011).

2.2.4.3 Zusammenfassung der Studien zu NRG3

Tabelle 2-3 fasst die Ergebnisse der durchgefiihrten Studien zusammen, in denen eine
Assoziation zwischen NRG3 und dem Auftreten einer Schizophrenie verifiziert bzw.

falsifiziert werden konnte.

Tabelle 2-3: Ubersicht tiber durchgefiihrte Assoziations- und Kopplungsstudien von Genlocus 10022-23 bzw.
NRG3 in Verbindung mit Schizophrenie
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2 Einleitung

Autor, Jahr Diagnose bzw. Population Ergebnis
untersuchtes Merkmal
Genlocus 10q22-10q23
Fallin et al. Schizophrenie Aschkenasi-Juden | Positiv (10q22 als Suszeptibilitdtslocus)
2003
Faraone et al. | Schizophrenie Han-Chinesen Positiv (10q22 als Suszeptibilititslocus)

2006

Chen et al.

Schizophrenie, neun

Aschkenasi-Juden

Negativ fiir Schizophrenie: positiv fiir

2009 neuropsychiatrische Merkmal Wahn (rs10883866, rs10748842,
Merkmale rs6584400 signifikant); rs10883866 und
rs10748842 im kompletten LD
NRG3
Fallin et al. Schizophrenie Aschkenasi-Juden | Negativ
2005
Benzel et al. Schizophrenie Kaukasier Positiv (10 SNPs signifikant, am stirksten
2007 (Schottland) rs3924461; 11 SNPs mit Trend zur
Signifikanz)
Wang et al. Schizophrenie Han-Chinesen Positiv (rs1937970, rs677221 signifikant)
2008
Xu et al. 2009 | Schizophrenie Afrikaner Positiv (1 Duplikation signifikant)
(Suidafrika)
Morar et al. Schizophrenie; kognitive | Kaukasier (West- | Positiv fiir Schizophrenie (rs6584400
2011 Merkmale Australier) signifikant, rs10883866 Trend zur
Signifikanz); positiv fiir kognitive Merkmale
(rs6584400 und rs10883866 signifikant)
Kao et al. Schizophrenie; Merkmal | Kaukasier (weile | Positiv fiir Schizophrenie (12 Marker
2010 Wahn; Schweregrade Amerikaner) signifikant, am stéirksten rs1336286 und
Positivsymptomatik und rs1649960); positiv fiir Wahn (rs10748842
Negativsymptomatik und rs6584400 signifikant); positiv fiir
Positivsymptomatik (rs10748842 und
rs6584400 signifikant); positiv fiir
Negativsymptomatik (rs10748842 signifikant)
Pasaje et al. Schizophrenie; Siidkoreaner Negativ fiir Schizophrenie und
2011 Augenbewegungs- Augenbewegungsstorungen
storungen

Zeledon et al.

Schizophrenie; Merkmal

Aschkenasi-Juden

Positiv fiir Schizophrenie und Wahn (1

2011 Wahn Deletion signifikant)

Meier et al. Merkmal psychotische Kaukasier Positiv fiir psychotische Symptome und

2013 Symptome; Merkmal (Deutsche) Aufmerksamkeit (rs6584400 signifikant)
Aufmerksamkeit

Zhang et al. Schizophrenie Han-Chinesen Negativ

2013
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3 Fragestellung

Anhand zahlreich durchgefiihrter Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien wurde
mehrmals die Hypothese bestéatigt, dass Schizophrenie familiar gehduft auftritt und genetische
Mechanismen den grof3ten Einfluss auf die Manifestation der Erkrankung besitzen. Gemaf
dieser heute akzeptierten Theorie wird von mehreren Genen und vielféltigen Polymorphismen
ausgegangen, die in unterschiedlichem MalRe Einfluss auf die Erkrankung nehmen. Fall-
Kontroll-Assoziationsstudien mit hoher Stichprobenzahl werden als aussagekraftige
molekularbiologische Verfahren angesehen, um bei polygen vererbten Erkrankungen nach

Suszeptibilitatsgenen zu suchen, deren einzelne Effekte eher gering sind.

Das NRG3-Gen ist in einer chromosomalen Region lokalisiert, fur die nach heutiger
Datenlage wiederholt Hinweise auf eine Assoziation mit Schizophrenie gefunden wurden,

unter anderem durch familienbasierte und Fall-Kontroll-Studien.

Die hier vorliegende Fall-Kontroll-Assoziationsstudie  verfolgte das Ziel, 20
Einzelbasenpolymorphismen und die daraus resultierende Haplotyp-Blockstruktur im NRG3-
Gen auf eine mogliche Assoziation mit der Erkrankung Schizophrenie zu analysieren. Hierzu
wurden Allel-, Genotyp- und Haplotypfrequenzen von 512 Schizophreniepatienten und 1320
gesunden Kontrollprobanden gegenubergestellt.
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Die vorliegende Arbeit wurde als kaukasische Fall-Kontroll-Assoziationsstudie konzipiert, in
die 512 Patienten und 1320 Kontrollprobanden deutscher Herkunft eingeschlossen wurden.
An diesen insgesamt 1832 Proben wurden 20 SNPs des NRG3-Gens genotypisiert und auf

eine Assoziation zur Schizophrenie tberprift.

4.1 Vorbedingungen der Studie

Vor Beginn der Durchfiihrung wurde die Vorgehensweise im Rahmen der Studie genau
beschrieben und die Zustimmung von der zustdndigen Ethikkommission eingeholt.

Alle Studienteilnehmer erhielten vorab eine ausfihrliche Aufklarung beziglich Ziel und
Inhalt der Studie, zudem wurde ihnen die Anonymisierung ihrer Daten und ihrer Blutproben
zugesichert. Dabei wurde die Freiwilligkeit ihrer Teilnahme betont, und dass die Einwilligung
jederzeit widerrufen werden konnte. lhre Bereitschaft zur Teilnahme bestatigten die
Probanden mit ihrer Unterschrift.

Die Datenerhebung fand in der Klinik und Poliklinik flr Psychiatrie und Psychotherapie der
Ludwig-Maximillians-Universitat Minchen statt.

4.2 Studienteilnehmer

4.2.1 Kontrollgruppe

Auswahlverfahren

Die Probanden der Kontrollgruppe wurden nach dem Zufallsprinzip Uber das
Einwohnermeldeamt ausgewahlt und erhielten per Post eine Einladung zur Teilnahme. Beli
Interesse konnten sie sich beim Studien-Initiator melden. Es folgte ein Telefonscreening, in
dem u. a. psychiatrische, neurologische und psychische Vorerkrankungen bei den
Teilnehmern und ihren Verwandten ersten Grades ausgeschlossen wurden.

Bestand kein Anhaltspunkt fir Auffélligkeiten, wurden die Teilnehmer mit Hilfe eines

Anamnesebogens nach allgemeinen und speziellen Daten, z. B. Abstammung (Eltern und
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GroReltern mussten deutschstdmmig sein), Familienstand, Schullaufbahn, somatische und
psychiatrische Vorerkrankungen (vor allem Erkrankungen aus dem schizophrenen
Formenkreis, Angststorungen, Essstorungen, affektive Stérungen) sowohl des Probanden
selbst als auch in dessen Familie, ambulante oder stationdre Krankenhausausaufenthalte,
aktuelle Medikamenteneinnahme, Rauchverhalten, Konsum von Alkohol oder Drogen und
Suizidalitat des Probanden und dessen Familie befragt.

Stellte sich die Anamneseerhebung unaufféllig dar, wurden die Probanden zu einer klinischen
Untersuchung und einem ausfuhrlichen klinischem Interview in das Klinikum eingeladen.

Die Klinisch-neurologische Untersuchung wurde eingeleitet mit der Erhebung einer
neurologischen Anamnese. In der korperlichen Untersuchung wurde die Funktion der
Hirnnerven, der Reflexstatus sowie die sensorischen, motorischen und koordinativen
Fahigkeiten der Teilnehmer Gberpriift.

Zum Ausschluss psychiatrischer Diagnosen wurde das Strukturierte Klinische Interview fir
DSM-IV (SKID), Achse | und Il angewandt (Wittchen et al. 1997). Das SKID | diente dabei
der Erfassung und Diagnostik von Achse I-Stérungen gemal DSM-IV (Affektive Stérungen,
Angststorungen, Somatoforme Stoérungen, Psychotische Stérungen, Stérungen durch
psychotrope Substanzen, Essstorungen, Anpassungsstorungen). SKID Il operationalisierte die
Diagnostik der Achse II-Storungen (Personlichkeitsstérungen) nach DSM-IV. Die Interviews
verliefen halbstrukturiert, d. h. die Fragen waren vorgegeben, aber im Wortlaut vom
Untersucher modifizierbar. Auch Stérungen von Achse IV (psychosoziale Beeintrachtigung)
und Achse V (globale Beurteilung der Leistungsfahigkeit) wurden uberpruft.

Zusétzlich kam das Family History Assessment Module (FHAM; Rice et al. 1995) zum
Einsatz, mit dem Gberprift wurde, ob in der Familie des Probanden psychiatrische
Erkrankungen vorhanden waren.

Weiterhin wurde das Leipziger Ereignis- und Belastungsinventar (LEBI; Richter und Guthke
1996) verwendet, welches, ebenfalls in Form eines strukturierten Interviews, belastende
Erlebnisse in der individuellen Biographie festhielt.

Neben den genannten Interviews wurde ein zweiter Anamnesebogen ausgefullt, mit dem
Verhaltensweisen im Kindes- und Jugendalter, schulische und berufliche Laufbahn,
Partnerschaften, personliche Finanzlage und eine Einschédtzung der aktuellen Lebenssituation

abgefragt wurden.
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Ergaben sich auch nach den stattgefundenen Untersuchungen und Interviews keine Hinweise
fur neurologische oder psychiatrische Erkrankungen bzw. psychische Stérungen sowohl beim
Probanden als auch in dessen Verwandtschaft, und war die Eigenanamnese negativ beziglich
chronischer Infektionen (aktive Hepatitis B, Hepatitis C, HIV, Lues ab Stadium II), wurden
die Kontrollprobanden in die Studie eingeschlossen.

4.2.2 Patientengruppe

Auswahlverfahren

Das Kollektiv der Patientengruppe wurde anhand klinikeigener Patientendaten rekrutiert.
Zunachst erfolgte eine telefonische Befragung derjenigen Patienten, die die Kriterien fir die
Studie erfullten, um ihr Interesse an einer Teilnahme zu ermitteln. Erkl&rten sich die Patienten
bereit zur Teilnahme, wurden sie zu einem diagnostischen Interview in das Klinikum

eingeladen. Das Interview begann analog zur Kontrollgruppe mit der Anamnese.

Ein- und Ausschlusskriterien

In die Studie der vorliegenden Arbeit wurden nur kaukasische Patienten eingeschlossen, deren
Eltern und Groleltern ebenso kaukasischer Abstammung waren. Weiters galt es zum
Einschluss in die Studie, die Diagnose Schizophrenie von Differenzialdiagnosen abzugrenzen.
Dies waren insbesondere: primér affektive Stérungen (Depressionen oder bipolare Stérungen),
schizoaffektive Stérungen (Kombination von schizophrener und affektiver Symptomatik),
schizotype Stdrungen (exzentrisches und bizarr wirkendes Verhalten ohne eindeutig
schizophrene Symptome) und Zwangsstorungen. Zudem wurden korperlich begriindbare
Psychosen ausgeschlossen, d. h. psychische Stérungen, die durch entzlndliche, neoplastische,
traumatische, toxische oder andere (hirn)-organische Prozesse begrundbar waren. Letztlich
wurden auch keine Patienten mit substanzinduzierten Psychosen oder chronischen Infektionen

eingeschlossen.

Strukturiertes klinisches Interview nach DSM-1V-Richtlinien (SKID) I

Im Anschluss an die Anamnese folgte das SKID | (Wittchen et al. 1997) zur Verifizierung der
Schizophrenie. Mittels der festgestellten Symptome nach SKID | wurde die Einteilung der
Schizophrenie in einen Subtyp gemal DMS-IV (paranoid, kataton, desorganisiert,
undifferenziert, residual) unternommen. Auch das zeitliche Auftreten der Symptome

(Chronologie) wurde festgehalten: das Alter zu Beginn der prodromalen Symptome sowie der
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Erstmanifestation, die Zahl und Zeitangaben der akuten Phasen und Residualphasen, und
ebenso den aktuellen Remissionsgrad. Der Patient wurde zum Schweregrad der Symptome
zum aktuellen Zeitpunkt und zum Zeitpunkt der schlimmsten Auspragung befragt. Die
Untersucher differenzierten die Angaben auch hinsichtlich eines episodischen,

kontinuierlichen oder unspezifischen Verlaufs.

Weitere Untersuchungen

Ergénzend zu SKID | wurde die PANSS (Kay et al. 1987) zur Erfassung der Positiv- und
Negativsymptomatik angewendet. Weiterhin wurde mittels der Global Assessment Scale
(GAS; DSM-1V Achse V) ermittelt, in welchen Dimensionen die Funktionalitdt des Patienten

als erhalten oder eingeschrankt anzusehen war.

4.3 Laborverfahren

4.3.1 DNA-Extraktion

Um die fur die Genotypisierung notwendige Gewinnung von ausschlieBlich genomischer
DNA (gDNA) zu gewaéhrleisten, waren folgende Arbeitsschritte und Arbeitsmaterialien (vgl.
Tabelle 4-1) notwendig. Die Extraktion der gDNA erfolgte mit dem QIAamp Blood Maxi Kit
der Firma Qiagen, entsprechend des vorgegebenen Protokolls (Quiagen 2002).

Allen Teilnehmern der Studie wurde vendses Blut mittels Ethylendiamintetraacetat-(EDTA-)
Monovetten abgenommen. Diese Blutproben wurden mit anonymisierten Codes verschlisselt.
Nach der Abnahme wurden die Proben zentrifugiert, und der vom Serum getrennte
Blutkuchen bei -20°C eingefroren. Nach anschlieRendem Wiederauftauen der Blutproben
wurde PBS-Puffer (phosphate buffered saline, phosphatgepufferte Salzlosung) zugefihrt,
dabei auf ca. 10 ml aufgefullt und die Proben durchmischt.

Dieser sich nun im Zustand einer Suspension befindliche Blutkuchen wurde mit Protease (zur
Zelllyse) und 12 ml Guanidiniumhydrochlorid-(GHCI-)haltigen Lysepuffer AL (zur
Denaturierung der DNA und Entfernung der Hydrathille) versetzt und mittels Vortexer
durchmischt. AnschlieBend erfolgte eine ca. 30-minutige Inkubation im Wasserbad bei 70°C
mit gleichzeitigem Schiitteln der Probe.

Die DNA wurde im néchsten Schritt auf eine Silikagelmembran gefallt, indem der Probe 10

ml Ethanol zugefuhrt wurden und die Durchmischung mit dem Vortexer erfolgte. Es schloss
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sich eine dreiminiitige Zentrifugierung mit 3000 Umdrehungen pro Minute (revolutions per
minute, rpm) an, wodurch sich die DNA an die QIAamp Maxi Saule band (Adsorption der
DNA), wahrend eine Bindung von RNA oder Proteinen durch das bestehende Elektrolyt- und
pH-Milieu verhindert wurde.

Tabelle 4-1: Verwendete Materialien fiir die DNA-Extraktion

Material, Reagenz, Geriit Verwendungszweck Hersteller

10x PBS-Puffer Herstellung des 1x PBS-Puffers Reagenzien zur Eigenherstellung;
Carl Roth, Hamburg

1x PBS-Puffer Resuspendieren des Blutkuchens Eigene Herstellung

50 ml Zentrifugenréhre Auffangen der Eluate Sarstedt, Niirnbrecht

Sammelgefifie Auffangen der DNA Qiagen Hilden

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat Herstellen des 10x PBS-Puffers Carl Roth, Karlsruhe

(Titrierkomplex IIT)

EDTA Monovette Blutentnahme Sarstedt, Niirnbrecht

Eppendorf Research Pipette (100 — | Pipettieren der DNA Eppendorf, Hamburg

1000 ul)

Ethanol Rotipuran Entfernung der Hydrathiille der Carl Roth, Karlsruhe

>99.8% p.a. DNA

Kaliumchlorid, KCl Herstellung des 10x PBS-Puffers Carl Roth, Karlsruhe

Kaliumhydrogenphosphat, Herstellung des 10xPBS-Puffers Carl Roth, Karlsruhe

KH,PO4

Mikro-Schraubréhre, 2 ml Lagerung der DNA Sarstedt, Niirnbrecht

Natriumhydrogenphosphat, Herstellung des 10x PBS-Puffers Carl Roth, Karlsruhe

Na;HPO4

Natriumhydroxid, NaOH Herstellung des 10x PBS-Puffers Carl Roth, Karlsruhe

Puffer AE Elution der DNA Qiagen, Hilden

Puffer AL Zelllyse Qiagen, Hilden

Puffer AW1 Entfernung von Zellriickstinden Qiagen, Hilden

Puffer AW2 Entfernung von Zellriickstinden Qiagen, Hilden

QIAmp Maxi Spin Colums Bindung der DNA Qiagen, Hilden

(Silikagel-Saulen)

Qiagen Protease, 500 ul Abbau von Zellproteinen Qiagen, Hilden

Rotixa RP Standzentrifuge alle Zentrifugationsschritte Hettich, Tuttlingen

Vortex Genie Durchmischung der Blut-Puffer- Scientific Industries, New York,

Suspensionen USA
WB Wasserbad Inkubation der Blut- Memmert, Schwabhausen
Puffer-Suspension bei 70°C

Solche Reste von RNA und Proteinen lieen sich durch die Gabe von GHCl-haltigen Puffer
AWI1 und anschliefende zweiminiitige Zentrifugation bei 4000 rpm entfernen. Um die Reste
von Guanidiniumsalzen zu beseitigen, wurden 5 ml eines ethanolhaltigen Puffers AW2
verwendet, nach dessen Zugabe die Probe fiir 15 Minuten erneut bei 5000 rpm zentrifugiert
wurde.

AbschlieBend wurden 1,5 ml eines basischen Trishaltigen Puffers AE direkt auf die DNA-
haltige Membran zugesetzt, wodurch die Elution der DNA von der Silikagelmembran gelang.
Im Anschluss wurde die Membran fiir fiinf Minuten inkubiert und anschlieBend weitere zwe1
Minuten lang mit 5000 rpm zentrifugiert.
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Die auf diese Weise gewonnene DNA wurde in Mikroschraubrohrchen bei -80°C gelagert,

um sie fiir die anschlieBende Genotypisierung zu verwenden.

4.3.2 Einstellung der DNA-Konzentration

Von der somit extrahierten DNA musste im nichsten Schritt die Konzentration bestimmt

werden. Die dafiir notwendigen Materialien zeigt Tabelle 4-2.

Tabelle 4-2: Verwendete Materialien fiir die Einstellung der DNA-Konzentration

Material, Reagenz, Geriit Verwendungszweck Hersteller
20pul Conductive Roborack Tips Pipettierung der DNA und Perkin Elmer Inc.,
Reagenzien Massachusetts, USA
200 pL Conductive Roborack Pipettierung der DNA und Perkin Elmer Inc.,
Tips Reagenzien Massachusetts, USA
1000 pLL Conductive Roborack Pipettierung der DNA und Perkin Elmer Inc.,

Tips

Reagenzien

Massachusetts, USA

96 Well Flat Bottom Plate
Black

Vorlagenplatte fiir Standard- und
Proben DNA

Greiner Bio-one, Frickenhausen

Human genomic DNA
100 ng/ul

Standardverdiinnungsreihe

Firma Clontech, Mountain View,
USA

Janus Automated Workstation Durchfiihrung aller Perkin Elmer Inc.,
Pipettierschritte Massachusetts, USA
Mikro-Schraubréhre, 2,.0ml Lagerung der DNA Sarstedt, Niirnbrecht

Quant iT PicoGreen dsDNA
reagent

Fluoreszenzmessung der DNA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Thermo Fast 96 well Plate

Vorverdimnung der Proben-
DNA, Standardverdiinnungsreihe

ABgene, Hamburg

Victor 3 Multilabel Counte 1420 Fluoreszenzmessung der DNA Perkin Elmer Inc.,
Massachusetts, USA

Wallac 1420 Workstation Software zur Steuerung Victor3 Perkin Elmer Inc.,
Multilabel Counters Massachusetts, USA

WinPREP Software zur Steuerung der Janus | Perkin Elmer Inc.,

Automated Workstation

Massachusetts, USA

Es wurde der Farbstoff PicoGreen angewendet, ein fluoreszierendes Firbemittel, welches
hochselektiv an doppelstrangige DNA bindet, ohne die DNA-Struktur dabei zu verdndern
(Interkalation) (Rengarajan et al. 2002). Die Intensitiat der Floureszenz war dabei direkt von
der Menge der DNA abhingig. Nach Verdiinnung der DNA-Samples mit der PicoGreen-
Losung und Aqua dest konnte nach weiteren Arbeitsschritten die durch Lichtbestrahlung
angeregte Photo-Emission bestimmt werden. Die Berechnung der DNA-Konzentration wurde
dann mittels einer Eichkurve vorgenommen, die bereits Werte einer bekannten Standard-
DNA-Konzentration enthielt. Fiir die quantitative Genotypisierung der SNPs wurde eine

Genauigkeit der DNA—Konzentration von bis zu +/- 10% verlangt.
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Vorbereitung der DNA-Standards

Die DNA-Konzentrationsbestimmungen erfolgte auf 96 well plates; fir jede zu messende
Platte (plate) wurde eine Standardkurve ermuttelt.

Zur Vorbereitung der gDNA-Standards wurde in jede Vertiefung (well) von Saule B1 bis H1
100 pl Aqua dest zugefithrt. In well A1 wurden 200 pl des gDNA-Standards zugefiihrt.
AnschlieBend wurde der Inhalt von Al vermischt und 100 pl in die Reihe Bl pipettiert.
Dieses Verfahren wurde ebenso fiir die Reithen C1 — Gl angewandt, wodurch man eine
sukzessive Verdinnung erzielte (vgl. Tabelle 4-3). Die Reihe HI1 beinhaltete keine
genomische DNA. Ein Pipettierroboter (Janus Automated Workstation) fithrte die Herstellung
der DNA-Standards automatisiert durch.

Tabelle 4-3: Positionen, Volumina und Konzentrationen der DNA-Verdiinnungsreihe

Position Volumen DNA-Konzentration
Al 100 ul 100 ng/ml
Bl 100 ul 50 ng/ul
Cl1 100 ul 25 ng/ul
D1 100 ul 12,5 ng/ul
El 100 ul 6.25 ng/ul
F1 100 ul 3,125 ng/ul
Gl 200 ul 1.5262 ng/ul
Hl 100 ul 0

Vorbereitung der Messplatte

Zur Messung der DNA-Losungen wurden je 5 pul gDNA 1m Verhaltnis 1:10 mit Aqua dest (45
ul) verdinnt und in eine 96 well plate pipettiert. Der Pipettierroboter fithrte auch die
folgenden Schritte automatisiert durch.

Zur Herstellung der Messplatte wurden zuerst 50 pul Aqua dest je 96 well plate vorgelegt. In
Spalte 1 und 2 der 96 well plates wurden, beginnend mit Al und A2, je 5 pul der
Standardverdiinnungsreihe gegeben. Ab A3 wurden nachfolgend je 5 pl der vorverdiinnten
DNA auf die well plates pipettiert. Unmittelbar vor der Messung wurden 145 pl des
Gemisches aus PicoGreen und Aqua dest i jedes well zu der Proben- bzw. Standard-DNA
zugefiihrt, womit sich eine Verdiinnung des PicoGreens von 1:200 ergab. Die Messplatten

wurden von einem Greifarm des Pipettierroboters in das Fluoreszenzmessgeriit iiberfiihrt.

Durchfiihrung der Messung
Die Messung der DNA-Konzentration mittels Fluoreszenzmessgerit erfolgte unmittelbar an

die Vorbereitung, denn bereits nach wenigen Minuten kam es zu einem deutlichen Abfall der
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Fluoreszenz. Zunachst wurde die Messplatte fir 30 Sekunden geschiittelt, dann das
PicoGreen-Reagenz mittels Licht einer Wellenldnge von 485 nm angeregt und die Emission
bei 520 nm gemessen, wobei die Messung pro well 0,1 Sekunden dauerte. Die Ergebnisse der
Messung wurden unmittelbar an einen Rechner transferriert, welcher die Mittelwerte

errechnete.

Einstellung der DNA-Arbeitskonzentration

Der ideale Messbereich zur Genotypisierung liegt in einem Konzentrationsbereich zwischen
20 und 200 ng/pl. Daher wurde bei Samples auBerhalb dieses Bereichs noch in anderer
Verdunnung gemessen. Durch die ermittelten Konzentrationswerte erfolgte auch die
Errechnung der notwendigen Volumina von Aqua dest und gDNA, um eine definierte
Arbeitskonzentration von 50 ng/ul zu erzielen. Die Konzentrationseinstellung von 500 pl

einer Arbeitslésung wurde automatisch durch den Pipettierroboter durchgefiihrt.

4.3.3 Genotypisierung

Die Feststellung der Genotypen wurde an 20 SNPs des NRG3-Gens vorgenommen (NCBI,
2012). Die Genotypisierung wurde durch die Methode der MALDI-TOF-
Massenspektrometrie  durchgefuhrt. Die matrixgestitzte (Matrix Assisted Laser
Desoption/lonisation, MALDI) Massenspektrometrie (mass spectrometry) ermoglichte die
Analyse von Proteinen und Nukleinsauren im Hochdurchsatz, u. a. von DNA (Tang et al.
1995). Durch die Einfiihrung des PinPoint Assay, ein Verfahren zur Einzelbasenextension,
konnten auch SNPs mit MALDI-TOF genotypisiert werden (Haff und Smirnov 1997).

Die fir diese Studie verwendete iPLEX-Methode beruht auf demselben Prinzip der
Einzelbasenverlangerung. Das iPLEX-Verfahren setzt sich aus mehreren Schritten zusammen:
zuerst eine klassische Polymerase-Kettenreaktion (PCR), danach eine abgeanderte Version
der PCR (Primerextensionsreaktion), und anschlieend die Messung der Extensionsprodukte,

also die eigentliche Genotypisierung, durch Autoflex MALDI-TOF Massenspektrometer.

4.3.3.1 Multiplex-Polymerase-Kettenreaktion

Als erster Schritt erfolgte in einer konventionellen PCR im Hochdurchsatz (Multiplex PCR)

die Amplifikation der genomischen Bereiche, welche die interessierenden SNPs flankierten.
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Die Zusammensetzung der Reaktionslosung, in der mehrere SNPs gleichzeitig typisiert
werden, ohne dass sich die Produkte gegenseitig behindern bzw. ausschalten, wird Multiplex

genannt.

Im Vorfeld der PCR wurde ein sogenannter Mastermix hergestellt (vgl. Tabelle 4-4), welcher
mittels Pipettierroboter einzeln in emner 96 well plate vorgelegt wurde, und anschlieBend

davon je 3 pl Mastermix in eine 384 well plate pipettiert wurde.

Tabelle 4-4: Zusammensetzung des Mastermix fiir die konventionelle PCR

Reagenz Volumen (fiir 1 Reakion) Hersteller
Aqua bidest 1,850 nl Purelab ultra, ELGA
10 x PCR Puffer mit MgCl 0,625 nl Qiagen
MgCl (25mM) 0,325 ul Qiagen
dNTP Mix (25mM) 0,100 pl Abgen
Primer Mix (jeweils 500 nM aus 1l Qiagen
Primer 1 und Primer 2)
genomische DNA (5-10 ng/pl) 1l
Hotstar Taq (5 U/ul) 0,100 pl Qiagen

Aus den 96 well plates, in der die DNA-Losungen enthalten waren, wurden je 2,5 pl DNA in
die 384 well plate zum Mastermix gegeben. Die well plates wurden anschlieBend zentrifugiert
und mit Versiegelungsfolie (Firma ABgene, Hamburg) verschweifit, um mit den weiteren
Reaktionsschritten 1m 7hermocycler zu beginnen. Im Thermocycler (Firma Applied
Biosystems, Foster City) fanden nun die (unten beschriebenen) PCR-Zyklen statt, in dem die
fir die PCR geforderten Temperaturen und die Dauer der Temperaturerhchung bzw.

—senkung prazise generiert wurden.

Fir die PCR wurden folgende Komponenten benétigt: die zu amplifizierende DNA; zwei
Primer (Primer 1 und 2), d. h. zwe1 Oligonukleotide, die jeweils den Startpunkt (am 5°-Ende
des zu amplifizierenden Bereichs) fiir die DNA-Polymerase an beiden Einzelstringen der
Doppelhelix markierten; eine thermophile DNA-Polymerase, die der Replikation der
markierten DNA diente (Taq-Polymerase); Desoxynukleotidtriphosphate (ANTPs), welche als
Bausteine fir den von den DNA-Polymerasen synthetisierten DNA-Strang fungierten;
abschlieBend Magnesium-Ionen und spezielle Pufferlosungen, die fiir die Funktionsfahigkeit
der DNA unabdingbar waren.

Eine Ubersicht der Primer, die fiir das iPLEX-Verfahren verwendet wurden, gibt Tabelle 4-5.
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Tabelle 4-5: Primersequenzen (bp =Basenpaare)

D Primer 1 Primer 2 bp Extensionsprimer

156584471 | ACGTTGGATGACTCCTG | ACGTTGGATGCCCATTT | 116 | GTTATTGAACTTGCATG
ATGGACATGGATG GATTATGGCAAGTC ATG

152207768 | ACGTTGGATGTITCCTAC | ACGTTGGATGTCAATG |97 | GAAGCTTGACTTTTTCT
ACATTACTGATGC GAAGCTTGACTTT CA

1512569561 [ ACGTTGGATGGTTGGTC | ACGTTGGATGGGGCAT | 119 | CCTTGTATTGACAGTTT
TATGTCAGCCTTG CTGATTTAGTGAGC TAGAC

1s11595793 | ACGTTGGATGAGGATT | ACGTTGGATGGATAAA | 110 | gaagTAAGGATTCAGCA
GAATTGACTTGAG ACTGAACTTTGCCC GATGTTGTG

151336290 | ACGTTGGATGCCCCAG | ACGTTGGATGGCAACC |91 | agCCACAAACTTAATTC
AACATGTGAATATG TTAATTCCATCCAC CCTCTT

15722982 ACGTTGGATGAGCTGT | ACGTTGGATGTACAAG | 116 | tTGCCCTCTTCATCTTTC
AGACCCCTGTTGAG ACAATGCCCTCTTC

152622807 | ACGTTGGATGGCATTTA | ACGTTGGATGTAAAGA | 104 | gtGAACTGCAGTCCACC
GCAACCAAGAACC GGGTCTGGGAACTG

15635481 ACGTTGGATGGGCTTTIT | ACGTTGGATGTCTGTAG | 99 | CATCTCCTATTTAGTTA
ATCCTGCCTTTCC GAATCACTTGCTC CCCA

152881886 [ ACGTTGGATGGCCTGG | ACGTTGGATGGAAGGG | 119 | tGGATTTGTGTCATTITTG
CTTATTTCATTTAC ATTTGTGTCATTT ATACC

152820108 [ ACGTTGGATGAAAACA | ACGTTGGATGACTGGA | 108 | TGTGTCATTATAGTAGA
CTTGTGCATGTGTC CAGATTGAGTGGAG TATTCTATTA

152065537 | ACGTTGGATGGGGTTTIT | ACGTTGGATGGTCTCTT | 120 | GTAACCTGAGGTAATA
GAAAGGTGAAAAG CTGCTTTACCCCT TGATG

1s715687 ACGTTGGATGGCTATGT | ACGTTGGATGCAGGGA | 98 | g22agGAGAGGAGACTG
CTGTGTGGGAATC CTAGGAATATCAGC GGAGAAAT

1s168199 ACGTTGGATGATTGGA | ACGTTGGATGAGTGAC | 100 | gaagAAGGCAAGGTAGG
GCACAGTGCAGAAG AAAGGCAAGGTAGG TATCCAGAAA

15561623 ACGTTGGATGGCCCCA | ACGTTGGATGCCAAAT | 100 | geTGGCCGTCTTTATTTG
TATTAACAACCCTC GATTGTTGGCCGTC CAATTC

157088441 | ACGTTGGATGACATGA | ACGTTGGATGGGTGAA |82 | GTTCCTGCTCTTGAGA
GAAGATCCTGGGAG TACACTAGAGTTCC

151576986 | ACGTTGGATGCTGCTTC | ACGTTGGATGAAGATT | 105 | CTGCAGAAAATTTTTAA
ATGATAAGCAGATG CAACACGCTGGCTG AAGACAA

151923565 | ACGTTGGATGGTCATTC | ACGTTGGATGCTCACTA | 108 | CATCCTCCTTCCATATT
ATCAGGAATAGGG GCACCTCAAACTC GT

154474379 | ACGTTGGATGAGTAAA | ACGTTGGATGTTTATAG | 100 | CAGCCTCCAAGTTCTAG
TACCCAATGGAGGC CTACCCAGCCTCC

1512763193 [ ACGTTGGATGCCAAGC | ACGTTGGATGGTGGAC | 113 | cctcTTGGGCACTGTTAT
ACCCTTACTAATCG AAAAAACCCAGCTC GAC

152295933 | ACGTTGGATGTTCTGAT | ACGTTGGATGTCAGAA | 113 | gcAACCGAGGACAGTGC
TTGGCTGTGGGAC GACTACGAACTGGC AAG

Ablauf der Polymerase-Kettenreaktion
Initital wurde fiir 5 Minuten die DNA auf 95°C aufgewirmt. Sodann begannen die einzelnen

Zyklen der PCR, wobei sich ein Zyklus in drei Schritte gliederte.

Im 1. Schritt (Denaturierung, Schmelzen) wurde die DNA durch Erhitzen auf 95°C fiir 20

Sekunden aufgetrennt, d. h. die Wasserstoffbriickenbindungen, welche die beiden Striange der

DNA zusammenhielten, wurden aufgebrochen. Im 2. Schritt (Primerhybridisierung,
Annealing) sank die Temperatur fiir 30 Sekunden auf 56°C, wodurch sich nun die Primer 1

und 2 an die fiir sie spezifische DNA anlagern konnten. Der 3. Schritt (Elongation)
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ermoglichte die Synthese des DNA-Stranges durch die DNA-Polymerase (Taq-Polymerase)
mittels der in der Losung enthaltenen dNTPs. Fiir diesen Schritt war eine Temperatur von
72°C fiir 60 Sekunden notwendig. Nun wurden komplementire Einzelabschnitte der
urspriinglichen DNA synthetisiert. Zur Wiederholung der genannten Schritte bzw. Beginn
eines neuen Zyklus wurde die DNA anschlieBend wieder auf ca. 95°C erhitzt. In jedem
Zyklus verdoppelte sich die Zahl der DNA-Kopien. Eine PCR-Reaktion bestand aus
msgesamt 45 Zyklen. Nach dem letzten Zyklus fand abschlieBend eine dreiminiitige
Elongation bei 72°C statt.

Dephosphorylierung iiberschiissiger dNTPs

Nach Beenden der PCR galt es, die nun abkémmlichen dNTPs in der Losung zu entfernen, da
diese die nachfolgende iPLEX-Reaktion gestort hitten. Dies gelang, indem die dNTPs durch
Beigabe von Shrimp Alkaline Phosphatase-(SAP-)Mastermix dephosphoryliert wurden (vgl.
Tabelle 4-6). Zu jedem der 5 pul PCR-Reaktionsprodukte wurden 2 pl des SAP-Mastermix
hinzugegeben und auf den Vortexer durchmischt. Fiir 40 Minuten wurde diese Probe in den
Thermocycler erst bei 37°C inkubiert, und folgend fiir zehn Minuten auf 85°C erhitzt, um das
SAP Enzym zu inaktivieren.

Tabelle 4-6: Zusammensetzung des SAP-Mastermix

Reagenz Volumen (fiir 1 Rektion) Hersteller
Aqua bidest 1.530 ul Sequenom
SAP Puffer 0.170 ul Sequenom

SAP Enzym (1 U/ul) 0.300 ul Sequenom

4.3.3.2 Primerextensionsreaktion

Die im Anschluss stattgefundende Primerextensionsreaktion (1PLEX-Reaktion) stellt eine
modifizierte Version der oben beschriebenen PCR dar. Die Verlangerung des DNA-Stranges
erfolgte diesmal nur um eine Base (Einzelbasenextension, single base extension, SBE).

In diesem Verfahren wurden speziell die SNPs vervielfiltigt, die fiir diese Studie von
Bedeutung waren. Der fiir die SBE notwendige iPLEX-Mix (vgl. Tabelle 4-7) wurde den wells
mit dem PCR-Produkt zugegeben. Nach anschlieBender Zentrifugation wurden 1im
Thermocycler 40 PCR-Zyklen mit den drei Arbeitsschritten Denaturierung, Annealing und
Elongation in leicht abgewandelter Form durchgefiihit. An eine initiale Denaturierung bei

94°C fiir 30 Sekunden schlossen sich 40 Zyklen bestehend aus einer Denaturierung bei 94°C
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fiir fiinf Sekunden, gefolgt von jeweils fiinf Zyklen aus Annealing bei 52°C fiir fiinf Sekunden
und Elongation be1 80°C fiir fiinf Sekunden an. Die abschlieBende Elongation wurde bei 72°C
fiir dre1 Minuten durchgefiihrt und das PCR Gemisch auf 4°C abgekiihlt.

Tabelle 4-7: Zusammensetzung des iPLEX-Mix

Reagenz Volumen (fiir eine Reaktion) Hersteller

Aqua bidest 0.755ul Sequenom

iPLEX Buffer plus 0.200ul Sequenom
iPLEX Termination Mix 0.200ul Sequenom
Primer Mix (7uM -14 uM) 0.804 pl Sequenom
iPLEX Enzym 0.041ul Sequenom

Die Extensionsprimer (vgl. Tabelle 4-5) wurden so generiert, dass sie genau vor dem
interessierenden SNP (in 5°-Richtung) an die PCR-Produkte hybridisierten. Mit Hilfe der in
der Losung befindlichen Didesoxynukleotidtriphosphaten (ddNTPs) fithrten die Primer zur
Verlidngerung des PCR-Produkts aus der klassischen PCR, die nach einer Base abbrach. Um
die neu entstandenen Produkte besser voneinander unterscheiden zu koénnen, wurden ihnen
spezielle funktionelle Gruppen angehangt.

Um die anschlieBende massenspektrometrische Analyse nicht durch stérende Ionen zu
gefahrden, wurden die Proben mittels Clean Resin (Sequenom) unter Verwendung von dimple

plates entsalzt.

4.3.3.3 Massenspektrometrische Analyse

Die oben beschriebene iPLEX-Reaktion wurde in Kombination mit dem MassARRAY
MALDI TOF MS Systems (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation Time Of Flight Mass
Spectrometry, Sequenom) verwendet. Dieses Verfahren eignet sich fiir Analysen von DNA-
Fragmenten von 3 - 29 bp Lange (Ragoussis et al. 2006), wie in diesem Fall die im iPLEX-
Verfahrenen gewonnen komplementiren Allele der SNPs.

Zuerst wurde das Analysegemisch mittels MassARRAY Nanodispender (Sequenom) auf
einen SpectroCHIP (Sequenom) aus Silizium gegeben. Ein Auskristallisieren der Proben-
DNA wurde durch Verwendung von 3-Hydroxypicolinsdure verhindert, mit dem die Matrix
des Siliziumchips ausgestattet war. Zuerst wurde das Analysesystem kalibriert, indem den
Samples eine Mischung von Oligonukleotiden bekannter Masse zugegeben wurde.
AnschlieBend wurden die Chips in das Massenspektrometer eingeschleust und jeder

Matrixpunkt im Hochvakuum (ca. 10® — 10° mbar) fiir einige Nanosekunden einem
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intensiven Laserpuls (Stickstofflaser: A = 337 nm) ausgeliefert. Das Probenmaterial
verdampfte und wurde in einen ionisierten Zustand gebracht. Es folgte die Beschleunigung
der lonen in einem elektrostatischen Feld. Die Flugdauer der lonen wurde im Flugkanal, d. h.
zwischen Beschleunigungselektrode und Detektor genau gemessen. Durch Messung der Zeit
konnte auf die molekulare Masse der lonen (in Dalton) geschlossen werden (Ragoussis et al.
2006). Die Massen wurden mittels spezieller Software (TYPER Analyzer 3.3.0 Software,
Sequenom) als Peaks dargestellt, wodurch jeder Probe ein spezifischer Genotyp zugewiesen

werden konnte.

4.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der SPSS 15.0 Software (Statistical Package
for Social Sciences, SPSS Inc., Chicago).

Die Genotypverteilung wurde auf das Vorliegen des HWE getestet. Die Unterschiede
zwischen Patienten- und Kontrollgruppe in Bezug auf Allel- und Genotypfrequenzen wurden
mit dem y>-Test dargestellt.

Als Mal} fir die GroRe eines Kopplungsungleichgewichts zwischen zwei Polymorphismen
diente der linkage disequilibrium Determinant D” (Lewontin 1964) und das Quadrat des
Korrelationskoeffizienten r2 (Hill und Robertson 1968). Die Zahlenwerte beider Parameter
befinden sich zwischen 0 und 1 und ermdglichen eine leichte Interpretation: je naher die
beiden Parameter an 1 liegen, desto héher ist das LD.

Das fur alle statistische Berechnungen zugrunde gelegte Signifikanzniveau wurde bei p < 0,05
und ein Trend zur Signifikanz bei p < 0,1 festgelegt.

Aufgrund des praliminaren Charakters der Studie erfolgte keine Bonferroni-Korrektur.
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5 Ergebnisse

5.1 Das NRG3-Gen in der Schizophrenie

5.1.1 Grundzuge der vorliegenden Studie

In der vorliegenden Arbeit wurde ein eventueller Zusammenhang des NRG3-Gens mit dem
Auftreten einer Schizophrenie Uberprift. Es lagen 20 Marker in Form von SNPs vor, die
innerhalb des NRG3-Gens lokalisiert sind. Diese SNPs wurden im Studiendesign einer Fall-
Kontroll-Assoziationsanalyse an einem kaukasischen Kollektiv von 512 Schizophrenie-
patienten und 1320 Kontrollprobanden untersucht.

In dem Gesamtkollektiv der Schizophreniepatienten waren 65,2% mannlich und 34,8%
weiblich. Das Alter der Patienten lag zwischen 17 und 70 Jahren mit einem Medianwert von
37,7 Jahren (Standardabweichung 11,34). Zur genaueren Betrachtung des Bildungsstandes
wurde der hochste erreichte Schulabschluss erfragt. Hierbei erreichten 42,8% der Patienten
die Hauptschulreife, 26,0% die mittlere Reife und 31,2% das Abitur.

Zudem wurden drei Untergruppen aus der Gesamtgruppe der Schizophreniepatienten gebildet.
Die erste Untergruppe bildeten Schizophreniepatienten mit an Schizophrenie erkrankten
Erstgradangehorigen (97 Patienten), die zweite Untergruppe stellten Schizophreniepatienten
mit an Schizophrenie erkrankten Familienangehorigen tiber den ersten Grad hinaus dar (147
Personen), die dritte Untergruppe bildeten Schizophreniepatienten mit psychiatrisch
erkrankten Familienangehdrigen ersten Grades und dartiber hinaus (374 Personen).

In der Kontrollgruppe waren 46,0% mannlich und 54,0% weiblich. Das Alter variierte
zwischen 19 wund 79 Jahren, wobei der Altersdurchschnitt bei 46,3 Jahren lag
(Standardabweichung 15,69). 22,4% erlangten bei dieser Gruppe als héchsten Schulabschluss
die Hauptschulreife, 33,0% die mittlere Reife und 44,6% das Abitur. Als Kontrollgruppe
wurde fir den Ergebnisteil stets dieselbe verwendet.

Die Allele wurden entsprechend der Haufigkeit ihres VVorkommens in der untersuchten
Gesamtstichprobe als Allel 1 und Allel 2 bezeichnet. Allel 1 stellt das in der Gesamtkohorte

seltener voliegende Allel dar, Allel 2 das haufiger vorkommende Allel.
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5.1.2 Lokalisation der 20 Polymorphismen im NRG3-Gen

Das NRG3-Gen ist auf Chromosom 10g22-g23 lokalisiert (Gizatullin et al. 2000). Eine
Ubersicht tber die Lokalisation der untersuchten 20 SNPs des NRG3-Gens gibt das National

Center for Biotechnology Information (NCBI), Database of Single Nucleotide Polymorphisms
(dbSNP) (NCBI, 2012) (vgl. Abbildung 5-1).

Der Startpunkt von NRG3 (Referenz NM_001010848.3) liegt bei 83.635.070 Basenpaaren,
der Endpunkt bei 84.746.935 Basenpaaren (NCBI, 2012).

rs6584471 rs2622807 8
rs11595793 rs2820108 rs4474379
rs2207768 rs2881886 rs168199 rs12763193
rs722982
rs7088441
Exon1+2 Exon3 Exon4 Exon11

e 1 } t T t 3

Exond ExonG
1561623 rs2295933

rs1336290 rs635481 rs1923565

rs715687
rs12569561 rs1576986
rs2065537

Abbildung 5-1: Lage der 20 untersuchten SNPs im NRG3-Gen. Das NRG3-Gen ist in seiner Gesamtlange
dargestellt. Die 11 Exons und 10 Introns wurden nach Vorlage von NCBI (2012) gezeichnet. Senkrechte Striche

stellen Exons dar, die dazwischenliegenden Verbindungen die Introns.
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5.1.3 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Gemil dem Hardy-Weinberg-Equilibrium (HWE) sind in einer unendlich groen Population,
in der Effekte wie Selektion, Mutation oder Migration ausgeschlossen sind, die Allel- und
Genotyphaufigkeiten von Generation zu Generation konstant. In einer solchen Population
herrscht Panmixie, d. h. jedes Individuum des Kollektivs kann sich mit gleicher
Wahrscheinlichkeit mit jedem gegengeschlechtlichen Individuum paaren. In einem realen
Kollektiv wie dem in der vorliegenden Studie treffen die Bedingungen fiir Panmixie nur

bedingt zu, ebenso kénnen die oben genannten Effekte nicht sicher ausgeschlossen werden.

Bei ausreichend grofler Studienzahl allerdings geht man von einem Vorliegen des HWE aus.

Alle in dieser Arbeit vorliegenden Genotypverteilungen wurden auf das Vorliegen des HWE
gepriift. Es wurden in der beobachteten Verteilung keine signifikanten Abweichungen

ermittelt, d. h. sowohl das Patienten- als auch das Kontrollprobanden-Kollektiv liegen im

HWE (vgl. Tabelle 5-1).

Tabelle 5-1: Priifung der Genotypverteilungen auf Vorliegen des HWE

Allel Patienten Kontrollen
SNP Position 1/2 MAF p-Wert (F) MAF p-Wert (F)
16584471 83783511 G/A 0.438 0.787 (-0.013) 0.443 0.340 (0.027)
152207768 83802403 G/A 0.258 0.133 (-0.069) 0.279 0.890 (0.003)
1512569561 83865848 C/T 0.460 0.525 (-0.033) 0.448 0.285 (0.031)
1s11595793 83950971 G/C 0.429 0.851 (-0.012) 0.411 0.953 (0.002)
11336290 83955422 C/T 0.381 0.778 (-0.014) 0.370 0.813 (0.007)
15722982 83962540 C/T 0.345 0.844 (-0.014) 0.321 0.445 (0.021)
152622807 84301584 T/C 0.354 0.695 (0.017) 0.307 0.744 (-0.011)
15635481 84311992 C/T 0.333 0.690 (0.021) 0.293 0.422 (-0,024)
12881886 84334510 G/A 0.367 0.923 (0.006) 0.349 0.750 (-0.010)
152820108 84495179 A/C 0.486 0.858 (0.007) 0.450 0.081 (0.051)
1s2065537 84555444 A/G 0.435 0.928 (0.005) 0.424 0.649 (0.013)
15715687 84571953 G/A 0.345 0.690 (0.018) 0.343 0.238 (0.034)
1s168199 84589026 G/T 0.477 0.787 (-0.016) 0.472 0.107 (-0.046)
1s561623 84594235 T/G 0.307 1.000 (0.000) 0.302 1.000 (0.000)
1s7088441 84616626 G/A 0.469 0.929 (-0.008) 0.455 0.434 (-0,023)
151576986 84669935 C/A 0.268 0.651 (-0.024) 0.271 0.141 (0.041)
11923565 84682591 C/G 0.349 0.280 (0.050) 0.349 0.297 (-0.030)
14474379 84713820 G/A 0.289 0.592 (0.022) 0.299 0.391 (-0.025)
1512763193 84740839 T/C 0.485 0.424 (0.037) 0.474 0.824 (-0,008)
152295933 84745256 A/G 0.282 0.743 (0.014) 0.291 0.788 (-0.010)

Ermittlung der p-Werte nach Pearson (Freiheitsgrade dF = 1); MAF

Inzuchtkoeffizient

minor allele frequency; F
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5.1.4 Analyse der 20 Polymorphismen auf eine Assoziation mit Schizophrenie

5.1.4.1 Analyse der Polymorphismen in der Gesamtgruppe Schizophreniepatienten

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse aus der Genotypisierung von der
Gesamtgruppe der Schizophreniepatienten und der Kontrollprobanden dargestellt, mit dem
Ziel, einen eventuellen Zusammenhang zwischen den untersuchten Markern im NRG3-Gen

und der Manifestation der Erkrankung zu entdecken (vgl. Tabelle 5-2).

Tabelle 5-2: Genotypverteilung der 20 SNPs bei dem Gesamtkollektiv der Patienten und Kontrollprobanden

Allel Patienten Kontrollen
2
SNP 12 AlA1l Al1A2 A2A2 AlAl Al1A2 A2A2 X “l,: rt
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

rs6584471 | G/A | 95(18.9) | 251(49.9) | 157(31.2) | 265(20.3) | 626(48.0) | 413(31.7) | 0.668 | 0,716
rs2207768 | G/A 27(5.3) | 207(40.9) | 272(53.8) | 102(7.9) 520(40.1) | 674(52.0) | 3.533 | 0.171
112569561 | C/T | 100(20.4) | 252(51.3) | 139(28.3) | 269(20.8) | 619(47.9) | 403(31.3) | 1.856 | 0.395
1s11595793 | G/C | 85(18.2) | 232(49.6) | 151(32.2) | 212(17.0) | 603(48.3) | 433(34.7) | 0,973 | 0.615
rs1336290 | C/T | 72(14.2) | 243(47.8) | 193(38.0) | 181(13.9) | 605(46.3) | 520(39.8) | 0.514 | 0.773
1s722982 C/T | 59(11.6) | 233(45.9) | 216(42.5) | 140(10.8) | 554(42.7) | 604(46.5) | 2.373 | 0.305

1s2622807 | T/C | 64(12.9) | 223(45.0) | 209(42.1) | 119(9.2) 557(43.0) | 618(47.8) | 7.574

rs635481 C/T | 59(11.6) | 222(43.5) | 229(44.9) | 105(8.1) 553(42.4) | 646(49.5) | 6.757
rs2881886 | G/A | 68(13.6) | 231(46.2) | 201(40,2) | 142(12.0) | 545(45.9) | 500(42.1) | 1,077 | 0,584
rs2820108 | A/C | 118(23.8) | 246(49.6) | 132(26.6) | 259(21.5) | 565(47.0) | 379(31.5) | 4,112 | 0,128
1s2065537 | A/G | 96(19.1) | 246(48.9) | 161(32.0) | 236(18.3) | 623(48.2) | 433(33.5) | 0.415 | 0.813
1s715687 G/A | 60(12.3) | 217(44.4) | 212(43.3) | 160(12.5) | 555(43.6) | 559(43.9) | 0,099 | 0,952
rs168199 G/T | 111(22.3) | 252(50.7) | 134(27.0) | 274(21.1) | 677(52.1) | 348(26.8) | 0.401 | 0.818
1s561623 T/G 47(9.4) | 212(42.6) | 239(48.0) | 118(9.1) 545(42.2) | 630(48.7) | 0.093 | 0.955
rs7088441 | G/A | 111(21.8) | 255(50.2) | 142(28.0) | 262(20.2) | 659(50.7) | 378(29.1) | 0.687 | 0,709
rs1576986 | C/A 34(6,7) | 204(40.2) | 270(53.1) | 106(8.1) | 493(37.9) | 703(54.0) | 1.538 | 0.463
rs1923565 | C/G | 67(13.3) | 217(43.1) | 219(43.6) | 148(11.5) | 602(46.8) | 535(41.7) | 2,372 | 0,305
rs4474379 | G/A 45(8.8) | 205(40.2) | 260(51,0) | 110(8.4) 561(43.0) | 634(48.6) | 1.172 | 0.556
1s12763193 | T/C | 124(24.5) | 244(48.1) | 139(27.4) | 290(22.3) | 654(50.3) | 357(27.4) | 1,086 | 0.581
rs2295933 | A/G 42(8.3) | 203(40.0) | 263(51,7) | 108(8.3) 544(41.6) | 654(50.1) | 0,463 | 0,794

Die Genotypen unterteilen sich entweder in Trager von Allell/Allell, Allel1/Alle]l2 oder Allel2/Allel2.

Wie aus Tabelle 5-2 ersichtlich, waren zwei SNPs mit der Erkrankung Schizophrenie
signifikant assoziiert. Bei dem Marker 152622807 kam der Genotyp TT bei den
Schizophreniepatienten (12,9%) hiufiger vor als bei den Kontrollprobanden (9,2%) (p-Wert =
0,023). Der Marker rs635481 wies den Genotyp CC haufiger bei den Schizophreniepatienten
(11,6%) als bei den Kontrollen (8,1%) auf (p-Wert = 0,034).
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Nachfolgend wurde untersucht, ob eines der beiden Allele eines SNPs iiberzufillig haufig bei
den Patienten vorkommt. Eine solche iiber dem Zufall liegende Haufigkeit eines Allels wiirde
fiir eine Assoziation der betreffenden Variante mit der Erkrankung sprechen. Dazu wurden die
Individuen mit dem selteneren Allel 1 (Allell/Allell und Allell/Allel2) den Nicht-Trigern
von Allel 1 (Allel2/Allel 2) gegeniibergestellt (vgl. Tabelle 5-3).

Tabelle 5-3: Genotypverteilung nach dem dominanten Modell

Allel Patienten Kontrollen
SNP 12 AlAl + A2A2(%) AlA1l + A2A2(%) 1 p-Wert
A1A2(%) A1A2(%)

156584471 G/A 346(68.8) 157(31.2) 891(68.3) 413(31.7) 0.035 0.851
152207768 G/A 234(46.2) 272(53.8) 622(48.0) 674(52.0) 0.446 0.504
1512569561 C/T 352(71.7) 139(28.3) 888(68.7) 403(31.3) 1.420 0.233
rs11595793 G/C 317(67.8) 151(32.2) 815(65.3) 433(34.7) 0.896 0.344
151336290 C/T 315(62.0) 193(38.0) 786(60.2) 520(39.8) 0.510 0.475

15722982 C/T 292(57.5) 216(42.5) 694(53.5) 604(46.5) 2.372 0.124
152622807 T/C 287(57.9) 209(42.1) 676(52.2) 618(47.8) 4.559

1s635481 C/T 281(55.1) 229(44.9) 658(50.5) 646(49.5) 3.158 0.076
152881886 G/A 299(59.8) 201(40.2) 687(57.9) 500(42.1) 0.536 0.464
152820108 A/C 364(73.4) 132(26.6) 824(68.5) 379(31.5) 3.996

152065537 A/G 342(68.0) 161(32.0) 859(66.5) 433(33.5) 0.371 0.543

1s715687 G/A 277(56.7) 212(43.3) 715(56.1) 559(43.9) 0.039 0.843

1s168199 G/T 363(73.0) 134(27.0) 951(73.2) 348(26.8) 0.005 0.941

1s561623 T/G 259(52.0) 239(48.0) 663(51.3) 630(48.7) 0.077 0.781
157088441 G/A 366(72.0) 142(28.0) 921(70.9) 378(29.1) 0.234 0.628
151576986 C/A 238(46.9) 270(53.1) 599(46.0) 703(54.0) 0.105 0.746
151923565 C/G 284(56.4) 219(43.6) 750(58.3) 535(41.7) 0.538 0.463
154474379 G/A 250(49.0) 260(51.0) 671(51.4) 634(48.6) 0.844 0.358
1s12763193 T/C 368(72.6) 139(27.4) 944(72.6) 357(27.4) 0.000 0.992
152295933 A/G 245(48.3) 263(51.7) 652(49.9) 654(50.1) 0.420 0.517

Verteilung der Tréger des selteneren Allels 1 (A1A1 + A1A2) versus Nicht-Tréger von Allel 1 (A2A2) bei dem

Gesamtkollektiv der Patienten verglichen mit gesunden Probanden.

Als Ergebnis lieB sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen Schizophrenie und dem
Einzelbasenpolymorphismus 1s2622807 feststellen: die Trager der Genotypen mit dem
selteneren T-Allel waren bei den Schizophreniepatienten (57,9%) signifikant haufiger
vertreten im Vergleich zu den gesunden Kontrollen (52,2%) (p-Wert 0,033). Auch bei Marker
1s2820108 zeigten sich Trager des selteneren A-Allels signifikant hiufiger unter den
Schizophreniepatienten (73,4%) im Vergleich zu den Kontrollprobanden (68,5%) (p-Wert
0,046). Bei dem Marker 1s635481 lieflen sich Trager des selteneren C-Allels mit einem Trend
zur Signifikanz gehauft bei den Schizophreniepatienten nachweisen (p-Wert 0,076).
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Dieselbe Berechnung wurde auch mit den Trigern des haufigeren Allels (Allel 2)
durchgefiihrt. Analog zur vorherigen Berechnung wurden die Trager des haufigeren Allels 2
(Allel2/Allel2 und Allell/Allel2) den Personen ohne Allel 2 (Allel 1/Allell) gegeniibergestellt

(vgl. Tabelle 5-4).

Tabelle 5-4: Genotypverteilung nach dem rezessiven Modell

Allel Patienten Kontrollen
SNP V21 aoa2+ | A1a1%) A202+ | A1A1(%) 3 p-Wert
A1A2(%) A1A2(%)

156584471 | G/A | 403(8L1) 95(18.9) 1039(79.7) | 265(203) | 0.469 | 0494
152207768 | G/IA | 479(94.7) 27(5.3) 1194(92.1) | 102(7.9) | 3.517 | 0.061
1512569561 | C/T | 391(79.6) | 100(204) | 1022(79.2) | 269(208) | 0.048 | 0827
1511595793 | G/C | 383(8L3) 85(18.2) 1036(33.0) | 212(17.0) | 0329 | 0.567
151336290 | C/T | 436(85.8) 72(14.2) 1125(36.1) | 181(13.9) | 0030 | 0.862

15722982 | C/T | 449(88.4) 59(11.6) 1158(39.2) | 140(10.8) | 0256 | 0613
152622807 | T/C | 432(87.1) 64(12.9) 1175(90.8) | 11909.2) | 5.368

15635481 | C/T | 451(88.4) 59(11.6) 1199091.9) | 105(8.1) | 5.513

152831886 | G/A | 432(86.4) 68(13.6) 1045(38.0) | 142(12.0) | 0865 | 0.352
152820108 | A/C | 378(762) | 118(23.8) 944(78.5) | 259(21.5) | 1.040 | 0308
152065537 | A/G | 407(80.9) 96(19.1) 1056(81.7) | 236(183) | 0.161 | 0.688

1s715687 | G/A | 429(87.7) 60(12.3) 1114(37.5) | 160(12.5) | 0.027 | 0.870

15168199 | G/T | 386(77.7) | 111(22.3) | 1025(789) | 2742L.1) | 0329 | 0.567

15561623 | T/G | 451(90.6) 47(9.4) 1175(90.9) | 11809.1) | 0042 | 0.838
157088441 | G/A | 397(782) | 111(21.8) | 1037(79.8) | 262(202) | 0.630 | 0427
151576986 | C/A | 474(93.3) 34(6.7) 1196(91.9) | 106(8.1) 1,074 | 0.300
151923565 | C/G | 436(86.7) 67(13.3) 1137(38.5) | 148(11.5) | L1110 | 0.292
154474379 | G/A | 465(91.2) 45(3.8) 1195091.6) | 110(84) | 0073 | 0.787
1512763193 | T/C | 383(75.5) | 124(245) | 1011(77.7) | 290(22.3) | 0.970 | 0.325
152295933 | A/G | 466(91.7) 42(3.3) 1198091,7) | 108(83) | 0.000 | 0999

Verteilung der Triager des hdufigeren Allels 2 (A2A2 + A1A2) versus Nicht-Triger von Allel 2 (A1Al) im

Gesamtkollektiv der Patienten, verglichen zur Gruppe der Kontrollprobanden

Der SNP 152622807 ging als signifikant mit Schizophrenie assoziiert hervor; die Triager der
Genotypen mit dem haufigeren Allel C kamen bei Schizophreniepatienten (87,1%) seltener
vor als bei Gesunden (90,8%) (p-Wert 0,021). Auch bei Marker rs635481 waren Triger des
haufigeren T-Allels unter den Schizophreniepatienten (88,4%) seltener als bei den Gesunden
(91,9%) (p-Wert 0,019) zu finden. Zusitzlich zeigte sich ein Trend zur Signifikanz bei SNP
1s2207768, wonach Triger des hiufigeren A-Allels ofter unter den Erkrankten zu finden
waren (p-Wert 0,061).

Die Verteilung der Allele innerhalb der beiden Kohorten Schizophreniepatienten und gesunde
Probanden wurde als nichstes untersucht. Die Anzahl der Allele entspricht dem diploiden
Chromosomensatz (vgl. Tabelle 5-5).
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Tabelle 5-5: Allelverteilung in der Gesamtgruppe der Schizophreniepatienten im Vergleich zu
Kontrollprobanden
Allel Patienten Kontrollen
SNP 112 Allel 1 (%) | Allel 2 (%) Allel 1 Allel 2 ©® p-
(%) (%) Wert
156584471 | G/A | 441(43.8) 565(56.2) 1156(44.4) 1452(55.6) 0.070 | 0.791
152207768 | G/A | 261(25.8) 751(74.2) 724(27.9) 1868(72.1) 1.681 |0.195
1512569561 | C/T | 452(46.0) 530(54.0) 1157(44.8) 1425(55.2) 0426 |0.514
1s11595793 | G/C | 402(42.9) 534(57.1) 1027(41.1) 1469(58.9) 0911 |0.340
1s1336290 | C/T | 387(38.1) 629(61.9) 967(37.0) 1645(63.0) 0.357 | 0.550
15722982 C/T | 351(34.5) 665(65.5) 834(32.1) 1762(67.9) 1.941 |0.164
152622807 | T/C | 351(35.4) 641(64.6) 795(30.7) 1793(69.3) 7.169
15635481 C/T | 340(33.3) 680(66.7) 763(29.3) 1845(70.7) 5.761
1s2881886 | G/A | 367(36.7) 633(63.3) 829(34.9) 1545(65.1) 0.974 [0.324
152820108 | A/C | 482(48.6) 510(51.4) 1083(45.0) 1323(55.0) 3.616 |0.057
152065537 | A/G | 438(43.5) 568(56.5) 1095(42.4) 1489(57.6) 0.400 |[0.527
15715687 G/A | 337(34.5) 641(65.5) 875(34.3) 1673(65.7) 0.004 [0.948
1s168199 G/IT | 474(47.7) 520(52.3) 1225(43.3) 1373(56.7) 0.082 [0.774
15561623 T/G | 306(30.7) 690(69.3) 781(30.2) 1805(69.8) 0.093 | 0.761
1s7088441 | G/A | 477(46.9) 539(53.1) 1183(45.5) 1415(54.5) 0.588 | 0.443
1s1576986 | C/A | 272(26.8) 744(73.2) 705(27.1) 1899(72.9) 0.034 | 0.854
1s1923565 | C/G | 351(34.9) 655(65.1) 898(34.9) 1672(65.1) 0.001 |0.977
1s4474379 | G/A | 295(28.9) 725(71.1) 781(29.9) 1829(70.1) 0.353 | 0.553
1s12763193 | T/C | 492(48.5) 522(51.5) 1234(47.4) 1368(52.6) 0.351 |0.554
152295933 | A/G | 287(28.2) 729(71.8) 760(29.1) 1852(70.9) 0.257 |0.613

Bei Betrachtung der vorliegenden Allelverteilung fiel erneut eine Signifikanz bei den beiden
Markern 152622807 (p-Wert 0,007) und rs635481 (p-Wert 0,016) auf. Bei SNP 152622807
war das seltenere T-Allel bei den Schizophreniepatienten (35,4%) haufiger als bei den
Kontrollen (30,7%) anzutreffen. Der SNP 15635481 wies das seltenere C-Allel bei den
Schizophreniepatienten (33,3%) hiufiger als bei den gesunden Probanden (29,3%) auf.

Das SNP 152820108 zeigte eine Tendenz zu einem signifikanten Ergebnis, wonach das

seltenere Allel A hiufiger unter den Schizophreniepatienten zu finden ist (p-Wert 0,057).

5.1.4.2 Analyse der Polymorphismen bei Schizophreniepatienten mit an Schizophrenie

erkrankten Erstgradangehérigen

Schizophreniepatienten, welche Erstgradangehorige aufwiesen, die ebenfalls an
Schizophrenie litten, wurden im folgenden Untersuchungsgang als Subgruppe des oben
besprochenen Patientenkollektivs gebildet. Die Anzahl der Patienten dieser Untergruppe

betrug 97, von denen 59,8% minnlich und 40,2% weiblich waren. Die Patienten dieser
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Subgruppe hatten ein Alter zwischen 18 bis 67 Jahren, der Altersdurchschnitt lag bei 40,7
Jahren (Standardabweichung 11,45). Bei Betrachtung des Bildungsstandes ergab sich
folgende Einteilung: 48,5% erreichten den Hauptschulabschluss, 17,5% die mittlere Reife und
34,0% das Abitur als héchsten Schulabschluss.

Zuerst wurde die Genotypverteilung der Patientensubpopulation auf eine signifikante

Assoziation mit der Erkrankung untersucht (vgl. Tabelle 5-6).

Tabelle 5-6: Genotypverteilung der 20 SNPs bei den Schizophreniepatienten mit an Schizophrenie erkrankten

Erstgradangehorigen und gesunden Kontrollen.

Allel Patienten Kontrollen
SNP V21 aqa1 | a1a2 | aza2 AlA1 A1A2 A242 3 P
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

156584471 | G/A | 10(10.4) | 50(52.1) | 36(37.5) | 265(20.3) | 626(48.0) | 413(31.7) | 5.721 | 0.057
152207768 | G/A | 7(7.3) | 36(37.5) | 53(55.2) | 102(7.9) | 520(40.1) | 674(52.0) | 0.368 | 0.832
1512569561 | C/T | 14(15.1) | 47(50.5) | 32(34.4) | 269(20.8) | 619(47.9) | 403(31.3) | 1.821 | 0.402
111595793 | G/IC | 18(20.2) | 39(43.8) | 32(36.0) | 212(17.0) | 603(48.3) | 433(34.7) | 0.894 | 0.640
151336290 | C/T | 14(14.6) | 44(45.8) | 38(39.6) | 181(13.9) | 605(46.3) | 520(39.8) | 0.040 | 0.980

15722982 | /T | 9(9.4) | 50(52.1) | 37(38.5) | 140(10.8) | 554(42.7) | 604(46.5) | 3.232 | 0.199
152622807 | T/C | 12(12.9) | 44(47.3) | 37(39.8) | 119(9.2) | 557(43.0) | 618(47.8) | 2.795 | 0.247

1635481 | C/T | 12(12.4) | 44(45.4) | 41(a2.2) | 105(8.1) | 553(42.4) | 646(49.5) | 3.175 | 0.204
152881886 | G/A | 14(14.6) | 42(43.7) | 40(a1.7) | 142(12.0) | 545(45.9) | 500(42.1) | 0.597 | 0.742
152820108 | A/C | 25(25.8) | 47(48.4) | 25(25.8) | 259(21.5) | 565(47.0) | 379(31.5) | 1731 | 0.421
152065537 | AJG | 15(15.5) | 59(60.8) | 23(23.7) | 236(18.3) | 623(48.2) | 433(33.5) | 5.953 | 0.051

715687 | G/A | 9(9.7) | 44(47.3) | 40(43.0) | 160(12.5) | 555(43.6) | 559(43.9) | 0.875 | 0.646

5168199 | G/T | 16(17.2) | 49(52.7) | 28(30.1) | 274(21.1) | 677(52.1) | 348(26.8) | 0.989 | 0.610

15561623 | T/G | 5(5.4) | 43(46.2) | 45(a8.4) | 118(9.1) | 545(42.2) | 630(48.7) | 1.718 | 0.424
157088441 | G/A | 18(18.7) | 48(50.0) | 30(31.3) | 262(20.2) | 659(50.7) | 378(29.1) | 0.241 | 0.887
151576986 | C/A | 3(3.1) | 47(48.4) | 47(48.5) | 106(8.1) | 493(37.9) | 703(54.0) | na. | na.
151923565 | C/G | 15(15.8) | 43(45.3) | 37(38.9) | 148(11.5) | 602(46.8) | 535(41.7) | 1.568 | 0.457
154474379 | G/A | 11(11.3) | 36(37.1) | 50(51.6) | 110(8.4) | 561(43.0) | 634(48.6) | 1.781 | 0.410
1512763193 | T/C | 23(24.2) | 43(45.3) | 29(30.5) | 290(22.3) | 654(50.3) | 357(27.4) | 0.895 | 0.639
152295933 | A/G | 10(10.4) | 36(37.5) | 50(52.1) | 108(8.3) | 544(a1.6) | 654(50.1) | 0.935 | 0.627

Die Genotypen unterteilen sich

(n.a. = nicht auswertbar)

entweder in Triger von Allell/Allell, Allell/Allel2 oder Allel2/Allel2

Es zeigte sich eine Tendenz zur Signifikanz bei Marker 16584471, wonach der Genotyp AA
bei den Schizophreniepatienten mit an Schizophrenie erkrankten Erstgradangehorigen
haufiger vorkam als bei den gesunden Kontrollen (p-Wert 0,057). Ebenso lieB sich ein
signifikanter Trend bei SNP 152065537 nachweisen, bei dem der Genotyp AG haufiger in der
Untergruppe der Schizophreniepatienten vorkam (p-Wert 0,051).

Nachfolgend wurden in der Subgruppe diejenigen Patienten mit dem selteneren Allel 1
(Allell/Allell und Allell/Allel2) den Patienten ohne Allel 1 (Allel2/Allel 2)
gegeniibergestellt (vgl. Tabelle 5-7).
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Tabelle 5-7: Genotypverteilung nach dem dominanten Modell

Allel Patienten Kontrollen
2
SNP V21 aqa1+ | a2a20%) | A1a1+ | A242(%) - p-Wert
A1A2(%) A1A2(%)

156584471 | G/A | 60(62.5 | 36(37.5) | 891(68.3) | 413(3L.7) | 1.394 | 0.238
152207768 | G/A | 43(44.8) 53(55.2) | 622(48.0) | 674(52.0) | 0367 | 0.545
1512569561 | C/T | 61(65.6) | 32(34.4) | 888(68.7) | 403(31.3) | 0.410 | 0.522
1511595793 | G/IC | 57(64.0) | 32(36.0) | 815(65.3) | 433(34.7) | 0.058 | 0.810
151336290 | C/T | 58(60.4) | 38(39.6) | 786(60.2) | 520(39.8) | 0.002 | 0964

15722982 | C/T | 59615 | 37(38.5) | 694(53.5) | 604(46.5 | 2.298 | 0.130
152622807 | T/C | 56(60.2) | 37(39.8) | 676(52.2) | 618(47.8) | 2.214 | 0.137

15635481 | CO/T | 56(57.8) | 41(422) | 658(50.5) | 646(49.5) | 1.910 | 0.167
152881886 | G/A | 56(583) | 40(41.7) | 687(57.9) | 500(42.1) | 0008 | 0931
152820108 | A/C | 72(74.2) | 25(25.8) | 824(68.5) | 379(3L5) | 1.377 | 0.241
152065537 | A/G | 74(76.3) | 23(23.7) | 859(66.5) | 433(33.5 | 3.932

15715687 | G/A | 53(57.0) | 40(43,0) | 715(56.1) | 559(43.9) | 0.026 | 0.871

15168199 | G/T | 65(69.9) | 28(30.1) | 951(73.2) | 348(26.8) | 0.485 | 0.486

15561623 | T/G | 48(51.6) | 45(48.4) | 663(51.3) | 630(48.7) | 0004 | 0.950
157088441 | G/A | 66(68.7) | 30(31.3) | 921(70.9) | 378(29.1) | 0.200 | 0.655
51576986 | C/A | 50(5L.5) | 47(48.5) | 599(46.0) | 703(54.0) | na. na.
151923565 | C/G | 58(61.2) | 37(38.8) | 750(58.3) | 535(4L.7) | 0263 | 0.608
4474379 | G/A | 47(48.4) 50(51.6) | 671(51.4) | 634(48.6) | 0.318 | 0.573
1512763193 | T/C | 66(69.5) | 29(30.5) | 944(72.6) | 357(27.4) | 0421 | 0516
152295933 | A/G | 46(47.9) 50(52.1) | 652(49.9) | 654(50.1) | 0.144 | 0.704

Verteilung der Triger des selteneren Allels 1 (A1A1 + A1A2) versus Nicht-Triger von Allel 1 (A2A2) bei den
Schizophreniepatienten mit an Schizophrenie erkrankten Erstgradangehorigen im Vergleich mit gesunden

Kontrollen (n.a. = nicht auswertbar)

Es zeigte sich eine Signifikanz bei Marker 1s2065537, wonach sich Trager des selteneren A-
Allels haufiger in der Gruppe der Schizophreniepatienten mit erstgradig verwandten
Schizophreniepatienten (76,3%) befanden als bei den Kontrollprobanden (66,5%) (p-Wert
0,047).

Dasselbe wurde beziiglich dem haufigeren Allel 2 durchgefiihrt: den Trigern von Allel 2
(Allel2/Allel2 und Allell/Allel2) wurden diejenigen Patienten ohne Allel 2 (Allell/Allell)
gegeniibergestellt (vgl. Tabelle 5-8). Be1 Marker rs6584471 zeigte sich das haufigere A-Allel
bei den Schizophreniepatienten mit erstgradig verwandten Schizophreniepatienten (89,6%)
signifikant haufiger als bei der Kontrollgruppe (79,7%) (p-Wert 0,018).

Nachfolgend wurde die Verteilung der Allele mnerhalb der beiden Kohorten
Schizophreniepatienten mit erstgradig verwandten Schizophreniepatienten und gesunde
Probanden verglichen. Die Zahlen der Allele entsprechen dem diploiden Chromosomensatz
(Tabelle 5-9).
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Tabelle 5-8: Genotypverteilung nach dem rezessiven Modell

Allel Patienten Kontrollen
SNP 12 A202+ | A1A1(%) A202+ | AlA1(%) £ | p-Wert
A1A2(%) A1A2(%)

16584471 G/A 86(89.6) 10(10.,4) 1039(79.7) 265(20.3) 5.558

1s2207768 G/A 89(92.7) 7(7.3) 1194(92.1) 102(7.9) 0.041 0.839
1s12569561 C/IT 79(84.9) 14(15.1) 1022(79.2) 269(20.8) 1,783 0,182
rs11595793 G/C 71(79.8) 18(20,2) 1036(83.0) 212(17.0) 0.611 0.434
1s1336290 C/IT 82(85.4) 14(14.,6) 1125(86.1) 181(13.9) 0.039 0,843

1s722982 C/IT 87(90.6) 9(9.4) 1158(89.2) 140(10.,8) 0.186 0,666
1$2622807 T/C 81(87.1) 12(12,9) 1175(90.8) 119(9.2) 1,394 0,238

rs635481 C/IT 85(87.6) 12(12.4) 1199(91.9) 105(8.1) 2,200 0,138
152881886 G/A 82(85.4) 14(14.,6) 1045(88.0) 142(12,0) 0.571 0.450
1s2820108 A/C 72(74.2) 25(25.8) 944(78.5) 259(21.5) 0,947 0,331
1s2065537 A/G 82(84.5) 15(15.5) 1056(81.7) 236(18.3) 0.479 0.489

1s715687 G/A 84(90.3) 9(9.7) 1114(87.5) 160(12.5) 0.664 0.415

rs168199 G/T 77(82.8) 16(17,2) 1025(78.9) 274(21.1) 0.796 0,372

1s561623 T/G 88(94.6) 5(5.4) 1175(90.9) 118(9.1) 1,508 0,219
17088441 G/A 78(81.3) 18(18.7) 1037(79.8) 262(20.2) 0,112 0,738
1s1576986 C/A 94(96.9) 3(3.1) 1196(91.9) 106(8.1) n.a. n.a.
1s1923565 C/G 80(84.2) 15(15.8) 1137(88.5) 148(11.5) 1,550 0,213
1s4474379 G/A 86(88.7) 11(11,3) 1195(91.6) 110(8.4) 0.970 0,325
rs12763193 T/C 72(75.8) 23(24,2) 1011(77.7) 290(22.3) 0,188 0,665
1s2295933 A/G 86(89.6) 10(10.4) 1198(91.7) 108(8.3) 0.535 0.465

Verteilung der Triger des hiufigeren Allels 2 (A2A2 + A1A2) versus Nicht-Triger von Allel 2 (A1Al) bei den

Schizophreniepatienten mit an Schizophrenie erkrankten Erstgradangehérigen im Vergleich mit gesunden Kontrollen (n.a. =
nicht auswertbar)
Tabelle 5-9: Allelverteilung bei Schizophreniepatienten mit an Schizophrenie erkrankten Erstgradangehérigen im Vergleich

zu Kontrollen

Allel Patienten Kontrollen
SNP 12 Allel 1 (%) | Allel 2 (%) Allel 1 Allel 2 r Wel;;
(%) (%)

16584471 G/A 70(36.5) 122(63.5) 1156(44.4) 1452(55,6) 4,496
152207768 G/A 50(26,0) 142(74,0) 724(27.9) 1868(72.1) 0.318 0.573
1512569561 C/T 75(40,3) 111(59.7) 1157(44.8) 1425(55.,2) 1.415 0.234
1s11595793 G/C 75(42,1) 103(57.9) 1027(41.1) 1469(58.9) 0.067 0.796
1s1336290 C/T 72(37.5) 120(62.5) 967(37.0) 1645(63.,0) 0.018 0.895
1s722982 C/T 68(35.4) 124(64.6) 834(32.1) 1762(67.9) 0.884 0.347
12622807 T/C 68(36.6) 118(63.4) 795(30,7) 1793(69.3) 2.762 0.097
rs635481 C/T 68(35.1) 126(64.9) 763(29.3) 1845(70,7) 2.907 0.088
12881886 G/A 70(36.5) 122(63.5) 829(34.9) 1545(65.,1) 0.185 0.667
12820108 A/C 97(50.,0) 97(50,0) 1083(45.,0) 1323(55.,0) 1.802 0.180
152065537 A/G 89(45.9) 105(54,1) 1095(42.4) 1489(57.6) 0.904 0.342
rs715687 G/A 62(33.3) 124(66,7) 875(34.3) 1673(65.7) 0.078 0.780
rs168199 G/T 81(43.5) 105(56.5) 1225(43.3) 1373(56.7) 0.905 0.342
1s561623 T/G 53(28.5) 133(71,5) 781(30.2) 1805(69.8) 0.240 0.624
1s7088441 G/A 84(43.7) 108(56.3) 1183(45.5) 1415(54.5) 0.230 0.632
151576986 C/A 53(27.3) 141(72.,7) 705(27.1) 1899(72.9) 0.006 0.941
1s1923565 C/G 73(38.4) 117(61,6) 898(34.9) 1672(65.1) 0.939 0.333
154474379 G/A 58(29.9) 136(70,1) 781(29.9) 1829(70.1) 0.000 0.994
1s12763193 T/C 89(46.8) 101(53.2) 1234(47.4) 1368(52.6) 0.024 0.877
1s2295933 A/G 56(29.2) 136(70,8) 760(29.1) 1852(70.9) 0.000 0.984
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Bei Betrachtung des Gesamtallels zeigte sich fiir Locus rs6584471 das haufigere A-Allel
signifikant 6fter in der erkrankten Untergruppe (63,5%) als bei den Kontrollen (55,7%) (p-
Wert 0,034). Einen Trend zur Signifikanz erwies der Marker rs2622807 auf, wonach das
seltenere T-Allel haufiger bei den Erkrankten vorkam (p-Wert 0,097), sowie der Marker
1s635481, bei dem eine Hiufung des selteneren C-Allels in der Untergruppe der
Schizophreniepatienten nachgewiesen wurde (p-Wert 0,088).

5.1.4.3 Analyse der Polymorphismen bei Schizophreniepatienten mit an Schizophrenie

erkrankten Familienangehorigen

Die Anzahl der Patienten der nichsten Untergruppe betrug 147, wobei 61,2% méannlich und
38.8% weiblich waren. Das Alter der Patienten variierte von 18 bis 67 Jahren mit einem
Medianwert von 38,5 Jahren (Standardabweichung 11,42). 44,9% dieser Untergruppe
erreichten den Hauptschulabschluss, 21,8% die mittlere Reife und 33,3% das Abitur als
hochsten Schulabschluss.

Zuerst wurde wieder die Genotypisierung vorgenommen (vgl. Tabelle 5-10).

Tabelle 5-10: Genotypverteilung der 20 SNPs bei den Schizophreniepatienten mit an Schizophrenie erkrankten

Familienangehorigen im Vergleich zu gesunden Kontrollen

Allel Patienten Kontrollen
SNP V21 aqa1 | a1a2 | aza2 AlA1 A1A2 A242 3 P
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
156584471 | G/A | 21(14.4) | 69(47.3) | 56(38.3) | 265(20.3) | 626(48.0) | 413(31.7) | 4.177 | 0.124
152207768 | G/A | 8(5.5) | 56(38.4) | 82(56.1) | 102(7.9) | 520(40.1) | 674(52.0) | 1.519 | 0.468
1512569561 | C/T | 25(17.6) | 72(50.7) | 45(31.7) | 269(20.8) | 619(47.9) | 403(31.3) | 0.862 | 0.650
111595793 | GIC | 26(19.1) | 64(a7.1) | 46(33.8) | 212(17.0) | 603(48.3) | 433(34.7) | 0.391 | 0.823
151336290 | C/T | 23(15.8) | 69(47.3) | 54(36.9) | 181(13.9) | 605(46.3) | 520(39.8) | 0.626 | 0.731
15722982 | C/T | 18(12.3) | 72(49.3) | 56(38.4) | 140(10.8) | 554(42.7) | 604(46.5) | 3.538 | 0.171
152622807 | T/C | 18(12.6) | 61(42.7) | 64(a4.7) | 119(9.2) | 557(43.0) | 618(47.8) | 1.803 | 0.406
15635481 | C/T | 18(12.2) | 58(39.5) | 71(48.3) | 105(8.1) | 553(42.4) | 646(49.5) | 3.054 | 0217
152881886 | G/A | 25(17.1) | 60(41.1) | 61(41.8) | 142(12.0) | 545(45.9) | 500(42.1) | 3.432 | 0.180
152820108 | A/C | 28(19.0) | 78(53.1) | 41(27.9) | 259(21.5) | 565(47.0) | 379(31.5) | 1.951 | 0.377
152065537 | A/G | 24(16.3) | 79(53.7) | 44(30.0) | 236(18.3) | 623(48.2) | 433(33.5) | L.611 | 0.447
1715687 | G/A | 14(9.9) | 65(45.8) | 63(44.3) | 160(12.5) | 555(43.6) | 559(43.9) | 0.907 | 0.635
5168199 | G/T | 27(18.9) | 74(51.7) | 42(29.4) | 274(21.1) | 677(52.1) | 348(26.8) | 0.623 | 0.733
15561623 | T/G | 11(7.7) | 62(43.7) | 69(48.6) | 118(9.1) | 545(a2.2) | 630(48.7) | 0.341 | 0.844
157088441 | G/A | 28(19.2) | 75(51.4) | 43(29.4) | 262(20.2) | 659(50.7) | 378(29.1) | 0.080 | 0.961
151576986 | C/A | 6(4.1) | 62(42.2) | 79(53.7) | 106(8.1) | 493(37.9) | 703(54.0) | 3.459 | 0.177
151923565 | C/G | 20(13.8) | 64(a4.1) | 61(42.1) | 148(11.5) | 602(46.8) | 535(41.7) | 0.768 | 0.675
154474379 | G/A | 13(8.8) | 56(38.1) | 78(53.1) | 110(8.4) | 561(43.0) | 634(48.6) | 1.312 | 0.519
1512763193 | T/C | 36(24.8) | 72(49.7) | 37(25.5) | 290(22.3) | 654(50.3) | 357(27.4) | 0.559 | 0.756
152295933 | A/G | 12(82) | 54(37.0) | 80(54.8) | 108(8.3) | 544(aL.6) | 654(50.1) | 1.273 | 0.529

Die Genotypen unterteilen sich entweder in Trager von Allel1/Allell, Allel1/Allel2 oder Allel2/Allel2
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Bei Betrachtung der Genotypverteilung von den Schizophreniepatienten, welche in der
Familie ebenso Schizophreniepatienten hatten, zeigten sich im Vergleich zu den gesunden

Kontrollen keine signifikanten Assoziationen.

Als nichstes wurde gepriift, ob bei den einzelnen SNPs Triger des selteneren Allels 1

(Allell/Allell und Allell/Allel2) haufiger oder seltener im Vergleich zu Nicht-Trigem von

Allel 1 (Allel2/Allel2) vorkamen (vgl. Tabelle 5-11).

Tabelle 5-11: Genotypverteilung nach dem dominanten Modell

Allel Patienten Kontrollen
SNP 112 A1A1+ | A2A2(%) | A1A1+ | A2A2(%) r p-Wert
A1A2(%) A1A2(%)
156584471 | G/A | 90(61.7) 56(38.3) | 891(68.3) | 413(3L.7) 2.681 0.102
152207768 | G/A | 64(33.9) 82(56.1) | 622(48.0) | 674(52.0) 0.910 | 0.340
1512569561 | C/T 97(68.3) | 45(31.7) | 888(68.7) | 403(31.3) 0.013 | 0,908
511595793 | G/C | 90(66.2) | 46(33.8) | 815(65.3) | 433(34.7) 0.041 0.839
151336290 | CO/T 92(63.1) 54(36.9) | 786(60.2) | 520(39.8) 0.440 | 0.507
15722982 C/IT 90(61.6) 56(38.4) | 694(53.5) | 604(46.5) 3.536 | 0.060
152622807 | T/C 79(55.3) 6a(44.7) | 676(52.2) | 618(47.8) 0.466 | 0.495
15635431 C/IT 76(51.7) 71(48.3) | 658(50.5) | 646(49.5) 0.081 0.776
152881886 | G/A | 85(382) 61(41.8) | 687(57.9) | 500(42.1) 0.006 | 0.937
152820108 | A/C | 106(72.1) | 41(27.9) | 824(68.5) | 379(3L5) 0.798 | 0372
152065537 | A/G | 103(70.0) | 44(30.0) | 859(66.5) | 433(33.5) 0.764 | 0382
15715687 G/A | 79(55.7) 63(443) | 715(56.1) | 559(43.9) 0.012 | 00911
15168199 G/T | 101(70.6) | 42(29.4) | 951(73.2) | 348(26.8) 0.435 | 0.510
15561623 TIG | 73(51.4) 69(43.6) | 663(51.3) | 630(43.7) 0.001 0.976
157088441 | G/A | 103(70.6) | 43(29.4) | 921(70.9) | 378(29.1) 0.008 | 0.929
151576986 | C/A | 68(463) 79(53.7) | 599(46.0) | 703(54.0) 0.003 | 0.954
151923565 | C/G | 84(57.9) 61(42.1) | 750(58.3) | 535(4L.7) 0.010 | 0.920
54474379 | G/A | 69(36.9) 78(53.1) | 671(51.4) | 634(48.6) 1.061 0.303
1512763193 | T/C | 108(74.5) | 37(25.5) | 944(72.6) | 357(27.4) 0.243 | 0.622
152205933 | A/G | 66(452) 80(54.8) | 652(49.9) | 654(50.1) 1.169 | 0280

Verteilung der Tréger des selteneren Allels 1 (A1A1 + A1A2) versus Nicht-Trager von Allel 1 (A2A2) bei
Schizophreniepatienten mit an Schizophrenie erkrankten Familienangehorigen im Vergleich zu gesunden

Kontrollen

Hierbei zeigte sich ber Marker 1s722982 ein Trend zur Signifikanz, wonach Triger des
selteneren C-Allels haufiger in der Untergruppe Schizophreniepatienten zu finden waren (p-

Wert 0,060).

Nachfolgend wurden die Trager des haufigeren Allels 2 (Allel2/Allel2 und Allel1/Allel2) mit
den Nicht-Tragern von Allel 2 (Allel1/Allell) verglichen (vgl. Tabelle 5-12).
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Tabelle 5-12: Genotypverteilung nach dem rezessiven Modell

Allel Patienten Kontrollen
SNP 12 A242+ | A1A1(%) A242+ | AlA1(%) r p-Wert
A1A2(%) A1A2(%)
156584471 | G/A | 125(85.6) 21(14.4) 1039(79.7) | 265(20.3) | 2.924 | 0.087
152207768 | G/A | 138(94.5) 8(5.5) 1194(92.1) | 102(7.9) 1.065 | 0.302
1512569561 | C/T | 117(32.4) 25(17.6) 1022(79.2) | 269(20.8) | 0.819 | 0.366
1511595793 | G/C_| 110(30.9) 26(19.1) 1036(83.0) | 212(17.0) | 0.391 0.532
151336290 | C/T | 123(34.2) 23(15.8) 1125(36.1) | 181(13.9) | 0390 | 0.532
15722982 | C/T | 128(87.7) 18(12.3) 1158(89.2) | 140(10.8) | 0.321 0.571
152622807 | T/C | 125(37.4) 18(12.6) 1175(90.8) | 119(9.2) 1717 | 0.190
15635481 | C/T | 129(37.8) 18(12.2) 1199(91.9) | 105(8.1) | 2.993 | 0.084
152881886 | G/A | 121(82.9) 25(17.1) 1045(38.0) | 142(12.0) | 3.159 | 0.076
152820108 | A/C_ | 119(31.0) 28(19.0) 944(78.5) | 259(21.5) | 0.482 | 0488
152065537 | A/G | 123(83.7) 24(16.3) 1056(31.7) | 236(18.3) | 0.336 | 0.563
15715687 | G/A | 128(90.1) 14(9.9) 1114(37.5) | 160(12.5) | 0.864 | 0353
15168199 | G/T | 116(8L1) 27(18.9) 1025(78.9) | 274(2L.1) | 0.382 | 0.537
15561623 | T/G | 131(92.3) 11(7.7) 1175(90.9) | 118(9.1) | 0.298 | 0.585
157088441 | G/A | 118(30.8) 28(19.2) 1037(79.8) | 262(202) | 0.080 | 0.777
151576986 | C/A | 141(95.9) 6(4.1) 1196(91.9) | 106(8.1) | 3.052 | 0.081
151923565 | C/G | 125(386.2) 20(13.8) 1137(88.5) | 148(11.5) | 0.651 0.420
54474379 | G/A | 134(912) 13(8.8) 1195(91.6) | 110(84) | 0.029 | 0.864
1512763193 | T/C_ | 109(75.2) 36(24.8) 1011(77.7) | 290(22.3) | 0.481 0.488
152295933 | A/G | 134(91.8) 12(8.2) 1198091.7) | 108(83) | 0.000 | 0983

Verteilung der Triager des haufigeren Allels 2 (A2A2 + A1A2) versus Nicht-Triger von Allel 2 (A1A1) bei
Schizophreniepatienten mit an Schizophrenie erkrankten Familienangehorigen im Vergleich zu gesunden

Kontrollen

Es zeigte sich bei folgenden SNPs ein Trend zur Signifikanz: bei Marker 1s6584471 kam das
haufigere A-Allel 6fter in der Subgruppe Erkrankter vor (p-Wert 0,087); be1 Marker rs635481
fand sich das haufigere T-Allel seltener in der erkrankten Subgruppe (p-Wert 0,084); bei
Marker 1s2881886 lief sich das haufigere A-Allel ebenso seltener in der Untergruppe finden
(p-Wert 0,076); ber Marker rs1576986 kam das hiufigere A-Allel ofter in der Subgruppe
Erkrankter vor (p-Wert 0,081).

Die Verteilung der Allele der beiden Kohorten Schizophreniepatienten mit an Schizophrenie
Erkrankten in der Familie und gesunde Probanden wurde als nachstes untersucht. Die Zahlen
der Allele entsprechen dem diploiden Chromosomensatz (vgl. Tabelle 5-13).
Der Marker 156584471 stellte sich mit einem als signifikant assoziiert mit der Erkrankung
heraus; die Subgruppe der Schizophreniepatienten wies das haufigere A-Allel ofter auf
(62,0%) als die Kontrollgruppe (55,7%) (p-Wert 0,039).
Der Marker 1s722982 zeigte einen Trend zur Signifikanz, wobei in der Untergruppe der
Erkrankten das seltenere C-Allel haufiger vorkam (p-Wert 0,093).
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Tabelle 5-13: Allelverteilung bei Schizophreniepatienten mit an Schizophrenie erkrankten Familienangehérigen,

im Vergleich zu Kontrollprobanden

Allel Patienten Kontrollen

SNP 1/2 Allel 1 (%) | Allel 2 (%) Allel 1 Allel 2 Va p-
(%) (%) Wert

156584471 G/A 111(38.0) 181(62.0) 1156(44.4) 1452(55.6) 4,252
152207768 G/A 72(24.7) 220(75.3) 724(27.9) 1868(72.1) 1,408 0.235
1s12569561 C/T 122(43.0) 162(57.0) 1157(44.8) 1425(55.2) 0,355 0.551
rs11595793 G/C 116(42.6) 156(57.4) 1027(41.1) 1469(58.9) 0,228 0.633
1s1336290 C/T 115(39.4) 177(60.6) 967(37.0) 1645(63.0) 0,627 0.429
15722982 C/T 108(37.0) 184(63.0) 834(32.1) 1762(67.9) 2.821 0.093
152622807 T/C 97(33.9) 189(66.1) 795(30.7) 1793(69.3) 1,230 0.267
1s635481 C/T 94(32.,0) 200(68.0) 763(29.3) 1845(70.7) 0,937 0.333
152881886 G/A 110(37.7) 182(62.3) 829(34.9) 1545(65.1) 0,863 0.353
152820108 A/C 134(45.6) 160(54.4) 1083(45.0) 1323(55.0) 0,034 0.854
152065537 A/G 127(43.2) 167(56.8) 1095(42.4) 1489(57.6) 0,073 0.787
1s715687 G/A 93(32.7) 191(67.3) 875(34.3) 1673(65.7) 0,289 0.591
rs168199 G/T 128(44.8) 158(55.2) 1225(43.3) 1373(56.7) 0,594 0.441
1s561623 T/G 84(29.6) 200(70.4) 781(30.2) 1805(69.8) 0,047 0.828
157088441 G/A 131(44.9) 161(55.1) 1183(45.5) 1415(54.5) 0,048 0.827
151576986 C/A 74(25.2) 220(74.8) 705(27.1) 1899(72.9) 0,487 0.485
1s1923565 C/G 104(35.9) 186(64.1) 898(34.9) 1672(65.1) 0,097 0.756
154474379 G/A 82(27.9) 212(72.1) 781(29.9) 1829(70.1) 0,523 0.470
1s12763193 T/C 144(49.7) 146(50.3) 1234(47.4) 1368(52.6) 0,520 0.471
152295933 A/G 78(26.7) 214(73.3) 760(29.1) 1852(70.9) 0,727 0.394

5.1.4.4 Analyse der Polymorphismen bei Schizophreniepatienten mit psychiatrisch

erkrankten Familienangehdorigen

Die Anzahl der Patienten der folgenden Untergruppe betrug 374, wovon 64,2% méannlich und
35,8% weiblich waren. Das Alter der Patienten lag zwischen 17 und 70 Jahren mit einem
Median bei 37,9 Jahren (Standardabweichung 11,15). 42.5% der Patienten erreichten als
hochsten Schulabschluss die Hauptschulreife, 23,5% die Realschulreife und 34,0% das Abitur.
Nachfolgend ~wurde die  Genotypverteilung von  Schizophreniepatienten  mit
Familienangehorigen, die an einer psychiatrischen Erkrankung litten, und von gesunden
Kontrollen miteinander verglichen (vgl. Tabelle 5-14).

Es zeigte sich ein Trend zur Signifikanz bei folgenden Markern: bei SNP 152622807 fand sich
der Genotyp TT haufiger in der Untergruppe Erkrankter (p-Wert 0,067); bei Marker rs635481

war der Genotyp CC haufiger in der erkrankten Subgruppe anzutreffen (p-Wert 0,079); bei
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Marker 152820108 wurde der Genotyp AA hiufiger in der Untergruppe der Erkrankten
nachgewiesen (p-Wert 0,095).

Tabelle 5-14: Genotypverteilung bei den Schizophreniepatienten mit psychiatrisch erkrankten
Familienangehérigen im Vergleich zu gesunden Kontrollen
Allel Patienten Kontrollen
2
SNP 21 A1a1 | a1a2 | a2a2 | alar | a1a2 | a2a2 | F .
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

156584471 | G/A | 64(17.4) | 187(50.8) | 117(31.8) | 265(20.3) | 626(48.0) | 413(31.7) | 1.720 | 0.423
152207768 | G/A | 19(5.1) | 153(41.5) | 197(53.4) | 102(7.9) | 520(40.1) | 674(52.0) | 3.159 | 0.206
1512569561 | C/T | 77(21.3) | 178(49.3) | 106(29.4) | 269(20.8) | 619(47.9) | 403(31.3) | 0.455 | 0.796
1s11595793 | G/C | 65(19.0) | 167(48.7) | 111(32.3) | 212(17.0) | 603(48.3) | 433(34.7) | 1.032 | 0.597
1s1336290 | C/T | 56(15.0) | 174(46.8) | 142(38.2) | 181(13.9) | 605(46.3) | 520(39.8) | 0.504 | 0.777
1s722982 | C/T | 47(12.7) | 167(45.0) | 157(42.3) | 140(10.8) | 554(42.7) | 604(46.5) | 2.400 | 0.301
152622807 | T/C | 48(13.3) | 154(42.5) | 160(44.2) | 119(9.2) | 557(43.0) | 618(47.8) | 5.411 | 0.067
1s635481 | C/T | 44(11.8) | 154(41.3) | 175(46.9) | 105(8.1) | 553(42.4) | 646(49.5) | 5.070 | 0.079
1s2881886 | G/A | 50(13.7) | 163(44.8) | 151(41.5) | 142(12.0) | 545(45.9) | 500(42.1) | 0.813 | 0.666
152820108 | A/C | 86(23.6) | 185(50.8) | 93(25.6) | 259(21.5) | 565(47.0) | 379(31.5) | 4.717 | 0,095
152065537 | A/G | 71(19.3) | 179(48.6) | 118(32.1) | 236(18.3) | 623(48.2) | 433(33.5) | 0.355 | 0.837
1s715687 | G/A | 45(12.4) | 158(43.8) | 158(43.8) | 160(12.5) | 555(43.6) | 559(43.9) | 0.005 | 0.997
1s168199 | G/T | 83(22.7) | 192(52.6) | 90(24.7) | 274(21.1) | 677(52.1) | 348(26.8) | 0.865 | 0.649
15561623 | T/G | 35(9.6) | 164(45.1) | 165(45.3) | 118(9.1) | 545(42.2) | 630(48.7) | 1.316 | 0.518
1s7088441 | G/A | 83(22.3) | 196(52.7) | 93(25.0) | 262(20.2) | 659(50.7) | 378(29.1) | 2.583 | 0.275
1s1576986 | C/A | 24(6.5) | 147(39.6) | 200(53.9) | 106(8.1) | 493(37.9) | 703(54.0) | 1.273 | 0.529
151923565 | C/G | 54(14.7) | 154(41.8) | 160(43.5) | 148(11.5) | 602(46.8) | 535(41.7) | 4.128 | 0.127
1s4474379 | G/A | 35(9.4) | 143(38.3) | 195(52.3) | 110(8.4) | 561(43.0) | 634(48.6) | 2.603 | 0.272
1s12763193 | T/C | 87(23.5) | 186(50.1) | 98(26.4) | 290(22.3) | 654(50.3) | 357(27.4) | 0.285 | 0.867
152295933 | A/G | 33(8.9) | 143(38.4) | 196(52.7) | 108(8.3) | 544(41.6) | 654(50.1) | 1.245 | 0.537

Die Genotypen unterteilen sich entweder in Triger von Allel1/Allell, Allel1/Allel2 oder Allel2/Allel2

Nachfolgend wurden die Triger des selteneren Allels 1 (Allell/Allell und Allell/Allel2) den
Nicht-Trdgern von Allel 1 (Allel2/Allel2) gegeniibergestellt (vgl. Tabelle 5-15).

Der Marker 1s2820108 zeigte eine signifikante Assoziation zur Schizophrenie, wonach
Schizophreniepatienten mit Familienmitgliedern, welche an psychiatrischen Erkrankungen
litten, haufiger das seltenere Allel A (74,4%) trugen als gesunde Probanden (68,5%) (p-Wert
0,030).

Dieselbe Berechnung wurde fiir das haufigere Allel 2 vorgenommen: Triger des Allels 2
(Allel2/Allel2 und Allell/Allel2) wurden Nicht-Trager von Allel 2 (Allell/Allell)
gegeniibergestellt (vgl. Tabelle 5-16).

Zwei Marker deuteten signifikant auf eine Assoziation mit der Erkrankung Schizophrenie hin.
Bei1 SNP 152622807 war be1 Schizophreniekranken mit positiver Familienanamnese beziiglich
psychiatrisch Erkrankter das hiufigere C-Allel seltener anzutreffen (86,7%) als bei gesunden
Probanden (90,8%) (p-Wert 0,023).
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Tabelle 5-15: Genotypverteilung nach dem dominanten Modell

Allel Patienten Kontrollen
SNP 12 AIAL+ | A2A2(%) AIAL+ | A2A2(%) r p-Wert
A1A2(%) A1A2(%)
156584471 | G/A 251(68.2) | 117(31.8) 891(68.3) 413(31.7) | 0.002 0.965
152207768 | G/A 172(46.6) | 197(53.4) 622(48.0) 674(52.0) | 0.220 0.639
1s12569561 | C/T 255(70.6) | 106(29.4) 888(68.7) 403(31.3) | 0.455 0.500
1511595793 | G/C 232(67.7) | 111(32.3) 815(65.3) 433(34.7) | 0.651 0.420
1s1336290 | C/T 230(61.8) | 142(38.2) 786(60.2) 520(39.8) | 0.328 0.567
15722982 C/T 214(57.7) | 157(42.3) 694(53.5) 604(46.5) | 2.067 0.151
152622807 | T/C 202(55.8) | 160(44.2) 676(52.2) 618(47.8) | 1.439 0.230
1s635481 C/T 198(53.1) | 175(46.9) 658(50.5) 646(49.5) | 0.799 0.372
1s2881886 | G/A 213(58.5) | 151(41.5) 687(57.9) 500(42.1) | 0.047 0.829
152820108 | A/C 271(74.4) | 93(25.6) 824(68.5) 37931.5) [4.708  |J0030000
152065537 | A/G 250(67.9) | 118(32.1) 859(66.5) 433(33.5) | 0271 0.603
15715687 G/A 203(56.2) | 158(43.8) 715(56.1) 559(43.9) | 0.001 0.970
15168199 GI/T 275(75.3) | 90(24.7) 951(73.2) 348(26.8) | 0.668 0.414
15561623 T/G 199(54.7) | 165(45.3) 663(51.3) 630(48.7) | 1.311 0.252
157088441 | G/A 279(75.0) | 93(25.0) 921(70.9) 378(29.1) | 2.401 0.121
151576986 | C/A 171(46,1) | 200(53.9) 599(46.0) 703(54.0) | 0.001 0.977
1s1923565 | C/G 208(56.5) | 160(43.5) 750(58.3) 535(41.7) | 0.399 0.528
1s4474379 | G/A 178(47.7) | 195(52.3) 671(51.4) 634(48.6) | 1.586 0.208
1512763193 | T/C 273(73.6) | 98(26.4) 944(72.6) 357(27.4) | 0.153 0.696
152295933 | A/G 176(47.3) | 196(52.7) 652(49.9) 654(50.1) | 0.790 0.374

Verteilung der Triger des selteneren Allels 1 (A1Al + A1A2) versus Nicht-Triger von Allel 1 (A2A2) bei den

Schizophreniepatienten mit psychiatrischen erkrankten Familienangehérigen im Vergleich zu gesunden Kontrollen

Tabelle 5-16: Genotypverteilung nach dem rezessiven Modell

Allel Patienten Kontrollen
SNP 12 A242+ | Al1A1(%) A242+ | AlA1(%) r p-Wert
A1A2(%) A1A2(%)

156584471 | G/A__ | 304(32.6) | 64(17.4) 1039(79.7) | 265(20.3) | 1.560 | 0.212
152207768 | G/A__ | 350(94.9) | 19(5.1) 1194(92.1) | 102(7.9) | 3.156 | 0,076
1512569561 | C/T | 284(78.7) | 77(21.3) 1022(79.2) | 269(20.8) | 0.041 0.839
1511595793 | G/IC__ | 278(81.0) | 65(19.0) 1036(33.0) | 212(17.0) | 0.721 0.396
151336290 | C/T | 316(85.0) | 56(15.0) 1125(36.1) | 181(13.9) | 0.341 0.559
15722082 | C/T | 324(87.3) | 47(12.7) 1158(39.2) | 140(10.8) | 1.028

152622807 | T/C | 314(36.7) | 48(13.3) 1175(90.8) | 119(9.2) 5.151

15635481 C/IT | 329(88.2) | 44(11.8) 1199(91.9) | 105(8.1) 5.022

152881886 | G/A__ | 314(86.3) | 50(13.7) 1045(38.0) | 142(12.0) | 0.808 | 0.369
152820108 | A/C__ | 278(76.4) | 86(23.6) 944(73.5) 259(21.5) | 0.716 | 0.398
152065537 | A/IG | 297(80.7) | 71(19.3) 1056(31.7) | 236(18.3) | 0.201 0.654
5715687 | G/A__ | 316(37.6) | 45(12.4) 1114(37.5) | 160(12.5) ] 0.002 | 0.962
5168199 | G/T | 282(77.3) | 83(22.7) 1025(789) | 274(21.1) | 0.458 | 0.498
15561623 T/IG | 329(90.4) | 35(9.6) 1175(90.9) | 118(9.1) | 0.081 0.776
157088441 | G/A__ | 289(77.7) | 83(22.3) 1037(79.8) | 262(20.2) | 0.810 | 0.368
151576986 | C/A | 347(93.5) | 24(6.5) 1196(91.9) | 106(3.1) 1127 | 0.289
151923565 | C/G | 314(85.3) | 54(14.7) 1137(38.5) | 148(11.5) | 2.657 | 0.103
54474379 | G/A__ | 338(90.6) | 35(9.4) 1195(91.6) | 1108.4) | 0.335 | 0.563
1512763193 | T/C | 284(76.5) | 87(23.5) 1011(77.7) | 290(22.3) | 0.222 | 0.637
152205933 | A/G | 339(9L.1) | 33(3.9) 1198(91.7) | 1088.3) ] 0.136 | 0.721

Verteilung der Triger des héufigeren Allels 2 (A2A2 + AlA2) versus Nicht-Triger von Allel

2 (AlAl) bei

Schizophreniepatienten mit an Schizophrenie erkrankten Familienangehérigen im Vergleich zu gesunden Kontrollen
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Auch bei SNP 15635481 zeigte sich in der Subgruppe das haufigere T-Allel seltener (88,2%)
als bei der Kontrollgruppe (91,9%) (p-Wert 0,025). Der Marker 2207768 zeigte sich ein
Trend zur Signifikanz, indem das hiufigere A-Allel haufiger in der erkrankten Untergruppe
anzutreffen war (p-Wert 0,076).

AnschlieBend wurde das Gesamtallel betrachtet und mit der gesunden Probandengruppe
verglichen (vgl. Tabelle 5-17). Die Zahlen der Allele entsprechen dem diploiden

Chromosomensatz.

Tabelle 5-17: Allelverteilung bei Schizophreniepatienten mit psychiatrisch erkrankten Familienangehorigen im

Vergleich zu Kontrollprobanden

Allel Patienten Kontrollen
SNP V2 | Anet1 (%) | Anel2 (%) | Alel1 Allel 2 r p-Wert
(%) (%)
156584471 | G/A | 315(42.8) | 421(57.2) | 1156(44.4) | 1452(55.6) | 0.543 | 0.461
152207768 | G/A | 191(25.9) | 547(74.1) | 724(27.9) 1868(72.1) | 1213 | 0.271
1512569561 | C/T | 332(46,0) | 390(54.0) | 1157(44.8) | 1425(55.2) | 0.314 | 0.575
1511595793 | GIC__ | 297(43.3) | 389(56.7) | 1027(41,1) | 1469(58.9) | 1.022 | 0.312
151336290 | C/T | 286(38.4) | 458(61.6) | 967(37.0) 1645(63.0) | 0499 | 0.480
15722982 | C/T | 261(35.2) | 481(64.8) | 834(32.1) 1762(67.8) | 2.433 | 0.119
152622807 | T/IC | 250(34.5) | 474(65.5) | 795(30.7) 1793(69.3) | 3.806 | 0.051
15635481 | C/T | 242(32.4) | 504(67.6) | 763(29.3) 1845(70.7) | 2.801 0.094
152881886 | G/A | 263(36.1) | 465(63.9) | 829(34.9) 1545(65.1) | 0.356 | 0.551
152820108 | A/C_ | 357(49.0) | 371(51.0) | 1083(45.0) | 1323(55.0) | 3.648 | 0.056
152065537 | A/G | 321(43.1) | 415(56.9) | 1095(42.4) | 1489(57.6) | 0.359 | 0.549
1715687 | GIA | 248(34.3) | 474(65.7) | 875(34.3) 1673(65.7) | 0,000 | 0.997
5168199 | G/T | 358(49.0) | 372(5L.0) | 1225(43.3) | 1373(56.7) | 0.816 | 0.366
15561623 | T/G | 234(32.1) | 494(67.9) | 781(30.2) 1805(69.8) | 1.008 | 0.315
157088441 | G/A | 362(48.6) | 382(51.4) | 1183(45.5) | 1415(54.5) | 2.266 | 0.132
151576986 | C/A_ | 195(26.3) | 547(73.7) | 705(27.1) 1899(72.9) | 0.185 | 0.667
151923565 | C/G | 262(35.6) | 474(64.4) | 898(34.9) 1672(65.1) | 0.108 | 0.742
154474379 | GIA_ | 213(28.6) | 533(71.4) | 781(29.9) 1829(70.1) | 0.523 | 0.470
1512763193 | T/IC | 360(48.5) | 382(5L.5) | 1234(47.4) | 1368(52.6) | 0.276 | 0.599
152295933 | A/G | 209(28.1) | 535(71..9) | 760(29.1) 1852(70.9) | 0.285 | 0.594

Es zeigten sich Tendenzen zur Signifikanz bei folgenden Markern: SNP 152622807 wies das
seltenere T-Allel haufiger in der erkrankten Untergruppe auf (p-Wert 0,051), auch SNP
1635481 zeigte das seltenere C-Allel haufiger in der Untergruppe (p-Wert 0,094), und
dasselbe war bei Marker 1s2820108 in Bezug auf das seltenere A-Allel zu vermerken (p-Wert
0,056).
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5.1.5 Haplotyp-Blockstruktur in NRG3

5.1.5.1 Analyse der Haplotypen in NRG3

Liegen bestimmte Allele eines Gens dicht beieinander, kdnnen sie in einem LD stehen,
welches sich in Form eines Haploblocks darstellen lasst. Die Anzahl an Polymorphismen, die
in einem solchen Haploblock auftreten, ist gering. Dies ermdglicht das sichere

Auseinanderhalten der verschiedenen Blocke.

Die in dieser Arbeit analysierten 20 Marker wurden paarweise auf VVorhandensein eines LD in
der Gesamtstichprobe (Gesamtgruppe der Patienten versus Gesamtgruppe der Kontrollen)

gepruft. Dabei wurden vier Haploblécke identifiziert (vgl. Abbildung 5-2).
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Abbildung 5-2: Darstellung der Haplotyp-Bldcke der untersuchten Marker. Die SNPs in den Blocken 1 bis 4

stehen im Kopplungsungleichgewicht.

Der Haploblock 1 umfasst 11 kb und liegt im Intron 3 des NRG3-Gens. Haploblock 2 ist 10
kb grof3 und liegt im groRen Intron 4. Intron 5 beinhaltet den 5 kb groRen Haploblock 3.
Block 4 ist mit 62 kb der gréfte der in dieser Arbeit untersuchten Bloécke im NRG3-Gen. Er

beginnt im Intron 6, reicht Uber die Exons und Introns 7, 8, 9 und 10 und endet im Exon 11.
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Block 4 enthélt mit 1s2295933 den einzigen hier untersuchten kodierenden SNP. Der Marker
1s2295933 fithit zu emnem Basenaustausch, aber keinem Aminosdureaustausch (Serin —
Serin). Gemél dem degenerierten Code besitzt nicht jeder Allelwechsel eine funktionelle

Konsequenz.

5.1.5.2 Analyse der Haplotypen auf eine Assoziation mit Schizophrenie

Nachfolgend wurden die Haplotyp-Blocke auf die Fragestellung hin untersucht, ob bestimmte
Haplotypen vermehrt bei Schizophreniepatienten vorkamen. Ein solches iiberzufilliges
Vorkommen wiirde fiir die gemeinsame Vererbung mit der Erkrankung Schizophrenie

sprechen (vgl. Tabelle 5-18).

Tabelle 5-18: Geschitzte Haplotypfrequenzen bei Schizophreniepatienten und Kontrollen.

SNP Haplotyp Frequenz Score sim. p-Wert
Block 1:1s11595793, CTT 0.580 -0,794 0.438
151336290, GCC 0.317 1,052 0.301
15722982 GCT 0.050 -1,299 0.223
GTT 0.045 0.866 0.447
Block 2: CT 0.678 -2.600
152622807, TC 0.305 2,337
15635481 TT 0.017 1.184 0.206
Block 3: TG 0.526 -0,775 0.440
15168199, GT 0.303 1.182 0.239
1s561623 GG 0.169 -0.453 0.617
Block 4: 11923565, GATG 0.476 0,061 0.937
154474379, 112763193, | CGCA 0,284 0.130 0.912
152295933 GACG 0.164 -0.577 0.566
CACG 0.058 0.581 0.549

(sim. p-Wert = simulierter p-Wert)

Bei1 Haplotyp-Block 2 (Marker 152622807 und 1rs635481) zeigte sich eine signifikante
Assoziation bei den Allelkombinationen CT (p-Wert 0,008) und TC (p-Wert 0,015) mit der
Erkrankung Schizophrenie. Das Allelpaar CT kam bei Schizophreniepatienten signifikant
seltener vor und Allelpaar TC entsprechend signifikant haufiger. Bei den anderen
Haploblocken zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang.
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5.2 Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse

In der vorliegenden Fall-Kontroll-Assoziationsstudie wurden signifikante Assoziationen
zwischen einzelnen Markern des NRG3-Gens und der Schizophrenie nachgewiesen. Dabei
variierten die signifikanten SNPs je nachdem, ob die Gesamtgruppe der
Schizophreniepatienten oder einzelne Untergruppen mit der Kontrollgruppe verglichen
wurden. Die Ergebnisse werden nochmals in Reihenfolge ihrer Genlokalisation aufgelistet.
Tabelle 5-19 fasst die Resultate abschliefend zusammen, Abbildung 5-2 zeigt graphisch die

Genotypverteilung in den 4 Patientengruppen.

Ergebnisse der Gesamtgruppe der Schizophreniepatienten:

- Bei Marker rs2207768 im Intron 2 zeigten sich Tréger des haufigeren A-Allels unter den
Schizophreniekranken tendenziell 6fter (p-Wert 0,061).

- SNP rs2622807, dem am weitesten in 5°-Richtung des Introns 4 gelegenen SNP, der hier
untersucht wurde, zeigte eine signifikante Assoziation des selteneren T-Allels zur
Erkrankung. Sowohl der Genotyp TT (p-Wert 0,023) als auch Trager des T-Allels (p-Wert
0,033) fanden sich haufiger unter den Schizophreniepatienten. Signifikant seltener kamen
Tréger des haufigeren C-Allels vor (p-Wert 0,021). Bei Betrachtung der Allelverteilung
war das T-Allel ebenso bei den Schizophreniepatienten erhoht (p-Wert 0,007).

- Bei Marker rs635481, ebenfalls in Intron 4 gelegen, erwies sich ein gehduftes Auftreten
des selteneren C-Allels bei den Patienten. Der Genotyp CC war unter den
Schizophreniepatienten signifikant h&ufiger (p-Wert 0,034), ebenso war bei der
Allelverteilung das C-Allel signifikant hdufiger vertreten (p-Wert 0,016). Trager des
haufigeren T-Allels fanden sich bei Schizophreniepatienten signifikant seltener (p-Wert
0,019), Trager des selteneren C-Allels waren bei Schizophreniepatienten tendentiell
haufiger (p-Wert 0,076) anzutreffen.

- Bei SNP rs2820108 in Intron 4 erwies sich bei Betrachtung des selteneren A-Allels die
Tréagerschaft bei Schizophreniepatienten signifikant erhéht (p-Wert 0,046), und in der
Allelverteilung zeigte sich ein Trend zur Signifikanz, wonach das A-Allel seltener unter

den Schizophreniekranken zu finden war (p-Wert 0,057).
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Ergebnisse der Untergruppe Schizophreniepatienten mit  erstgradig  verwandten

Schizophreniepatienten:

Bei dem im Intron 2 befindlichen Marker rs6584471 zeigten die Trager des haufigeren A-
Allels signifikant 6fter unter den Schizophreniekranken (p-Wert 0,018), ebenso war in der
Allelverteilung das A-Allel haufiger unter den Erkrankten vertreten (p-Wert 0,034), und
auch in der Genotypverteilung zeigte sich ein Tendenz zur Signifikanz (p-Wert 0,057) fiir
ein haufigeres Auftreten des A-Allels bei den Erkrankten.

In der Allelverteilung des SNPs rs2622807, der sich in Intron 4 befindet und bereits in der
Gesamtstichprobe eine signifikante Assoziation zeigte, war das seltenere T-Allel
tendenziell h&ufiger bei den Patienten anzutreffen (p-Wert 0,097).

Bei Marker rs635481, der sich ebenfalls in Intron 4 befindet und in der Gesamtstichprobe
eine signifikante Assoziation aufwies, zeigte sich in der Allelverteilung das seltenere C-
Allel h&ufiger bei den Schizophreniepatienten (p-Wert 0,088).

Schizophreniepatienten waren bei SNP rs2065537 signifikant haufiger Trager des
selteneren A-Allels (p-Wert 0,047). In der Genotypverteilung war zwar das Allelpaar AA
seltener unter den Schizophreniepatienten, aber das Allelpaar AG tendenziell haufiger
vertreten (p-Wert 0,051).

Ergebnisse der Untergruppe Schizophreniepatienten mit an Schizophrenie erkrankten

Familienangehérigen:

Bei Marker rs6584471 aus Intron 2 zeigte sich, ebenso wie in der Subgruppe der
Schizophreniepatienten mit an Schizophrenie erkrankten Erstgradangehorigen, das
haufigere A-Allel in der Gesamtallel-Verteilung signifikant haufiger unter den
Schizophreniepatienten (p-Wert 0,039), ebenso kamen Tréager des A-Allels tendenziell
signifikant haufiger unter den Erkrankten vor (p-Wert 0,087).

Bezlglich SNP rs722982 aus Intron 3 waren Trager des selteneren C-Allels bei den
Schizophreniepatienten tendenziell hufiger anzutreffen (p-Wert 0,060), ebenfalls war das
C-Allel bei der Allelverteilung tendenziell haufiger in der Patientengruppe (p-Wert 0,093).
Wie bereits in der Gesamtgruppe der Schizophreniepatienten und in der Gruppe der
Schizophreniepatienten mit an Schizophrenie erkrankten Erstgradanghoérigen, waren bei
Marker rs635481 aus Intron 4 Tréger des haufigeren T-Allels seltener unter den
Schizophreniepatienten anzutreffen (p-Wert 0,084).

Erstmals wies der ebenso in Intron 4 gelegene Marker rs2881886 tendenziell weniger

Tréger des haufigeren A-Allels in der Schizophreniegruppe auf (p-Wert 0,076).
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- Auch bei dem in Intron 6 lokalisierten Marker rs1576986 zeigte sich erstmalig eine
Tendenz zur Signifikanz, wonach unter den Schizophreniekranken Tréger des hdufigeren
A-Allels 6fter vorkamen (p-Wert 0,081).

Ergebnisse der Untergruppe Schizophreniepatienten mit psychiatrisch erkrankten

Famillienangehdrigen:

- Tréager des haufigeren A-Allels bei dem aus Intron 2 stammenden Marker rs2207768
zeigten sich, wie bereits in der Gesamtgruppe der Schizophreniepatienten, tendenziell
Ofter unter den Schizophreniepatienten (p-Wert 0,076).

- Der Marker rs2622807 aus Intron 4 zeigte, wie auch in der Gesamtgruppe und in der
Gruppe  Schizophreniekranker ~ mit  Erstgradangehdrigen  Schizophreniekranken,
signifikante Assoziationen. Unter den Schizophreniepatienten kamen signifikant seltener
Trager des haufigeren C-Allels vor (p-Wert 0,023). Tendenz zur Signifikanz zeigte der
Genotyp TT, der hdaufiger unter den Erkrankten vorkam (p-Wert 0,067). In der
Allelverteilung war das seltenere T-Allel haufiger bei Patienten zu finden (p-Wert 0,051).

- Bei dem in jeder Patientengruppe (tendenziell) signifikante Marker rs635481 zeigte in der
Trégerschaft des haufigeren T-Allels eine signifikante Reduktion unter den
Schizophreniekranken (p-Wert 0,025). Zudem wurde der Genotyp CC tendenziell
haufiger nachgewiesen (p-Wert 0,079). In der Allelverteilung zeigte sich das seltenere C-
Allel als haufiger vertreten (p-Wert 0,094).

- Bei Marker rs2820108 aus Intron 4, der ebenso in der Gesamtgruppe Assoziationen
aufwies, zeigte sich erneut ein signifikant hoheres Vorkommen von A-Alleltragern unter
den Patienten (p-Wert 0,030). Der Genotyp AA kam héufiger in der Patientengruppe vor
(p-Wert 0,095), und auch in der Allelverteilung zeigte sich das seltenere A-Allel 6fter (p-
Wert 0,056).

Ergebnisse der Haplobldcke:
- Der im Intron 4 gelegene Haploblock 2 (Marker rs2622807 + rs635481) war mit den
Allelsequenzen CT (p-Wert 0,008) in der Gesamtgruppe der Schizophreniekranken

seltener anzutreffen. Das Allelpaar TC zeigte sich in der Kontrollgruppe seltener (p-Wert
0,015).
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Tabelle 5-19: Zusammenfassende Darstellung der (tendenziell) signifikanten Polymorphismen:

152622807 + | TC 11
rs635481

I Mit Schizophrenie assoziierte Allele oder Genotypen
" SNP/
t Gesamtgruppe Erstgradig An Schizophrenie Psychiatrisch
r Haplotyp der verwandte erkrankte erkrankte
o Schizophrenie- Schizophrenie- Familien- Familien-
n patienten patienten angehorige angehorige
2 | rs6584471 n.s. Genotyp AA 1 A-Alleltriger 1 n.s.
A-Alleltrdger 11 A-Allel 11
A-Allel 11
2 | 152207768 A-Alleltrdger 1 n.s. n.s. A-Alleltrdger 1
3 | rs722982 n.s. n.s C-Alleltrdger 1 n.s.
C-Allel 1
4 | rs2622807 Genotyp TT 11 T-Allel t n.s. Genotyp TT 1
T-Alleltrager 11 C-Alleltrager ||
C-Alleltrdger || T-Allel t
T-Allel 11
4 | rs635481 Genotyp CC 11 C-Allel 1 T-Alleltrager | Genotyp CC ¢
C-Alleltrdger 1 T-Alleltrager ||
T-Alleltrager || C-Allel 1
C-Allel 11
4 | rs2881886 n.s. n.s. A-Alleltrdger | n.s.
4 | rs2820108 A-Alleltrager 11 n.s. n.s. Genotyp AA 1
A-Allel 1 A-Alleltriger 11
A-Allel 1
5 | 1s2065537 n.s. Genotyp AG 1 n.s. n.s.
A-Alleltrager 11
6 | rs1576986 n.s. n.s. A-Alleltrager 1 n.s.
4 | Haploblock CT || n.b. n.b. n.b.

1 Allel/Genotyp tendenziell hdufiger: | Allel/Genotyp tendenziell seltener bei Schizophreniekranken

11 Allel/Genotyp signifikant hiufiger; || Allel/Genotyp signifikant seltener bei Schizophreniekranken

n.s. = nicht signifikant; n.b. = nicht berechnet
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5 Ergebnisse

Im direkten Vergleich der vier Patientengruppen zeigen sich deutliche Unterschiede in den
Kategorien Genotypverteilung, Triagerschaft des hiufigeren bzw. selteneren Allels sowie in
der Allelverteilung. Abbildung 5-3 zeigt graphisch die Genotypverteilung in den vier
Patientengruppen; in den drei anderen Kategorien sind die graphischen Unterschiede
zwischen den Gruppen dhnlich ausgepragt.
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Abbildung 5-3: Genotypverteilung der 20 Polymorphismen im Vergleich der einzelnen Patientengruppen. Das
Signifikanzniveau liegt bei < 0,05 (rote Linie), der Trend zur Signifikanz bei < 1,0 (orange Linie).
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6 Diskussion

Die vorliegende Arbeit geht der Fragestellung nach, ob 20 ausgewdéhlte Marker sowie
Haplotypen des NRG3-Gens mit der Erkrankung Schizophrenie in einem signifikanten
Zusammenhang stehen.

Das NRG3-Gen kodiert die Isoformen des Proteins Neuregulin 3, welche als Liganden fir die
Rezeptortyrosinkinase ErbB4 fungieren (Zhang et al. 1997; Kao et al. 2010). Dieser
Signalweg beeinflusst wesentlich das reifende und adulte ZNS (Assimacopoulos et al. 2003;
Anton et al. 2004; Carteron et al. 2006). In diesem Zusammenhang wurde in mehreren
Assoziationsstudien eine Suszeptibilitat fur Schizophrenie entdeckt (Benzel et al. 2007; Wang
et al. 2008; Xu et al. 2009; Kao et al. 2010; Morar et al. 2011; Zeledon et al. 2011; Meier et al.
2013). Es gibt aber es auch Negativberichte beztiglich einer Assoziation zur Schizophrenie
(Fallin et al. 2005; Pasasje et al. 2011; Zhang et al. 2013).

Bei den GWAS, die bisher verdffentlicht wurden, fanden sich beziglich Varianten im NRG3-
Gen keine genomweit signifikanten Assoziationen (Lencz et al. 2007; Stefansson et al. 2008;
Kirov et al. 2008; O"Donovan et al. 2008; Walsh et al. 2008; Ng et al. 2009; Need et al. 2009;
Stefansson et al. 2009; ISC et al. 2009; Shi et al. 2009; Kirov et al. 2009; Shi et al. 2011;
Schizophrenia Psychiatric Genome-Wide Association Study Consortium 2011; Yue et al.
2011; Tang et al. 2011). Dies ist auch bei anderen funktionellen Kandidatengenen nicht der
Fall, wie beispielweise bei Dopamin-Rezeptor D2 (DRD2).

Als Resultat der vorliegenden Fall-Kontroll-Assoziationsstudie fanden sich signifikante
Assoziationen zwischen einzelnen Polymorphismen von NRG3 und Schizophrenie. Auffallig
ist an den Befunden vor allem, dass die Ergebnisse der einzelnen Marker je nach

untersuchtem Patienkollektiv variieren.

6.1 Diskussion der Ergebnisse

Von den 20 untersuchten Polymorphismen liegen 19 in intronischen Regionen und einer liegt
in Exon 11 (rs2295933) (NCBI 2012). Dieser Polymorphismus fiihrt zu einem Allelwechsel,
aber keinem Aminosdureaustausch (,,stille Mutation®). Mdéglicherweise liegt rs2295933 in

einer regulatorischen Sequenz, z. B. in einer Spleilfaktorbindungsstelle, Enhancer- oder
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Silencerbindungsstelle. Dadurch ist es denkbar, dass rs2295933 Einfluss auf die
Genexpression nimmt.

Auch Introns, obwohl in nicht-kodierenden Regionen gelegen, kénnen durch Regulation des
alternativen Spleifl3ens eine Rolle in der Ausformung des Isoenzyms nehmen (Sammeth et al.
2008; Breitbart et al. 1987). Intronsequenzen kdnnen Spleil3faktoren als Bindungsstelle dienen
(Kabat et al. 2006). Auf diesem Wege wirken Introns in der Entscheidung mit, ob eine DNA-

Sequenz als Intron oder Exon behandelt wird.

rs2622807 und rs635481

In der Gesamtgruppe der Schizophreniekranken zeigten sich die stirksten signifikanten
Ergebnisse bei den Polymorphismen rs2622807 und rs635481, welche sich im Intron 4 des
NRG3-Gens befinden, d. h. in einer nicht kodierenden Region. Bei beiden SNPs zeigte sich
das seltenere Allel signifikant h&ufiger unter den Schizophreniepatienten. In der
Genotypverteilung kam bei rs2622807 der Genotyp TT und bei rs635481 der Genotyp CC
gehduft bei den Schizophreniepatienten vor, ebenso zeigte die Allelverteilung bei rs2622807
ein haufigeres Vorkommen des selteneren T-Allels und bei rs635481 des selteneren C-Allels.
Entsprechend (tendenziell) signifikante Ergebnisse wurden fiir eine h&ufigere Trégerschaft
des selteneren Allels, und seltenere Tréagerschaft des héaufigeren Allels in der
Schizophreniegruppe erzielt.

Beide Marker liegen zudem im LD und bilden den Haploblock 2, wovon die Haplotypen CT
und TC eine signifikante Assoziation zur Erkrankung aufwiesen.

Jedoch lieBen sich diese Befunde fir rs2622807 und rs635481 bei Betrachtung der
Subgruppen nicht mehr in dieser statistischen Stirke reproduzieren. Am ehesten zeigte die
Untergruppe Schizophreniepatienten mit psychiatrisch erkrankten Familienangehorigen ein
abgeschwachtes, (tendenziell) signifikantes Signal in Genotyp- und Allelverteilung, sowie in
der selteneren Tragerschaft des haufigeren Allels. Die (tendenziell) signifikanten Ergebnisse
von Gesamtgruppe und den drei Untergruppen zeigten in dieselbe Richtung.

Eine Hypothese zur Erklarung der Abweichungen in den einzelnen Gruppen ist die
Komplexitat des Erbgangs der Schizophrenie. Es konnte sein, dass die Risikoallele
rs2622807-T und rs635481-C ofter bei spontaner Schizophrenie-Manifestation (d. h.
Erkrankung an Schizophrenie ohne familidre Belastung) als bei Schizophrenie mit famili&rer
Belastung auftreten und dort eine Erkrankung begtinstigen. Allerdings spricht dagegen, dass
auch Schizophreniepatienten mit psychiatrisch erkrankten Familienangehorigen beide Allele

deutlich gehduft aufweisen. Die beiden Risikoallele kdonnten hingegen auch unterschiedliche
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Auswirkung bei den Betroffenen besitzen: wahrend bei einem Individuum die Manifestation
einer Schizophrenie gefdrdert wird, so treten bei dessen Verwandten h&ufiger andere
psychiatrische Erkrankungen auf.

Eine anderere Ursache der Inkonsistenz kénnte in Schwéachen der angewendeten statistischen
Verfahren liegen. Diese lassen sich in einem bestimmten Umfang mit Tests zur Reliabilitét
prufen. Jedoch ist dazu eine bestimmte Mindestgrofie der Stichprobe erforderlich. Da die
gebildeten Subgruppen kleiner als die Gesamtgruppe der Schizophreniepatienten sind, kénnte

es sein, dass der Effekt in den Subgruppen nicht mehr signifikant nachweisbar ist.

rs2820108

Bei Polymorphismus rs2820108, ebenso gelegen in Intron 4, zeigten sich signifikante
Ergebnisse bei Betrachtung der Gesamtgruppe Schizophreniepatienten und bei der
Untergruppe Schizophreniepatienten mit psychiatrisch erkrankten Familienangehdrigen,
wonach das seltenere A-Allel haufiger unter den Schizophreniepatienten vorkam. In beiden
Gruppen waren Schizophreniepatienten haufiger Trager des A-Allels und in der
Allelverteilung zeigte sich das A-Allel haufiger unter den Erkrankten. Bei der Untergruppe
Schizophreniepatienten mit psychiatrisch erkrankten Familienangehérigen fand sich zudem in
der Genotypverteilung tendenziell haufiger die Konstellation AA unter den Erkrankten. Bei
den Unterguppen Schizophreniepatienten mit erstgradig verwandten Schizophreniepatienten
und Schizophreniekranke mit an Schizophrenie leidenden Familienangehérigen waren keine
signifikanten Ergebnisse nachzuweisen.

Auch hier richtet sich die Vermutung, analog zu rs2622807 und rs635481, auf verschiedene
Vererbungsmodi zwischen spontaner und familiarbedingter Erkrankung, wonach sich das
Risikoallel rs2820108-A am starksten bei den spontan Erkrankten und bei der Gruppe von
Erkrankten, deren Famlienmitglieder einen anderen Phanotyp von psychiatrischer Erkrankung
aufwiesen. Als zweiter Erklarungsansatz konnten, ebenso wie bei rs2622807 und rs635481

vermutet, statistische Phdnomene vorliegen.

rs6584471

Der Marker rs6584471, welcher im Intron 2 liegt, ergab in der Gesamtgruppe der
Schizophreniepatienten und in der Untergruppe Schizophreniepatienten mit psychiatrisch
erkrankten Farmilienangehorigen keine signifikanten Assoziationen. Hingegen traten in den
Untergruppen Schizophreniepatienten mit erstgradig verwandten Schizophreniepatienten

(tendenziell)  signifikante  Unterschiede auf, wund auch in der Subgruppe

84



6 Diskussion

Schizophreniepatienten mit an Schizophrenie erkrankten Familienangehdrigen zeigten sich
(tendenziell) signifikante Werte. Es zeigte sich ein 6fteres Vorkommen des hdufigeren A-
Allels, wonach mehr A-Alleltrager in den Gruppen der Schizophreniepatienten zu finden
waren, der Genotyp AA hdufiger bei den Schizophreniepatienten vorkam und in der
Allelverteilung das A-Allel h&ufiger auszuzahlen war. Die (tendenziell) signifikanten Werte
waren im Vergleich beider Gruppen in ihrer Richtung der Auspragung gleich.

Die Frage, wie es zu dieser unterschiedlichen Auspragung in den Gruppen kommt, ist derzeit
nicht klar zu beantworten. Es kann vermutet werden, dass sich das haufigere A-Allel vor
allem in Schizophreniefallen mit familirer Belastung auswirkt und weniger bei
Spontanerkrankungen. Hingegen bleibt dann fraglich, warum sich bei der Untergruppe
Schizophreniepatienten mit psychiatrisch erkrankten Familienangehérigen das Risikoallel
nicht in gleicher Weise auspragt, wenn es vor allem bei Neuerkrankungen eine Rolle spielen

soll. Alternativer Erklarungsansatz wéren methodische oder statistische Méngel.

rs2065537

Der Marker rs2065537 (Intron 5) zeigte (tendenzielle) Signifikanz nur in der Untergruppe
Schizophreniepatienten mit erstgradig verwandten Schizophreniepatienten. Hier liel? sich ein
haufigeres Vorkommen des selteneren A-Allels feststellen, wonach Trager des A-Allels
haufiger unter den Erkrankten zu zéhlen waren, ebenso der Genotyp AG.

Das Risikoallel rs2065537-A scheint seinen dominanten Effekt nur im 1. Grad der
Verwandtschaft auszuprégen, wahrend entfernter Verwandte und spontan Erkrankte von
dessen Auswirkungen weniger berihrt werden. Eine andere Erklarung waren methodische

Mangel.

rs2207768

Bei Polymorphismus rs2207768 (Intron 2) zeigten sich im Trend signifikante Ergebnisse bei
Betrachtung der Gesamtgruppe Schizophreniepatienten und bei der Untergruppe
Schizophreniepatienten mit psychiatrisch erkrankten Familienangehérigen, und auch die
Richtung der tendenziell signifikanten Ergebnisse war in beiden Gruppen gleich. Das
haufigere A-Allel zeigte sich ofter unter den Erkrankten. Bei den anderen beiden
Untergruppen lieBen sich keine statistisch verwertbaren Assoziationen nachweisen.

Ob die differierenden Ergebnisse der komplexen Genetik oder fehlender Reliabilitat der Test-

und Statistikverfahren anzulasten ist, kann an dieser Stelle nicht geklart werden.
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rs722982, rs2881886, rs1576986

Die drei SNPs rs722982 (Intron 3), rs2881886 (Intron 4) und rs1576986 (Intron 6) zeigten
eine Tendenz zur Signifikanz nur in der Untergruppe Schizophreniepatienten mit
Schizophreniekranken in der Familie. Bei rs722982 zeigte sich ein haufigeres Vorkommen
des selteneren C-Allels, denn sowohl C-Alleltrager und das C-Allel in der Allelverteilung
waren haufiger unter den Erkrankten. Bei rs2881886 war das haufigere A-Allel seltener in der
erkrankten Gruppe anzutreffen, dadurch lasst sich indirekt ein pathogenetischer Einfluss des
selteneren G-Allels vermuten. Bei rs1576986 befand sich das hdufigere A-Allel 6fter unter
den Erkrankten. Erneut lassen sich die polygene Genetik oder statistische Phanomene als

Grlinde vermuten, warum die drei Marker nur in einer Subgruppe auffallig waren.

Die weiteren elf Marker zeigten keine signifikanten Ergebnisse. Dies gilt auch fiir Marker
rs2295933, obwohl als einziger in einer kodierenden Region liegend. Wang et al. (2008)
testeten diesen Marker an Han-Chinesen und fanden ebenso keine Assoziation und auch kein
LD, in dem rs2295933 integriert wére.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen sich abgesehen von rs2295933 mit den im Einleitungsteil
besprochenen Studien nicht direkt vergleichen, da keiner der Marker in einer der
Vorgangerstudien naher auf eine Assoziation untersucht wurde.

Bezlglich der in Intron 4 gelegenen Marker rs2622807 und rs635481, welche in der
vorliegenden Studie die deutlichste Assoziation zur Schizophrenie aufwiesen, ist eine
raumliche Nahe zu den von Wang et al. (2008) als signifikant zur Schizophrenie befundeten
und ebenfalls im Intron 4 lokalisierten SNPs rs677221 und rs1937970 zu verzeichnen. Der
SNP rs677221 liegt ca. 12 kb in 5”-Richtung entfernt von rs2622807. Beispielhaft wurde das
LD flir SNP rs1937970 berechnet; er liegt im schwachen LD mit den SNPs rs677221 (D" =
0,717; r2 = 0,415; LOD = 12,98), rs2622807 (D" = 0,724; r2 = 0,445; LOD = 13,96) und
rs635481 (D" = 0,663; r2 = 0,383; LOD = 11,58). Die Daten stammen aus dem International
HapMap Consortium, Data Phase 111 (IHC 2014).

Die drei im Intron 2 lokalisierten Marker rs6584400, rs10883866 und rs10748842, welche in
mehreren Veroffentlichungen (Kao et al. 2010; Morar et al. 2011; Meier et al. 2013) als
signifikant zur Schizophrenie assoziiert publiziert wurden, liegen chromosomal benachbart zu
den in der vorliegenden Studie untersuchten SNPs rs6584471 und rs2207768. Der SNP
rs6584400 liegt ca. 130 kb in 5 -Richtung distanziert von Marker rs6584471. Der Marker
rs10883886, fiir den hier beispielsweise das LD berechnet wurde, liegt sehr schwach im LD
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mit rs2207768 (D" = 0,529; r2 = 0,012; LOD = 0,28) (IHC 2014). Fir rs6584471 berechnete
das IHC kein LD mit rs10883886, doch anhand seiner chromosomalen Position zwischen den

Markern rs7094054 und rs7068239 ist ebenfalls von einem schwachen LD auszugehen.

Die vorliegende Studie weist Ergebnisse auf, die NRG3 als Suszeptibilitatsgen bekréftigen
und neue Polymorphismen und einen neuen Haploblock als intereressante Loci flr weitere

Untersuchungen aufdecken.

NRG3 als Suszeptibilitatsgen

Seit seiner Entdeckung (Zhang et al. 1997) wird NRG3 beziiglich seines Einflusses auf
Entwicklung und Funktionalitat des Gehirns untersucht. Es ist an VVorgangen der Proliferation,
Differenzierung, Migration und Zelliberleben bzw. Apoptose beteiligt (Carteron et al. 2006).
Der Genlocus 10qg wurde in einer groRen Metaanalye von 32 genomweiten Kopplungsstudien
der Schizophrenie (Ng et al. 2009) als Genregion mit potentiellen Kandidatenloci genannt.
Die Annahme, dass es sich bei der Genposition 10922-23 um einen Suszeptibilitatslocus fur
Schizophrenie handeln kénnte, wurde erstmals durch Kopplungsstudien an Aschkenasi-Juden
(Fallin et al. 2003) und Han-Chinesen (Faraone et al. 2006) gedulert.

Weitere Unterstiitzung der Hypothese, dass NRG3 in der Pathogenese der Schizophrenie eine
Rolle spielt, lieferten die Ergebnisse aus Kandidatengenstudien mit Markern des NRG3-Gens
an schottischen (Benzel et al. 2007) und Han-chinesischen Probanden (Wang et al. 2008). In
einer Assoziations-Feinkartierungsstudie der Region 10g22-23 an Aschkenasi-Juden (Chen et
al. 2009) wurde zwar kein signifikanter Zusammenhang zwischen Schizophrenie und 152
Genvarianten aus NRG3 gefunden, die die Korrektur fur multiples Testen tberstanden, jedoch
konnte eine signifikante Assoziation zwischen dem Merkmal ,,Wahn* und zwei SNPs im
Intron 1 des NRG3-Gens (rs10883866 und rs6584400) entdeckt werden. Diese SNPs sind in
einem LD-Block lokalisiert. Eine andere Studie, die sich auf CNVs innerhalb von Familien
mit Schizophreniekranken aus einer afrikanischen Population konzentrierte, berichtete von
einer 73,6 kb langen Duplikation im Intron 1 des NRG3-Gens, welches Defizite in der
Genregulation verursachen konnte (Xu et al. 2009).

Zwei unabhdangige Studien bestatigten eine Assoziation zwischen drei SNPs (rs10883866,
rs6584400, rs10748842) und sowohl dem Ausmal an psychotischen Symptomen und der
Diagnose Schizophrenie (Kao et al. 2010; Morar et al. 2011). Verglichen zu gesunden
Kontrollprobanden, zeigte sich bei Schizophreniepatienten eine pathologische Abweichung
im Gleichgewicht der NRG3-Isoformen hin zu instabilen NRG3-Varianten (Kao et al. 2011).
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Auch Effekte auf die Kognition von NRG3 wurden erforscht. Die Marker rs10883866 und
rs6584400 stehen offensichtlich in Zusammenhang mit Aufmerksamkeitsleistungen (Morar et
al. 2011; Meier et al. 2013).

Der wiederholte Nachweis von Assoziation mit Schizophrenie u. a. auch in dieser Arbeit
geben genligend Hinweise dafuir, NRG3 trotz des Vorliegens negativer Befunde (Fallin et al.
2005; Pasaje et al. 2011; Zhang et al. 2013) als Kandidatengen zu betrachten.

6.2 Diskussion der Methoden

Die Studie der vorliegenden Arbeit wurde als Fall-Kontroll-Assoziationsstudie durchgefthrt.
Mit Assoziationsstudien lassen sich genetische Marker wie die hier untersuchten SNPs auf
eine Auswirkung auf die Schizophrenie-Entstehung untersuchen, selbst wenn der einzelne
Einfluss des Markers gering ausfallt. Allerdings fordert dieses Studiendesign die
Berlcksichtigung unter anderem von folgenden Punkten.

GroRe des Patientenkollektivs

Das Gesamtkollektiv reprasentiert mit 512 Schizophreniepatienten und 1320 gesunden
Kontrollprobanden fiir eine einzelne Stichprobe einen groflen Umfang. Die GroRe der
Patientenstichprobe ist ein wesentlicher Faktor gerade flur die Entdeckung wvon
Polymorphismen, deren einzelner Beitrag zur Krankheitsentstehung als klein angenommen
wird. Dennoch konnten mit einem noch groferen Patientenkollektiv noch sicherer seltene
Genvariationen aufgespurt werden. Durch an diese Studie anschlieBende Assoziations- oder

Metaanalysen kann dies gelingen.

Ethnische Abstammung

Schizophrenie ist innerhalb der verschiedenen Ethnien in relativ dhnlicher Prévalenz
anzutreffen (Tsuang et al. 1997; Saha et al. 2006). Aber angesichts der Tatsache, dass
zwischen den verschiedenen ethnischen Gruppen mitunter deutliche Unterschiede in Bezug
auf Allel- und Genotypverteilung der genetischen Marker herrschen, welche zu falsch-
positiven bzw. falsch-negativen Befunden fiihren kénnen (Owen 2000), ist eine einheitliche
Ethnie innerhalb eines untersuchten Kollektivs von Bedeutung. Denn voneinander

abweichende genetische Marker konnten in unterschiedlichen Ethnien eventuell einen
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ahnlichen Phanotyp bedingen. Daher empfiehlt sich die Beriicksichtigung ethnie-
iiberschreitender Abstammung der einzelnen Probanden, um eine Populationsstratifikation
weitgehend auszuschlieBen (Lander und Schork 1994). In die vorliegende Studie wurden nur
kaukasische Patienten zugelassen, deren Eltern und GroBeltern ebenso kaukasischer
Abstammung waren. Bei dem Kontrollkollektiv handelt es sich ausschlieBlich um deutsche
Probanden mit deutschstimmigen Eltern und GroBeltern.

Die Kategorisierung von Geno- und Haplotypen des menschlichen Genoms erarbeiteten
internationale Forschungsgruppen im International HapMap Consortium (IHC 2012). Diese

untersuchten genetische Variationen an folgenden Volkern: Kaukasier (Nordamerikaner mit

Tabelle 6-1: Genotyp- und Allelfrequenzen der 20 Marker im NRG3-Gen bei Patienten- und Kontrollkollektiv
und bei Populationsstichproben des THC.

Genotyp (%) | Genotyp (%) | Genotyp (%) | Genotyp (%) | Genotyp (%) | Genotyp (%)

16584471 152207768

G/G A/G A/A G/G A/G A/A
P 18.9 49.9 31,2 5.3 40.9 53.8
K J20.3 48.0 31.7 7.9 40.1 52.0
E 25.0 43.3 31,7 11.7 40.0 48.3
C 17.8 66.7 15.6 0 35.6 64.4
J 26.7 40.0 33.3 6.7 26.7 66,7
Y |55.0 38.3 6.7 50.8 39.0 10.2

1512569561 1s11595793

C/C C/T T/T G/G C/G C/C
P 20.4 51.3 28.3 18.2 49.6 32,2
K J20.8 479 31.3 17.0 48.3 34,7
E 27.7 44.7 27.7 15.0 48.3 36,7
C 54.5 38.6 6.8 53.3 40.0 6.7
J 59.1 36.4 4.5 444 422 13.3
Y 618 29.1 9.1 65.0 31,7 3.3

1s1336290 15722982

C/C C/T T/T C/C C/T T/T
P 14,2 47.8 38.0 11.6 459 42.5
K 13.9 46.3 39.8 10.8 427 46.5
E 11.3 45.3 434 6.7 46,7 46,7
C 56.8 36.4 6.8 53.3 40.0 6.7
J 52.5 30.0 17.5 444 422 13.3
Y |75.0 23.1 1.9 73.3 233 3.3

1s2622807 1s635481

T/T T/C C/C C/C C/T T/T
P 12.9 45.0 42,1 11.6 43.5 449
K J9.2 43.0 47.8 8.1 424 49.5
E 10.0 43.3 46.7 8.3 46.7 45.0
C 17.8 53.3 28.9 17.8 53.3 28.9
J 33.3 51.1 15.6 43.2 40.9 15.9
Y JO 0 0 65.0 30.0 5.0
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1s2881886 152820108

G/G G/A A/A A/A A/C Cc/C
P 13.6 46.2 40,2 23.8 49.6 26.6
K 12.0 459 42.1 21.5 47.0 31.5
E 10.0 51.7 38.3 16.1 53.6 30.4
C 35.6 51.1 13.3 9.5 50.0 40.5
J 33.3 55.6 11.1 29.3 34.1 36.6
Y 55.0 41.7 3.3 19.6 58.9 214

152065537 15715687

A/A A/G G/G G/G G/A A/A
P 19.1 48.9 32.0 12.3 444 433
K 18.3 48.2 33.5 12.5 43.6 439
E 19.0 56.9 24.1 13.3 48.3 38.3
C 14.3 35.7 50.0 11.1 35.6 53.3
J 11.1 55.6 33.3 114 56.8 31.8
Y 66.1 30.5 3.4 30.0 56.7 13.3

15168199 15561623

G/G G/T T/T T/T T/G G/G
P 22.3 50.7 27.0 9.4 42.6 48.0
K J21.1 52.1 26.8 9.1 42.2 48.7
E 30.0 56.7 13.3 10.0 61.7 28.3
C 15.6 44 .4 40.0 13.3 46.7 40.0
J 6.8 45.5 47.7 6.8 409 52.3
Y |§21.7 55.0 23.3 6.7 51.7 41.7

rs7088441 151576986

G/G G/A A/A C/C C/A A/A
P 21.8 50.2 28.0 6.7 40.2 53.1
K §20.2 50.7 29.1 8.1 37.9 54.0
E 28.3 58.3 13.3 10,0 46,7 433
C 2.3 25.0 72,7 28.9 42.2 28,9
J 0 15.6 84.4 34,1 54,5 114
Y 18.3 53.3 28.3 8.5 28.8 62,7

1s1923565 rs4474379

C/C C/G G/G G/G G/A A/A
P 13.3 43.1 43.6 8.8 40,2 51.0
K 11.5 46.8 41,7 8.4 43,0 48.6
E 30.0 38.3 31.7 25.0 38.3 36.7
C 53.3 40.0 6.7 46.7 42.2 11.1
J 55.6 37.8 6.7 48.9 42.2 8.9
Y 55.0 35.0 10.0 0 0 0

1s12763193 152295933

T/T T/C C/C A/A A/G G/G
P 24.5 48.1 27.4 8.3 40.0 51.7
K J223 50.3 27.4 8.3 41.6 50.1
E 16.9 33.9 49.2 233 36.7 40.0
C 0 25.0 75.0 46.7 42.2 11.1
J 6.7 31.1 62.2 51.1 40.0 8.9
Y 1.7 38.3 60.0 20.0 56.7 23.3

Die Allelreihenfolge (Allell/Allel2) des Ergebnisteils wurde beibehalten (Allel 1 = selteneres Allel

Gesamtstichprobe, Allel 2 = hiufigeres Allel).
P = Patientenkollektiv; K = Kontrollkollektiv; E = Europder (Utah [USA], nord- und westeuropiischer Herkunft);

C = Han-Chinesen (Beijing); J = Japaner (Tokio); Y = Yoruba, ein westafrikanisches Volk (Nigeria)

in der
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européischem Ursprung), Asiaten (Chinesen und Japaner) und Afrikaner. Betrachtet man die
Genotyp- und Allelverteilung der untersuchten SNPs im NRG3-Gen, féllt die ethnische
Diversitdt zwischen den einzelnen Ethnien unmittelbar auf (vgl. Tabelle 6-1). Die Allel- und
Genotypfrequenzen der vorliegenden Studie &hneln denen der europdischen Stichprobe aus
dem IHC. Dies spricht fur die Validitat der Ergebnisse.

Die laut IHC regelmaRig grofRen Unterschiede in der Genotyp- und Allelverteilung zwischen
den Ethnien zeigen, wie wichtig die Trennung der Stichproben anhand ihrer Abstammung ist.
Sowohl in der vorliegenden Studie als auch in den besprochenen Studien zu NRG3-
Polymorphismen (vgl. Kapitel 2.2.4) wurde dies durchgefiihrt. Darin kdnnte eine mogliche
Ursache der fehlenden Reproduzierbarkeit signifikanter Assoziationen zwischen

verschiedenen Studien liegen.

Als Beispiel fur interethnische Unterschiede, wurden in mehreren NRG3-Studien signifikante
Assoziationen von rs10883866, rs10748842 und rs6584400 mit Schizophrenie und dem
Merkmal Wahn bei Patienten mit europdischer Herkunft (Chen et al. 2009 bei Aschkenasi-
Juden, Kao et al. 2010 bei weilRen Amerikanern, Morar et al. 2010 bei Westaustraliern)
beobachtet, die aber an asiatischen Kohorten, genauer Koreaner (Pasaje et al. 2011) und Han-
Chinesen (Wang et al. 2008; Zhang et al. 2013), nicht wiederholt werden konnten. Hier
zeigen sich interessante Unterschiede im interethnischen Vergleich der Allelfrequenzen. Das
Risikoallel rs10883866-G findet sich It. IHC in der europdischen Kohorte mit 8%, im
Vergleich nur mit 3% in der chinesischen und 6% in der japanischen Kohorte. Daraus l&asst
sich schlussfolgern, dass Europder, die rs10883866-G haufiger aufweisen, eine hohere
Suszeptibilitdt in Bezug auf diese Variation zeigen als Asiaten. Die Allelfrequenz des
Risikoallels rs6584400-A belauft sich in der europaischen Stichprobe hingegen nur auf 10%,
verglichen in der chinesischen mit 82% und in der japanischen mit 78%. Wahrend Européer
mit rs6584400-A haufiger an Schizophrenie erkranken, zeigt sich bei Asiaten mit rs6584400-
A, die insgesamt betrachtet dieses Allel um ein Vielfaches h&ufiger aufweisen, keine
Assoziation zur Erkrankung. Die Ursache dieses interethnischen Unterschieds wurde bisher
nicht erforscht. Die Allelfrequenz des Risikoallel rs10748842-T ist in der européischen
Kohorte geringfugig seltener (92%) als in der asiatischen (97% und 94%); Europder mit
rs10748842-T erkranken ofter an Schizophrenie, wohingegen bei Asiaten kein statistischer
Zusammenhang zur Erkrankung nachgewiesen wurde. Die verschiedene Auswirkung des

Risikoallels auf den Genotyp Schizophrenie ist auch in diesem Beispiel noch nicht untersucht.
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Grad der Verwandtschaft

Um den komplexen Erbgang der Schizophrenie, bei dem die Wahrscheinlichkeit einer
Erkrankung vom Grad der Verwandtschaft zu einem Schizophreniekranken abhéngt, und um
die Erkenntnis miteinzubinden, dass verschiedene Suszeptibilitats-Polymorphismen der
Schizophrenie auch fur das Auftreten anderer psychiatrischer Erkrankungen von Bedeutung
sein kdnnen, wurden in der vorliegenden Arbeit drei Untergruppen aus der Gesamtgruppe der
Schizophreniepatienten gebildet. Die deutlich unterschiedlichen Befunde in diesen insgesamt
vier Patientengruppen unterstltzen die Hypothese der unterschiedlich anteiligen Penetranz
des Genotyps auf die Ausbildung des Phanotyps Schizophrenie. Diese Penetranz héngt u. a.
davon ab, ob es sich um eine familidre oder spontan aufgetretene Schizophrenie handelt. Eine
vergleichbare Studie liegt sowohl in Bezug auf NRG3, als auch auf andere Kandidatengene
der Schizophrenie, nicht vor.

Hingegen wurden bereits Studien zu NRG3 und anderen Kandidatengenen bezuglich der
Pleiotropie veroffentlicht (Berrettini et al. 2000, Craddock und Owen 2007; Rapoport et al.
2009).

Alter der Studienteilnehmer

Das Alter in Patienten- und Kontrollkollektiv sollte zur aussagekraftigen Vergleichbarkeit
annahernd gleich sein. Zudem sollte das Alter der Teilnehmer nicht zu niedrig, sondern nach
Madglichkeit hoher als das Pradilektionsalter von ca. 21 Jahren bei Méannern bzw. 30 Jahren
bei Frauen (Ochoa et al. 2012) sein, da bei den Kontrollprobanden eine Erkrankung in
spateren Jahren nicht sicher auszuschlieRen ist.

Die vorliegende Arbeit beinhaltete Patienten im Durchschnittsalter von 37,7 Jahren und
Kontrollprobanden mit 46,3 Jahren. Zwar liegt bei beiden Kollektiven das Durchschnittsalter
dariiber, doch ist die Standardabweichung mit 11,34 bei den Patienten und 15,69 bei den
gesunden Kontrollen breit gefachert. Daher kann gerade bei den jiingeren Kontrollprobanden
eine spatere Manifestation der Erkrankung nicht sicher ausgeschlossen werden.

Bei zu jungen Patienten herrscht die Einschrankung, dass fur sie der Verlauf und die Phase
der einschneidensten Psychose nicht so klar einschatzbar sind wie fiir dltere Patienten mit
langerer Krankheitsmanifestation. Dieser Einwurf ist auch Hinblick auf Studien zu beachten,
die die Symptomatik und neurokognitiven Defizite und Endophénotypen mitberucksichtigen.
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Diagnoseverfahren und Einschlusskriterien

Streng formulierte Ein- und Ausschlusskriterien fir die Zulassung zu Studien sind fur die
Gute der erhobenen Befunde unabdingbar. Die Gutekriterien bestehen aus Objektivitét,
Reliabilitat und Validitéat (Lienert und Raatz 1998).

Fur die Diagnosestellung der Schizophrenie kam das SKID, Achse | und Il zur Anwendung,
um den Anspriuchen von Objektivitdt und Reliabilitat genlige zu tun. Mittels der PANSS
konnte anhand zusatzlicher Patientenangaben die Einteilung in einen Subtypus fundierter
vorgenommen werden.

Die strenge Diagnosestellung erhoht die Reliabilitat der vorliegenden Studie. Differenzial-
diagnosen wie z. B. schizoaffektive Storungen wurden ausgeschlossen. Zwar h&ufen sich in
der gegenwaértigen Forschung molekulare Befunde, die eine gemeinsame genetische
Grundlage beider Erkrankungen postulieren (Maier et al. 1999; Heckers 2009). Jedoch
empfiehlt sich eine nach Kklinischen Kriterien deutliche Eingrenzung des Begriffs
Schizophrenie, um spezifische genomische Befunde zu erheben. Eine daran anschlieRende
vergleichende Studie kann gemeinsame molekularbiologische Pfade bei den verschiedenen
Phénotypen aufdecken.

In anderen Studien wurde die Trennung weniger streng gehandhabt; so hatten z. B. bei Fallin
et al. (2005) von der Patientengruppe Schizophrenie und schizoaffektive Stérung nur ein
Funftel die Diagnose Schizophrenie.

Neben der ausfihrlichen Anamnese-Erhebung und der Inspektion des befundenden Arztes
wurden auch Arztbriefe einbezogen. Das Interview fand auf einer vertrauensvollen Ebene
statt, damit der Patient die Mdglichkeit hatte, seine Krankengeschichte mdglich vollstandig
und wahrheitsgemall wiederzugeben. Trotzdem besteht in dieser Methodik und
Herangehensweise die Gefahr, dass Inhalte vom Patienten bewusst oder ungewollt falsch
wiedergegeben werden.

Auch sind Schwierigkeiten in Definitionen zu beachten. Das Ersterkrankungsalter stellt ein
anschauliches Beispiel dar: es kann als Zeitpunkt des Auftretens erster Symptome, des ersten
arztlichen Kontakts oder der ersten stationdren Einweisung aufgefasst werden. In den
Diagnosemanualen herrschen diesbeziiglich ebenso Unterschiede. GemaR den Kriterien des
DSM-IV  (American Psychiatric Association 1994) wurde fir diese Studie das
Erkrankungsalter als der Zeitpunkt festgelegt, sobald die Diagnose laut DSM-IV gestellt
werden konnte.

Zudem besteht die Problematik, dass auch wenn das Interview von einem erfahrenen

Psychiater gehalten wird, subjektive Einschatzungen bzw. Meinungen stets miteinfliel3en
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kdnnen, und somit tber die endglltige Diagnose entscheiden. In manchen Abschnitten des
SKID wird sogar nur nach den Einschatzungen des Untersuchers gefragt, womit
Schwierigkeiten unausweichlich sind, das Kriterium der Objektivitét zu erftllen.

Auch sind viele Symptome aus der Psychiatrie an sich auch schwer zu definieren bzw. sind
die Ubergange flieRend. Bei unterschiedlichen Untersuchern kénnen die Diagnosen variieren.
Auch darunter leiden potentiell Objektivitat und Reliabilitat (Lienert und Raatz 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Patienten nicht in Untergruppen nach ihrem
Schizophrenie-Typus oder vorhandenen Symptomen unterteilt, womit eine phéanotypisch
teilweise erheblich variierende Patientengruppe als ein gemeinsames Kollektiv behandelt
wurde. Die fehlende Aufteilung der Schizophreniepatienten in Subklassifizierungen kann als

Schwaéche der Auswertung angesehen werden.

Kontrollkollektiv

Auch die gesunden Kontrollen wurden nach strengen Einschluss- und Ausschlusskriterien
ausgewahlt. Dazu gehdrte vor allem, dass die Eigen- und Familienanamnese beziglich
psychiatrischer oder neurologischer Erkrankungen unauffallig war. Durch zeitaufwandige
Fragebdgen und Interviews wurde die Gefahr, nicht geeignete Teilnehmer einzuschlieRen, auf
ein Minimum gesenkt. In Studien anderer Arbeitsgruppen wurden mitunter die Kontrollen
weniger streng begutachtet. Mitunter wurden lediglich Blutspender als Kontrollkollektiv
verwendet. Als Beispiele fir GWAS wurden Blutspender ohne Screening nach evitl.
vorhandenen psychiatrischen Erkrankungen von Kirov et al. (2009) verwendet, sowie in
einzelnen Proben von O’Donovan et al. (2008). In Studien zu NRG3 verwendeten Benzel et al.
(2007) und zu einem bestimmten Anteil Zhang et al. (2013) Blutspender; in den anderen
NRG3-Studien wurde auf den Ausschluss von psychiatrischen Erkrankungen im

Kontrollkollektiv geachtet.

Studiendesign

Durch das Studiendesign einer Assoziationsanalyse gelingt eine Abschéatzung der genetischen
Komponente in der Atiologie der Erkrankung.

Jedoch gilt es zu berlcksichtigen, dass genetische Differenzen zwischen ethnischen,
geographischen und sozialen Schichten die Vergleichbarkeit der Ergebnisse beeintrachtigen.

Signifikante Befunde kénnen also aufgrund fehlender Schichtung zustande kommen. Daher
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sollte eine sorgfaltige Stratifikation in Ethnie, geographischer Herkunft und sozialer Schicht
erfolgen, um die so entstehenden Subgruppen besser vergleichen zu kdnnen.

Die vorliegende Studie berlcksichtigte Ethnie, geographische Herkunft und den
Bildungsstand (hdchster Schulabschluss). Andere sozialen Variablen wie z. B. monatliches
Einkommen wurden nicht bertcksichtigt.

Auf die Verwendung einer Bonferroni-Korrektur wurde aufgrund des pralimindren Charakters
der Studie verzichtet. Dadurch sollte sichergestellt werden, dass mdglicht viele potenziell
interessante Ergebnisse, die ohnehin in einer unabhangigen Stichprobe repliziert werden
mussten, prasentiert werden konnen. Interessante Befunde wie die aus der vorliegenden
Studie erhalten somit die Chance einer Replikation unter einem stringenteren

Signifikanzniveau.

6.3 Fragen in der Genetik-Forschung der Schizophrenie

Neben den genannten methodischen Problemen gibt es noch eine Reihe anderer Griinde fir

inkonsistente Daten, die an dem liickenhaften Verstandnis der Erkrankung an sich liegen.

Klarung eines einheitlichen Verstéandnisses der Schizophrenie

Kraepelin fiihrte im ausgehenden 19. Jahrhundert eine dichotome Einteilung ein, wonach er
die Schizophrenie den Affektiven Stérungen gegeniberstellte, in der Vorstellung, dass die
Grinde der Erkrankung streng zu trennen waren. Die Briicke zwischen beiden Entitaten soll
die Schizoaffektive Storung bilden (Kasanin 1933). Diese Einteilung halt sich bis in die
Gegenwart. Hingegen, gerade durch Ergebnisse aus Familienstudien und Molekulargenetik
wurde die Dichotomie in Frage gestellt, und eine gemeinsame genetische Grundlage von
Schizophrenie und Affektiven Stérungen wird gegenwaértig mit Belegen fundiert (Maier et al.
1993; Heckers 2009). Die Diskussion um die Forderung von diagnostischen Kriterien, die auf
molekulargenetischen Befunden griindet (Craddock und Owen 2005, 2007; Craddock et al.
2007), ist in ihrem Ende noch nicht absehbar.

Auch fir NRG3 gibt es Befunde von Polymorphismen, die dieselben Merkmale bei
Schizophreniepatienten und Bipolar Typ | Erkrankten modulieren: bei Meier et al. (2013)
erzielten in neurokognitiven Testungen beide Patientengruppen, welche bei SNP rs6584400
entweder den Genotyp GA oder AA présentierten, bessere Ergebnisse als Patienten mit

Genotyp GG. Die Ergebnisse sprechen dafiir, dass die Assoziation zwischen NRG3 und
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Aufmerksamkeitsleistung nicht spezifisch fur Schizophrenie ist, sondern auch auf andere
psychiatrische Stérungen erweitert werden kann.

Schizophrenie als variantenreiche Erkrankung

Schizophrenie zeigt eine hohe Diversitat in Symptomatik, Verlauf und Therapieresponse
(Tandon et al. 2008a, 2008c). Sie wird in finf unterschiedliche Subtypen eingeteilt, doch die
individuelle Symptomatik kann auch innerhalb eines Subtyps differieren.

Die Heterogenitat des Erscheinungsbildes bekréaftigt die Vermutung, dass verschiedene
Krankheiten zu der Entitdt Schizophrenie gezé&hlt werden mussen. Eine solche Erklarung
konnte die differierenden biologischen Befunde erklaren.

Hinzu kommt die schwere Abgrenzbarkeit von anderen psychiatrischen Erkrankungen wie
schizoaffektiver Stérung, oder schizotype, schizoide bzw. paranoide Personlichkeitsstérung
(Craddock und Owen 2007; Heckers 2009).

Schizophrenie als multifaktorielle Erkrankung

In Bezug auf die Genetik gilt die Schizophrenie als komplex. Hinzu kommt, dass das
individuelle ,,Ansprechen* auf die einzelnen Suszeptibilititsmarker unterschiedlich ist
(Gejman et al. 2010; Hatzimanolis et al. 2013). Der klinische Phanotyp kann unterschiedlich
ausfallen, auch wenn Polymorphismen von Erkrankten und Gesunden einander gleichen.

Eine Erklarung dafiir liefert das multifaktorielle Konzept, wonach neben der Genetik auch
Umweltfaktoren auf die Manifestation einwirken (Tandon et al. 2008b). Die Erforschung
psychologischer und soziologischer Einwirkungen erbringt, wie auch die Molekularbiologie,

regelmaRig neue Erkenntnisse.

Schizophrenie als genetisch komplexe Erkrankung

Nach einer weitgehend anerkannten Annahme fuf3t die Genetik der Schizophrenie auf einem
bestimmten Spektrum an Mutationsh&ufigkeiten, mit einer Mischung aus haufigen (common)
Mutationen mit kleinem Einfluss (z. B. SNPs) und seltenen (rare) Mutationen mit groRem
Einfluss (z. B. CNVs) (Sebat et al. 2009; Gejman 2010).

Hingegen konnten nicht alle Studienergebnisse Evidenz fiir diese Betrachtung erbringen. Eine
genomweite Analyse von SNPs und CNVs erbrachte keine signifikanten Zusammenhénge
von Suszeptibilitdtsmarkern (Need et al. 2009). Allerdings unterstiitzen auch diese Ergebnisse
die Vermutung, dass es spezifische Genomregionen fur die Schizophrenie-Entstehung gibt,

die sehr selten sind und die auch nur wenige Patienten miteinander teilen (Need et al. 2009).
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Klarung der Funktion genetischer Polymorphismen

Neben dem Auffinden der Gene und Genvarianten, ist das Verstandnis Uber deren
Funktionalitat ein weiterer wichtiger Schritt. Weitaus die meisten gefundenen genetischen
Varianten liegen in nicht-kodierenden Bereichen. Der Anteil und die Mechanismen, mit
denen sie Einfluss auf die Genexpression nehmen, sind noch weitgehend ungeklart. Introns
und Intergenregionen bedurfen daher weiterer Aufklarung. Auch sind die Funktionen
genetischer Varianten in kodierenden Regionen in weiten Teilen noch unbekannt: wenn z. B.
ein Allelwechsel zu einem Aminosdurewechsel fihrt, bleibt die Frage der funktionellen
Relevanz. Inwiefern solch strukturelle Verénderungen, eingeleitet durch identifizierte
Polymorphismen, auch zu Alterationen im Phénotyp fuhren, gilt es weiter zu untersuchen.

Als Beispiel fiir NRG3 seien die Risikoallele rs6584400-A, rs10883866-G und rs10748842-T
genannt, wovon sich rs10883866 und rs10748842 im kompletten LD befinden (Chen et al.
2009) und welche in enger Nachbarschaft zu einem alternativen Promotor liegen. Dieser
Promotor bedient die zwei ZNS-spezifischen Isoformen hFBNRG3 (bzw. NRG-b) und
NRG3-d (Morar et al. 2011). Morar et al. (2011) vermuteten von rs6584400-A und
rs10883866-G, auf das alternative SpleilRen zugunsten dieser Isoformen einzuwirken. Bei
Tragern von rs10883866-G und rs6584400-A lielRen sich tberdurchschnittliche Leistungen im
CPT-DS sowie eine haufigere Wahnsymptomatik feststellen. Dies suggeriert, dass beide
SNPs die Sensitivitat fur Wahrnehmung und Vigilanz modulieren, wobei sich diese
Modulierung bei Erkrankten anders auswirkt als bei gesunden Individuen: so kénnte man
rs6584400-A als einen protektiven Faktor fir erkrankte Individuen ansehen, mit dem
kognitive Fahigkeiten gesteigert werden (Morar et al. 2011).

Der Nachweis der Variante rs10748842-T ergab hohere Transkriptionsraten von den
Isoformen Klasse 11 und Ill, welche eine pathologische Verschiebung (Shift) in der Balance
der NRG3-Isoformen in Richtung instabile Polypeptide darstellt (Kao et al. 2010). Patienten
mit einem solchen Shift litten haufiger unter Schizophrenie.

Neben NRG3 wurden auch fiir andere Suszeptibilitdtsgene wie NRG1 (Law et al. 2006; Tan
et al. 2007) oder DISC1 (Nakata et al. 2009) Hinweise gefunden, dass eine Dysregulation von
Isoformen, hervorgerufen durch Polymorphismen, fur die Schizophrenie-Entstehung relevant
sein konnen.

Hingegen missen derartig deutliche Befunde nicht immer zu finden sein. Boer et al. (2009)
flhrten eine histologische post-mortem-Untersuchung an 20 Schizophreniepatienten, 8
Patienten mit Bipolarer Stérung Typ | und 20 gesunden Kontrollprobanden durch, indem sie

die Transkriptionsraten von Neuregulin 1 Io und Neuregulin 3 in Brodmann Area 46 maf3en.
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Die Proteinlevel zeigten bei beiden Patientengruppen keine Unterschiede im Vergleich zu
gesunden Kontrollen. Dieser Befund sagt unter anderem aus, dass verénderte
Transkriptionsraten nicht global in jedem Gehirnareal auftreten missen, sondern vermutlich
auf spezifische Gehirnareale zugeschnitten sind (Boer et al. 2009).

Ein anderes funktionales Beispiel, das NRG3 betrifft, ist die Verdnderung von
Medikamenten-Wirkung und Nebenwirkung. Fur das atypische Neuroleptikum Iloperidon
kann als Nebenwirkung eine QTc-Verlangerung im Elektrokardiogramm (EKG) auftreten,
wobei auch der Polymorphismus rs4933824 in NRG3 in Verdacht steht, das Risiko erhéhen
(Volpi et al. 2009).

Pleiotropie

Es mehren sich Berichte von Suszeptibilitatsloci fur Schizophrenie, die sich mit anderen
psychiatrischen Erkrankungen Uberschneiden, wie z. B. mit Bipolarer Stérung Typ |
(Berrettini 2000; Craddock und Owen 2007). Gemeinsamkeiten mit der Bipolaren Typ |
Storung liegen z. B. in der Prévalenz, im Pradispositionsalter und in der Symptomatik (die
Hélfte der Patienten entwickeln psychotische Symptome). Auch Polymorphismen des NRG3-
Gens (z. B. rs6584400) wurden gehduft sowohl bei Schizophrenie- als auch Bipolar-
Erkrankten entdeckt (Meier et al. 2013).

Pleiotrope Effekte von Kandidatenloci werden auch flr Schizophrenie und Autismus
postuliert, vor allem bei Kindern (Rapoport et al. 2009). Analoge Symptome sind z. B.
Storungen der sozialen Interaktion und einige Negativsymptome (Konstantareas und Hewitt
2001). Auf Kandidatengenlocus 10g22.3-923.31 wurden Low-copy repeats (LCR) entdeckt,
die zu rekurrenten Mikrodeletionen fihren und Auffalligkeiten in Verhalten und neuronaler
Entwicklung beglnstigen, wie z. B. Autismus, Hyperaktivitit und psychiatrische
Erkrankungen (Balciuniene et al. 2007).

Auch fir das Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitdtssyndrom (ADHS)  werden
Polymorphismen des NRG3-Gens diskutiert (Sonuga-Barke et al. 2008).

Endophanotypen

In der molekularbiologischen Forschung psychiatrischer Erkrankungen nimmt die Ermittlung
der genetischen Grundlage neurokognitiver und behavioraler Merkmale mittlerweile einen
groRen Stellenwert ein. Das Konzept der Endophanotypen beruht auf der Annahme, dass
einzelne Genvarianten in erster Linie nicht fir eine Erkrankung wie die Schizophrenie

verantwortlich sind, sondern flr quantitative Merkmale wie z. B. neurokognitive Defizite. Mit
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Exploration dieser Merkmale soll eine Briicke zwischen heterogenem Phénotyp und vielen
einzelnen genetischen Befunden mit jeweils nur kleinem Betrag zur Phanotyp-Entstehung
geschlagen werden (Gottesman und Gould 2003; Braff et al. 2007). Ein bestimmter Phanotyp,
z. B. Stérungen im Arbeitsgedédchtnis, mit entsprechend assoziierter Allelvariante, kann somit
auch als Vulnerabilitatsmarker fir Schizophrenie angesehen werden (Wedenoja et al. 2008).
In Bezug auf das NRG3-Gen gab es wiederholt Hinweise, dass Polymorphismen (rs10883866,
rs10748842, rs6584400) Einfluss auf verbesserte Aufmerksamkeitsleistung und Vigilanz
nehmen, gleichzeitig aber auch ein Risiko fur das Auftreten von florider Wahnsymptomatik
bergen (Chen et al. 2009; Morar et al. 2011; Meier et al. 2013). Aus diesem Grund stellte sich
wiederholt die Frage, ob diese Marker eher mit bestimmten quantitativen Merkmalen
assoziiert sind, die fir die Schizophrenie charakteristisch sind, als mit der Erkrankung an sich
(Kao et al. 2010; Pasaje et al. 2011; Zhang et al. 2013).

Das Konzept der Endophédnotypen wurde inzwischen auch auf CNVs ausgeweitet; so fanden
Raychaudhuri et al. (2010) Assoziationen in den funktionalen Gen-Sets ,,Neuronale

Aktivitat® und ,,Lernen®.

Epistatische Effekte

Epistatische Effekte beschreiben Wechselwirkungen unter Genen, die sich auf den
Phénotypen auswirken. Das bedeutet, dass die Aktivitat eines Gens die Expression eines oder
mehrerer anderer Gene stimuliert oder inhibiert.

Genetische Assoziationsstudien haben eine Reihe von Genen und epistatischen Interaktionen
auch innerhalb des NRG-ErbB-Signalwegs entdeckt, welche das Risiko der Entwicklung
einer Schizophrenie erhéhen, inklusive NRG3, NRG1 und ErbB4 (Benzel et al. 2007). Diese

Befunde suggerieren das VVorhandensein eines pathogenetischen Netzwerkes (Kao et al. 2010).

Epigenetik

Die Rolle der Epigenetik konnte in der Aufklarung von phéanotypischen Verénderungen liegen,
welche durch verdnderte Gensequenzen nicht erklarbar sind. Die genomische Pragung
(Imprinting) beschreibt eine Veranderung der Genexpression aufgrund der Tatsache, dass
entweder nur das maternale oder paternale Gen aktiv ist. Fur das Imprinting erforderlich sind
epigenetische  Modifikationen wie z. B. Chromatin-Modifikationen oder DNA-
Methylierungen an sogenannten Cytosin-phosphat-Guanin—(CpG-)Inseln, welche haufig in
Promotorbereichen liegen und somit funktionell relevant sind. Imprinting stellt nicht nur die

Ursache fur neuropsychiatrische Erkrankungen wie das Angelman-Syndrom dar (Dagli et al.

99



6 Diskussion

2012), sondern wird auch fur klinische Phéanotypen diskutiert, die der Schizophrenie
zugerechnet werden (Crespi und Badcock 2008).

Eine abweichende Genexpression aufgrund von Allel-Unterschieden (biased allelic
expression), die wiederum durch Imprinting oder stochastische Vorgénge (stochastic
processes) verursacht sind, konnte jungst auch fiir NRG3 nachgewiesen worden (Lin et al.
2012).

6.4 Ausblick

Das Bemuhen, NRG3 als sicheren Suszeptibilititslocus fir die Schizophrenie zu
identifizieren, ist auch mit der vorliegenden Arbeit nicht moglich. Dies liegt zum einen daran,
dass kaum Studien vorliegen, die dieselben Polymorphismen untersucht haben. Zum anderen
ist eine Unterteilung des Patientenkollektivs, wie es in dieser Arbeit vorliegt, von anderen
Forschungsgruppen der Schizophrenie noch nicht aufgegriffen worden. Zudem sind die
Befunde dieser Studie, die zwar Signifikanz bzw. einen Trend dazu aufweisen, im direkten
Vergleich der vier Patientengruppen in ihrer Schnittmenge wenig homogen. Auerdem ist zu
beachten, dass auch die Ergebnisse anderer NRG3-Studien in keine einheitliche Richtung
zeigen.

Dies wirft Fragen nach den Ursachen auf. Auch nach intensiver Erforschung kodnnen
entscheidende genetische Unterschiede zwischen Erkrankten und Gesunden noch unbekannt
bzw. bei den bekannten Gensequenzen ihre Bedeutung fiir die Pathogenese noch nicht
ausreichend verstanden sein.

Maoglich ware auch, dass Kandidatengene wie z. B. NRG3 keine Auswirkung auf eine

Manifestation der Erkrankung haben, und die gefundenen Assoziationen zuféllig sind.

Dass es sich bei der Schizophrenie um eine schwer in Kategorien einordenbare Krankheit
handelt, erschwert die Wissensgenerierung. Gerade daher sind neue Herangehensweisen
hilfreich, wie z. B. die Operationalisierung einzelner quantitativer Merkmale bzw.
Endophénotypen, die mit Schizophrenie hdufig gekoppelt auftreten. Eine solche Verfeinerung
der Diagnose Schizophrenie, Abstand nehmend von einem bindren Status (Schizophrenie
ja/nein), hin zu einem differenzierten Betrachten einzelner Charakteristika, kann wesentlich

zum besseren Verstandnis der entdeckten genetischen Differenzen beitragen.
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Die technischen Madglichkeiten zur genomweiten Exploration entwickeln sich rasant.
Genomweite Scans mit Hochdurchsatz-Sequenzierung haben sich heute fest etabliert, womit
sich der Informationsstand im exponentiellen Mal} quantitativ erweitert hat. Damit erhéht sich

das Outcome auch qualitativ, da die Ergebnisse in Zusammenschau betrachtet werden kdnnen.

Angesichts der Problematik, dass viele Studien zu NRG3 und anderen Kandidatengenen
signifikante Ergebnisse erbrachten, die jedoch von Nachfolgeuntersuchungen nicht
reproduziert werden konnten, deuten auf die Notwendigkeit von Rekrutierung grolRer
Stichproben hin. Auch Metaanalysen sind diesbeziglich interessant, da sie eine effiziente
Madglichkeit darstellen, Studien mit evtl. voneinander abweichenden Aussagen vergleichbar
zu machen. Mit diesen Herangehensweisen koénnen durch VergroBerung der Stichprobe

Genloci mit kleinsten Risikoeffekten gefunden werden, die sonst unerkannt bleiben wirden.

Unter der Zielsetzung, bedeutende genetische Zusammenhdnge der Schizophrenie
aufzudecken, darf die Sorgfalt in der Auswahl der einzelnen Teilnehmer nicht leiden. Das
Erkennen und der Ausschluss von psychiatrischen und somatischen Differenzialdiagnosen ist
die Voraussetzung aussagekréftiger Ergebnisse. Auch in anderen Bereichen wie z. B. Ethnie

gilt es, bestmdgliche Ubereinstimmungen in der Kohorte zu erreichen.
Allerdings ist man von einer validen individuellen Risikoeinschatzung auf Grundlage

genetischer Befunde noch weit entfernt. Diesbeziiglich wird weiterhin die Rekrutierung

grolRer Kohorten notwendig sein. Die vorliegende Studie liefert einen moderaten Beitrag dazu.
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Abkiirzung Bedeutung

5-HT 5-Hydroxytryptamin, Serotonin

95%-KI 95%-Konfidenzintervall

bp Basenpaare

CD-Cluster cognitive deficit-Cluster

cM Centimorgan

CNV Genkopieanzahlvaniante, Copy number variation
CPT-DS Degraded-stimulus continuous performance task
CS-Cluster cognition spared-Cluster

CT Computertomographie

D’ linkage disequilibrium Determinant

DNA Desoxynucleinacid, Desoxyribonukleinsaure
dNTP Desoxyrnibonukleotidtriphosphat

DSM-IV Diagnostic and Statistic Manual for Mental Disorders, fourth edition
EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGF Epidermal growth factor

EGFR Epidermal growth factor receptor

ErbB Erythroblastic leukemia viral oncogene homolog
ErbBR Erythroblastic leukemia viral oncogene homolog receptor
GABA Gamma-Amino-Buttersiure

sDNA genomische DNA

GHC1 Guanidiniumhydrochlorid

GSMA genome scan meta-analysis

GWAS genomweite Assoziationsstudie

hFBNRG3 human foetal brain neuregulin 3

HLOD Heterogeneity logarithm of odds

HWE Hardy-Weinberg-Equilibrium

ICD-10 International Classification of Diseases, tenth edition
Ig Immunglobulin

IHC International HapMap Consortium

ISC International Schizophrenia Consortium

kb Kilobasenpaare

LD Kopplungsungleichgewicht, linkage disequilibrium
LOD logarithm of odds

LSD Lysergsdaurediethylamid

MAF minor allele frequency

MALDI Matrix-assisted Laser Desorption/Ionisation

MHC major histocompatibility complex

mRNA massenger-Ribonukleinsaure

MRT Magnetresonanztomographie

MSP multiple scan probability

NCBI National Center for Biotechnology Information
NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NPL-Score nonparametric linkage score

NRG Neuregulin

OPCRIT Operational Criteria Checklist for Psychotic Iliness
PANSS Positive and Negative Syndrome Scale

PBS phosphate buffered saline

PCP Phencyclidin

PCR polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
2 Quadrat des Korrelationskoeffizienten

RNA Ribonukleinsaure

pm revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute
RTK Rezeptortyrosinkinase

SAP Shrimp Alkaline Phosphatase

SBE Einzelbasenverangerung. single base extension
SKID Strukturiertes klinisches Interview nach DSM-IV-Knterien
SNP Einzelbasenpolymorphismus, single nucleotide polymorphism
SPEM smooth pursuit eye movement

T™MT Trail Making Test

TOF time of flight

ZNS Zentralnervensystem
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