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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Schizophrenie ist eine der schwerwiegendsten psychiatrischen Erkrankungen mit
weit reichenden psychischen und sozialen Auswirkungen auf die betroffenen Patien-
ten und ihre Angehérigen. Die Lebenszeit-Pravalenz betragt etwa 1%. Die Ergebnis-
se von Kopplungs- und Assoziationsuntersuchungen zeigen den starken Einfluss
einer genetischen Komponente bei der Entstehung der Krankheit. Die bisherigen
Forschungsergebnisse weisen darauf hin, dass es sich bei der Schizophrenie um
eine genetisch komplexe Erkrankung handelt, deren Atiologie sich durch das Zu-
sammenwirken von Umweltfaktoren und genetischen Faktoren auszeichnet. Bislang
ist es noch nicht gelungen, alle an der Pathogenese beteiligten Faktoren, vor allem
aber die Mechanismen ihres Zusammenspiels zu entschlisseln. Aufgrund von mor-
phologischen und molekularbiologischen Untersuchungen sowie genetischen Kopp-
lungs- und Assoziationsstudien fand sich eine Reihe von Suszibilitdtsgenen fur Schi-
zophrenie, darunter auch das Gen DTNBP1. Es ist auf dem Chromosom 6 in der Re-
gion 22.3 lokalisiert und kodiert flir das Protein Dysbindin-1. Im Gehirn nimmt dieses
Protein Einfluss auf das Zytoskelett und die synaptische Plastizitat und ist an der
Signaltransduktion von Neuronen Gber NMDA- und GABA-Rezeptoren und damit am
Glutamat- und Dopaminstoffwechsel beteiligt (Benson et al. 2001; Harrison und
Weinberger, 2005). Morphologische Untersuchungen zeigen, dass die Konzentration
von Dysbindin-1 in wichtigen Bereichen des Gehirns bei schizophrenen Patienten
vermindert ist (Talbot et al. 2004; Tang et al. 2009). Eine Reihe von Assoziationsstu-
dien, teils auch familienbasiert, haben in unabhangigen Kollektiven mit verschiedens-
tem ethnischen Hintergrund signifikante Assoziationssignale an unterschiedlichen
Varianten im DTNBP1-Gen gefunden (Straub et al. 2002b; van den Oord et al. 2003;
Schwab et al. 2003; Morris et al. 2003; van den Bogaert et al. 2003;, Tang et al.
2003; Kirov et al. 2004; Williams et al. 2004; Numakawa et al. 2004; Funke et al.
2004; de Luca et al. 2005; Duan et al. 2007; Riley et al. 2009 und Voisey et al. 2010).
Dabei handelte es sich teilweise um Einzelbasen-Polymorphismen oder Haplotypen
im DTNBP1-Gen, die sich als signifikant mit Schizophrenie assoziiert gezeigt haben.
Folgestudien konnten diese Ergebnisse oftmals aber nicht bestatigen (Turunen et al.
2006, Datta et al. 2007, Joo et al. 2007, Holliday et al. 2006, Peters et al. 2008, San-
ders et al. 2008; Strohmaier et al. 2010).
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In der vorliegenden Arbeit wurden die sechs Einzelbasenpolymorphismen,
rs3213207, rs2619538, rs1011313, rs1047631, rs2056943 und rs2619522 unter-
sucht. Bei ihnen hatten sich in Studien zuvor teilweise deutliche Assoziationsbefunde
gezeigt. Die Marker wurden hier erneut an einem unabhangigen kaukasischen Kol-
lektiv von 503 Patienten und 1290 gesunden Kontrollpersonen untersucht. Zustatz-
lich wurde die Patientengruppe in vier verschiedene Kategorien unterteilt, je nach-
dem ob Angehdrige mit psychischen Stérungen, mit Schizophrenie oder Angehdrige
1.Grades mit Schizophrenie in der Familienanamnese vorlagen, sowie als vierte
Gruppe das Patientenkollektiv insgesamt. Dabei zeigten sich in den unterschiedli-
chen Patientengruppen signifikante Assoziationshinweise und Trends zur Assoziati-
on bei den Markern rs3213207 und rs2619538, der Marker rs1011313 zeigte ledig-
lich Trends zur Assoziation mit Schizophrenie. Die héchste Signifikanz erreichte mit
einem p-Wert von 0,034 der Marker rs3213207 in der Gruppe der Patienten mit schi-
zophrenen Angehdérigen. Hier trat der heterozygote Genotyp A/G signifikant haufiger
bei Patienten auf als die homozygoten Genotypen A/A und G/G. Ebenfalls Signifi-
kanzniveau erreichte der Marker rs2619538. Dabei zeigte sich in der Gruppe der Pa-
tienten mit schizophrenen Angehdérigen ersten Grades ein signifikant niedrigerer An-
teil homozygoter Trager des selteneren Allels Adenin bei einem p-Wert von 0,044.

Die Marker rs1047631, rs2056943 und rs2619522 zeigten in dieser Arbeit keine Hin-

weise auf Assoziation mit Schizophrenie.

Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit und der anderer Forschungsgruppen besteht
weiterhin Grund zur Annahme, dass es sich bei DTNBP1 um ein Suszeptibilitats-Gen
fir Schizophrenie handelt. Zwar konnten auch in dieser Arbeit die positiven Assozia-
tionsergebnisse von Vorlauferstudien nicht in vollem Umfang repliziert werden, je-
doch stltzen die Ergebnisse die Annahme, dass Variationen im DTNBP1-Gen an der
Pathogenese der Schizophrenie beteiligt sind. Dabei weisen die Ergebnisse in dieser
Arbeit durchaus darauf hin, dass es einen Zusammenhang gibt zwischen positiver
Familienanamnese in Bezug auf Schizophrenie und genetischen Variationen im
DTNBP1-Gen. Grinde fir die Inkonsistenz in den Ergebnissen der bisherigen Unter-
suchungen kdnnten die abweichenden StichprobengréBen sowie die unterschiedli-
che ethnische Herkunft der untersuchten Kollektive sein. Auch die Einschlusskriterien
fir die Patienten- und Kontrollgruppen wichen voneinander ab. Vermutlich aber ist

eine der Hauptursachen auch die genetische und phanotypische Heterogenitat der
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Erkrankung an Schizophrenie. Weitere Studien mit héheren Fallzahlen werden nétig
sein, um die genetischen Risikomarker auf dem DTNBP1-Gen und ihr mégliches Zu-

sammenspiel mit Markern auf anderen Genen genauer zu detektieren.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Schizophrenie
1.1.1 Definition

Die Schizophrenie, eine der schwerwiegendsten psychiatrischen Erkrankungen, ge-
hort zur Gruppe der endogenen Psychosen. Psychosen sind psychische Erkrankun-
gen, die durch das Auftreten von Wahnvorstellungen, Halluzinationen, Realitatsver-
lust, Bewusstseinsstérungen sowie Stérungen des Denkens, der Gefiihlswelt und der
Psychomotorik charakterisiert sind (Arolt et al. 2006).

Im Unterschied zu organisch begrindbaren Psychosen, wie z.B. das organische
Psychosyndrom, bei denen organische Schadigungen vorliegen, liegen die Ursachen
der endogenen Psychosen in einer Vielzahl von Faktoren, die ,endogen®, d.h. durch
,<das Innere“ des Patienten bedingt sind und Veranderungen im Hirnstoffwechsel zur
Folge haben. Charakteristisch flr die Schizophrenie ist dabei die Vielgestaltigkeit der
Symptome, der Neuropathologie und des Verlaufs der Krankheit (Tandon et al.
2008).

1.1.2 Historie

Sehr friihe Beschreibungen des Krankheitsbildes finden sich bereits zu Beginn des
19. Jahrhundert durch den franzésischen Arzt Philippe Pinel (Pinel 1801) und den
britischen Apotheker John Haslam (Haslam 1809). Rund 90 Jahre spater pragte der
Minchner Psychiatrieprofessor Emil Kraepelin den Begriff der ,Dementia Praecox".
Er unterschied zwischen exogenen und endogenen Psychosen und stellte die flr
endogene Psychosen charakteristischen, meist fortschreitenden Stérungen des Den-
kens und den friihzeitigen, ebenfalls progredienten, Abbau der intellektuellen Fahig-
keiten in den Mittelpunkt. Erstmals begriindete er so eine Systematik psychischer
Erkrankungen, in dem er den Gesamtverlauf der Krankheit in den Vordergrund stellte
(Kraepelin 1896). Damit wurde der Grundstein fir die modernen Diagnosekriterien
einer schizophrenen Stérung nach ICD-10 und DSM-IV gelegt. Der Zuricher Psychi-
atrieprofessor Eugen Bleuler benannte im Jahr 1911 die charakteristischen Sympto-
me der Schizophrenie aus den Bereichen des Denkens aber auch des Antriebs und
der Affektivitat. Auf ihn geht auch der Begriff der ,Schizophrenie® zurtick. Er leitet sich
aus dem Altgriechischen ab. Dabei bedeutet oxilciv, schizein, ,abspalten“ und @pnv,
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phren, . Zwerchfell, Seele, Bewusstsein®. Bleuler sah die Schizophrenie in einer Art
Bewusstseinsspaltung im Sinne eines Mangels an Einheit der Persénlichkeit bei an
Schizophrenie erkrankten Patienten und bezog sich somit auf das psychopathologi-
sche Querschnittsbild der Schizophrenie. Er unterschied Grundsymptome wie forma-
le Denkstérungen, Stérungen der Affektivitat, Antriebsstérungen und Autismus von
den akzessorischen Symptomen wie Wahn, Halluzinationen und katatonen Sympto-
men (Bleuler 1911). Dieses Konzept wurde dann 1959 von Kurt Schneider im Sinne
einer noch intensiveren Systematisierung der Psychopathologie weiterentwickelt und
pragt die Diagnosesysteme ICD-10 und DSM-IV.

Schneider unterschied Symptome ersten und zweiten Ranges (Schneider 1959). Zu
den Symptomen ersten Ranges zahlte er unter anderem Ich-Stérungen und akusti-
sche Halluzinationen und Wahnvorstellungen. Zu den Symptomen zweiten Ranges
gehorten vor allem die Veranderungen des Affektes und sonstige Halluzinationen.
Die seit den 70er Jahren gerade im Zusammenhang mit der medikamentésen Thera-
pie schizophrener Erkrankungen immer wichtiger gewordene Unterscheidung in Ne-
gativ- und Positiv-Symptomatik geht auf John Hughlings Jackson (Jackson 1931)
zurlck. Er unterschied positive Sypmtome wie Halluzinationen, Wahnvorstellungen,
Ich-Erlebnisstérungen und formale Denkstérungen von den negativen Symptomen
Apathie, Alogie, sozialer Rickzug, Anhedonie, Affektverflachung und Aufmerksam-

keitsstérung.

1.1.3 Epidemiologie

Die jahrliche Inzidenz der Schizophrenie in der Bevdlkerung, also die Anzahl der
Neuerkrankungen an Schizophrenie innerhalb eines Jahres, liegt weltweit bei durch-
schnittlich 15 pro 100,000 und das Risiko, einmal im Leben an Schizophrenie zu er-
kranken liegt zwischen 0.7% und knapp einem Prozent (Stilo und Murray 2010; Tan-
don et al. 2008b; Perala et al. 2007, Saha et al. 2005, Mc Grath et al., 2004,
Jablensky 2003). Eine Metaanalyse von 55 Studien mit Daten aus 33 Landern zeigte
keine weltweit keine nennenswerten Unterschiede bei den Erkrankungshaufigkeiten
(Jablensky 2003) auch im Hinblick auf 6konomischem oder sozio6konmischem Sta-
tus der Patienten (Saha et al. 2006, Hafner 1993; Tsuang et al. 1995). Darauf hatten
zuvor auch die Daten der American Psychiatric Association zu den weltweiten Pra-
valenzraten hingewiesen (American Psychiatric Association. Task Force on DSM-1V,
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1994). Uber die Geschlechterverteilung existieren unterschiedliche Studien mit teils
widerspriichlichen Ergebnissen. Altere Studien zeigen, dass Manner und Frauen et-
wa gleich haufig betroffen sind (Jablensky und Cole 1997). Jingere Untersuchungen
kamen zu dem Ergebnis, dass Manner ein hdheres Risiko als Frauen haben, an
Schizophrenie neu zu erkranken (Aleman et al. 2003; McGrath et al. 2004). So zeigt
die Arbeit von McGrath ein Risikoverhéltnis Manner zu Frauen von 1,4 zu 1, wobei
hier die Inzidenzen flr Schizophrenie insgesamt etwas geringer ausfallen als in an-
deren Studien. Sie variieren zwischen 0,0077% und 0,043% (McGrath 2005). Als
Grund firr das etwas geringere Krankheitsrisiko von Frauen wird unter anderem eine
mégliche protektive Wirkung von Ostrogen diskutiert (Hafner et al. 2013; Hafner
1995a)

Dagegen zeigten Metaanalysen keine bedeutsamen Unterschiede der Inzidenzen
zwischen verschiedenen geographischen, ethnischen und soziokulturellen Gruppen
(Saha et al., 2006; Tsuang und Tohen 2002), allerdings aber ein erhdéhtes Neuer-
krankungsrisiko bei Menschen, die in Stadten leben. So geht ein urbanes Umfeld mit
einem groBeren Erkrankungsrisiko einher (Brown 2011a; McGrath and Scott 2006).
Als Grinde dafur werden diskutiert, dass sich durch Einflisse des stadtischen Le-
bens, wie z.B. mehr Larm oder Stress die Suszeptibilitat fir Schizophrenie erhéht
(breeder hypothesis). Es ist aber auch denkbar, dass an Schizophrenie Erkrankte
eine urbane Umgebung préaferieren (selection hypothesis) (Tandon et al. 2008).

Das Préadilektionsalter der Schizophrenie liegt zwischen der Pubertat und etwa dem
30. Lebensjahr, wobei Manner meist etwas friher erkranken als Frauen. So ist das
Haupterkrankungsalter bei Mannern zwischen dem 20. und 24. Lebensjahr, bei
Frauen im Schnitt zwischen dem 29. und 32. Lebensjahr (Hafner et al. 2013; Stilo
und Murray 2010; Hafner 1998). Dabei variiert das Alter der Erstmanifestation zwi-
schen den einzelnen Subtypen der Erkrankung deutlich. Der Haufigkeitsgipfel der
hebephrenen Schizophrenie liegt im Jugendalter, der der paranoid-halluzinatorischen
Schizophrenie dagegen im vierten Lebensjahrzehnt (Méller et al. 2013). Epidemiolo-
gisch aufféllig ist die jahreszeitliche Verteilung des Geburtsdatums schizophrener
Patienten. Sie weist sowohl in den Landern der nérdlichen als auch der stdlichen
Halbkugel eine Uberzuféllige Haufung von Geburten im spaten Winter und Frihjahr
auf (Davis et al. 2003; Hettema et al. 1996). In einigen Studien ist von einem Anstieg
des Erkrankungsrisikos um das 1,2 bis 1,5fache die Rede (Lewis 1989; Torrey und
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Bowler 1990). Hier wird als mdgliche Erklarung diskutiert, dass eine Geburt in den
Wintermonaten mit einem antenatal erhéhten Expositionsrisiko von ubiquitar vor-
kommenden Keimen, wie beispielsweise Influenza- oder Coxsackie-Viren, fur die
Feten im ersten und frihen zweiten Trimenon einhergeht (Brown 2011; Meyer et al.
2008; Penner und Brown 2007). Solche intrauterinen Infektionen, denen Wintergebo-
rene vermehrt ausgesetzt sind, kdnnten die neuronale Entwicklung des Feten negativ
beeinflussen.

Besonders haufig von Schizophrenie betroffen sind auch Personen mit niedrigen Bil-
dungsabschlissen und unterer soziodkonomischer Schichtzugehérigkeit (Werner et
al. 2007, Messias 2007). Darin ist aber nicht unbedingt Grund, sondern vielmehr eine
Folge der Erkrankung zu sehen. Denn sie geht oft bereits in einem frihen Stadium
mit Verlust von sozialen Kompetenzen oder intellektuellen Fahigkeiten einher, die ein
Abrutschen in tiefere soziale Schichten (Drift-Hypothese) (Wiersma et al. 1996) sowie
zunehmende soziale Isolation und schlechtere Chancen auf dem Arbeitsmarkt zur
Folge haben (Agerbo et al. 2004). Nur etwa 30% der an Schizophrenie erkrankten
Menschen leben in einer festen partnerschaftlichen Beziehung, nur 15% schaffen es,
auch langerfristig eine feste Arbeit auf dem primaren Arbeitsmarkt zu finden und sie
auch zu bewaltigen (Falkai und Maier 2006).

1.1.4 Krankheitsbild und Diagnose

Aufgrund des vielgestaltigen Krankheitsbildes der schizophrenen Psychosen wird
auch von den ,Krankheiten des schizophrenen Formenkreises” gesprochen. Je nach
Auspragung und Symptomatik werden verschiedene Subtypen schizophrener St6-
rungen unterschieden. Zu den wichtigsten Formen z&hlen die paranoid-
halluzinatorische, die katatone und die hebephrene Schizophrenie. Sie differieren
nicht nur in der typischen Symptomatik, sondern auch in Verlauf und Prognose (Tan-
don 2009) Allgemein sind die schizophrenen Stérungen durch grundlegende und
charakteristische Stérungen von Denken und Wahrnehmung sowie durch inadaquate
oder verflachte Affektivitat gekennzeichnet. Derzeit gibt es zwei anerkannte Klassifi-
kationssysteme. Die Internationale Klassifikation psychischer Stérungen oder Inter-
national Statistical Classification of Diseases (ICD-10) der Weltgesundheitsorganisa-
tion (World Health Organisation, WHO) ist im klinischen Bereich des deutschsprachi-
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gen Raums gebrauchlich und rechtsgiltig. Die Diagnostik nach ICD-10 (WHO 2004)
verbindet Kraepelins Hinweise auf den Verlauf mit den Symptomen nach Schneider
und Bleuler. Dabei sind vor allem die Symptome ersten Ranges wie die akustischen
Halluzinationen (Kommentar-, Dialog- oder Imperativstimmen), Stérungen des Ich-
Erlebens (Gedankenbeeinflussung, Verlust der Meinhaftigkeit der Ich-Grenzen im
Sinne (i.S.) von Verlust der personalen ldentitdt und der eigenen Geflihle) und Ver-
anderungen der Wahrnehmung (Wahnwahrnehmung) flr die Diagnose einer Schizo-
phrenie entscheidend. Das Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
(DSM), herausgegeben von der American Psychiatric Association in der 4. Auflage
(DSM-1V), wird vor allem im angloamerikanischen Raum und zu Forschungszwecken
angewandt. Es ist mehr symptomenorientiert und setzt striktere diagnostische Krite-
rien voraus. Auch wird im DSM-IV der Unterscheidung zwischen Positivsymptomatik
(Wahnvorstellungen, Halluzinationen und Ich-Erlebnis-Stérungen) und Negativsymp-
tomatik (Affektverflachung, Alogie, Willensschwache) Rechnung getragen. Diese Un-
terscheidung spielt in der neueren Diskussion Uber die Psychopathologie schizo-
phrener Erkrankungen eine wichtige Rolle.

Zur Diagnose nach dem DSM-IV missen Symptome der Schizophrenie mindestens
Uber einen Zeitraum von sechs Monaten vorhanden sein, zwei der folgenden finf
Kriterien dabei einen Monat oder langer bestehen. Dabei dirfen keine organische
Erkrankung oder eine psychotrop wirkende Substanz fir die Symptome verantwort-

lich sein.

Wahn

Halluzinationen

Desorganisierte Sprechweise (haufiges Entgleisen, Zerfahrenheit)
Grob desorganisiertes oder katatones Verhalten

o &~ 0~

Negative Symptome (flacher Affekt, Alogie, Anhedonie, Willensschwéche)

Nur eines der 0.g. Symptome ist erforderlich, wenn der Wahn bizarr ist oder die Hal-
luzinationen aus einer kommentierenden Stimme oder aus einem Dialog bestehen.

Die Ubrige Zeit und prodromale und residuale Perioden kénnen durch ausschlie3lich
negative Symptome gekennzeichnet sein, wie z.B. sozialem Rlckzug, beeintrachtig-
tem Leistungsvermdgen, flachem oder unangemessenem Affekt, vager und umstand-
licher Sprache oder Beeintrachtigung der Selbstfiirsorge und Hygiene. Diese Symp-
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tome kénnen sich auch abgeschwacht manifestieren (seltsame Uberzeugungen, un-
gewOhnliche Wahrnehmungserlebnisse).

Kay et al. entwickelten 1987 die Positiv- und Negativ-Syndrom Skala (PANSS), die
eine noch prazisere Zuordnung von Symptomen in positive und negative ermdglicht.
Zur Positivsymptomatik werden Wahn, GréBen- und Verfolgungsideen, Halluzinatio-
nen, formale Denkstérungen, Erregung und Feindseligkeit gezahlt. Zu den Nega-
tivsymptomen gehéren Affektverflachung, Mangel an affektivem Rapport oder Spon-
tanitat und FlUssigkeit der Sprache, Schwierigkeiten beim abstrakten Denken, stereo-
type Gedanken, soziale Passivitat und emotionaler Rickzug (Kay et al. 1987).

1.1.5 Verlauf und Prognose

Die Schizophrenie gehdrt zu den Krankheiten mit den schwersten Folgen und fuhrt
trotz Therapie oft zu Arbeitsunfahigkeit und Frihberentung. Unter den psychiatri-
schen Erkrankungen gehoért sie zu den teuersten in Deutschland, wobei die Kosten
auf 4,4 bis 9,2 Milliarden Euro pro Jahr geschatzt werden und damit mit denen soma-
tischer Volkskrankheiten wie Diabetes oder Herzkreislauferkrankungen vergleichbar
sind (Gesundheitsberichterstattung des Bundes 2010). Schizophrenie kann akut auf-
treten oder auch schleichend mit einem oftmals chronischen Verlauf. Dem Vollbild
der Erkrankung gehen in den Monaten oder auch Jahren vor dem akuten Ausbruch
oftmals unspezifische Prodromalsymptome voraus (Schenkel und Silverstein 2004).
Dabei handelt es sich beispielsweise um vermehrten sozialen Rickzug, den Verlust
von Interessen, Antriebslosigkeit, Schlafstérungen, steigendes Misstrauen, Trug-
wahrnehmungen oder erhéhte Anspannung (Hafner 1995b).

Longitudinalstudien in entwickelten Landern zeigten, dass 19 bis 35 Prozent der
Menschen mit solchen Prodromalsymptomen innerhalb von einem bis zweieinhalb
Jahren erstmals eine Psychose erleiden (Ruhrmann et al. 2010; Cannon et al. 2008;
Yung et al. 2003). Die Erkrankung kann schubweise verlaufen, wobei nach mehreren
Manifestationen haufig eine chronische Residualsymptomatik bestehen bleibt. Dabei
tendiert die Positivsymptomatik bei chronischen Verldufen dazu, mit der Zeit etwas
an Starke zu verlieren, wahrend die Negativsymptomatik mehr an Dominanz gewinnt

(Tandon et al. 2008b). Es muss aber nicht zwingend zu einer Chronifizierung der
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Krankheit kommen. So gibt es auch phasische Verlaufe mit volliger Remission. Es
gilt die so genannte Drittelregel (Riedel und Méller 2007; Shepherd et al. 1989). Da-
nach erkrankt rund ein Drittel der Patienten an einer einmaligen Episode, die sich
vollstandig zurlck bildet und ohne Folgen bleibt. Rund ein weiteres Drittel erkrankt
mehrmals mit stabilem Residuum und Remission im Intervall. Der Verlauf beim letz-
ten Drittel ist ebenfalls rezidivierend und zeigt einen chronischen Verlauf mit bleiben-
den und sich progressiv entwickelnden Beeintrachtigungen. Es zeigte sich, dass
Menschen, die in Familien mit ,High Expressed Emotions”leben, héhere Rickfallra-
ten haben (Mdller et al. 2013; Butzlaff und Hooley 1998; Bebbington et al. 1994). Un-
ter dem Begriff ,High Expressed Emotions versteht man einerseits emotionales
Uberengagement, andererseits vermehrte Kritik und Feindseligkeit gegeniiber dem
Erkrankten innerhalb der Familie. Insgesamt leiden trotz verbesserter Behandlungs-
maoglichkeiten auch heute noch mehr als 50% der an Schizophrenie Erkrankten unter
einem ungunstigen Verlauf mit Rezidiven und Residualsymptomatik, der eine Rick-
kehr zum pramorbiden Leistungsniveau verhindert und oftmals mit einem steilen so-
zialen Abstieg verbunden ist (Tandon et al. 2008b). Die Morbiditat von schizophrenen
Patienten ist zwei- bis dreifach erhéht im Vergleich zur Normalbevélkerung (Laursen
et al. 2012; Meyer und Nasrallah 2009; Saha et al. 2007; Seemann 2007; Harris und
Barraclough 1998). Ihre Lebenszeit ist im Schnitt um etwa 10 bis 25 Jahre verkirzt.
Dabei ist Suizid der Hauptgrund fir einen vorzeitigen Tod bei schizophrenen Patie-
nen (Roy et al. 2009, Pompili et al. 2008). Suizidalitat unter schizophrenen Patienten
ist deutlich héher als in der Allgemeinbevélkerung, das Suizid-Risiko betragt rund 5%
(Hor und Taylor 2010). Etwa ein Drittel der Erkrankten unternehmen einen oder meh-
rere Suizidversuche, etwa 5% sterben dabei (Pompili et al. 2008; Hawton et al. 2005;
Palmer et al. 2005).

1.1.6 Atiopathogenese
1.1.6.1 Uberblick

Gangige Theorien gehen bei der Schizophrenie von einer multifaktoriellen Krank-
heitsentstehung im Sinne eines Zusammenwirkens von konstitutionellen, pradispo-
nierenden und umweltbedingten Faktoren aus (Tandon et al. 2008). Dabei ist der
starkste ausgemachte Risikofaktor fir die Erkrankung an Schizophrenie bislang die
familiare Belastung. So belegen die Ergebnisse von Familien-, Zwillings- und Adopti-
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onsstudien eine starke, genetisch bedingte Vulnerabilitat (Cardno et al. 1999; Cardno
und Gottesmann 2000; Tsuang et al. 2002; Cloninger 2002, Sullivan et al. 2003), die
daher in den Mittelpunkt der aktuellen Forschung gerickt ist.

Offenbar reichen in den meisten Fallen aber weder die Erbanlage noch die Umwelt-
faktoren alleine aus, eine Schizophrenie auszulésen. Wie das ,Vulnerabilitats-Stress-
Modell“ beschreibt, filhrt erst das Uberschreiten einer multifaktoriellen Schwelle zum
Ausbruch der Krankheit (Sawa und Snyder 2002). Zu den nicht genetisch bedingten
Risikofaktoren zdhlen pra- und perinatale Komplikationen. So berichteten Mutter
schizophrener Patienten fast dreimal haufiger Uber Komplikationen wahrend der
Schwangerschaft oder perinatal als Mutter gesunder Kinder (Cannon et al. 2002;
Geddes et al. 1999; Verdoux et al. 1997). Vor allem Infektionen wéahrend der
Schwangerschaft und der Kindheit mit Influenza-, Coxsackie-, Toxoplamose-, Herpes
simplex-, Varicella Zoster- und Zytomegalieviren werden in diesem Zusammenhang
als Risikofaktor fur Schizophrenie diskutiert (Brown 2011; Brown und Derkits 2010;
Leweke et al. 2004; Dickerson et al. 2003; Buka et al. 2001; Watson et al. 1984).
Aber auch Drogen- insbesondere Cannabisabusus (Moore et al. 2007) sowie psy-
chosoziale Faktoren, wie z.B. Migration, das Aufwachsen in GroBstadten, familiare
Interaktionen oder auch unspezifischer Alltagsstress (Brown 2011a; McGrath and
Scott 2006; Cantor-Graae und Selten 2005; Cannon et al. 2002; Bayer 1999 Hultman

et al. 1997) erhdhen das Risiko einer Erkrankung an Schizophrenie.

1.1.6.2 Neuropathologische Faktoren und morphologische Befunde

Mit Hilfe moderner, bildgebender Verfahren wie CT und MRT konnten mittlerweile in
vivo in einer Vielzahl von Studien verschiedene strukturelle Veranderungen im ZNS
nachgewiesen werden, die bei der Pathogenese der Schizophrenie von Bedeutung
sein kdnnten (s.u.). Sie liefern die Grundlage fur die Diskussion, inwiefern mdéglich-
erweise Stdérungen in der Gehirnentwicklung aufgrund perinataler Schadigungen,
bedingt durch exogene Faktoren, wie z.B. Sauerstoffmangel oder auch pranatale In-
fektionen, Ursache dieser strukturellen Veranderungen sein kénnten. Daneben wer-
den auch neurodegenerative Prozesse als Grund flr die beobachteten morphologi-
schen Veranderungen diskutiert. Zudem kdnnten auch endogene, z.B. genetische
Faktoren eine Rolle spielen, die im Sinne einer Vulnerabilitdtsentwicklung die Reifung
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des Gehirns in der Embryonalzeit und in den ersten Lebensjahren behindern oder
verzbgern.

In fast allen bedeutenden Hirnarealen schizophrener Patienten wurden mittlerweile
Abweichungen von Volumina festgestellt. In Metaanalysen (Bora et al. 2011, Ellison-
Wright und Bullmore 2010) zeigt die Auswertung von Studien neuroanatomischer,
zumeist kernspintomografischer Untersuchungen von Gehirnen schizophrener Pati-
enten auffallige Volumenverluste vor allem der grauen Substanz. Dabei waren bilate-
ral die Bereiche der Insula, des frontalen Kortex, des Gyrus temporalis, des Gyrus
Cingularis, sowie im Thalamus und der Amygdala betroffen. Ellison-Wright und Bull-
more stellten zudem eine auffallige Zunahme der grauen Substanz im Bereich der
Basalganglien fest. Auffallig war in der Studie von Bora et al. (2011), dass der Verlust
an grauer Substanz bei méannlichen Patienten, bei chronischen Kranken sowie bei
Patienten mit Negativsymptomatik starker ausfiel als bei anderen. Es wurden zudem
Volumenverluste in der weiBen Substanz festgestellt vor allem in Regionen, die Ver-

bindungen zwischen den beiden Hemispheren herstellen (Bora et al. 2011).

Auch andere Studien weisen auf Volumenverluste in Gehirnen schizophrener Patien-
ten hin, allerdings fehlen zumeist noch eindeutige flr Schizophrenie spezifische neu-
roanatomische Befunde (Arolt et al. 2006). Oftmals gibt es Uberschneidungen zu den
Befunden gesunder Kontrollpersonen oder jenen anderer psychiatrischen Erkran-
kungen. Und nur bei etwa einem Flnftel der Patienten werden Uberhaupt hirnstruktu-
relle Veranderungen beobachtet (Iritani 2007).

Zu den auffalligsten morphologischen Veranderungen in den Gehirnen schizophrener
Patienten gehdren die Erweiterungen des Ventrikelsystems, vor allem im Bereich des
dritten Ventrikels und der Seitenventrikel, meist linksbetont im Bereich der Temporal-
hérner (Arolt et al. 2006; Hulshoff et al. 2002; Hendren 2000; Wright et al. 2000, Har-
rison 1999; Johnstone et al. 1976;). Die Ursache des Phanomens liegt vermutlich in
einer Verringerung der Anzahl der Zellen, die den Ventrikelrdumen benachbart sind.
Interessant dabei ist, wie auch die oben erwahnte Studie von Bora et al. zeigt (2011)
die Region des Thalamus, der dem dritten Ventrikel benachbart ist, aber auch des
Hippocampus, der Amygdala, des Gyrus cingulum und der temporalen Gyri. Speziell
der Volumenverlust im Gyrus temporalis anterior superior wurde zuvor schon mit
akustischen Halluzinationen in Zusammenhang gebracht (Rajarethinam et al. 2000).
Weiterhin gibt es Anhaltspunkte fur eine Volumenreduktion des Cerebellum (Rasser
et al. 2010; Keller et al. 2003). Die Volumenverluste betreffen zumeist die graue Sub-
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stanz (Bora et al. 2011; Baiano et al. 2007; McCarley et al. 1999; Wright et al. 2000).
Teilweise sind sie bereits in sehr frihen Stadien der Erkrankung zu beobachten und
bestehen im Verlauf der Erkrankung fort (Keshavan et al. 2008), was der Hypothese
einer progredienten Neurodegeneration widersprechen wirde. Es gibt aber auch Un-
tersuchungsergebnisse anderer Studien, die eine fortschreitende Entwicklung beim
Verlust kortikaler grauer Substanz zeigen (Cahn et al. 2002; Thompson et al. 2001).
Gegen die Annahme eines neurodegenerativen Prozesses wie bei Morbus Alzheimer
oder Multipler Sklerose sprechen auch Befunde von post mortem Untersuchungen
der Gehirne schizophrener Patienten, in denen keine Gliose nachgewiesen werden
konnte (Falkai et al. 1999). Eine Gliose ist bei neurodegenerativen Erkrankungen ein
Marker flr den Zelltod von Neuronen. Insgesamt konnte aber noch nicht abschlie-
Bend geklart werden, ob die hirnstrukturellen Verdnderungen schizophrener Patien-
ten neurodegenerative Ursachen haben oder ihnen eine frihe Hirnentwicklungssto-
rung zugrunde liegt. Méglicherweise kdnnten beide Ansatze auch komplementér gel-
ten. Flr die Hypothese einer Hirnentwicklungsstérung bereits im Mutterleib sprechen
Beobachtungen zu Gyrifikationsstérungen im Sinne von Hypo- oder Hypergyrifikation
in Regionen des multimodalen Assoziationskortexes, der Insularegion sowie prafron-
talen und frontalen Gehirnarealen (Palaniyappan und Liddle 2012; Falkai et al. 2007;
Vogeley et al. 2000). Die Hirnwindungen entwickeln sich zwischen der 20. und der
24. Schwangerschaftswoche. Danach ist die Gyrifikation abgeschlossen und kann
von exogenen Faktoren auch postnatal nicht mehr gestért werden (Vogeley und
Falkai 1998).

Fir die Hypothese einer genetisch bedingten Vulnerabilitat sprechen die Ergebnisse
Uber Volumenveranderungen vor allem im Bereich des Hippocampus und der Liquor-
raume bei gesunden Angehdrigen schizophrener Patienten (Falkai und Maier 2006 ;
Falkai et al. 2003; Keshavan et al. 2008). Aber auch bei der Messung des gesamten
Volumens des Gehirns zeigten Studienergebnisse sowohl bei der Mehrzahl schizo-
phrener Patienten (Shenton et al. 2001) als auch bei der Mehrzahl ihrer nahen Ver-
wandten im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen (Keshavan et al. 2008) eine
Reduktion.

In der funktionellen Bildgebung zeigten sich verminderte Durchblutung und Hypome-
tabolismus im Bereich des Frontalhirnes (Franzen 1975; Carter et al. 1998). Aufféllig
waren Veranderungen im lateralen prafrontalen Kortex, der flr Arbeitsgedachtnis und
Exekutivfunktionen verantwortlich ist, dem anterioren Cingulum, das die Aufmerk-
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samkeit steuert, in sensorischen Arealen im Bereich des visuellen und auditorischen
Kortex, welche die Wahrnehmung beeinflussen, dem Motorkortex, der die Motorik
steuert, dem Hippocampus, der Gedachtnisfunktionen beeinflusst, sowie dem latera-
len Temporallappen, der fir Sprachverstandnis und Sprachproduktion verantwortlich
ist (Kircher et al. 2004). Neuere Messungen mittels Protonen-
Magnetresonanzspektroskopie zeigten Abweichungen in der Konzentration des Neu-
rotransmitters Glutamat. So wurden im anterioren Cingulum niedrigere Glutamat-
Konzentrationen festgestellt (Gallinat und Gudlowski 2008), wahrend in der hippo-
campalen Region und im Bereich des rechten prafontalen Kortex erhéhte Glutamat-
Konzentrationen gemessen wurden (Olbrich et al. 2008; Theberge et al. 2002; van
Elst et al. 2005).

Des Weiteren wurden in MRT-Untersuchungen schizophrener Patienten Stérungen
im Stoffwechsel der Nervenzellmembranen und der Myelinisierung sichtbar (Lawrie
und Abukmeil 1998). Post mortem durchgefliihrte histomorphologische Analysen
schizophrener Gehirne zeigten Schaden wie Neuronenverluste oder pathologische
Zellanordnungen in den zentralen limbischen Strukturen des Temporallappens, im
Sinne von Neuronenverlusten im dorsalen Thalamus und Hippocampus sowie Dys-
plasien im Bereich des entorhinalen Cortex (Scherk et al. 2003; Falkai et al. 2000;
Jakob und Beckmann 1986;).

1.1.6.3 Neurochemische Faktoren

Bereits vor Uber dreiBig Jahren stellten Carlson und Snyder die Hypothese auf, dass
psychotische Symptome durch einen Uberschuss am Neurotransmitter Dopamin im
mesolimbischen dopaminergen System verursacht werden (Carlson 1978, Snyder
1976). Die Beobachtung, dass die Blockade zentraler Dopamin-D2-Rezeptoren durch
Neuroleptika eine antipsychotische Wirkung hat, untermauert diese Dopaminhypo-
these (Grace 1992, Horn und Snyder 1971). Auch, dass die Einnahme von Amphe-
taminen selbst bei gesunden Personen eine schizophrenietypische Positivsymptoma-
tik zur Folge haben kann, spricht dafiir, dass dieser Neurotransmitter bei der Entste-
hung der Schizophrenie eine Rolle spielen kénnte. Bei schizophrenen Patienten kann
durch die Einnahme von Amphetaminen ein erneuter Ausbruch oder eine Ver-
schlimmerung der Psychose provoziert werden (Kapur 1996; Ross 2006; Mdller
2009). Amphetamine sind Dopaminrezeptoragonisten und fihren zur verstarkten
Freisetzung von Dopamin, bei gleichzeitiger Hemmung der Inaktivierung von Dopa-
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min. Dabei sprachen Psychosen, die durch Amphetamine ausgelést worden waren,
besonders schnell auf Neuroleptika an (Snyder 1972, Snyder 1973). Studien wiesen
erhéhte Dopaminkonzentrationen vor allem im Bereich von Synapsen im Striatum
auf, sowohl nach Gabe von Amphetaminen als auch bei akut psychotischen Schizo-
phrenen ohne Amphetamineinnahme. Dabei zeigten sich teilweise positive Korrelati-
onen zwischen dem Ausmaf der Positivsymptomatik und der Héhe der Dopamin-
konzentration (Laruelle et al. 1996; Abi-Dargham et al. 1998; Abi-Dargham et al.
2000).

Die halluzinogene und psychotrope Wirkung von Substanzen wie Meskalin oder Ly-
sergsaurediethylamid (LSD) hingegen ist auf serotonerge Mechanismen zurtickzu-
fihren. Diese Substanzen besetzen 5-HT-Rezeptoren und lésen bei Einnahme
Symptome einer akuten Psychose aus (Meltzer 1987; Abi-Saab et al. 1998; Gouzou-
lis-Mayfrank et al. 2005). Dabei kommt es nicht nur zu Wahrnehmungsstérungen wie
Trugbildern, Verzerrungen der Realitdt und Wahnvorstellungen, sondern auch zu der
fir Schizophrenie typische Negativsymptomatik, wie z.B. sozialer Rlickzug oder Apa-
thie. Im Gegensatz zur klassischen Schizophrenie-Symptomatik ist Hauptmerkmal
der LSD-Psychose allerdings die visuelle Halluzination. Dagegen sind die fur die
Schizophrenie typischen formalen Denkstérungen, die zum Negativ-Syndrom geho-
ren, eher rar (Breier 1995). Die Beobachtung solcher LSD-Psychosen fiihrte zur
Formulierung der Serotoninhypothese. Sie geht davon aus, dass ein Wegfall der se-
rotonergen Hemmung subkortikaler Strukturen im prafrontalen Kortex zu einer ge-
steigerten dopaminergen Funktion fuhrt (Laruelle et al. 1992). Gestitzt wird diese
Annahme durch die antipsychotische Wirkung der atypischen Neuroleptika, die ne-
ben dem Dopamin-D2-Rezeptor antagonistisch den Serotonin-Rezeptor 5-HTza
hemmen (Ichikawa et al. 2001, Diaz-Mataix et al. 2005, Terry et al. 2008). Sowohl die
Dopamin- als auch die Serotoninhypothese allein erklaren allerdings die fir die Schi-
zophrenie typische Negativsymptomatik nicht.

Die Beobachtung, dass die Glutamat-Antagonisten PCP (Phencyclidin, angel dust)
und Ketamin durch die non-kompetitive Blockade von NMDA-Rezeptoren bei gesun-
den Personen Psychosen ausldsen kénnen, die sich sowohl durch das Auftreten von
Positiv- als auch durch Negativsymptomatik auszeichnen (Krystal et al. 1994), ist
Grundlage der Glutamathypothese. Sie geht von einer Unterfunktion oder auch In-
stabilitdt des glutamatergen Systems als mdégliche Ursache flir Schizophrenie aus
(Tsai und Coyle 2002), nachdem Kim et al. vor tGber 30 Jahren erstmals verminderte
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Glutamatspiegel bei Schizophreniepatienten gefunden hatten (Kim et al. 1980). An-
dere Autoren wiesen ebenfalls Hypoaktivitat im glutamatergen System von an Schi-
zophrenie Erkrankten nach (Goff und Coyle 2001; Meador-Woodruff und Healy 2000;
Olney und Farber 1995).

Eine wichtige Rolle kdnnte dabei eine veranderte Expression von Glutamatrezepto-
ren spielen, darauf deuten Untersuchungsbefunde von Gehirngewebe verstorbener
schizophrener Patienten hin. So zeigte sich der AMPA Rezeptor im Gehirngewebe
von an Schizophrenie Erkrankien im Bereich des Hippocampus unterexprimiert,
ebenso der Kainate Rezeptor, wahrend die Untereinheit NMDAR1 des NMDA Rezep-
tors in Kortikalen Regionen teilweise ungewéhnlich Gberexprimiert war (Meador-
Woodruff und Healy 2000). Glutamat ist der haufigste exzitatorische Neurotransmitter
im ZNS. Die Mehrzahl der Neurone der GroBhirnrinde (Pyramidenzellen) und der
Kleinhirnrinde (Kérnerzellen) werden durch Glutamat erregt (Cotman et al. 1987).
Glutamaterge Bahnen haben Einfluss auf das limbische System und sind auch bei
der Verschaltung der Basalganglien stark beteiligt. Hier wirken u.a. die afferenten
Fasern von Kortex zum Striatum Uber den Transmitter Glutamat erregend. Dabei sind
glutamaterges und dopaminerges System allerdings eng miteinander gekoppelt. Je
nach Verschaltung mit oder ohne GABAerge Neurone kann Glutamat monoaminerge
Neurone hemmen oder aktivieren (Blum und Mann 2002) und so die Ausschittung
der Neurotransmitter steuern (Konradi und Heckers 2003). So kommt es bei einer
Glutamat-Unterfunktion zu einer reduzierten Stimulation von inhibitierenden GABA-
ergen Neuronen. Diese zeigen dann eine verminderte inhibitierende Aktivitat und fih-
ren dadurch zu einer gesteigerten Ausschittung von Glutamat. Die dauernde Erhé-
hung der Glutamatkonzentration an den Neuronen wiederum kénnte zum einen neu-
rotoxisch z.B. auf GABAerge Neurone wirken und zum anderen mesolimbisch ein
hyperdopaminerges Syndrom auslésen (Konradi und Heckers 2003). Das hyperdo-
paminerge Syndrom generiert typische schizophrene Symptome.

Dopamin wiederum beeinflusst die Aktivitat glutamaterger Neurone im Kortex und
Hippocampus (Stone et al. 2007). Dass Glutamat Einfluss sowohl auf die positiven
als auch die negativen Symptome der Schizophrenie ausiiben kann, zeigt auch, dass
schizophrene Patienten von einer Co-Medikation mit dem Glutamatagonisten D-Serin
sowohl in Form einer Reduktion der Positiv- als auch der Negativsymptomatik und

einer Steigerung der kognitiven Fahigkeiten profitierten (Tsai et al. 1999).
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In genetischen Forschungen zur Schizophrenie haben sich unter anderem Kandida-
tengene wie das fir Neuregulin (NRG1) (Stefansson et al. 2002) oder das fiir Dys-
bindin-1 (Straub et al. 2002) heraus kristallisiert. Dies bekraftigt die Glutamathypo-
these. So spielt Neuregulin eine wichtige Rolle fiir die neuronale Migration, flr die
Stabilitdt der Myelinscheiden sowie flir synaptische Prozesse im glutamatergen Sys-
tem (Brinkmann et al. 2008, Falls 2003). Es gibt Hinweise, dass Dysbindin-1 an der
Signaltransduktion von NMDA- und GABA-Rezeptoren beteiligt ist (Benson et al.
2001) und zudem Einfluss auf Zytoskelett und synaptische Plastizitat hat (Harrison
und Weinberger 2005).

Es qilt als unbestritten, dass Ungleichgewichte bzw. Stérungen im Zusammenspiel
der beschriebenen Neurotransmittersystemen in der Atiologie der Schizophrenie eine
entscheidende Rolle spielen. Welches der Systeme allerdings urséachlich ist, ist un-
klar (Stone et al. 2007). Keine der drei beschriebenen Hypothesen, weder die Sero-
tonin-, noch die Dopamin- oder die Glutamathypothese erklart fir sich allein genom-

men das vielfaltige Erscheinungsbild der Schizophrenie.

1.2 Genetik in der Schizophrenie

Die Beteiligung genetischer Faktoren an der Entstehung der Schizophrenie wird un-
ter allen bisher beschriebenen Risikofaktoren als der gré3te angesehen. Das belegt
eine ganze Reihe von Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien. Welchem Verer-
bungsmuster die Schizophrenie folgt, ist aber noch immer unklar. Ein monogener
Erbgang nach Mendelschen Regeln wurde ausgeschlossen, daher wird derzeit von
einem polygenen Erbgang ausgegangen (McGue und Gottesman 1989; Bailer et al.
2002, Sullivan und Giusti-Rodriguez 2013). Das heif3t, dass mehrere Gene an der
Entstehung der Schizophrenie beteiligt sind, die fir sich allein genommen nur ein
geringes Risiko fir die Krankheitsentstehung in sich bergen.
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1.2.1 Familien-, Zwillings-, Adoptionsstudien

Die Ergebnisse von Familienstudien belegen den erheblichen Einfluss genetischer
Faktoren auf das Risiko, an Schizophrenie zu erkranken. Dabei erhdht sich das Risi-
ko umso mehr, je enger der Verwandtschaftsgrad zu einem Betroffenen ist und je
mehr Familienmitglieder an Schizophrenie erkrankt sind. Tab. 1.2.1 zeigt die Ergeb-
nisse von Uber 40 Studien von betroffenen, zumeist europaischen Familien, die von
Gottesmann et al. ausgewertet wurden (Gottesman et. al 1991). Ahnliche Ergebnisse
zeigen Studien, die Diagnossysteme wie DSM Il oder IV sowie ICD 10 verwendeten
(Cardno und Gottesmann 2000; Tsuang et al. 2001, Kendler et al. 1997; Kendler und
Diehl 1993).

Tab. 1.2.1: Lebenszeitrisiko flr Schizophrenie in Abhangigkeit zum Verwandtschafts

grad (nach Gottesmann et al. 1991)

Verwandtschaftsgrad Gemeinsame Gene (%) Krankheitsrisiko (%)

Normalbevélkerung - 1%

Verwandte 3. Grades: 12,5 % 2%

(Cousins/Cousinen)

Verwandte 2. Grades: 25 % 5%

(Enkelkinder)

Verwandte 1. Grades:

Eltern 50 % 6 %

Geschwister 50 % 9 %

Kinder 50 % 13 %

Geschwister (1 Elternteil betroffen) 50 % 17 %

Kind (beide Eltern betroffen) 50 % 46 %
Konkordanzraten

Dizygote Zwillinge 50 % 17 %

Monozygote Zwillinge 100 % 48 %

Zwillingsstudien lassen unter der Annahme von gleichen Umweltbedingungen Rick-
schliisse auf ein genetisches Risiko fir eine Erkrankung zu (Sullivan et al. 2003).
Hier zeigten die Ergebnisse der Ubersichtsarbeit von Gottesmann (1991) eine Kon-
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kordanzrate bei dizygoten Zwillingen von 17%, bei monozygoten Zwillingen von 48%
(s. Tab. 1.2.1, S. 22). Untersuchungen beruhend auf den operationalisierbaren Diag-
nosekriterien DSM-III (Cardno und Gottesmann 2000) ergaben geschéatzte Konkor-
danzraten bei monozygoten Zwillingen zwischen 41% und 65%, bei dizygoten zwi-
schen 0% und 28%. Die Werte aus den Zwillingsstudien zeigen eine unvollstandige
Konkordanz und sind damit Indiz fir eine nicht ausschlieBlich genetische, sondern
multifaktorielle Genese der Schizophrenie (Gottesmann und Erlenmeyer-Kimling
2001). Allerdings untermauern Adoptionsstudien die Bedeutung des genetischen
Faktors im Vergleich zur Beteiligung von Umweltfaktoren. So zeigte sich, dass friih
adoptierte Kinder von schizophrenen leiblichen Eltern haufiger an Schizophrenie er-
krankten als friih adoptierte Kinder, deren leibliche Eltern nicht von der Krankheit be-
troffen waren (Kendler et al. 1994; Rosenthal und Kety 1968). DurchAnalysen des
Verhaltnisses der Konkordanzraten kann der durch genetische Faktoren erklarbare
Anteil der &tiologischen Varianz, die Heritabilitat, sowie der Einfluss von Umweltfakto-
ren ndherungsweise bestimmt werden. Dabei wird die Heritabilitdt der Schizophrenie
zwischen 50 und 87 geschatzt (Maier et al. 1999; van Dongen und Boomsma 2013;
Sullivan und Giusti-Rodriguez 2013).

1.2.2 Identifizierung von suszeptiblen chromosomalen Regionen

Logische Konsequenz dieser Ergebnisse von Familien- und Zwillingstudien ist die
Suche nach genetischen Veranderungen, die im Zusammenhang mit Schizophrenie
stehen kdnnten. Bei der Identifikation von chromosomalen Regionen oder Suszepti-
bilitatsgenen bei genetisch komplexen Erkrankungen wie der Schizophrenie haben
bislang vor allem Kopplungs- und Assoziationsuntersuchungen Verwendung gefun-
den, die das Genom von Patienten auf aufféllige genetische Regionen oder Marker
Uberprifen. Die Entwicklung der molekularbiologischen Microarray-Technik, die die
parallele Analyse von mehreren hunderttausend Einzelmarkern eines Individuums
erlaubt, dabei aber auch groBe StichprobengrdéBen im zumindest vierstelligen Be-
reich bendtigt, hat gerade in jiingster Zeit in so genannten Genomweiten Assoziati-
onsstudien (GWAS) zur Identifikation einiger vielversprechender Kandidatengene

beigetragen.
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1.2.3 Kopplungsuntersuchungen

Kopplung in genetischem Sinne bedeutet, dass eine Krankheit oder ein Phanotyp
zusammen mit einem genetischen Marker Uberzufallig hdufig gemeinsam, d.h. ko-
segregiert vererbt wird. Dahinter steht die Annahme, dass der genetische Marker und
die krankheitsauslésende genetische Veranderung sich auf dem Chromosom in so
geringem Abstand voneinander befinden, dass sie in der Meiose nicht durch Rekom-
bination (crossing over) voneinander getrennt wurden (Bickebdller und Fischer 2007).
Bei den dabei untersuchten genetischen Markern handelt es sich um polymorphe
DNA Sequenzen, deren chromosomale Position bekannt sein muss. Bei Kopplungs-
analysen kamen dabei bisher vor allem Mikrosatelliten, auch Short Tandem Repeats
(STRs) genannt, zum Einsatz (Murken et al. 2006). Der jeweilige Genotyp wird durch
die jeweilige Lange der Wiederholungen definiert. Mittlerweile werden statt Mikrosa-
telliten meist Einzelnukleotidpolymorphismen (single nucleotide polymorphisms,
SNPs) verwendet, die auch bei den spater beschriebenen Assoziationsstudien unter-
sucht wurden. Sie haben den Vorteil, dass sie im Genom zahlreicher vorkommen als
STRs und stabiler sind als STRs, die eine sehr hohe Mutationsrate ausfweisen (Fan
und Chu 2007; Strachan und Read 2005).

Zielgruppen genomweiter Kopplungsuntersuchungen sind Familien mit hoher Krank-
heitsdichte, d.h. Familien, in denen zwei oder idealerweise noch mehr Familienmit-
glieder von der Krankheit betroffen sind. Dadurch ist im Gegensatz zu Fall-Kontroll-
Studien eine zu groBe genetische Heterogenitat ausgeschlossen. Allerdings besteht
die Gefahr von unvollstandigen oder auch falschen Ergebnissen, da sich die Auswahl
auf spezifische Familien mit ihren eigenen spezifischen genetischen Variationen be-
schrankt (Schulze und McMahon 2002). Wenn eine Kosegregation vorliegt, also ein
positiver Kopplungsbefund, ist damit eine verdachtige Region identifiziert, in deren
Nahe ein Pradispositionsgen fur die Erkrankung liegen kénnte. Bei bekannten funkti-
onellen Zusammenhangen zwischen einzelnen Genen und der untersuchten Krank-
heit kann es bei Vorliegen von Kopplungshinweisen dann durchaus sinnvoll sein, ge-
zielt Marker aus solchen Suszeptibilitatsregionen zu untersuchen.

Im Fall von Schizophrenie ergaben sich in mehr als 20 genomweiten Kopplungsana-
lysen (Genomscans) wiederholt positive Kopplungsbefunde auf verschiedenen
Chromosomen. Vielversprechende Ergebnisse gab es dabei zu den folgenden Regi-
onen: 1921-22, 1942, 69g21-25, 8p21-22, 5921—q33, 10p15—p11, 13932-34,
22q11-12 (Owen et al. 2004). Dazu gehdrt auch die Region 6p21—p24, wo das Dys-
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bindin-1-Gen lokalisiert ist, das in dieser Arbeit im Mittelpunkt der Betrachtungen
steht.

In einer jingeren Metaanalyse von 32 unabhangigen genomweiten Kopplungsstu-
dien zur Schizophrenie konnten dagegen hdchst signifikante Ergebnisse nur zu Loci
auf den Chromosomenabschnitten 2q (103-134 Mbp) und 5q (142-168 Mbp) erzielt
werden (Ng et al. 2009). In der Analyse derselben Forschergruppe von 22 europai-
schen Studien zeigten sich signifikante Kopplungshinweise auf dem Chromosomen-
abschnitt 8p (16-33 Mbp) (Ng et al. 2009).

1.2.4 Assoziationsuntersuchungen

Assoziationsuntersuchungen sind zumeist Fall-Kontroll-Studien. Sie vergleichen die
Haufigkeit des Auftretens eines oder mehrerer genetischer Marker, also Genotyp-
und Allelfrequenzen oder auch Haplotypen (konstante Allel-Konstellationen benach-
barter SNPs) in der Gruppe der Erkrankten mit der Gruppe der Nichterkrankten
(Ziegler und Kdnig 2010). Wenn der spezifische Marker in der Gruppe der Erkrankten
signifikant haufiger vorkommt als in der gesunden Kontrollgruppe, ist der jeweilige
Marker, SNP oder Haplotyp mit der Erkrankung assoziiert (Bodekker und Ziegler
2000). Ein positives Assoziationsergebnis kann verschiedene Griinde haben:

1. Der untersuchte genetische Marker ist tatséchlich kausal an der Krankheitsentste-

hung beteiligt.

2. Der untersuchte genetische Marker tragt zwar nicht selbst zur Krankheitsentste-
hung bei, liegt aber in rdumlicher Nahe zur ursachlichen Genveranderung und befin-

det sich mit ihr im Kopplungsungleichgewicht.

3. Die positive Assoziation ist zuféllig und hat nichts mit der Krankheitsentstehung zu

tun.
4. Unterschiede im genetischen Hintergrund bei den untersuchten Personen flihren

falschlich zur Assoziation. Da sich die Allelfrequenzen in verschiedenen Ethnien un-
terscheiden, kann das die Ergebnisse verfalschen.
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Dieser Stratifikationseffekt kann aber vermieden werden, indem Patienten und Kon-
trollpersonen der gleichen ethnischen Gruppe abstammen.

In Assoziationsstudien kann zwischen dem funktionellen, positionellen und dem hy-
pothesenfreien (GWAS) Ansatz unterschieden werden. Bei funktionellen Kandida-
tengenen handelt es sich um Gene, bei denen aufgrund ihrer Funktion eine Schlis-
selrolle bei der Krankheitsentstehung vermutet wird. Im Fall der Schizophrenie kom-
men hier u.a. vor dem Hintergrund der Dopaminhypothese (Carlson 1978, Snyder
1976) oder der Glutamathypothese (Tsai und Coyle 2002; Kim et al. 1980). z.B. Ge-
ne flr die Rezeptoren der Neurotransmitter Dopamin oder Glutamat in Frage. Positi-
onelle Kandidatengene hingegen befinden sich in chromosomalen Regionen, die
nach positiven Kopplungsbefunden Hinweise auf eine Assoziation mit Schizophrenie

gezeigt haben.

Oft werden in Assoziationsstudien Einzelnukleotid-Polymorphismen, also SNPs als
genetische Marker verwendet. Dabei handelt es sich um Variationen von Basenpaa-
ren im DNA-Strang, wobei jeweils nur eine Nukleotidbase ausgetauscht ist. Etwa je-
de 300ste Base im menschlichen Genom ist ein SNP, damit ist er die haufigste Varia-
tion im menschlichen Genom (NCBI 2014). Von einem SNP spricht man bei einem
Vorkommen von mehr als einem Prozent in der Bevélkerung (Frazer et al 2007), bei
einer geringeren Frequenz handelt es sich um eine Mutation. Meist liegen SNPs in
Regionen zwischen den einzelnen Genen, aber sie kommen auch innerhalb eines
Gens vor. Abhangig von ihrer Lage im Gen, exonisch, intronisch oder im Bereich ei-
nes Promotors, kdnnen sie sich unmittelbar auf die Krankheitsentstehung auswirken.
So kénnte der SNP bei Lage in einem translatorischen Bereichs eines Exons eines
Gens direkt die Genfunktion beeinflussen, wenn der Basenaustausch einen Amino-
sauretausch zur Folge hat (Seyffer 2003). Die Lokalisation eines SNPs im Bereich
des Promotors kann sich bei der Transkriptionsaktivitat eines Gens bemerkbar ma-
chen. Eine Lokalisation im Intron kann sich auf das alternative SpleiBen sowie die
Expression oder Stabilitdt der mRNA auswirken (Mattick und Makunin 2006).
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Die Erkenntnis, dass im Genom eine Haplotyp-Struktur vorliegt (Daly et al. 2001), hat
vor allem die systematische Suche nach Dispositionsgenen vereinfacht. Die Haplo-
typbldécke ergeben sich aus nahezu konstanten Kombinationen radumlich eng beiei-
nander liegender SNPs und verfligen Uber ein hohes LD, liegen also im Kopplungs-
ungleichgewicht und werden wahrend der Meiose nicht getrennt, sondern gemein-
sam vererbt. Nach ldentifizierung solcher Haplotypen ist es méglich, durch die Aus-
wahl und Genotypisierung von relativ wenigen, so genannten tagSNPs oder haploty-
petagSNPs (htSNPs) schnell und ékonomisch Assoziationen zu finden. TagSNPs
oder htSNPs stellen eine Unterscheidung der Haplotypblécke sicher, bei denen es
sich aber nicht um die eigentliche Suszeptibilitdtsvariante handeln muss (Gabriel et
al. 2002; Johnson et al. 2001). Aber auch die Haplotyp-Blockstruktur variiert bei Po-
pulationen mit unterschiedlichem genetischen Hintergrund, wenn auch nicht so stark
wie die Allelverteilung, und hat Schwéachen, wenn nur einzelne SNPs mit der Krank-

heit assoziiert sind (Daly et al. 2001).

Durch die systematische Untersuchung aller Gene in einem hypothesenfreien An-
satz, den genomweiten Assoziationsstudien, ist es mdglich, gleichzeitigen bis zu zwei
Millionen genetischer Varianten zu bestimmen (Bickebdller und Fischer 2007) und
starke Assoziationen innerhalb kurzer Zeit zu entdecken. So wurde in einer aktuellen
Studie das Genom von rund 37000 schizophrener Patienten im Vergleich zu rund
113000 Kontrollen detektiert (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Ge-
nomics Consortium 2014) und dabei 108 unabhangige mit Schizophrenie assoziiierte
Gen-Loci entdeckt, von denen 83 vorher nicht mit Schizophrenie in Verbindung ge-
bracht worden waren. Aber es konnten auch frGhere Hypothesen gestltzt werden,
wie die Dopaminhypothese. So fanden die Autoren das DRD2-Gen mit Schizophre-
nie assoziiert. Das Gen fir den Dopamin-Rezeptor, auf den die derzeit zugelassenen
Medikamente gegen Schizophrenie abzielen (Schizophrenia Working Group of the

Psychiatric Genomics Consortium 2014).

Neben SNPs und Haplotypen sind in jlingster Zeit auch Copy Number Variations
(CNV) als Marker flr genetische Variationen in den Mittelpunkt gertickt (Beckmann et
al. 2007). Bei CNVs handelt es sich um relativ seltene Abweichungen von der norma-
len Anzahl der Kopien eines bestimmten DNA-Abschnittes, zumeist Duplikationen

oder Deletionen, die mehr als 1000 Basenpaare umfassen und in Verteilungsmuster
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und Menge interindividuell variieren (Bartholdi 2008). Diese zwar seltenen, allerdings
hoch penetranten multiplen Mutationen sind mdglicherweise familienspezifisch oder
spezifisch fur einzelne Individuen (Mc Clellan et al. 2007) und kdnnten einen starken
Einfluss auf die Entstehung der Schizophrenie und auch die Entwicklung eines be-
stimmten Phanotypen haben (Mdssner et al. 2009). Welche Rolle sie genau in kom-
plexen genetischen Erkrankungen spielen, ist aber noch ungeklart. In einigen ge-
nomweiten Untesuchungen zeigten sich seltene CNVs in Form sowohl von Deletio-
nen als auch von Insertionen assoziiert mit Schizophrenie (Kirov et al. 2009; Stefan-
son et al. 2008). Kirov sieht in ihnen einen Risikofaktor aber nicht die genetische Ur-
sache fur Schizophrenie. Denn die seltenen CNVs waren nur bei bis zu 3 Prozent der
Patienten zu finden (Kirov et al. 2009).

1.2.5 Ergebnisse der Lokalisation von Kandidatengenen

Nach einer Vielzahl an Kopplungs- und Assoziationsstudien, GWAS und Metaanaly-
sen zur Genetik der Schizophrenie haben sich mittlerweile einige Pradispositionsge-
ne flr Schizophrenie herauskristallisiert (s.Tab. 1.2.2, S. 28). Doch nach wie vor ge-
lingt es nur unvollstandig, positive Studienergebnisse in Folgestudien zu replizieren
(Tandon et al. 2008). Das lasst vermuten, dass keines der Gene allein fiir die Erkran-
kung urséachlich ist, sondern viele womdglich kleine Veranderungen an verschiede-
nen Stellen des Genoms am Ende zu einer schizophrenen Erkrankung flihren. Még-
licherweise sind die derzeitigen StichprobengréBen noch immer zu gering, um aus-
reichend statistische Aussagekraft zu liefern (Tandon et al. 2008). Selbst bei den
vielversprechendsten Kandidatengenen wie NRG1, DISC1, COMT oder DTNBP1,
welches Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist, und fir die es bereits in zahlreichen
Studien Hinweise auf eine Assoziation mit der Erkrankung gegeben hat (Harrison
und Weinberger 2005), gelingt es in Folgestudien oftmals nicht, die Ergebnisse der
positiv assoziierten genetischen Marker zu wiederholen (Sanders et al. 2008).

27



Einleitung

Tab. 1.2.2: Kandidatengene nach Assoziations-, Kopplungs- oder GWAS

Gen Genort Untersuchung

RGS4 1921-22 Chowdari et al. 2002

DISC1 1942 I\Hﬂci)liiirtg %929000; Ekelund 2001,
ZNF804A 2931.1 O'Donovan et al. 2008
CENTG2 2037.3 Shi et al. 2009

DRD2 11923 (Schizophrenia Working Group 2014)
DRD3 3q13 Williams et al. 1998

HTR4 5931—q33 Claeysen et al. 1997

DTNBP 1 6p22 Straub et al. 2002

MHC 6p21.3-22.1 (sst'gmiaer:sagbﬁ . 2009)

TRAR4 6923 Duan et al. 2004

NOTCH 4 6p23 Stefansson et al. 2009

RELN 7922.2 Shifman et al. 2008

NRG 1 8p12—p21 Steffanson et al. 2002

PPP3CC 8p21 Gerber et al. 2003
Z:SC;FK?)Zentfernte Region) 10925.3—26.3 O'Donovan et al. 2009

GRIA4 11922 Makino et al. 2003

gRSCI;(E entfernte Region) 11924.2 Stefansson et al. 2009
CCDC60 12924.23 Kirov et al. 2009

DAO 12924 Chumakov et al. 2002

5-HT-2A 13911 Inayama et al. 1996

ar2 13q22-34 Chumakov et al. 2002

AKT1 1432 Staal et al. 1988

PRKCA 17923—q24 Carroll et al. 2009

TCF4 18921.2 Stefansson et al. 2009

PRODH 22qg11 Gogos et al. 1999

COMT 22q11 Shifman et al. 2002; Bray et al. 2003
ZDHHCS8 22q11 Mukai et al. 2004

MYO18B 22q11.2—q12.1 Purcell et al. 2009

MIR137 1p22 Ripke et al. 2011
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1.3 Dysbindin-1 und Schizophrenie

1.3.1 Dysbindin-1 (DTNBP1): Gen und Protein

Das DTNBP1-Gen ist auf Chromosom 6 in der Region p22.3 lokalisiert. In dieser Re-
gion wurden starke Kopplungshinweise im Zusammenhang mit Schizophrenie gefun-
den (Owen et al. 2004). Wegen seiner Expression im Gehirn und der Funktion des
Genprodukts im ZNS wird es als ein mégliches Kandidatengen flr Schizophrenie
diskutiert.

Das DTNBP1-Gen erstreckt sich Uber eine physikalische Lange von 140 kb und ist
damit ein physikalisch sehr groBes Gen. Verschiedene Transskriptvarianten kodieren
fir die verschiedenen Isoformen des Genprodukts, des dystrobrevin-binding-proteine
oder Dysbindin-1 (NCBI 2014). Im Folgenden, wie auch in vielen Referenzstudien,
auf die sich diese Arbeit bezieht, wird die Transskriptvariante NM_032122 (OMIM
607145) betrachtet, die insgesamt 10 Exons beinhaltet.

Interessant ist die Nahe des DTNBP-1-Gens zur der Region 6p21.3-22.1 auf dem
Chromosom 6, das in GWAS starke Assoziationssignale im Hinblick auf Schizophre-
nie gebracht hat. Es handelt sich dabei um den Bereich um den so genannten major
histocompatibility complex (MHC). Dabei identifizierte das International Schizophre-
nia Consortium in einer GWAS von etwa einer Million SNPs eine etwa 450 SNPs um-
fassende Region um den MHC, die sich mit Schizophrenie assoziiert zeigte. Zwei
weitere GWAS stiitzen diese Ergebnisse. So zeigten sich elf SNPs in der MHC-
Region mit Schizophrenie assoziiert (Shi et al. 2009; Stefanson et al. 2009).

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Marker auf dem DTNBP-1-Gen,
rs1047631, rs2056943, rs3213207, rs1011313, rs2619522 und rs2619538 (NCBI
2014) sind von dieser Region etwas mehr als elf Megabasenpaare (Mbp) entfernt.
Die genaue Lokalisation der sechs hier untersuchten SNPs zeigt Abb. 2.5. (S. 58).
Ein Zusammenhang zwischen Variationen im DTNBP1-Gen und Schizophrenie wur-
de erstmals von Straub et. al. beschrieben (Straub et al. 2002b). Mittlerweile ist eine
Vielzahl von Untersuchungen hinzugekommen, die mehrere unterschiedliche Poly-
morphismen oder Haplotypen im DTNBP1-Gen identifizierten, welche eine Assoziati-
on mit Schizophrenie gezeigt haben. Dabei waren die Ergebnisse allerdings nicht
immer replizierbar und so konnten fir Schizophrenie spezifische Veranderungen im
DTNBP1-Gen noch nicht nachgewiesen werden (Tab. 1.3.1, S. 46).
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Dysbindin-1 oder dysbindin-binding-proteine ist das humane Ortholog des murinen
Dysbindins. Bei der Erforschung der Muskeldystrophie vom Typ Duchenne (DMD)
wurde das murine Dysbindin erstmalig von Benson et al. in den Muskeln und Gehir-
nen von Mausen entdeckt (Benson et al. 2001). Das Protein besteht bei der Maus
aus 352 Aminosauren, beim Menschen aus 351 Aminosauren (Tang et al. 2009), hat
ein Molekulargewicht von etwa 40 kD und enthalt eine coiled-coil-Domane, Leucin-
reiche repeats und einige Phosphorylisierungsstellen (Van den Oord et al. 2003).
Das Protein wird auch beim Menschen ubiquitér exprimiert und ist vermutlich an zahl-
reichen verschiedenen intra- und extrazelluldren Vorgangen beteiligt. Aufgrund von
SpleiB-Varianten gibt es drei verschiedene Isoformen des humanen Dysbindin-1:
Dysbindin-1A, -1B und -1C. Dabei besteht das Dysbindin-1A aus 351 Aminosauren,
die Isoform 1B aus 303 Aminoséauren, hier fehlt die C-terminale Doméne, bei der Va-
riante Dysbindin-1C fehlt die N-terminale Region vor der coiled-coil- Domane, sie

umfasst 270 Aminosauren (Tang et al. 2009).

Dysbindin-1 interagiert mit den Proteinen a- und B-Dystrobrevin (DTNA, DTNB), die
zum so genannten dystrophin-associated-protein-complex (DAPC) gehdren (Benson
et al. 2001). Dabei spielen die Isoformen des a-Dystrobrevin die Hauptrolle im Mus-
kelgewebe. Dort schafft der DAPC eine transmembrandse Verbindung zwischen Zy-
toskelett und extrazellularer Matrix und damit ein GerUst fiir die intrazellulare Signal-
verarbeitung (Owen 2004b). Aber auch in der Blut-Hirn-Schranke von Saugetieren
wurde a-Dystrobrevin entdeckt (Bragg 2010). Neben Dysbindin-1 und Distrobrevin
besteht der DAPC aus einem Dystroglycankomplex, der ebenfalls an Dysbindin-1
bindet und Syntropin, das Uber die neuronale Nitroxidsynthase (nNOS) an der intra-
zellularen Signalverarbeitung der Muskelzellen beteiligt ist (Jones et al. 2003). Dane-
ben reguliert der DAPC die Calciumkonzentration in der Muskelzelle. Schadigungen
des DAPC sind bei genetisch bedingten Muskelerkrankungen wie der DMD zu be-
obachten und gehen nicht nur mit progressiver Muskeldegeneration, sondern oftmals
auch mit kognitiven Beeintrachtigungen der Patienten einher (Waite et al. 2012; Wai-
te et al. 2009; Lovering 2005; Anderson 2000). Das lasst darauf schlieBen, dass
Dysbindin auch im Gehirn eine Rolle spielt. Da die Isoform DTNB nur in postsynapti-
schen Bereichen von Neuronen des ZNS zu finden ist, unterscheidet sich der DAPC

offenbar im Muskel und im ZNS voneinander (Pilgram et al. 2010; Blake et al.1999).
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1.3.2 DTNBP1 im Gehirn

Dysbindin-1 wird im menschlichen Gehirn an zahlreichen Stellen exprimiert, wie in
der Hippocampusfraktion (HF), bestehend aus Hippocampus proper, Gyrus dentatus
und Subiculum (Scharfman et al. 2000), dem pra- und temporalen Cortex, im Tha-
lamus, Mittelhirn, Amygdala, Caudatum, Putamen und Nuclueus accumbens
(Weickert et al. 2004). Auf Zellebene wurde dabei die Expression von Dysbindin-1 in
Neuronen und Gliazellen festgestellt (Benson et al. 2001). Talbot et al. fanden Dys-
bindin-1 in wichtigen neuronalen Zellpopulationen der HF, wie Pyramidenzellen, Kor-
nerzellen, und polymorphen Zellen, vor allem aber in den Endigungen von glutama-
tergen Neuronen (Talbot et al. 2004). Untersuchungen schizophrener Patienten
ergaben, dass die Expression von Dysbindin-1 in der HF, hier vor allem in der inne-
ren molekularen Schicht des Gyrus dentatus, sowie dem prafrontalen Cortex auffallig
vermindert ist (Talbot et al. 2004; Weickert et al. 2004; Weickert et al. 2008), Regio-
nen also, die eng mit der psychotischen Symptomatik in Verbindung gebracht wer-
den. Dysbindin-1 war in den Untersuchungen prasynaptisch vor allem an den termi-
nalen Endigungen von glutamatergen Neuronen zu finden und dort bei schizophre-
nen Patienten auch signifikant vermindert im Vergleich zu den gesunden Kontrollen.
Die prasynaptische Verminderung war dabei unabhéngig von DAPC und DTNB (Tal-
bot et al. 2004). In anderen Gehirnarealen wie dem Cortex cingularis anterior war
keine Reduktion von Dysbindin-1 festzustellen (Talbot et al. 2004). Aufféllig bei den
Ergebnissen von Talbot et al. ist, dass die oben beschriebene Verminderung von
Dysbindin-1 in der inneren molekularen Schicht des Gyrus dentatus invers mit der
Konzentration von VGIuT-1, einem vesikularen Glutamat-Transporter, korrelierte.

In vivo-Messungen mittels Protonen Magnetresonanz Spektroskopie (MRS) zeigten,
dass die hippocampale Glutamatkonzentration von Genvarianten im DTNBP-1-Gen
beeinflusst wird (Wirth et al. 2012). Die Ergebnisse von Chen et al. (2008) zur Neuro-
sekretion und Vesikel-Morphologie neuroendokriner Zellen und hippocampaler Sy-
napsen des Nagetiers sandy mouse, die aufgrund einer Deletion im Dysbindin-Gen
kein Dysbindin exprimieren kann (Li et al. 2003), zeigten Veranderungen an den
Vesikeln, wie die Verkleinerung des Vesikelpools bei gleichzeitig vergréBerten Vesi-
keln, verminderte Abgabeféahigkeiten sowie insgesamt langsamere Abgabe von In-
halten der Vesikel im synaptischen Spalt (Chen et al. 2008). Diese Ergebnisse lassen
darauf schlieBen, dass Dysbindin-1 auch bei der Regulation der Exozytose und Vesi-
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kel-Biogenese endokriner Zellen und Neuronen eine wichtige Rolle spielen kdnnte
(Chen et. al. 2008).

Tang et al. untersuchten das Vorkommen der drei verschiedenen Splei3-Varianten
von Dysbindin-1 in menschlichen Gehirnen verstorbener schizophrener Patienten.
Dabei zeigte sich, dass, unabhangig von der mRNA-Expression im Gewebe, im Be-
reich des dorsolateralen prafrontalen Cortex die Isoform Dysbindin-1C im Vergleich
zu gesunden Kontrollen signifikant vermindert ist, nicht aber die Isoformen 1A oder
1B (Tang et al. 2009). Die Isoformen finden sich in verschiedenen Bereichen des
menschlichen Gehirns in den Synaptosomen an den synaptischen Enden der Neuro-
ne (Talbot et al. 2011). Dabei ist Dysbindin-1A fast ausschlieBlich in der postsynapti-
schen Membran des Neurons lokalisiert, in den so genannten postsynaptic densities
(PSD). Die PSD sind spezielle Proteinkomplexe im Zytoskelett an der synaptischen
Verbindung zweier Neurone, wo sich unter anderem auch der glutamaterge NMDA-
Rezeptor befindet (Kennedy 1997). Sie liegen in der postsynaptischen Membran, in
unmittelbarer Nahe der aktiven Zone zwischen pra- und postsynaptischer Endigung
und den angedockten synaptischen Vesikeln. Die PSD sind mitverantwortlich fiir ein
funktionierendes Zusammenspiel zwischen Rezeptoren und Neurotransmitterabgabe
(Kennedy 2000; Sheng und Kim 1996). Die Isoform Dysbindin-1B ist fast ausschlief3-
lich mit den synaptischen Vesikeln assoziiert, Dysbindin-1C findet man teilweise as-
soziiert mit synaptischen Vesikeln, zum gréBeren Teil aber in postsynaptischer Ver-
bindung mit den PSD (Louneva et al. 2007). Die von Tang et al. festgestellten Dys-
bindin-1C-Verminderungen im dorsolateralen prafrontalen Kortex lassen vermuten,
dass ein verminderter Dysbindin-1C-Level in dieser Gehirnregion méglicherweise
Uber eine Beeinflussung des NMDA-Rezeptors in Neuronen an kognitiven Defiziten
bei Schizophrenen mitverantwortlich sein kénnte (Tang et al. 2009). Daflir sprechen
auch die festgestellten postsynaptischen Effekte der mangelnden Expression von
Dysbindin-1 bei Nagetieren wie der sandy mouse (Feng et al. 2008). Die Nager zei-
gen Schizophrenie-ahnliche Verhaltensweisen wie sozialer Rickzug und kognitive
Defizite. Feng et al. stellten im Hippocampus der Mause aufgrund des Fehlens von
Dysbindin-1 auch eine Verminderung von snapin fest, das fir das Andocken und die
Fusion von Vesikeln nétig ist (Feng et al. 2008).

Gemeinsam mit snapin ist Dysbindin-1 auch ein essentieller Bestandteil der Bioge-
nese des lysosome-related organelles complex 1 (BLOC1) und agiert mit allen sie-

ben anderen seiner Komponenten (Li et al 2003). BLOC-1 beinhaltet neben Dysbin-
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din-1 und snapin auch die Proteine pallidin, muted, cappuccino, BLOS1, BLOS2,
BLOSS. Neben einer Verminderung an Dysbindin-1 in der innermolekularen Schicht
des Gyrus dentatus bei schizophrenen Patienten (Talbot et al. 2004) wurden hier
auch reduzierte Level an pallidin, snapin und besonders BLOSS festgestellt, wahrend
in den Untersuchungen der HF der sandy mouse das Protein pallidin vermindert war
(Mullin et al. 2011). BLOC-1 ist am Transport der Vesikel zu den lysosome-related
organelles beteiligt. Eine Defizienz des BLOC-1-Komplexes verursacht das Her-
mansky-Pudlak-Syndrom bei Mausen. Auch beim Menschen stehen Fehlfunktionen
von BLOC-1 und Mutationen im Dysbindin-1-Gen im Verdacht, fir die Krankheit mit
verantwortlich zu sein (Li et al. 2003).

Talbot et al. stellten zudem fest, dass erniedrigte Konzentrationen an prasynpati-
schem Dysbindin-1 im Gyrus dentatus invers mit der Menge des vesikularen Gluta-
mattransporters (VGIutT-1) korrelieren (Talbot et al. 2004), der vor allem in der HF
exprimiert wird. Das bekraftigt die Vermutung, dass Dysbindin-1 méglicherweise tber
eine Beeinflussung des Glutamatstoffwechsels eine wichtige Rolle in der Pathophy-
siologie der Schizophrenie zukommen kénnte. In einer spateren Untersuchung (Tal-
bot et al. 2011) stellten die Autoren signifikant verminderte Konzentrationen der Isof-
orm Dysbindin-1A im assoziativen Hérkortex im Bereich des posterioren superioren
Gyrus temporalis bei schizophrenen Patienten fest. Dagegen fanden sich in der HF
von schizophrenen Patienten normale Level von Dysbindin-1A bei deutlich reduzier-
ten Konzentrationen an Dybindin-1B und -1C. Die Autoren folgerten dass der Mangel
an Dysbindin in der jeweiligen Isoform postsynaptisch die Oberflache von Nervenzel-
len schadigt und so zu Stérungen in der Verarbeitung von akkustischen Informatio-
nen und Defiziten im Arbeitsgedachtnis fihren kénnte (Talbot et al. 2011), die typisch
fr die Symptomatik der Schizophrenie sind. Der Einfluss von Dysbindin auf den Glu-
tamatstoffwechsels wird auch von den Arbeiten an Zellen kortikaler Ratten-Neurone
von Numakawa et al. (2004) gestiitzt. Sie zeigten, dass eine Uberexpression von
Dysbindin-1 den extrazellularen basalen Level von Glutamat erhéht, wobei die Aus-
schittung von Glutamat von hohen Kaliumspiegeln getriggert wurde. Zudem stieg die
Konzentration der prasynaptischen Proteine SNAP25 und Synapsin |, die bei der
Exozytose von Neurotransmittern von Bedeutung sind (Numakawa et al. 2004). Das
lasst darauf schlieBen, dass Dysbindin-1 die Exozytose und damit die Abgabe von
Glutamat Gber die Hochregulierung von prasynaptisch beteiligten Stoffen beeinflus-

sen kann.
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Mdoglicherweise ist Dysbindin-1 auch ein protektiver Faktor, schiitzt Zellen vor Stress
und hilft Neuronen beim Uberleben. Denn in der Untersuchung von Numakawa et al.
(2004) zeigten sich bei Uberexpression von Dysbindin-1 im Zellkultursystem auch
erhéhte Konzentrationen des Proteins Akt1. Dieses Protein ist durch Phosphatidyli-
nositol-3-Kinase aktivierbar und schitzte die korticalen Neurone in der Zellkultur vor
durch Serummangel bedingtem Stress und Zelluntergang (Numakawa et al. 2004).
Auch Dickman und Davis identifizierten Dysbindin-1 als wichtigen Einflussfaktor far
die Neuroplastizitdt und Modulation der Neurotransmission an den Synapsen und
stellten eine Abhéangigkeit der Funktion von Dysbindin-1 mit dem Calciumeinstrom
fest (Dickman und Davis 2009).

Die Ergebnisse von Shao und Kollegen zeigten, dass allein die Manipulation des
DTNBP-1-Gens Einfluss sowohl auf das glutamaterge als auch das dopaminerge
System hat. Sie untersuchten Gehirnzellen der Fruchtfliege Drosophila. Die Expres-
sion von Dysbindin-1 bei der Drosophila ist sehr &hnlich zu der im menschlichen Ge-
hirn und dem von Wirbeltieren. Bereits bei einer lediglich 40prozentigen Abwesenheit
von Dysbindin-1 kam es bei der Fruchtfliege zu ahnlichen Phanotypen wie bei der
sandy mouse. So wurde eine verminderte glutamaterge Transmission beobachtet bei
gleichzeitig erhdhter dopaminerger Aktivitat (Shao et al. 2011). Dabei identifizierten
Shao et al. zwei verschiedene, voneinander unabhangige Mechanismen. Einerseits
hatte die verminderte Expression von Drosophila Dysbindin in prasynaptischen Neu-
ronen eine signifikante Suppression der Ubertragung an glutamatergen Synapsen
zur Folge, was flr die beobachtete Verschlechterung der Gedachtnisfunktionen ver-
antwortlich gemacht wurde. Auf der anderen Seite flhrte die verringerte Expression
von Drosophila Dysbindin in glialen Zellen zu hyperdopaminergen Aktivitaten wie
Bewegungsstérungen und Veranderungen im Paarungsverhalten. Diesen Effekt ord-
neten die Forscher der beobachteten verminderten Expression des Enzyms Ebony in
glialen Zellen zu, das bei der Regulation des Dopaminkreislaufs eine wichtige Rolle
spielt (Shao et al. 2011). Die Stérungen in beiden Systemen konnten aber wieder
rickgangig gemacht werden, indem die Expression von Dysbindin erhéht wurde. War
im Bereich der Neuronen wieder ausreichend Dysbindin vorhanden, normalisierten
sich sowohl glutamaterge Aktivitat als auch die kognitiven Leistungen. Ausreichende
Dysbindin-Expression im Bereich der Glia wiederum normalisierte Paarungsverhalten

und Bewegungsfahigkeit, und zwar unabhangig davon, ob es sich um Drosophila
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Dysbindin handelte oder um humanes Dysbindin-1, das zu 28% aminosaureidentisch
mit dem der Fruchtfliegen ist (Shao et al. 2011).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Dysbindin-1 sowohl bei der glutamatergen
Transmission als auch der stressinduzierten Uberlebenseigenschaft von Neuronen
eine wichtige Rolle zu spielen scheint.

Die Beobachtung, dass DTNBP1 bei schizophrenen Patienten vor allem in der HF
vermindert ist, die bei der Verarbeitung sensorischer Afferenzen von gro3er Bedeu-
tung ist, kbnnte die bei der Schizophrenie bekannten kognitiven Defizite Uber eine
Beeinflussung des exzitatorischen, glutamatergen Signalweges erklaren.

Zudem (bt Dysbindin-1 im ZNS Uber die Expression in Gliazellen Einfluss auf das
dopaminerge System aus, was ebenfalls zu schizophrenietypischen Befunden wie
Antriebs- oder Bewegungsstdrungen, aber auch Positiv-Symptomen flihren kénnte.
Damit stlitzen die aktuellen Forschungsergebnisse zu Dysbindin-1 sowohl die Gluta-
mat- als auch die Dopaminhypothese der Schizophrenie und die Vermutung, dass
dem Protein in der Pathogenese der Schizophrenie eine wichtige Rolle zukommen

kdnnte.

1.3.3 Assoziationsuntersuchungen am DTNBP1-Gen

Straub et al. 2002:

In einer familienbasierten Assoziationsstudie einer irischen Population mit 270 Fami-
lien, in denen Schizophrenie mit einer hohen Dichte aufgetreten war (ISHDSF-
Sample) und insgesamt 1425 Personen, wurden insgesamt 17 SNPs untersucht
(Straub et al. 2002b). Diese waren in der Region des Chromosoms 6 lokalisiert, die
zuvor starkste Kopplungshinweise in Bezug auf Schizophrenie gezeigt hatte (Straub
et al. 2002a) und in der sich auch das DTNBP1-Gen befindet. 12 SNPs lagen dabei
innerhalb des DTNBP1-Gens, 5 SNPs in unmittelbarer Nahe. Bei allen Markern han-
delte es sich um intronische SNPs, mit Ausnahme von rs742106, der im nicht-
codierenden Bereich eines Exons in der 3-UTR lokalisiert ist. Bei der Auswahl der
Patientengruppe wurde nach DSM-III-Kriterien entschieden. Das gesamte Patienten-

kollektiv wurde nach Familienanamnese in vier Gruppen unterteilt. Dabei umfasste
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die Gruppe D1-D2 625 schizophrene oder schizoaffektive Patienten (davon wurden
565 genotypisiert) ohne Bezug zur Familienanamnese. In der Gruppe D1-D5 wurden
804 schizophrene Patienten mit Angehérigen, die unter einer nicht naher spezifizier-
ten psychiatrischen Erkrankung litten zusammengefasst, analog der Gruppe 2 in der
vorliegenden Arbeit. Davon wurden 691 genotypisiert. Die Gruppe D1-D8 umfasste
888 schizophrene Patienten mit schizophrenen Angehdrigen (744 wurden genotypi-
siert), analog der hier verwendeten Gruppe 3 und Gruppe D1-D9 enthielt 1172 Pati-
enten (952 wurden genotypisiert), die unter psychischen Erkrankungen litten, aber
nicht zwingend unter Schizophrenie.

Folgende SNPs zeigten eine signifikante Assoziation mit Schizophrenie: rs742105 in
den Gruppen D1-D5 und D1-D8, rs2619539 in allen vier Gruppen, rs32113207 (G-
Allel) in allen vier Gruppen, rs1011313 (G-Allel) nur in den Gruppen D1-D5, D1-D8
und D1-D9, rs2619528 in der Gruppe D1-D5, rs2005976 in der Gruppe D1-D5,
rs760761 in der Gruppe D1-D2 und D1-D5. Die starksten Assoziationen zeigten die
Marker rs3213207 mit einem p-Wert von 0,00009 in der Gruppe D1-D2 und 0,00004
in der Gruppe D1-D8.

Die Marker rs909706, rs1018381, sowie rs2619522 zeigten keine signifikante Asso-
ziation mit der Schizophrenie (Straub et al. 2002b).

Bei der engeren Betrachtung von jeweils nur einem von Schizophrenie betroffenen
Nachkommen einer Kernfamilie eines Stammbaums, zeigten weiter drei SNPs Hin-
weise auf Assoziation (rs2619522, rs2005976, rs2619528). Am auffalligsten war da-
bei der Marker rs2005976 mit einem p-Wert von 0,0078.

Bei Haplotyp-Analyse waren zahlreiche 3-Marker-Haplotypen signifikant (Straub et al.
2002b). Die starksten Assoziationen zeigten die drei folgenden SNP-Kombinationen:
rs32113207 - rs1011313 - rs2619528 (p-Wert: 0,0006)

rs1011313 - rs2619528 - rs2005976 (p-Wert: 0,0001)

rs2619528 - rs2005976 - rs760761 (p-Wert: 0,0001)

Van den Oor .2

Die selbe Arbeitsgruppe identifizierte im selben Kollektiv bei einer erneuten Untersu-
chung von 268 Familien und insgesamt 2368 Personen die nah beieinander liegen-
den SNPs rs760761, rs2005976 und rs32113207 (G-Allel) in der Haplotyp-Analyse
als signifikant mit Schizophrenie assoziiert. Zwischen den SNPs rs32113207 und
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rs1474605 wurde eine, aus acht benachbarten SNPs bestehende, verdachtige
Haplotyp-Blockstruktur gefunden (s. Tab. 1.3.1, S.46) und schlieBlich ein Risiko-
haplotyp ausgemacht. Dieser wurde am haufigsten innerhalb der Familien an die Pa-
tienten weiter gegeben und wurde von den Autoren der Studie mit einer zunehmen-
den kognitiven Verschlechterung wahrend der Erkrankung in Verbindung gebracht.
Der Haplotyp trat allerdings insgesamt nur mit einer relativ geringen Frequenz von
etwa 6% auf und wurde bei den jeweiligen SNPs zumeist durch das seltenere Allel
markiert (Van den Oord et al. 2003).

Schwab et al. 2003

SNPs, zu denen es zum Teil bei Straub et al. positive Assoziationsergebnisse gege-
ben hatte, wurden in dieser Studie erneut untersucht. Das Kollektiv deutscher, israe-
lischer und ungarischer Herkunft bestand aus 78 Geschwisterpaar(Sib-Pair)-Familien
und 125 Trios. In der Einzel-SNP-Untersuchung zeigten sich finf der sechs unter-
suchten Polymorphismen signifikant mit Schizophrenie assoziiert, darunter wie bei
Straub die Marker rs32113207 (G-Allel), rs2619528, rs760761 und rs1011313 (G-
Allel), aber auch der Marker rs2619522 (T-Allel). Die starkste Assoziation zeigte der
Marker rs760761 mit einem p-Wert von 0,0007 (Schwab et al. 2003).

Bei der Haplotyp-Analyse ergaben sich die starksten Hinweise auf eine Assoziation
bei Kombinationen mit dem Marker rs1011313. Der Risikohaplotyp war, im Unter-
schied zu den Ergebnissen von Straub und van den Oord, durch eine hohe Auftritts-
frequenz gekennzeichnet. Dabei fand sich an den Loci zumeist das jeweils haufigere
Allel. Auch in der Einzel-SNP-Analyse war das hier der Fall gewesen, im Gegensatz
zu den Ergebnissen von Straub bei der irischen Population. Das lasst darauf schlie-
Ben, dass sich Risikohaplotypen innerhalb unterschiedlicher Populationen unter-
scheiden, da sie wahrscheinlich evolutionar bedingt sind. Daher kdnnten natdrlich
auch die genetischen Risiken flir Schizophrenie von Population zu Population unter-
schiedlich sein (Schwab et al. 2003).

William l. 2004

Nachdem es der Forschergruppe um Morris an einem irischen Kollektiv von 219 Pa-
tienten und 231 Kontrollen nicht gelungen war, bei insgesamt acht Markern, die zu-
vor zum Teil auch bei Straub analysiert worden waren, einen Hinweis auf Assoziation
zu finden (Morris et al. 2003), untersuchte die Gruppe um Williams dieses Dublin-

Kollektiv erneut (Williams et al. 2004) und zusatzlich noch ein britisches Kollektiv, die
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Cardiff-Stichprobe, bestehend aus 708 schizophrenen Patienten und 711 Kontrollen.
Insgesamt 20 SNPs wurden betrachtet, darunter vier, bei denen es zuvor bei Straub
positive Assoziationsergebnisse gegeben hatte, doch keines davon konnte sowohl
beim Cardiff- als auch beim Dublin-Kollektiv repliziert werden. Einer der hier erstmals
untersuchten SNPs, der Marker rs2619538 (T-Allel) zeigte mit einem p-Wert von 0,06
einen Trend zur Assoziation. Beim Marker rs1047631 hingegen ergab sich keinerlei
Assoziationshinweis (Williams et al. 2004).

In der folgenden Haplotyp-Analyse zeigte die Marker-Kombination rs2619539-
rs3213207-rs2619638 Signifikanz. Bestehend aus den Allelen C-A-A wurde sie als
protektiver Haplotyp interpretiert, da sie bei den gesunden Kontrollen sowohl im Car-
diff- als auch im Dublin-Kollektiv signifikant hdufiger zu finden war. Dagegen wurde
sie, bestehend aus den Allelen C-A-T, als Risikohaplotyp identifiziert, da sie in beiden
Stichproben signifikant haufiger bei den schizophrenen Patienten vorgekommen war.

Kirov et al. 2004

Auch Kirov et al. versuchten in einer familienbasierten Studie die Ergebnisse von
Straub et al. zu replizieren an 488 bulgarischen Trios mit jeweils einem an Schizo-
phrenie erkrankten Indexpatienten. Bei der Einzelmarkeruntersuchung von insgesamt
acht SNPs fanden sie die Marker rs3213207 (A-Allel) und rs2005976 signifikant mit
der Erkrankung assoziiert. In der Haplotypanalyse zeigte sich hohe Signifikanz far
den vier-Marker-Haplotyp rs2619539-rs3213207-rs1011313-rs2005976 mit einem p-
Wert von 0,0007 (Kirov et al 2004).

Van den B I .2

Hier wurden mit den Markern rs3213207, rs1011313, rs2005976, rs760761 und
rs1018381 funf der zuvor von Straub et al. getesteten SNPs exploriert. Die SNPs
wurden an einem deutschen Kollektiv von 418 schizophrenen Patienten und 113
Kontrollen, einem polnischen Kollektiv von 294 Patienten und 113 Kontrollen sowie
einem schwedischen Kollektiv von 142 schizophrenen Patienten und 272 Kontrollen
untersucht. Fir die Diagnose wurden DSM-IV-Kriterien verwendet. Ein signifikanter
Assoziationshinweis ergab sich lediglich bei einem einzigen Marker. In der schwedi-
schen Gruppe konnte beim SNP rs1011313 (G-Allel) ein p-Wert von 0,032 errechnet
werden. In einer zweiten Analyse wurde eine Patientengruppe selektiert, die eine

positive Familienanamnese i.S. von zumindest einem Verwandten ersten oder zwei-
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ten Grades mit Schizophrenie aufwies. Hier zeigten sich zunachst die SNPs
rs2005976 und rs1018381 aufféllig, die allerdings nach Korrekturen das Signifikanz-
niveau nicht mehr erreichten.

Bei der Analyse der Haplotypen der Patientengruppe mit positiver Familienanamnese
wurde ein Haplotyp bestehend aus den funf Markern rs3213207-rs1011313-
rs2005976-rs760761-rs1018381 als signifikant mit Schizophrenie assoziiert identifi-
ziert, mit einem p-Wert von 0,00009.

Tan . 2 / Numakaw 1. 2004

Auch in asiatischen Kollektiven wurden signifikante Assoziationen zwischen Poly-
morphismen auf dem DTNBP1-Gen und Schizophrenie festgestellt. So identifizierten
Tang et al. in ihrer familienbasierten Untersuchung von sieben SNPs, die auch bei
Straub et al. analysiert worden waren, in 233 chinesischen Trios den hochsignifikan-
ten Risikohaplotypen: rs2619539-rs2919522—-rs1018381-rs909706 und die Allel-
Kombination G-T-C-A, die bei schizophrenen Patienten UbermaBig haufig Gbertragen
wurde. Der p-Wert von 0,00091 zeigte ein hohes Signifikanzniveau (Tang et al.
2003). Dieser Risikohaplotyp wurde in europaischen Kollektiven bisher nicht identifi-
ziert, was erneut daflir spricht, dass der genetische Hintergrund unterschiedlicher
Populationen wie der chinesischen und der europaischen Populationen offenbar dif-
feriert (Tang et al. 2003) und dies Einfluss auf die Atiologie einer Erkrankung an
Schizophrenie austibt.

Numakawa et al. untersuchten ein japanisches Kollektiv aus 670 schizophrenen Pa-
tienten und 588 Kontrollen. Bei der Analyse von insgesamt sechs SNPs zeigten sich
signifikante Assoziationen bei den Markern rs2619538 (A-Allel), rs3213207 (G-Allel),
rs760761 (T-Allel) und rs2619522 (G-Allel), die mit einem p-Wert von 0,0013 bei dem
SNP rs3213207 am deutlichsten ausfiel (Numakawa et al. 2004). Die Marker
rs2619539 und rs1011313 zeigten bei der Einzel-SNP-Untersuchung zwar keine As-
soziation, waren aber teils in der Haplotypanalyse aufféllig. So identifizierten die Au-
toren einen Risikohaplotypen mit der Kombination rs3213207-rs1011313 mit den
Allelen G-G und einem p-Wert von 0,0042 (Numakawa et al. 2004).
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Funk l. 2004

Drei Kollektive unterschiedlicher ethnischer Herkunft, kaukasisch, afroamerikanisch
und hispanisch, standen hier im Mittelpunkt der Untersuchung. Funke et al. versuch-
ten die Ergebnisse von Straub et al. von sechs SNPs zu replizieren.

Bei der kaukasischen Untersuchungsgruppe handelte es sich um 258 Patienten mit
Schizophrenie und schizophrenieformer Stérung und 467 Kontrollen, bei der afro-
amerikanischen um 215 Falle und 74 Kontrollen und bei der hispanischen Gruppe
um 51 Patienten und 32 Kontrollen. Im kaukasischen und hispanischen Kollektiv
zeigte sich Signifikanz bei den Markern rs10118381, rs2619522, rs2619528 und
rs760761. Dabei zeigte bei den Kaukasiern der Marker rs10118381 die starkste As-
soziation mit einem p-Wert von 0,0026 und bei den Hispaniern der Marker rs2619528
mit einem p-Wert von 0,017. Dagegen war im afroamerikanischen Kollektiv keiner
der untersuchten Einzelmarker signifikant mit Schizophrenie oder einer schizophre-
nen Stérung assoziiert (Funke et al. 2004).

Bei der Haplotypanalyse zeigte sich in der kaukasischen Gruppe eine Signifikanz mit
einem p-Wert von 0,005 bei einem Risikohaplotyp aus insgesamt sechs Markern:
rs909706—rs10118381-rs2619522—rs760761-rs2619528-rs1011313 und der Allel-
kombination G-T-G-T-A-G (Funke et al. 2004).

Li et al. 2005

Li et al. genotypisierten insgesamt 10 SNPs, die bereits in vorherigen Studien Ge-
genstand der Betrachtung waren, in einer familienbasierten Untersuchung an einem
Kollektiv von 638 hanchinesischen Trios. Einer der Marker, rs2619538, lag bei der
hanchinesischen Population nicht im HWE und wurde daher ausgeschlossen. Zwei
SNPs, rs3213207 (A-Allel, p-Wert=0,02) und rs2619528 (G-Allel, p-Wert=0,002),
zeigten sich signifikant mit Schizophrenie assoziiert, allerdings mit genau gegensatz-
lichen Allelen im Vergleich zu den Ergebnissen der Studien von Straub (2002) und
Van der Oord (2003). Li et al. sahen hier einen erneuten Hinweis fir den Einfluss
genetischer Unterschiede verschiedener Ethnien auf die Atiopathogenese der Schi-
zophrenie (Li et al. 2005). Die von Li et al. gefundenen Marker waren zuvor bei der
Analyse chinesischer Trios von Tang et al. nicht untersucht worden.

In der Haplotyp-Analyse zeigte sich in der Gruppe der Hanchinesen die Kombination
der SNPs rs2005976 und rs2619528 bestehend aus den haufigeren Allelen G-G mit
einem p-Wert von 0.000005 mit Schizophrenie assoziiert.
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In einer zweiten Gruppe analysierten Li et al. 580 schottische schizophrene Patienten
und 620 Kontrollen. Im schottischen Kollektiv zeigte sich keiner der Einzelmarker
signifikant mit Schizophrenie assoziiert. Der Haplotyp, bestehend aus rs760761-
rs2005976 und der Allelkombination C-G zeigte sich hier mit einem p-Wert von
0,0006 signifikant (Li et al. 2005).

De Luca et al. 2005

Hintergrund der Untersuchung von De Luca et al. (2005) waren die Ergebnisse der
zuvor durchgeftihrten Arbeit von Bray et al. (2005). Bray et al. waren bei der allelspe-
zifischen Expressionsanalyse des SNPs rs1047631 an post mortem Hirngewebe
sehr gemischter Kollektive von Personen mit unterschiedlichen, teilweise auch ohne
neuropsychiatrische Erkrankungen auf Hinweise auf eine verminderte Expression der
DTNBP1 mRNA gestoBen, die das A-Allel des SNPs 1047631 enthielt. Dabei zeigte
das haufigere A-Allel eine deutlich signifikante (p<0,0001) Reduktion in der Expressi-
on im Vergleich zum G-Allel (Bray et al. 2005). Daraufhin fihrten De Luca et al. eine
Assoziationsuntersuchung sowohl am SNP rs1047631 durch, der am 3’-Ende des
DTNBP-1-Gens liegt, als auch bei zwei anderen Markern, rs742106 sowie rs909706,
im Bereich der 5’-UTR. Das untersuchte Kolektiv bestand aus 117 von Schizophrenie
betroffenen Familien. Dabei waren 106 Familien kaukasischer, zwei afrikanischer
und neun asiatischer Abstammung. Fir keinen der drei Marker fanden sich Hinweise
auf Assoziation mit Schizophrenie (De Luca 2005).

Duan et al. 2007

In der Analyse von Duan et al. hingegen zeigten sich Assoziationshinweise am 3’-
Ende des Gens. An 136 Familien und 646 Individuen mit der Diagnose Schizophre-
nie oder schizoaffektiver Stérung, die zu 72% europaischer und zu 18% afroamerika-
nischer und zu 10% unbekannter Abstammung waren, wurden insgesamt 26 SNPs
genotypisiert. Darunter waren neun SNPs, die in den Vorgangerstudien untersucht
worden waren und Assoziationshinweise mit Schizophrenie geliefert hatten. Um das
DTNBP-1-Gen umfassend abzudecken, wurden zusatzlich 17 weitere Marker analy-
siert, darunter sieben SNPs, die in kodierenden Regionen des Gens lokalisiert sind.
Von diesen sieben SNPs zeigte keiner einen Hinweis auf Assoziation mit Schizo-
phrenie, genau wie fir die neun SNPs aus den Vorlauferstudien. Dagegen zeigten
sich drei Marker, die am 3’-Ende des Gens in enger Beziehung zueinander stehen,
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rs875462, rs760666 und rs7758659 mit einem p-Wert von 0,004 sowohl im europai-
schen als auch im afroamerikanischen Sample signifikant mit Schizophrenie assozi-
iert (Duan et al. 2007). Der signifikanteste Haplotyp war rs7758659-rs3213207 mit
einem p-Wert von 0,0015. Dabei handelt es sich bei dem beteiligten SNP rs3213207
um den Marker, der bislang mit am haufigsten als signifikant mit Schizophrenie asso-
ziiert beschrieben worden ist,. Zudem kam die Missense-Variante (Pro272Ser) in der
3’-Region des DTNBP-1-Gens bei den schizophrenen Patienten haufiger vor als bei

den Kontrollen, allerdings nicht statistisch signifikant (Duan et al. 2007).

Tosato et al. 2007

Insgesamt 80 schizophrene Patienten und 106 gesunde Kontrollen wurden genotypi-
siert. Ziel war nicht nur, Assoziationen einzelner SNPs oder Haplotypen mit Schizo-
phrenie zu finden, sondern auch einen mdglichen Zusammenhang zwischen geneti-
schen Variationen und Schwere der Symptomatik. So wurde getestet, ob Trager von
Risikohaplotypen retrospektiv eine unglnstigere Krankheitsentwicklung zeigten. Bei
der Einzel-SNP-Untersuchung zeigte nur der Marker rs2619538 einen Trend zur As-
soziation mit Schizophrenie bei einem p-Wert von 0,058. Es konnten bei den Patien-
ten drei Risikohaplotypen identifiziert werden. Dabei zeigte die Kombination
rs760761-rs2005976 mit einem p-Wert von 0,034 den starksten Assoziationshinweis.
FUr die Kombination rs2619538-rs909706—rs1018381 wurde ein p-Wert von 0,040
errechnet. Der Haplotyp rs2619538-rs909706 (p=0,048) zeigte sich auffallig haufiger
bei Patienten mit schwerer und persistierender Psychopathologie.

Peter .2

Insgesamt 39 tag-SNPs wurden an einem anglo-irischen Kollektiv von 336 Patienten
und 172 Kontrollen genotypisiert. Eingeschlossen wurden Patienten, die klinisch und
aufgrund ihrer neurokognitiven Symptomatik als schizophren eingeordnet wurden,
ohne dabei DSM-Kriterien anzulegen. Unter anderem wurde der zuvor nur wenig be-
achtete Marker rs2056943 analysiert. Jedoch zeigte kein einziger der von Peters et
al. untersuchten Einzelmarker oder Haplotypen einen Hinweis auf Assoziation.

Sanders et al. 2008

In einer Assoziationsstudie wurden 789 SNPs auf 14 Kandidatengenen genotypisiert,

darunter auch das DTNBP1-Gen. Dabei waren auch SNPs, die sich in Studien zuvor
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mit Schizophrenie assoziiert gezeigt hatten. Das untersuchte Kollektiv umfasste 1870
Patienten européischen Ursprungs mit Schizophrenie oder schizoaffektiver Stérung
nach DSM-IV und 2001 gesunde Kontrollpersonen. Keiner der untersuchten Marker
zeigte einen Hinweis auf Assoziation mit Schizophrenie. Eine zweite Berechnung
unter Ausschluss von Patienten mit schizoaffektiver Stérung &nderte die Resultate
nicht. Die Autoren halten es aufgrund ihrer Ergebnisse flr unwahrscheinlich, dass
Polymorphismen in den untersuchten Genen einen groBBen Einfluss auf das geneti-
sche Risiko, an Schizophrenie zu erkranken, haben. Kleine Effekte schlieBen sie
nicht aus (Sanders et. al 2008).

Dutt et al. 2009

Im Zuge einer morphometrischen Endophanotypenstudie wurden 128 Patienten mit
Schizophrenie, 194 ihrer nicht schizophrenen Verwandten sowie 61 gesunde Kon-
trollpersonen via Magnetresonanztomografie auf morphologische Veranderungen im
Gehirn untersucht. Gleichzeitig wurde eine genetische Analyse im Bereich mehrerer
Kandidatengene, darunter auch DTNBP1, vorgenommen. Bei der Untersuchung ge-
netischer Marker, darunter auch die SNPs rs2056943 und rs1047631, fand sich kein
Hinweis auf Assoziation zwischen regionalen Veranderungen von Gehirnvolumina

und den untersuchten genetischen Polymorphismen.

Ril .2

In einem irischen Kollektiv von 1021 Patienten mit Schizophrenie oder schwerer
schizoaffektiver Stérung und 626 Kontrollen wurden in dieser Assoziationsstudie
neun SNPs genotypisiert, um die Ergebnisse friiherer Studien irischer Kollektive (Van
den Oord et al. 2003; Williams et al. 2004) zu replizieren. 196 Patienten wiesen Félle
von Schizophrenie oder Psychosen bei Verwandten ersten Grades auf, was als posi-
tive Familienanamnese definiert wurde. Bei der Analyse der genetischen Marker wa-
ren vier SNPs rs2619538, rs1474605, rs760761 und rs3213207 signifikant mit Schi-
zophrenie assoziiert, am starksten rs760761 mit einem p-Wert von 0,00018. AuBBer
beim Marker rs2619538 zeigten sich dabei die haufigeren Allele assoziiert (Riley et
al. 2009). In der Haplotyp-Analyse zeigte sich die Kombination der folgenden finf
Marker rs1474605-rs1018381-rs2619522-rs760761-rs2005976 mit der Allel-
Kombination A-C-T-C-G, dem jeweils haufigeren Allel, bei einem p-Wert von 0,0002
signifikant mit Schizophrenie assoziiert (Riley et al. 2009). Eine zweite Analyse zeigte
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keine Unterschiede in den Assoziationssignalen bei unterschiedlichen Geschlechtern
oder im Fall positiver Familienanamnese (Riley et al. 2009). Damit konnten die Er-
gebnisse der Untersuchung eines schwedischen Kollektivs durch Van den Bogaert et
al. (2003) nicht bestatigt werden, die einen Zusammenhang zwischen positiver Fami-

lienanamnese und Assoziationssignalen gefunden hatten.

Betchev .2

In dieser Studie wurden insgesamt 202 SNPs aus 59 potentiellen Kandidatengenen
ausgewahlt, die bereits zuvor Hinweise auf eine Assoziation mit Schizophrenie ge-
zeigt hatten. Darunter auch Marker auf dem DTNBP1-Gen, wie rs1047631,
rs3213207, rs1011313, rs2619538 und rs2619522. Die SNPs wurden an einem bul-
garischen Kollektiv von 255 Patienten mit Schizophrenie oder schizoaffektiver Sto-
rung und 556 gesunden Kontrollen genotypisiert. Von den 183 erfolgreich genotypi-
sierten Markern zeigte sich nur einer, rs6277, im DRD2-Gen mit einem p-Wert von
0,001 signifikant mit Schizophrenie assoziiert und stiitzt, den Autoren der Studie zu-
folge, vor allem die Dopamin-Hpothese (Betcheva et al. 2009).

Voisey et al. 2010
Mit Hilfe von Haplotyp-basierten Analysen wurden elf tag-SNPs und zwei non-

synonymous-SNPs, d.h. SNPs, die in einer fir das Protein kodierenden Region lie-
gen und zu einem Aminosaureaustausch fluhren, identifiziert. Diese SNPs wurden an
einem australischen Kollektiv von 160 schizophrenen Patienten einer nicht naher de-
finierten Population und 250 Kontrollen untersucht. Vier der Marker, rs1997679,
rs9370823, rs9370822 und rs4236167 zeigten eine Assoziation mit Schizophrenie.
Bei keinem dieser Marker war das zuvor festgestellt worden. Das stéarkste Signal
zeigte der Marker rs9370822. Dieser SNP mit den mdéglichen Allelen A/C liegt im Int-
ron7. In der Studie zeigte sich, dass das Schizophrenie-Risiko flir homozygote C-
Allel-Trager mehr als zweieinhalb Mal so hoch ist als bei den Kontrollen.

Strohmaier et al. 2010

In dieser Studie wurden 38 SNPs im DTNBP1-Gen an einem Kollektiv von 634 Pati-
enten, die nach DSM-IV die Kriterien fiir Schizophrenie erfillten, genotypisiert. Es
bestand aus 776 Kontrollen und 180 Eltern-Kind-Trios. 320 der 634 Falle stammten
aus dem Kollektiv, das bereits von Van Bogaert et al. (2003) untersucht worden war,
36 der Familien waren bereits in der Studie von Schwab et al. (2003) analysiert wor-
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den. Strohmaier et al. unterschieden zwei Subgruppen nach Familienanamnese: 147
Patienten mit einem schizophrenen Verwandten ersten oder zweiten Grades und Pa-
tienten ohne postive Familienanamnese. Fir keinen der untersuchten Marker, darun-
ter auch rs1047631 und rs2056943 konnte ein Assoziationssignal nachgewiesen

werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es einerseits eine ganze Reihe von Stu-
dien gibt, die bei unabhangigen Kollektiven signifikante Assoziationssignale fir Schi-
zophrenie an unterschiedlichen Varianten des DTNBP-1-Gens geliefert haben. Das
zeigten u.a. die Ergebnisse der Studien von Straub et. al. 2002, Van den Oord 2003,
Schwab et al. 2003, Van den Bogaert 2003, Williams et al. 2004 und Funke et al..
Andererseits konnten Folgestudien an unterschiedlichen Populationen diese Ergeb-
nisse nicht bestatigen, u.a. Turunen et al. 2006, Datta et al. 2007, Joo et al. 2007,
Holliday et al. 2006, Peters et al. 2008, Sanders et al. 2008, Dutt et al. 2009 und
Strohmaier et al. 2010 (s. Tab. 1.3.1, S. 46). Sie fanden keine Assoziationen der un-
tersuchten Polymorphismen im DTNBP1-Gen.

Auch in den jingsten GWAS wurde das DTNBP-1-Gen nicht als Top-Kandidatengen,
ursachlich flr Schizophrenie identifiziert. So zeigte die Untersuchung der Schizo-
phrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium 2014 vielmehr Hin-
weise auf das Gen DRD2, bei Ripke et al. 2011 gab es starke Assoziationssignale im
Gen MIR137.

Trotzdem besteht aufgrund der bisherigen Ergebnisse Grund zur Annahme, dass
genetischen Variationen im DTNBP1-Gen zumindest eine Bedeutung bei der Entste-
hung von Schizophrenie beigemessen werden muss, obwohl eine spezifische Ver-
anderung bislang nicht identifiziert werden konnte.
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Tab. 1.3.1: Uberblick und Auswahl von Assoziationsstudien am DTNBP-1-Gen

(nach Riley et al. 2009, modifiziert und aktualisiert)

SNP 1 /2 |3 /4|56 |7 |89 10 11 12 (13 |14 | 15
Allel1(sel- ([T |A |[G|T|G|T|A|A]|A G G A G |T |G
tener)
Allel 2 A |G |A|C|T|C|G|G]|G A C G A |[C |A
(haufiger)
Population Studie
Irisch - - |- |- |T|A|A|G G C A - Straub 2002 et al.;
Van den Oord et
G|C|G|T|A|A|G |G - - - al.2003
Deutsch, -1 T|C G|G A Schwab et al. 2003
Israelisch, c|T|C G| G A
Ungarisch
Schwedisch G - Van den Bogaert et
T T|A G A al. 2003
Deutsch - - |- - -
Polnisch - - - - -
Chinesisch A G T Tang et al. 2003
A c|T G
UK T - - - - - Williams et al. 2004
UK I A C
Irisch T A C
Bulgarisch G - A Kirov et al. 2004
G A |A c
US-afroam. - -l - |- - |- Funke et al.2004
- kaukasisch - TG - Al -
- hispanisch - T|IG|T A |-
G I|G|T A|lG
Japanisch A G| T - G Numakawa et al.
G G 2004
Chinesisch - - - 1-1G]- A - Li et al. 2005
G| G
Schottisch - - S R R N T - -
ClA
Kanadisch - DeLuca et al. 2005
Australisch - - - - - |- - - - - Holliday et al.2006
Indisch - - |- |- - |- - - - -
Koreanisch - - |- - - Joo et al. 2006
Finnisch - - - |- - - Turunen et al. 2007
Italienisch - - S R R N T - - Tosato et al. 2007
ClA
UK - - - ]- - - - Datta et al. 2007
us - - - - - - - Duan* et al. 2007
Europaisch - - - - - -] - - - - Sanders et al. 2008
Australisch - - - |- - |- - - Peters et al. 2008
Bulgarisch - - - - - |- - - - - Betcheva* et al.
2009
Irisch, UK - - Dutt et al., 2009
Irisch T Al-1-|C]|- - A - Riley et al. 2009
A|lC|T|C|G
Deutsch - - |- - |- - - - Strohmeier et al.
2010
Australisch - - Voisey* et al. 2010

(Bei Assoziation eines Markers ist das jeweils assoziierte Allel in schwarzem GroBbuchstaben gezeigt.
An Haplotypen beteiligte Marker, die Assoziation mit Schizophrenie gezeigt haben, sind kursiv und unterstrichen dargestellt.
Strich (-) bedeutet SNP: wurde genotypisiert, es ergab sich keine signifikante Assoziation mit Schizophrenie.

SNP1 bis 15 liegen auf dem DTNBP1-Gen in 5’-3’-Richtung, wobei SNP=rs2619538, SNP2=rs909706, SNP3=rs1474605,
SNP4=rs1018381, SNP5=rs2619522, SNP6=rs760761, SNP7=rs2005976, SNP8=rs2619528, SNP9=rs1011313,

SNP10=rs3213207, SNP11=rs2619539, SNP12=rs742105, SNP13=rs2056943, SNP14=rs742106, SNP15=1047631.
Mit Unterstreichung gekennzeichnet sind die in dieser Arbeit untersuchten SNPs.
* : Duan et al., Betcheva et al. sowie Voisey et al. fanden Assoziationen, aber nicht bei Markern SNP1-15)
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1.4 Fragestellung

Eine genetische Komponente bei der Pathogenese der Schizophrenie gilt als unbe-
stritten. Aufgrund von morphologischen und molekularbiologischen Untersuchungen
sowie genetischer Kopplungs- und Assoziationsstudien hat sich das DTNBP1-Gen
als eines der Suszibilitdtsgene fir Schizophrenie herausgestellt. Die initialen Asso-
ziationsbefunde von Straub et al. 2002 und Van den Oord et al. 2003, die mehrere
genetische Marker auf dem DTNBP1-Gen als mit Schizophrenie assoziiert zeigen
konnten, wurden in einer Vielzahl von Folgestudien zu replizieren versucht. Die dabei
bislang erzielten Ergebnisse sind jedoch sehr inkonsistent, was mit unterschiedlichen
StichprobengréBen, Ethnien, Einschlusskriterien fur Patienten- und Kontrollgruppen,
aber auch mit der Heterogenitat der Erkrankung zusammenhangen kénnte.

Ziel dieser Arbeit war es, einen mdglichen Zusammenhang zwischen bereits in ande-
ren Studien untersuchten Einzelbasen-Polymorphismen und Schizophrenie an einem
kaukasischen Kollektiv zu untersuchen. Dabei wurde versucht an einem umfangrei-
chen, sehr restriktiv ausgewahlten Patientenkolletiv, bereits erzielte Assoziationshin-
weise dieser SNPs zu replizieren. Dazu wurden in einer Fall-Kontroll-Studie insge-
samt sechs SNPs genotypisiert und die Allel- und Genotypfrequenzen bei schizo-
phrenen Patienten mit denen gesunder Kontrollen verglichen und auch die Auswir-
kungen von Dominanz oder Rezessivitdt des jeweils selteneren Allels auf Assozia-
tionshinweise untersucht. Um die Vermutung zu Uberprifen, dass die Assoziations-
signale positiv mit der familidren Belastung korrelieren, wurden die Ergebnisse auch
im Hinblick auf Unterschiede in der Familienanamnese bei der Patientengruppe ana-

lysiert.
Insgesamt soll diese Arbeit dazu beitragen, die Bedeutung von Variationen im

DTNBP1-Gen zu zeigen und helfen, deren Einfluss bei der Entstehung von Schizo-

phrenie weiter aufzuklaren.
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2 Material und Methoden

2.1 Studienvoraussetzungen

Das Studiendesign wurde vor Durchflihrung von der lokalen Ethikkommission Uber-
pruft und genehmigt. Alle Teilnehmer wurden umfassend Uber die Ziele der Studie
sowie den genauen Ablauf von Befragungen, Blutentnahmen und Untersuchungen
informiert. Dabei unterlagen alle Daten in ihrer weiteren Verwendung strengster Ver-
traulichkeit und wurden fir die Studie anonymisiert. Auch dartiber wurden alle Teil-
nehmer vor Beginn der Studie aufgeklart. Die Teilnahme an der Studie war freiwillig.
Alle Probanden gaben dazu vor Beginn schriftlich ihr Einverstandnis.

2.2 Studienpopulation
2.2.1 Kontrollgruppe

Die Stichprobe bestand aus 1290 Probanden deutscher Abstammung aus der allge-
meinen Bevdlkerung Minchens. Dabei handelte es sich um 586 Manner und 704
Frauen, dementsprechend betrug die prozentuale Verteilung zwischen mannlichen
und weiblichen Teilnehmern 45,4% zu 54,6%. Der Altersdurchschnitt betrug rund 46
Jahre (s. Tab. 2.1, S. 52). 577 Probanden (45%) verfugten Uber einen hohen Bil-
dungsstand und hatten mindestens Abitur, 424 Probanden (33%) hatten mittlere Rei-
fe und 289 Personen (22%) Hauptschulabschluss (s. Tab. 2.2, S.52).

Lediglich nicht verwandte, gesunde Personen wurden in die Kontrollgruppe aufge-
nommen. Dabei erfolgte die Rekrutierung der Teilnehmer in mehreren Schritten. Die
zuvor zuféllig ausgewéahlten Kandidaten wurden angeschrieben und Uber die Studie
informiert. Nach einer positiven Rickantwort wurden die potentiellen Teilnehmer tele-
fonisch nach psychiatrischen und hirnorganischen Erkrankungen befragt, auch be-
zlglich ihrer Verwandten ersten Grades. Dabei wurde explizit nach depressiven oder
manischen Episoden, Phasen mit groBer Angst, Essstérungen, Alkohol- oder Dro-
genkonsum, Suizidversuchen, Féllen von Selbsttétung bei Verwandten und nach der
Abstammung gefragt. Nur bei Abwesenheit von Vorerkrankungen sowohl bei der
Kontrollperson selbst als auch deren Verwandten erfolgte die Einladung zu einem
persénlichen, umfassenden Interview der potentiellen Kontrollteilnehmer.

Die Kandidaten wurden dann mittels des Strukturierten Klinischen Interviews (SKID:

Wittchen et al. 1997) befragt. Das SKID dient der Erfassung und Diagnostik ausge-
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wahlter psychischer Stdérungen, wie sie im DSM-IV der American Psychiatric
Association in seiner vierten Revision von 1994 definiert werden (DSM-IV dt.: Witt-
chen et al. 1996). Dabei kamen sowohl das SKID-I als auch das SKID-Il zur Anwen-
dung. Das SKID-I dient der Diagnose von Achse-I-Stérungen (Psychopathologie) wie
sie im DSM-IV definiert werden. Darunter fallen affektive Stérungen, psychotische
Stérungen, Stérungen durch psychotrope Substanzen, Angststérungen, somatofor-
me Stérungen, Essstérungen und Anpassungsstérungen. Gleichzeitig werden im
SKID-I Kodierungsmdglichkeiten fiir die Beurteilung von Achse Il (kérperliche St6-
rungen) und Achse V (Psychosoziales Funktionsniveau) angeboten. Alle Diagnosen
werden im Langs- und Querschnitt sowie mit Zusatzinformationen tber Beginn und
Verlauf erhoben. Das SKID-II dient der Diagnostik der im DSM-IV aufgefiihrten Ach-
se-1I-Stérungen, den Persdnlichkeitsstérungen. Dabei handelt es sich um ein zwei-
stufiges Verfahren. Mit Hilfe eines Fragebogens werden die Kriterien fir die zwdlf im
DSM-IV erfassten Persénlichkeitsstérungen abgefragt. Im nachfolgenden Interview
missen dann nur noch diejenigen Fragen gestellt werden, die zuvor im Fragebogen
mit ,ja“ beantwortet wurden. Durch dieses zweistufige Verfahren wird eine ver-
gleichsweise geringe Durchfiihrungszeit fir das Interview erreicht.

Psychiatrische Diagnosen unter Verwandten ersten Grades wurden mit dem Family
History Assessment Module (Rice et al. 1995) eruiert. Ein Studieneinschluss erfolgte
nur bei negativer psychiatrischer Familienanamnese sowie bei Abwesenheit somati-

scher Krankheiten und von Stérungen der Achse I/11 (lifetime).

2.2.2 Patientengruppe

Die Patientengruppe bestand aus 503 schizophrenen Personen kaukasischer Ab-
stammung mit einem Altersdurchschnitt von 37,7 Jahren. 329 Patienten (65,4%) wa-
ren mannlichen Geschlechts und 174 Patienten (34,6%) weiblichen Geschlechts (s.
Tab. 2.1, S. 52).

Unterschieden nach dem Bildungsstand hatten 216 Patienten (43%) die Hauptschule
besucht, 131 Patienten (26%) hatten mittlere Reife und 156 Patienten (31%) hatten
mindestens Abitur (s.Tab. 2.2, S. 52).

Differenziert nach den Ergebnissen der Familienanamnese zeigte sich, dass 368 Pa-
tienten einen Angehdrigen mit einer psychiatrischen Erkrankung in der Familie hat-
ten, 146 Patienten einen Angehdérigen mit Schizophrenie (ab Angehériger 2.Grades)
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und 96 Patienten einen schizophrenen Angehérigen 1.Grades. Einen genauen Uber-
blick Uber Geschlechts-, Alters- und Bildungsgradverteilung zeigen die Tabellen 2.1
und 2.2 (S. 52).

Der Einschluss der Probanden in die Patientengruppe wurde im Rahmen dieser sehr
spezifischen Studie auBerst restriktiv gehandhabt. Es wurden lediglich Patienten ein-
geschlossen, die nach den Kriterien des DSM-1V eindeutig als an Schizophrenie vom
paranoiden, desorganisierten, katatonen, undifferenzierten oder residualen Typus
erkrankt diagnostiziert werden konnten. Um das Vorliegen einer Schizophrenie nach
den Richtlinien des DSM-IV zu diagnostizieren, war dabei das Vorhandensein von
mindestens zwei der folgenden finf Merkmale gefordert:

Wahn, Halluzinationen, desorganisierte Sprechweise (wie haufiges Entgleisen oder
Zerfahrenheit), grob desorganisiertes oder katatones Verhalten, Negativsymptomatik
(wie flacher Affekt, Alogie, Antriebshemmung).

Bei Vorliegen von bizarren Wahnvorstellungen oder wenn Halluzinationen aus kom-
mentierenden oder dialogisierenden Stimmen bestehen, fordert das DSM-IV lediglich
das Vorhandensein eines der oben genannten Kriterien. Als zeitliches Kriterium fir
das Vorliegen einer Schizophrenie gibt das DSM-IV eine minimale Dauer von sechs
Monaten an. Darin sind auch Perioden mit prodromalen oder residualen Symptomen
eingeschlossen, die durch ausschlieBlich negative Symptomatik gekennzeichnet sein
kénnen. Allerdings muss mindestens ein Monat lang ein florides Stadium der Erkran-
kung mit den oben genannten Akut-Kriterien bestanden haben. Ein klinisch bedeut-
sames Leiden mit zumindest zeitweise deutlichem Absinken des Funktionsniveaus
im sozialen- oder Arbeitsbereich wird verlangt.

Um den Einschlusskriterien dieser Studie gerecht zu werden, war eine sorgfaltige
Anamnese notwendig. Zundchst wurde in einer standardisierten Erhebung unter an-
derem die Lebensgeschichte, eventuelle Geburtskomplikationen, der schulische und
berufliche Werdegang, der Krankheitsverlauf, Drogenkonsum, Medikation, stationare
Aufenthalte in psychiatrischen Kliniken, Suizidversuche, die familidre und soziale Si-
tuation sowie die ethnische Abstammung eruiert und eine Familienanamnese durch-
gefthrt. Dabei wurden die Patienten auch nach Angehdrigen mit psychiatrischen Er-
krankungen und hier speziell auch Schizophrenie gefragt. Wurde die Frage nach ei-
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nem schizophrenen Angehdérigen bejaht, wurde noch einmal speziell nach Angehdri-
gen 1.Grades unterschieden.

Patienten mit hirnorganischen Stérungen wie Demenz, Epilepsie, Morbus Parkinson
oder auch somatische Erkrankungen mit z.B. Stérungen des Hormon-, Elektrolyt-
und FlUssigkeitshaushaltes, wurden von der Studie ausgeschlossen ebenso Patien-
ten mit florider Hepatitis B und C, HIV-Positivitdt oder anamnestischem Verdacht fir
intravendsen Heroinkonsum (/ifetime-Abhangigkeit).

Um differentialdiagnostisch Patienten mit der Diagnose Schizophrenie von denen mit
einer schizoaffektiven Stérung, einer affektiven Stérung mit psychotischen Merkma-
len, einer schizophreniformen Stdrung, einer nur kurzen oder nicht ndher zu be-
zeichnenden psychotischen und rein wahnhaften Stérung oder einer schizotypischen
Persdnlichkeitsstérung abzugrenzen, die ebenfalls nicht in die Patientengruppe auf-
genommen werden sollten, kam auch hier das Strukturierte Klinische Interview |
(SKID-l) zur Erfassung der Achse-I-Stérungen zur Anwendung. Je nach vorherr-
schendem klinischen Bild und Symptomatik konnten die Patienten dem jeweiligen
phanomenologischen Subtypen (desorientiert, kataton, paranoid, residual, undiffe-
renziert) zugeordnet werden.

Bei der Beurteilung des Schweregrades waren der aktuelle Zustand des Patienten
sowie die Auspragung der in der Krankengeschichte jeweils schwersten Episode
entscheidend. Beim Krankheitsverlauf wurden eventuelle Prodromalphasen, Alter bei
Erstmanifestation, Verlaufsmuster (episodisch, kontinuierlich, unspezifisch) und der
Remissionsgrad erfasst. Bei chronischem Verlauf wurde die Art der Symptomatik,
wie z.B. das Vorhandensein einer deutlichen Negativsymptomatik dokumentiert. Des
Weiteren wurden mithilfe des SKID eventuelle Komorbiditaten, unter anderem Sub-
stanzabusus oder Angststérungen, eruiert. Mit dem SKID Il wurden Stérungen der
Persoénlichkeit erfasst. Die Differenzierung erfolgte in selbstunsichere, dependente,
zwanghafte, negativistische, depressive, paranoide, schizotypische, schizoide, histri-
onische, narzisstische, Borderline und antisoziale Persdnlichkeitsstérungen. Mit der
PANSS (Positive and Negative Syndrome Scale for Schizophrenia) (Kay et al. 1987)
wurden die Positiv- und Negativsymptome sowie allgemeine psychopathologische
Symptome in sieben Graduierungen bewertet.
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Tab. 2.1: Alters- und Geschlechtsverteilung Patienten und Kontrollgruppe

Patienten Kontrollen
insgesamt | mit psychisch | mit Angehori- | mit Angehérigen
kranken An- | gen mit Schi- | {.Grades mit Schi-
gehdrigen zophrenie zophrenie
Alter
in Jahren (SD) 37,7 (11,4) | 38,0 (11,2) 38,4 (11,4) 40,6 (11,5) 46,2 (15,6)
Geschlecht (%)
mannlich: 329 (65,4) | 236 (64,1) 90 (61,6) 58 (60,4) 586 (45,4)
weiblich: 174 (34,6) | 132 (35,9) 56 (38,4) 38 (39,6) 704 (54,6)
SD=Standardabweichung vom Mittelwert
Tab. 2.2: Bildungsstand Patienten und Kontrollgruppe
Bildungs- Patienten Kontrollen
Stand (%)
insgesamt | mit psychisch | mit Angehdérigen mit Angehérigen
kranken An- mit Schizophrenie | 1.Grades mit Schi-
gehdrigen zophrenie
niedrig 216 (43) | 156 (42,4) 66 (45,2) 47 (49) 289 (22,4)
mittel 131 (26) 86 (23,4) 32 (21,9) 17 (17,7) 424 (32,9)
hoch 156 (31) | 126 (34,2) 48 (32,9) 32 (33,3) 577 (44,7)
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2.3 DNA-Extraktion

Um die DTNBP1-Genotypen der Studienteilnehmer zu ermitteln, wurde hochreine
genomische DNA benétigt. Die Isolierung dieser genomischen DNA aus dem vend-
sen Blut der Probanden erfolgte unter Verwendung eines handelsiblichen Kits der
Firma Qiagen (QlAamp® DNA Blood Maxi Kit, Qiagen, Hilden, Germany, 2005) ge-
maf der vorgegeben Anleitung (Abb. 2.3.1).

Das von den Studienteilnehmern mittels EDTA-Monovetten vends abgenommene
Blut wurde noch am gleichen Tag zu Anonymisierungszwecken kodiert und dann bei
4000 Umdrehungen pro Minute (rpm) 15 Minuten lang bei Raumtemperatur zentrifu-
giert. AnschlieBend wurde das Plasma abpipettiert und der verbleibende Blutkuchen
bei minus 20°C eingefroren.

“ﬁ:ﬁ{*gﬁ P‘E‘L’%{#%‘Lﬁv

J
Blutprobe Lyse mit Zugabe von  Inkubieren Adsorption der Reinigung Elution der
Proteinase Ethanol im DNA an die der DNA DNA von der
und AL-Puffer Wasserbad Membran Membran

Abb. 2.3.1 : DNA-Extraktion gemaB Anleitung des QlAamp DNA Blood Midi/Maxi Kit Handbook
(Qiagen, 2005)
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Tab. 2.3.1: Ubersicht zu Materialien zur DNA-Extraktion

Material

Hersteller

Verbrauchsmaterialien

50ml Zentrifugenrdhre

Sarstedt, Nirnbrecht

Collection Tubes

Qiagen, Hilden

EDTA Monovette

Sarstedt, Nirnbrecht

Eppendorf Research Pipette
(100-1000 pl; 10-100ul; 1-10pl)

Eppendorf, Hamburg

Micro Schraubréhre, 2.0 ml

Sarstedt, Nirnbrecht

QlAamp Maxi Spin Réhrchen

Qiagen, Hilden

Reagenzien und Puffer

10x PBS-Puffer bestehend aus:
80g NaCl

2g KClI

14,49 Na,HPO,

2,49 KH,PO,

Ad 11 mit Aqua dest.

Mit NaOH auf pH 7,4

Eigene Herstellung

1x PBS-Puffer bestehend aus:
100ml 10xPBS-Puffer
900mI Aqua dest.

Eigene Herstellung

Ethanol Rotipuran >99,8 %

Carl Roth, Karlsruhe

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat
(Titrierkomplexlll)

Carl Roth, Karlsruhe

Kaliumchlorid (KCI)

Carl Roth, Karlsruhe

Kaliumhydrogenphosphat (KH,PQOy,)

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumhydroxid (NaOH)

Carl Roth, Karlsruhe

Puffer AE Qiagen, Hilden
Puffer AL Qiagen, Hilden
Puffer AW1 Qiagen, Hilden
Puffer AW2 Qiagen, Hilden
Qiagen Protease Qiagen, Hilden

Geréate

Vortex Genie

Scientific Industries, New York,
USA

Rotixa RP Standardzentrifuge

Hettich, Tuttlingen

WB Wasserbad

Memmert, Schwabhausen
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Um die DNA zu extrahieren wurde nach dem Protokoll des Quiagen DNA Blood Maxi
Kits (Quiagen 2002) verfahren. Dabei wurde der tiefgefrorene Blutkuchen zunachst
bei Raumtemperatur aufgetaut und mit dem gleichen Volumen an einfach PBS-Puffer
versetzt, um die Zellen zu resuspensieren. Nun wurden jeweils 10ml Blutlésung zur
Zelllyse und Freisetzung der Nukleinsduren mit 12ml Qiagen Puffer AL und 500ul
Qiagen Protease versetzt. Die Qiagen Protease verdaut Proteine, die spater die Po-
lymerasekettenreaktion (PCR) behindern kénnen, insbesondere Hamoglobin, Nukle-
asen und Histone. Der Guanidin-HCL-haltige Lysepuffer Qiagen Puffer AL sorgt ge-
meinsam mit der Qiagen Protease fir die Zelllyse. Dabei degradiert das chaotrope
Salz auf Guanidium-Basis die Zellmembranen und denaturiert die Proteine (Griel3 et
al. 2002). Die Qiagen Protease hydrolysiert enzymatisch Peptidbindungen. Zur Ge-
wahrleistung einer vollstandigen Zelllyse wurde diese Lésung anschlieBend zwei Mi-
nuten lang auf dem Vortexer durchgemischt und dann im Wasserbad bei 70°C unter
gleichzeitigem Schitteln 10 Minuten lang inkubiert.

Nun folgte die Entfernung der Hydrathllle der DNA. Die ist notwenig fUr die spatere
Adsorption der DNA auf der Silikagel-Saule. Dazu wurden der Probe 10ml Ethanol
96-100% zugegeben und diese anschlieBend zwei Minuten lang auf dem Vortexer
gemischt. Danach wurde die Lésung auf die Silikamembran aufgetragen und drei
Minuten lang bei 3000 Umdrehungen pro Minute (rpm) zentrifugiert (Quiagen 2002).
Dabei sorgten Salzgehalt und pH-Wert dafir, dass RNA und Nukleinsdure-bindende
Proteine, welche die PCR spater stéren kénnten, ungebunden blieben und die DNA
selektiv auf das Saulenmaterial ausgefallt werden konnte (Grie3 et al. 2002). In zwei
Waschschritten wurden nun stérende Proteine und RNA-Reste mit dem Puffer AW1
sowie verbleibende Guanidinsalze mit ethanolhaltigem, salzarmen Waschpuffer AW2
(Firma Quiagen, Hilden) entfernt. Die so gereinigte DNA wurde dann unter Zugabe
von 1ml eines Tris-haltigen Puffers AE (pH > 9,0) rehydratisiert und dann von der
Silikamembran eluiert. Dabei wurde zunéachst fur finf Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und schlieBlich zwei Minuten lang bei 5000rpm zentrifugiert. Da die DNA
nur in saurem Milieu an die Silikamembran bindet, 16st sie sich durch die Zugabe des
basischen Tris-Puffers wieder ab (Quiagen 2002). Die so gewonnene DNA wurde fir
die PCR verwendet.
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2.4 Bestimmung der DNA-Konzentration

Tab. 2.4.1: Ubersicht zu Materialien zur DNA-Konzentrationsbestimmung

Material

Hersteller

Verbrauchsmaterialien

96 Well Flat Bottom Plates

Greiner Bio-one, Frickenhausen

Selbstklebende Aluminiumfolie

Eppendorf, Hamburg

50ml konische PP — Rdhrchen

Sarstedt, Nirnbrecht

Reagenzien und Puffer

PicoGreen dsDNA quantitation reagent

Invitrogen, Karlsruhe

1x TE (pH 7,4), Tris Base, EDTA

Carl Roth, Karlsruhe

Human Genomic DNA 100ng/ul

Clontech, Mountain View, USA

Geréate

Tecan GENios Workstation 150

Applied Biosystems, Foster City, USA

Vortex Genie

Scientific Industries, New York, USA

Rotixa RP Standardzentrifuge

Hettich, Tuttlingen

Eppendorf Research Pipette

Eppendorf, Hamburg

(100-1000 pl; 10-100pl; 1-10pl)

Um die extrahierten DNA-Proben auf die anschlieBende Genotypisierung vorzuberei-
ten und die daran geknUpften Bedingungen bezlglich der Konzentration der Proben
zu erflllen, wurde die DNA-Konzentration jeder einzelnen Probe mittels PicoGreen-
Methode bestimmt. Bei dieser hochsensitiven Methode, bei der auch geringste Men-
gen an DNA quantifiziert werden kénnen, macht man sich die Eigenschaft des Fluo-
reszenzfarbstoffes PicoGreen zu Nutze, spezifisch nur an doppelstrangiger DNA zu
binden (Rengarajan et al. 2002).

Anhand einer Standardkurve aus genomischer DNA (gDNA) (Clontech, Mountain
View, USA) (100ng/ul; 50ng/ul; 25ng/ul; 12,5ng/ul;  6,25ng/pl;  3,125ng/pl;
1,5625ng/ul; Ong/pl (blind)) wurde auf die unbekannte Konzentration der DNA-
Proben geschlossen.
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Als erster Schritt zur Konzentrationsbestimmung wurden in die schwarzen 96 Well
Platten mit flachem Boden Duplikate von je 5ul der gDNA Standard Verdinnungsrei-

he sowie der zu messenden DNA-Proben jeweils in Duplikaten pipettiert.

Zur Herstellung des PicoGreen-Gemischs wurden die PicoGreen Reagenzien fir ca.
60 Minuten bei Raumtemperatur in einem lichtundurchldssigen Behalter aufgetaut
und anschlieBend in einer ebenfalls lichtundurchlassigen, mit Aluminiumfolie umhull-
ten, 50ml Zentrifugenréhre (Sarstedt) eine 200fache Verdinnung des Farbstoffs mit
1XTE hergestellt. Nun wurde die Lésung im Vortexer gemischt, anschlieBend jeweils
195ul der PicoGreen-Verdiinnung auf die vorgelegte DNA pipettiert und die Platte
sodann mit Aluminiumfolie zugeklebt.

Unmittelbar nach Zugabe des PicoGreen-Puffer-Gemischs wurde der Farbstoff mit
Licht in einer Wellenlange von 485nm angeregt, dann die Floureszenz mittels Tecan
GENios Mikrotiterplatten-Fluoreszenz-Leser (Tecan, Crailsheim) bei 540nm gemes-
sen und mit der Tecan GENios Workstation 150 (Software) (Applied Biosystems,
Foster City, USA) ausgewertet. Dabei war ziigiges Arbeiten wichtig, da es bereits
nach etwa 15min zu einem deutlichen Abfall der Emissionen kommt. AnschlieBend
folgte eine 8-Punkt-Kalibrierung der ermittelten Werte anhand der Standardkurve.
Dabei war bei der Uberpriifung der Qualitat ein Pearsonscher Korrelationskoeffizient
von r = 0,99 erwinscht, ein r = 0,98 wurde als akzeptabel eingestuft. Anhand der so
gemessenen Konzentrationen konnten mittels Zugabe der entsprechenden Menge
TE-Puffers die Proben auf die gewilinschte Konzentration von jeweils 50ng/ul einge-

stellt werden.

2.5 Genotypisierung

2.5.1 Beschreibung der untersuchten SNPs

In Anlehnung an die Ergebnisse bisheriger Assoziationsuntersuchungen im
DTNBP1-Gen wurden in dieser Arbeit folgende sechs SNPs genotypisiert:
rs1047631, rs2056943, rs3213207, rs1011313, rs2619522 und rs2619538 (Tab.2.5.1
S.59). Die Abstande zwischen Exons, Introns und den einzelnen Markern orientieren
sich an den physikalischen Abstanden der Transskriptvariante NM_032122 (OMIM
607145). Insgesamt sind die sechs Marker Uber das gesamte DTNBP1-Gen verteilt.
Die SNPs rs3213207, rs1011313 und rs2619522 befinden sich in den Introns eins
und vier, SNP rs1047631 in Intron 9. Ein SNP ist auBerhalb des Gens in der putati-
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ven Promotorregion des Gens im 5’-Genbereich lokalisiert (rs2619538) und ein SNP
(rs2056943) liegt im untranslatierenden Bereich des Exons 9 (NCBI 2014, UCSC

2009).
DTNBP1

Chromosom 6

(Minusstrang)
rs1011313 rs1047631

rs2619522
rs2619538
rs2056943
rs3213207

Ex1 Ex2 Ex3 Ex4 Ex5 Ex6 Ex7 Ex8 Ex9 Ex10

Abb. 2.5: Lage der in dieser Arbeit untersuchten Marker auf dem DTNBP-1-Gen

Die SNPs wurden mittels der Mass Array Assay Design 3.1.2.5 Software (Seque-
nom, San Diego, USA) zu MultiPLEXen zusammengestellt und dann das Primerde-
sign entworfen, bestehend aus einem Primer-Set je SNP von zwei PCR-Primern und
einem Extensionsprimer (s. Tab. 2.5.2, S. 59). Gleichzeitig ermittelte die Software die

optimale Plexzusammenstellung.
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Tab.2.5.1: Lokalisation und Funktion der untersuchten SNPs

SNP-ID Chromosom 6 Positi- | Allel Funktion
on
rs1047631 15523101 A/G Intron 9
rs2056943 15524563 A/G 3-UTR, Exon 9
rs3213207 15628102 AG Intron 4
rs1011313 15633432 G/A Intron 1
rs2619522 15653649 GIT 5 UTR
rs2619538 15665209 AT 5’-Genregion
Tab.2.5.2: Primersequenzen
SNP-ID/ Primer 1 Primer 2 Fragment- | Extensionsprimer
lange
5 *CAGTTTACCG 5 *GCCAGGTTGT gttaTCACACA
rs1047631 TCCTCACAC-3' TTTATAGAGG-3' 1220p GGCAATTA
5 *TCACCAAAGT 5 *CTGCAACAGT gatCATGTCAAAT
82096948 | TACCGGAGTG3' GGTGTGGTTC-3 94PP | CTTTGAGAAGAA
5" *TCTTTGAAGA 5"-*CTACCACTAA ccTCCTTTCG
rs3213207 | oTTeCTTTCG S CAACCAAAAAG-3’ 104bp TAAAGCCA
5 *CCAAGTTACT 5 *ATTCACAGGC TTGTTTTCAT-
101313 | GCACACAAGCS | TACAGAATGG 3 | '°2%P | GCCCACTAA
5 *GGCTCTTATG | 5-*GCAGAAGCAG CCATTGGTCAC-
rs2619522 | “roTacCTTTC-3 TGAGTGAGAG -3’ 100bp CTGG
5 #*TCACTGTTTT 5 *AGTGAGGTAA AGACAGAGCAGT
rs2619538 | CatTGCTGGG3 GTAGCACAAG -3° 1056p TTACATC

* = ACGTTGGATG (mass tags)

Die eigentliche Genotypisierung der DNA-Proben erfolgte mittels Massenspektromet-
rie nach dem MALDI-TOF System (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-
Of-Flight) (Karas und Hillenkamp 1988). Das Prinzip der Methode beruht darauf,
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dass Teilchen mit unterschiedlichen Massen, wenn sie gleichermaBen beschleunigt
werden, abhangig von ihrer Masse unterschiedliche Flugzeiten aufweisen. Die ge-
messenen Flugzeiten allelspezifischer Primerextensionsprodukte lassen dann Ruck-
schllisse auf die molekulare Masse des gemessenen Teilchens zu, so dass mit die-
sem Verfahren am Ende ein eindeutiger Schluss auf den Genotyp des untersuchten
SNPs gezogen werden kann.

Um fir jedes Allel ein massenspezifisches Produkt zu erzeugen, wurde das
iPLEX-Verfahren angewandt. Grundidee ist dabei das Prinzip der Einzelbasenver-
langerung, dass von Haff und Kollegen entwickelt worden war (Haff und Smirnov
1997). Beim iPLEX-Verfahren handelt es sich um eine MultiPLEX-PCR in der bis zu
36 SNPs gleichzeitig genotypisiert werden kénnen. Im ersten Schritt wird dabei der
zu untersuchende Bereich des Genoms mittels PCR amplifiziert. Im zweiten Schritt
wird flr jedes Allel im Sinne einer Einzelbasenverlangerung des jeweiligen SNPs ein

massenspezifisches Produkt erzeugt (Oeth et al. 2005).

60



Material und Methoden

2.5.2 iPLEX-Verfahren: initiale PCR

Tab. 2.5.3: Reagenzien, Materialien und Geréte fir die initiale PCR

Material Hersteller
Reagenzien und Puffer

Destilliertes, UV-sterilisiertes H,O

PCR Puffer mit MgCl, Qiagen, Hilden
MgCl, (25mM) Qiagen, Hilden

dNTP Mix, (25mM) ABgene, Hamburg

Primer Mix (jeweils 500nM) Qiagen, Hilden
Genomische DNA (jeweils 12.5ng)
Hotstar Taq (5U/ul) Qiagen, Hilden

Verbrauchsmaterialien

Dan Kilorix Colgate-Palmolive,
(2%ige Hypochlorid-Lésung)

Schraubréhre (15ml)

Hamburg
Sarstedt, Niirnbrecht

Easy Peel Heat Sealing Foll

ABgene, Hamburg

Eppendorf Research Pipetten

Eppendorf, Hamburg

e.T.l.P.S. Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg

Pipettierwanne fir Mehrkanalpipetten

Ratiolab, Dreieich

Mikrotestplatte 96K

Sarstedt, Nirnbrecht

Thermo Fast 384 Well Plate

Abgene, Hamburg

Geréate

PURELAB Ultra,

ELGA, Celle

Centrifuge 5810 R

Eppendorf, Hamburg

Heat Sealer ALPS-300

ABgene, Hamburg

MICROLAB MPH 96

Hamilton, Reno,USA

Gene Amp PCR System 9700

Applied Biosystems, Foster City, USA

Erster Schritt der Genotypisierung der sechs SNPs war die Amplifizierung der jewei-
ligen den SNP flankierenden genomischen Sequenz mittels PCR. Die Primer wurden
am 5’-Ende mit 10 Basen langen mass-tag-Sequenzen versehen, so dass die Basen

am 5’-Ende inkomplementér zur Zielfrequenz waren. Diese mass-tags sorgen vor
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allem daflrr, dass die Massen der Primer auBBerhalb des Massenfensters des Spekt-
rometers liegen und damit bei den spateren Messungen nicht ins Gewicht fallen (Se-
guenom 2005). Nach einer initialen Denaturierung bei 95°C fur 5min zur Auftrennung
der DNA in Einzelstrange, folgten 40 Zyklen bestehend aus drei Teilschritten: Im An-
nealing wurden die DNA-Proben fiir 30s auf 56°C herabgekuhlt, dabei lagern sich der
forward- und der reverse-Primer an die Einzelstrange an, die Oligonukleotid-Primer
hybridisieren mit den beiden Matrizenstrangen und dienen dann der DNA-
Polymerase im nachsten Schritt, der Elongation, als Startmolekile. Wahrend der
Elongation wird die Probe flr eine Minute auf 72°C erhitzt. Dabei flgt die Tag-DNA-
Polymerase bei inrem Temperaturoptimum die Nukleotide an die Primer an. Die PCR
schlie3t ab mit einer finalen Extension bei 72°C fur drei Minuten und anschlieBender
AbklUhlung auf 4°C (Sequenom 2005). Die initiale PCR wurde in 384er-
Mikrotiterplatten (Abgene, Hamburg) durchgefihrt. Bei allen folgenden Reaktionen
wurde nur H>O verwendet, welches zuvor in einer PURELAB Ultra Wasseraufberei-
tungsanlage (ELGA, Celle) mittels Destillation und UV-Sterilisation deionisiert und
gereinigt worden war. In einer 15ml Schraubréhre (Sarstedt, Nirnbrecht) wurde zu-
nachst ein Master-Mix flr die insgesamt 384 folgenden Reaktionen erstellt. Umge-
rechnet auf jede einzelne Reaktion wurden jeweils 1,85ul H2O, 0,625ul PCR Puffer,
0,325ul MgCl, (25nM) (Qiagen, Hilden), 0,1ul dNTP (25nM) (Abgene, Hamburg), 1ul
Primer Mix (je 500 nM) (Qiagen, Hilden) zusammengegeben, gevortext und schliel3-
lich abzentrifugiert. Nach Zugabe von 0,1ul Hotstar Taq (5U/ul) wurde der Cocktail
vorsichtig durch Umschwenken vermischt. Der Master-Mix wurde mittels Pipettier-
wanne und Mehrkanalpipette auf eine 96 Well Mikrotestplatte aliquotiert und an-
schlieBend wurden mittels Pipettierroboter in vier Pipettierschritten jeweils 3ul Mas-
ter-Mix pro Well in die 384 Well Mikrotiterplatten transferiert. Als nachstes folgte die
Zugabe der DNA. Dabei wurden in ebenfalls vier Pipettierschritten aus den 96 Well
Platten jeweils 2,5ul DNA (12,5nQg) in jedes Well der mit dem Master-Mix gefillten
384 Well Platte Uberflhrt. Hierbei erfolgte zwischen jedem der vier Pipettiervorgange
eine Reinigung der Pipettenspitzen mit 2%iger Hypochlorid-Lésung. Nach Zugeben
der DNA wurde die 384 Well Platte verschwei3t und die MultiPLEX-PCR im Ther-
mocycler prozessiert. Bei der anschlieBenden Dephosphorylierung wurden dann die
Uberschiissigen Nukleotide, die bei der PCR nicht eingebaut worden waren, inakti-

viert.
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2.5.3 iPLEX-Verfahren: Dephosphorylierung

Tab. 2.5.4: Bestandteile des SAP-Mix zur Dephosphorylierung

Reagenz Volumen Hersteller
Destilliertes, UV-sterilisiertes H,O 1.53pl
SAP Puffer 10x 0.17ul Sequenom, San Diego, USA
SAP Enzym (1U/pl) 0.30ul Sequenom, San Diego, USA

Die Entfernung der Uberschissigen Nukleotide ist notwendig, da die aktiven Nukleo-
tide die iPLEX-Reaktion stéren und damit die spateren Messwerte verfalschen kénn-
ten. Dazu wurde ein Mix bestehend aus 0,30yl SAP Enzym (SAP=Shrimp alkaline
phosphatase, Sequenom, San Diego) (1U/ul), 10x 0,17ul SAP Puffer, und 1,53ul H.O
verwendet (Tab. 2.5.4). Nach Zugabe von je 2ul SAP Mix wurden die Proben ge-
mischt, abzentrifugiert und in einem Thermocycler fir 40 Minuten bei 37°C inkubiert.
Dann folgte die Inaktivierung der SAP bei 85°C fur 10 Minuten und im n&chsten

Schritt die Primer-Extensionsreaktion.

2.5.4 iPLEX-Verfahren: Primer-Extensionsreaktion
Tab. 2.5.5: Reagenzien, Materialien und Geréte fiir die MultiPLEX Extend-Reaktion

Materialien Hersteller

Reagenzien und Puffer

Destilliertes, UV-sterilisiertes H,O
iPLEX Puffer 10x

iPLEX Termination Mix

Primer Mix (7uM:14 pM)

iPLEX Enzyme
Verbrauchsmaterialien

Sequenom, San Diego, USA

Sequenom, San Diego, USA

Sequenom, San Diego, USA

Sequenom, San Diego, USA

Easy Peel Heat Sealing Foll

ABgene, Hamburg

Eppenforf Research Pipetten

Eppendorf, Hamburg

e.T.I.P.S. Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg

Pipettierwanne flr Mehrkanalpipetten

Ratiolab, Dreieich

Mikrotestplatte 96 K

Sarstedt, Nirnbrecht

Thermo Fast 384 Well Plate

Abgene, Hamburg

Gerate

PURELAB Ultra

ELGA, Celle

Centrifuge 5810 R

Eppendorf, Hamburg

Heat Sealer ALPS-300

ABgene, Hamburg

Multimek Pipettierroboter

Beckmann, Fullerton, USA
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Bei der Primer-Extensionsreaktion handelt es sich um eine Einzelbasenverlangerung
des zu untersuchenden SNPs, bei der flr jedes Allel ein massenspezifisches Produkt
entsteht. Der dazu nétige Extensionsprimer bindet unmittelbar vor dem zu untersu-
chenden SNP an die Produkte der initialen PCR. Die Extensionsreaktion wird mit vier
Didesoxynukleotiden durchgefihrt, die nach dem Einbau nicht mehr verlangert wer-
den kénnen, wodurch an jeden Extensionsprimer je nach Allel genau eine einzige
spezifische Base anknlpft. Das Ergebnis sind DNA-Produkte mit einer allelspezifi-

schen Masse.

Zur Vorbereitung der Primerextensionsreaktion wurde ein Master-Mix flr die 384 an-
gesetzten Reaktionen erstellt, bestehend aus 0,755ul H>O, 0,2ul iPLEX Puffer, 0,2ul
IPLEX Termination Mix und 0,804ul Primer Mix (7uM-14uM) pro Einzelreaktion. Der
Mix wurde gevortext und dann 0,041ul iPLEX Enzyme dazu gegeben. Mittels Pipet-
tierwanne wurden der iPLEX-Cocktail zunachst auf eine 96 Well Platte pipettiert und
dann in vier Pipettierschritten mit dem Multimek Pipettierroboter jeweils 3ul pro Well
in die 384 Well Platte mit dem dephosphorylierten PCR-Produkt Gberfihrt. Danach
wurde die Platte versiegelt und die Multi-Plex-Extensionsreaktion im Thermocycler in

folgenden Zyklen prozessiert:

1. Initiale Denaturierung: 30 Sekunden bei 94°C

2. 94°C fur 5 Sekunden

3. 52°C fur 5 Sekunden . je 40 Mal
) } je 5 Mal

4. 80°C firr 5 Sekunden

5. 72°C fir 3 Minuten

6. 4°C unbegrenzt
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2.5.5 Maldi-TOF-Verfahren

Tab. 2.5.6: Verbrauchsmaterialien, Geréte, Software fiir das MALDI-TOF-Verfahren

Materialien

Hersteller

Destilliertes, UV-sterilisiertes H,O

Clean Resin

Sequenom, San Diego, USA

Dimple Plate

Sequenom, San Diego, USA

PURELAB Ultra

ELGA, Celle

Centrifuge 5810 R

Eppendorf, Hamburg

3 Point Calibrand

Sequenom, San Diego, USA

AssayEditor 3.4.0.7

Sequenom, San Diego, USA

FLEXControl

Bruker Daltonics, Bremen

Mass ARRAY POINT Nanodispenser

Sequenom, San Diego, USA

MNL 200 Stickstofflaser

LTB Laser Technik

Massenspektrometer Autoflex

Bruker Daltonics, Bremen

Nitrogen Generator

Parker Balston, Haverwill, USA

PlateEditor 3.4.0.48

Sequenom, San Diego, USA

RT Workstation 3.4, Chiplinker

Sequenom, San Diego, USA

SpectroAquire 3.3.1.3

Sequenom, San Diego, USA

SpectroCHIPs

Sequenom, San Diego, USA

SpectroTARGET

Sequenom, San Diego, USA

TyperAnalyzer 3.4.0.18

Sequenom, San Diego, USA

2.5.5.1 Vorbereitung der Proben

Um die Extensionsprodukte via MALDI-TOF Massenspekirometrie zu messen, muss-
ten die Extensionsprodukie zundchst entsalzt werden. Positiv geladene Kationen
(Natrium- und Kaliumionen), die sich an das Phosphatriickgrat der DNA anlagern
und die anschlieBende MALDI-TOF-Messung stéren wirden, wurden durch ebenfalls
positiv geladene Ammoniumionen ersetzt. Das wurde mit dem lonenaustauschharz
Clean Resin, einem effektiven lonenaustauscher erreicht, der u.a. Alkaliionen durch
Ammoniumionen ersetzt. Dazu wurde in jedes Well der 9ul Reaktionen mit Hilfe einer
dimple plate 6mg Clean Resin aufgebracht und zusatzlich 25yl steriles, destilliertes

H.O zugegeben. Nach Verschluss der Platte wurde diese fir 10 Minuten rotiert, um
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eine homogene Verteilung des Harzes zu erreichen. AnschlieBend wurde die Platte
bei 4000rpm fur funf Minuten abzentrifugiert. Dabei setzte sich das Harz am Boden
der Wells ab, wodurch eine Beeinflussung der nachfolgenden Messung der Extensi-
onsprodukte ausgeschlossen ist. Auch nach dem Austausch der Alkali- und Erdalka-
lionen durch Ammoniumionen, liegen DNA und Primer als Polyanionen vor. Als

nachster Schritt folgte die Messung der Extensionsprodukte.

2.5.5.2 Maldi-TOF-Messung

Zunachst muss der Analyt auf einem geeigneten Probentrager mit der Matrix verei-
nigt werden. Dazu wird das Analytengemisch mit dem Nanodispenser auf den mit
Matrix praparierten Chip aufgetragen. Die Oberflache der Chips besteht aus Silizium.
Auf dieser ist punktférmig mit der organischen Saure 3-Hydroxypicolinsaure (3-HPA)
die 384er Matrix aufgetragen. Dabei erfolgt eine Kokristallisation von Matrix und Ana-
lyt, eine notwendige Voraussetzung fur die MALDI-Massenspektrometrie (Karas et al.
1988). Denn Uber die elektronische Anregung der Elektronensysteme der Matrixmo-
leklle via Laserimpuls kann die zur lonisation der Matrixmolekile notwendige Ener-
gie eingekoppelt werden, die die Voraussetzung fir die spatere lonisation der Ana-
lytmoleklle darstellt (Ehring et al. 1996). Zur Kontrolle der anschlieBenden Messung
im Sinne einer Kalibrierung des Analysesystems werden auf die 384er Matrix zusatz-
lich Kalibranden (3-Punkt-Kalibrand) aufgebracht, die aus einer Mischung von Oligo-
nukleotiden bekannter Masse bestehen. Anhand dieser drei Massen wird das Mas-

senspektrometer kalibriert.

Uber eine Vakuumschleuse werden die vorbereiteten Chips auf Probentrigern (Spet-
ro Target) in das Hochvakuumsystem des Massenspektrometers (ca. 10 mbar bis
10®mbar) eingebracht. Dort erfolgt tber eine Optik ein intensiver kurzer Laserpuls
von wenigen Nanosekunden Dauer (No-Laser: A=337nm, t=3-5ns). Durch den Laser-
beschuss werden zunéchst die Matrix-Molekile und als Folge auch die Analytmole-
kile ionisiert, die dann in die Gasphase freigesetzt werden. Dabei bewirken die pho-
toionisierten Matrixmolekile durch den Prozess des Protonentransfers eine hohe
Ausbeute an elektrisch geladenen Analytmolekilen (Scott et al. 1995). Als Folge der
Laserdesorption und lonisation im Rahmen des MALDI-Prozesses liegen am Ende
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einfach geladene Analytmolekil-lonen vor, die in die Gasphase des Hochvaku-
umsystems Ubertreten. Diese lonen werden anschlieBend in einem elektrostatischen
Feld beschleunigt und Uber eine feldfreie Driftstrecke (Flugrohr), in dem sie abhangig
vom Masse-/Ladungsverhaltnis (m/z) aufgetrennt werden, auf den Detektor gelenkt.
Gemessen wird die Zeit zwischen Laserbeschuss und Auftreffen auf den Detektor.
Dabei bewegen sich lonen mit hohen m/z-Werten langsamer durch das Flugrohr und
treffen somit auch spater am Detektor auf als lonen mit niedrigeren m/z-Werten. Da
die in der Extensionsreaktion erzeugten DNA-Fragmente je nach angehangter Nuk-
leobase (Adenin (A), Thymin (T), Cytosin (C) und Guanin (G)) eine unterschiedliche
ganz spezifische Masse haben, kénnen sie anhand ihrer jeweiligen Flugdauer mittels
der TYPER Analyzer 3.3.0 Software einem ganz spezifischen Genotyp zugeordnet

werden.

2.6 Statistische Auswertung

Bei der statistischen Auswertung wurde fur die Berechnungen zu Allel- und Geno-
typverteilungen der sechs oben beschriebenen genetischen Marker die Statistiksoft-
ware Statistical Package for Social Sciences (SPSS 14.0; Inc. Chicago, 2007) ver-

wendet.

Im Mittelpunkt standen die Unterschiede in der Allel- und Genotypverteilung zwi-
schen Patienten und Kontrollen im Rahmen der durchgefiihrten Assoziationsstudie.

Ziel war es, einen moglichen Zusammenhang zwischen den genetischen Polymor-
phismen und einer Erkrankung an Schizophrenie zu untersuchen und mittels statisti-

scher Verfahren das Signifikanzniveau einer méglichen Assoziation zu berechnen.

Die Validitat der Ergebnisse wurden dabei mittels des Hardy-Weinberg-
Gleichgewichs (HWE) getestet, das Auskunft dartiber gibt, ob die erwarteten Geno-
typfrequenzen eingehalten werden. Das HWE ist ein Begriff aus der Populationsge-
netik. Zugrunde gelegt wird diesem mathematischen Modell eine ideale Population,
in der sich weder die Haufigkeiten der Allele, noch die der Genotypen verandern, da
sich diese in einem modellierten Gleichgewicht befinden. Das HWE wurde jeweils mit

dem Fisher’'s Exact Test Uberpruft. Als Grenzwerte fur die Erflllung des HWE wurde
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ein p-Wert von 20,05 festgelegt, der in diesem Fall daflr spricht, dass es keine signi-
fikante Abweichung der berechneten Genotypverteilungen vom erwarteten Hardy-

Weinberg-Gleichgewicht gibt.

Mégliche Assoziationen mit Schizophrenie der einzelnen SNPs, die die Qualitatskri-
terien des HWE erfillten, wurden ebenfalls mit dem Fisher’s Exact Test Uberprift.
Der Fishers Exact Test ist ein Signifikanztest auf Unabh&ngigkeit in der Kontingenz-
tafel und hat den Vorteil, keine Voraussetzungen an den Stichprobenumfang zu stel-
len und auch bei einer geringen Anzahl von Beobachtungen, d.h. bei Einzelh&ufigkei-
ten <5, zuverlassige Resultate zu liefern. Als Grenzwert fir das Signifikanzniveau
wurde ein p-Wert von p<0,05 festgelegt. Ein p-Wert von p<0,1 wurde als Trend ge-

wertet.
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3 Ergebnisse

Die sechs in dieser Arbeit untersuchten genetischen Marker rs1047631, rs2056943,
rs3213207, rs1011313, rs2619522 und rs2619538 sind im 140kb groBen DTNBP1-
Gen lokalisiert, welches sich auf dem Chromosom 6 (6p24-21) befindet (s. Abb. 2.5,
S. 58). Zur Uberpriifung einer Assoziation der Genotyp- bzw. Allelverteilung mit
Schizophrenie wurden die sechs Einzelmarker an 503 kaukasischen Patienten mit
schizophrener Stérung (65,4% Méanner, 34,6% Frauen) und 1290 gesunden Perso-
nen (45,4% Manner, 54,6% Frauen) als Kontrollgruppe mittels MALDI-TOF Mas-
senspektrometrie bezlglich der Marker genotypisiert. Die als valide beurteilten Ge-
notypen wurden hinsichtlich signifikanter Unterschiede in den Allel- und Genotypf-
requenzen analysiert. Dabei wurde der Hypothese eines Einflusses von geneti-
schen Komponenten in der Atiologie der Schizophrenie dadurch Rechnung getra-
gen, dass die Patientengruppe noch einmal unterteilt wurde. Weil nahe Verwandte
schizophrener Patienten ein deutlich erhéhtes Risiko tragen, ebenfalls an Schizo-
phrenie zu erkranken (Tandon et al. 2008), wurden insgesamt vier Patientenunter-
gruppen gebildet, die sich in der Familienanamnese unterschieden. Sie wurden je-
weils separat hinsichtlich signifikanter Unterschiede in der Allel- und Genotypvertei-

lung analysiert:

Gruppe 1 (Gesamt): Patienten gesamt

(
Gruppe 2 (P_P): Patienten mit psychiatrischen Stérungen in der Familie
Gruppe 3 (P_S): Patienten mit schizophrenen Stérungen in der Familie
Gruppe 4 (P_E): Patienten mit schizophrener Stérung bei Erstgrad-Familien-
angehdrigen

3.1 Priufung des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts

Die Genotypen der sechs Basenaustauschpolymorphismen wurden auf das Vorlie-
gen des HWE getestet. Dabei zeigte sich, dass alle in dieser Arbeit untersuchten
SNPs in allen vier Patientengruppen und in der Kontrollgruppe das HWE-Kriterium
p>0,05 erflllten und damit im Bereich der nach dem HWE erwarteten Verteilungen
lagen (Tab 3.1, S. 70).
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Tabelle 3.1.: Priifung der Genotypverteilungen Patienten und Kontrolle auf HWE

SNP Allele HWE (p-Wert (F))
Al A2 | Kontrollen | Patienten | P_P P_S P_E Gesamt

51047631 G| A (8:8?23) (-%f)%%) (-%254% (-%’,21197) (-%I)eé%) (-%%%75)
52056943 G| A (-%,5()12153) (8:8?2) (-B’%%%) (-16%%%) ((-)3,’85 ) ) (-%Z)ﬁ%)
$3213207 G| A (8:328) (-%f)eé%) (-%%%71) (-%’%?3) (-%,3155%) <.B’%%3)
1011313 AlG (8:822) (-%f)iss) (-%135358) (-16%07%) (-16?857) (%’,‘cﬁ:a)
52619522 G| T (2):88(1)) (-%,1)%) (-%,B%i) (.%’ﬂ%? ) (-%,31%) (-%3)2221 )
52619538 AT (-(())’.%:'31}5) (8:883) (_%%%52) (-%’,1123‘;) (-%,21?1%) (-%’,Z)%)

Al=selteneres Allel, A2=haufigeres Allel, HWE (p-Wert), F=inbreeding coefficient, P_P=Patienten
mit psychiatrischen Stérungen in der Familie, P_S=Patienten mit schizophrenen Stérungen in der
Familie, P_E=Patienten mit schizophrener Stérung bei Erstgrad-Familienangehérigen, Ge-
samt=Patienten und Kontrollen

3.2 Ergebnisse der untersuchten SNPs im DTNBP1-Gen

3.2.1 Genotypverteilungen

Um Hinweise zu erhalten, ob die in dieser Arbeit ausgewahlten Marker im DTNBP1-
Gen mit Schizophrenie assoziiert sind, wurden die ermittelten Genotypen der ein-

zelnen Patientengruppen mit denen der Kontrollen verglichen.

Tabelle 3.2.1: Genotypverteilung Patienten vs. Kontrollen

Patienten (%) Kontrollen (%)

SNP | A1 | A2 | Gi G2 G3 G1 G2 G3 | p-Wert
r$1047631 | G | A | ,%9) (2184,129) (6%??2) (2?21 ) (23?32) (7%??3) 0,104
r$2056943 | G | A (0,120) (7?53) (92?517) (0,1)8) (§,1722) (9;11,7210) 0,248
r$3213207 | G | A | ,%3) (2141,(;7) (73?30) (1%) 1) (2%?57) (7%3) 0,326
rs1011313 | A | G (OiO) (1 g,?és) (8‘237) (1 1,29) (1?3?33) (;8,22?3) 0,292
r$2619522 | G | T (31, 16 9) (315?33) (eﬁ?gs) (4?55) (321, H ) (6%1,34) 0,657
r$2619538 | A | T | 4 : ,592) (4%‘,130) (3126,337) (2235,) (5%‘,157) (23;,3857) 0,208

Die Genotypen ergeben sich aus den Allelkombinationen: homozygot Allel1 (A1/A1)=G1,heterozygot
Allel1 und Allel2 (A1/A2)=G2, homozygot Allel2 (A2/A2)=G3. A1=selteres Allel, A2 haufigeres Allel.
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Tabelle 3.2.2: Genotypverteilung Patienten mit psychiatrischen Stérungen in der Familie vs.

Kontrollen
Patienten (P_P) (%) Kontrollen (%)

SNP Al | A2 | Gi G2 G3 G1 G2 G3 | p-Wert
r$1047631 | G | A | 4 ;1 ) (217(,)729) (7%?3?0) (2?411 ) (23:5&(3)2) (7%??3) 0,104
r$2056943 | G | A (09/0) (7,123%) (92‘,180) (0,108) (;,1722) (;11,7210) 0,248
r$3213207 | G | A (0,%4) (2(?,%8) (7256,538) (1?6(5)1) (2%?27) (7%3) 0.326
rs1011313 | A | G (0,255) (1 ?,458) (821?37) (11,39) (1%?233) (;8,22%) 0,292
r$2619522 | G | T (31,227) (316:,3759) (5%?84) (4?55) (3421, H ) (6831,24) 0,657
r$2619538 | A | T | 4 ?,%8) (5106,3(?8) (311 1,3?4) (1%?&?6) (5%?57) (2%?857) 0,208

Die Genotypen ergeben sich aus den Allelkombinationen: homozygot Allel1 (A1/A1)=G1,heterozygot
Allel1 und Allel2 (A1/A2)=G2, homozygot Allel2 (A2/A2)=G3. A1=selteres Allel, A2 haufigeres Allel.

Wie aus den Tabellen 3.2.1 ( S. 70) und 3.2.2 ersichtlich, war im Vergleich zur Kon-

troligruppe weder im gesamten Patientenkollektiv, noch in der Patientengruppe mit

psychiatrischen Stérungen in der Familie, einer der untersuchten SNPs beziiglich

der individuellen Genotypen der Stichprobe mit Schizophrenie assoziiert.

Tabelle 3.2.3: Genotypverteilung Pat. mit schizophr. Stérungen in der Familie vs. Kontrollen

Patienten (P_S) (%)

Kontrollen (%)

SNP | A1 | A2 | G1 G2 G3 G1 G2 G3 | p-Wert
r$1047631 | G | A | ,%6) (33,71 9) (63,14) (2:21) (23:1?6(3)6) (7%??3) 0,153
52056943 | G | A (8) (6,%1 ) (913?59) (0,108) (;,1722) (&311 ,7210) 0,414
EemlkEyr | & | A (8) (2328) (71g ,%2) (1?6(5) 1) (2%?57) (7%3) B
rs1011313 | A | G (8) (1 3?,?39) (816?14 1) (11,39) (1%?233) (;8,22?3) 0,144
r$2619522 | G | T (2,305) (395,&;3) (55? ,522) (4?55) (3‘2 o ) (6%1,5?4) 0,130
62619538 | A | T | 3?,(;9) (558,? 7) (314 ,%3) (1%?2?6) (5%‘,1287) (2%?857) 0,204

Die Genotypen ergeben sich aus den Allelkombinationen: homozygot Allel1 (A1/A1)=G1,heterozygot
Allel1 und Allel2 (A1/A2)=G2, homozygot Allel2 (A2/A2)=G3. Al1=selteres Allel, A2 haufigeres Allel.
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In der Gruppe der Patienten schizophrenen Stérungen in der Familie zeigt sich ein
signifikantes Ergebnis beim Marker rs3213207. Hier weist der p-Wert von 0,034 auf
eine Assoziation mit Schizophrenie hin (Tab. 3.2.3, S. 71).

Dabei fand sich der Genotyp G2 (A/G) mit 28,78% haufiger als in der Kontrollgrup-
pe mit 20,47%. Dementsprechend traten die Genotypen G1 (A/A) und G3 (G/G) bei

den Patienten mit schizophrenen Stérungen in der Familie seltener auf.

Tabelle 3.2.4: Genotypverteilung Pat. mit schizophrenen Stérungen bei Erstgrad-

Familienangehérigen vs. Kontrollen

Patienten (P_E) (%) Kontrollen (%)

SNP | A1 | A2 | G1 G2 G3 G1 G2 G3 | p-Wert
rs1047631 | G | A (2,%8) (32,129 (656,%3) (2?411 ) (23?5(3)6) (7%?763) 0,104
r$2056943 | G | A (8) (4,‘# 7) (959 ,%3) (0,108) (;,1722) (&311 ,7210) 0,248
r$3213207 | G | A (8) (25,%9) (73?,%1 ) (1%)1 ) (2%?27) (7%3) 0,326
rs1011313 | A | G (8) (1 21,%3) (8?,%7) (11,39) (1%?23) (;8,22%) 0,292
r$2619522 | G | T (3,?1’ 3) (3&%4) (585 ,%3) (4?55) (3‘2 121 ) (6%1,34) 0,657
rs2619538 | A | T 1 52 33 256 648 385 | 0208

(11,46) | (54,17) | (34,38) | (19,86) | (50,27) | (29,87)

Die Genotypen ergeben sich aus den Allelkombinationen: homozygot Allel1 (A1/A1)=G1, heterozy-
got Allel1 und Allel2 (A1/A2)=G2, homozygot Allel2 (A2/A2)=G3. Al=selteres Allel, A2 h&ufigeres
Allel.

In der Gruppe der Patienten mit schizophrenen Stérungen bei Erstgrad-
Familienangehdrigen (Tab. 3.2.4), war bei der Analyse der Genotypen der sechs
untersuchten SNPs keine Assoziation oder ein Trend zu Assoziationen mit Schizo-

phrenie festzustellen.
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3.2.2 Allelverteilung des Gesamtallels

3.2.2.1 Patienten insgesamt vs. Kontrollen

Bei der Berechnung der absoluten Verteilung der diploiden Allele im Gesamtallel
zeigte im Vergleich der Gruppe aller schizophrener Patienten mit den gesunden
Kontrollen nur der SNP rs1011313 einen Trend zur Assoziation mit der Erkrankung.
Hier trat bei den Patienten das seltenere Allel, in diesem Fall die Base Adenin (A),
mit 8,72% seltener auf als bei der gesunden Kontrollgruppe mit 10,60%. Dement-
sprechend kam das haufigere Allel, hier die Base Guanin, in der Patientengruppe
mit 91,28% um rund 2% haufiger vor als in der Kontrollgruppe. Der p-Wert nach
dem Fisher exact Test wurde mit 0,094 berechnet.

Bezlglich der anderen SNPs ergab sich, abzulesen an den p-Werten, die jeweils
deutlich héher als der Grenzwert von 0,05 lagen, kein signifikanter Unterschied oder
Trend in der Allel-Verteilung zwischen Kontroll- und Patientengruppe (Tab. 3.2.5).

Tabelle 3.2.5: Allelverteilung Patienten vs. Kontrollen

SNP Chr.pos. Allele Patienten (%) Kontrollen (%)
1 2 A1 A2 Al A2 p-Wert
rs1047631 | 15523101 | G | A (116?3 " (8%‘,‘36) (13?5 A (ggfﬁ) 0,378
(52056943 | 15524563 | G | A (3?882) (9%":_’?8) (1,14‘;) (92;%‘2;) 0,460
(s3213207 | 15628102 | G | A (113?57) (8%‘,‘33) (ﬁ?g A (5;%) 0,326
rs1011313 | 15633432 | A | G (8?772) (931, ;8) (1%20) (gg,i%) 0.094
(s2619522 | 15653649 | G | T (22.;1, 36) (72?; " (2%1, ° ) (723,%%) 0,548
52619538 | 15665200 | A | T | 4‘;323) (5%?27) (l;,%%) (;g,g%) 0,410

3.2.2.2 Patienten mit psychiatrischen Storungen in der Familie vs. Kontrollen
Bei den Patienten mit psychiatrischen Stérungen in der Familie zeigten sich bei kei-
nem der SNPs signifikante Unterschiede oder Trends in der Allelverteilung im Ver-
gleich zu den Kontrollen (Tab 3.2.6, S. 74)
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Tabelle 3.2.6: Allelverteilung Pat. mit psychiatrischen Stérungen in der Familie vs. Kontrollen

SNP Chr.pos. | Allele | Patienten (P_P) (%) | Kontrollen (%)
1 2 A1 A2 Al A2 p-Wert
rs1047631 | 15523101 | G | A (1151’30) (831’50) (13?54) (82;,?2)) 0,520
(s2056943 | 15524563 | G | A (3?5?5) (92?25) (l,ﬁ) (gg‘,%‘é) 0,349
s3213207 | 15628102 | G | A | 3,178) (86;?212) (121?85 " (g%) 0,514
rs1011313 | 15633432 | A | G (g?g " (9%?&) (1%?50) (5922%) 0,369
(2619522 | 15653649 | G | T (211?36) (758T§ " (2%1’ ° ) (728’%%) 0,378
rs2619638 | 15665209 | A | T | 4%1, 22) ( 5‘2 gg) (;;,%%) ( ;;10%) 0,424

3.2.2.3 Patienten mit schizophrenen Stérungen in der Familie vs. Kontrollen

In dieser Patientengruppe wurde wie schon zuvor in der Gesamtgruppe ein Trend

zur Assoziation in der Allelverteilung zwischen Patienten und Kontrollen beim Mar-
ker rs1011313 festgestellt (Tab. 3.2.7). Das seltenere Allel1, die Base Adenin, trat
hier mit 6,94% weniger haufig auf als bei den gesunden Kontrollen, in der Adenin in

10,60% der Félle auftrat. Dementsprechend war das haufigere Allel2, Guanin, rund

4% haufiger in der Patientengruppe. Der p-Wert wurde mit 0,052 berechnet.

Tabelle 3.2.7: Allelverteilung Pat. mit schizophrenen Stérungen in der Familie vs. Kontrollen

SNP Chr.pos. | Allele | Patienten (P_S) (%) | Kontrollen (%)

12| Alen Allel2 | Allell | Allel2
1047631 | 15528101 | G | A | ;147) (822"‘;3) (13;‘?54) (8251,?2)) 0,229
($2056943 | 15524563 | G | A (3,‘? 0 (9%?;0) (J,Lj) é;%‘é) 0,359
$3213207 | 15628102 | G | A | j,%g) (8%?21 ) (121?85 " (gg,%) 0,209
rs1011313 | 15633432 | A | G (6?8 i (9%?&) (1%20) (ggﬁ%) 0,052
rs2619522 | 15653649 | G | T (216,‘;2) (7%%38) (2%1, & ) (723,%%) 0,489
rs2619538 | 15665200 | A | T | 411?3?8) ( 513?&?2) (l;,%%) ( ;;10%) 0,262
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3.2.2.4

Familienangehorigen vs. Kontrollen

Patienten mit schizophrenen Stérungen bei Erstgrad-
In der Patientengruppe mit schizophrenen Stérungen bei Familienangehdrigen ers-
ten Grades wurde ein Trend zur Assoziation bei der Allelverteilung zwischen den
Patienten und den Kontrollen bei zwei untersuchten SNPs festgestellt (Tab. 3.2.8).
Bei SNP rs1011313 trat das seltenere Allel1, die Base Adenin, mit 6,32% weniger
haufig auf als bei der gesunden Kontrollgruppe mit 10,60%. Dementsprechend war
das haufigere Allel2, Guanin, in der Patientengruppe 4% haufiger zu finden. Der p-
Wert wurde mit 0,063 berechnet. Beim SNP rs2619538 zeigte sich mit einem p-
Wert von 0,084 ein Trend zur Assoziation. Hier trat das seltenere Allel1, auch hier
die Base Adenin, mit 38,54% seltener auf als bei der gesunden Kontrollgruppe mit
45%. Dementsprechend war das haufigere Allel2, die Base Thymin, in der Patien-

tengruppe rund 6,5% haufiger zu finden.

Tabelle 3.2.8:

Familienangehérigen vs. Kontrollen

Allelverteilung Pat. mit schizophrenen Stérungen bei Erstgrad-

SNP Chr.pos. | Allele Patienten (P_E) (%) | Kontrollen (%)

1] 2 A1 A2 A1 A2 W'trt
1047631 | 15528101 | G | A | 35523) <§§Z, ) (13;‘,354) (5;2%) 0,210
($2056943 | 15524563 | G | A (2,‘;*)8) (917?52) (J,Lj) é;%‘é) 0,139
$3213207 | 15628102 | G | A | g"(‘) " (816?36) (121?85 " (82;%) 0,637
rs1011313 | 15633432 | A | G (61,52) (913?688) (1%?)0) (553%) 0,063
2619522 | 15653649 | G | T (2;"3"10) (717‘}30) (2%1, & ) (728’%%) 0,457
(2619538 | 15665209 | A | T (3;‘; . (6111,26) (41;,%%) ( ;;10%) 0,084

3.2.3 Untersuchung des selteneren Allels auf Dominanz

Um die Hypothese zu Uberprifen, ob die Trager des selteneren Allels A1 ein erhéh-
tes Risiko zeigen, an Schizophrenie zu erkranken, wurden die Haufigkeiten der
Trager des selteneren Allels A1 mit den entsprechenden Genotypen homozygot
A1/A1 + heterozygot A1/A2 denen der Personen, die Nicht-Tréager des selteneren
Allels sind, also mit dem Genotyp homozygot A2/A2 gegenlbergestellt.
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Die Uberpriifung des dominanten Modells wurde erneut bei allen vier Patientenun-
tergruppen durchgefihrt (Tab 3.2.9 bis 3.2.12, S. 76-77).

Tab.3.2.9: Verteilung A1-Alleltrager vs. Nicht-A1 Alleltrager Patienten vs. Kontrollen

Allel Patienten (%) Kontrollen (%)

oo n| e | A | e e e
51047631 G | A (310?228) (6%??2) (23%?217) (792?33) 0219
($2056943 G | A (7?13) (9‘;?;7) (;,18%) (;11,7210) 0,393
53213207 G | A (215312 0) (7316,530) (22;{?7) (7%3) 0,182
1011313 Al G g ?,%3) (8‘;1,37) (1%?32) (;8,22%) 0,202
52619522 G | T (318?952) (6:?(,)38) (3%?14 7) (6%1,2?3) 0,300
r$2619538 AT (6?;,‘91)3) (312?37) (7%(,)14 3) (2%{,3857) 0,361

A1-Trager=(homozygot A1/A1 + heterozygot A1/A2), Nicht-A1-Trager=(homozygot A2/A2)

Tab.3.2.10: Verteilung A1-Alleltrager vs. Nicht-A1 Alleltrager bei Patienten mit psychiatrischen
Stérungen in der Familie vs. Kontrollen

Allel Patienten (P_P) (%) Kontrollen (%)

SNP ar | A2 | yee | “ager | Trager | Trger | wert
51047631 G | A (219(,)30) (7%?3?0) (23%?217) (792?33) 0,356
($2056943 G | A (7?160) (9%‘,‘30) (;,18%) (;11,7210) 0,338
83213207 G | A (2513,6;2) (7256,528) (22;{?7) (7%3) 0,315
1011313 Al G g,? 3) (821?27) (1%?722) (z;g,zz%) 0,548
52619522 G | T (4104,155) (5%?85) (3%?14 7) (6%1,2?3) 0,178
52619538 AT (6?3?57) (3111,53) (7%(,)14 3) (2%{,3857) 0,606

A1-Trager=(homozygot A1/A1 + heterozygot A1/A2), Nicht-A1-Trager=(homozygot A2/A2)

76




Ergebnisse

Tab.3.2.11: Verteilung A1-Alleltrager vs. Nicht-A1 Alleltrager Patienten mit schizophrenen
Stérungen in der Familie vs. Kontrollen

Allel Patienten (P_S)(%) Kontrollen (%)

SNP A1 | A2 | Al-Trager :g; Té; " NITcrgLeA: i
rs1047631 | G | A (3§,956) (66?,14) (2?;,5217) (7%??3) 0,119
(s2056943 | G | A (6,921) (913??9) (;,13%) (;11,7210) 0,348
o (2;,(;8) (719 ,%2) (22;{?7) (7%3) ey
AL B (19?,%9) (816?‘? 1) (1295,5722) (gg,%%) Dtk
rs2619522 |\ G | T (416 ,178) (53,522) (3?3?14 7) (6%1,23) 0,205
r$2619538 | A | T (618(,)87) (31 ,4()%%) (7%(,)14 3) (2%2,35’7) 0,775

A1-Trager=(homozygot A1/A1 + heterozygot A1/A2), Nicht-A1-Trager=(homozygot A2/A2)

Tab.3.2.12: Verteilung A1-Alleltrager vs. Nicht-A1 Alleltréager bei Patienten mit schizophrenen

Stérungen bei Erstgrad-Familienangehoérigen vs. Kontrollen

Allel Patienten (P_E) (%) Kontrollen (%)
SNP A1 | A2 | Al-Trager N,iglt- T é;;r N'Tcr';;]g: SE
Trager
1047631 | G | A | g f%s) (62,%2) (23;5:’217) (7%?53) 0,156
(s2056943 | G | A (2’%8) (9;‘;2) (;’1;6) (;11,7210) 0,130
rs3213207 | G | A (262,?)9) (73?,%1) (2%?37) (7%3) 0,366
1011313 | A 1 G 1 21,%3) (8?,%7) (1%?722) (;8,22%) 0,105
r$2619522 | G | T (414 ,%7) (55,%3) (3%?? 7) (6%1,33) 0,323
(s2619538 | A | T (63363) @ 2%,7) (7%?143) (2%?57) 0,358

A1-Trager=(homozygot A1/A1 + heterozygot A1/A2), Nicht-A1-Trager=(homozygot A2/A2)
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Wie die Daten zeigen, wurde in der Patientengruppe mit schizophrenen Stérungen
in der Familie bei zwei SNPs jeweils ein Trend zur Assoziation zur Schizophrenie
festgestellt. (Tab. 3.2.11 S.77). So lag beim SNP rs3213207 bei den Patienten der
Anteil der A1-Alleltrager (G/G und A/G) mit 28,78% hdéher als in der Kontrollgruppe
mit 22,07%. Dementsprechend trat die Gruppe der homozygoten Form A2/A2 (A/A)
mit 71,22% weniger oft auf als in der Kontrollgruppe mit 77,93%. Der p-Wert wurde
mit 0,087 berechnet. Der SNP rs1011313 zeigte mit einem p-Wert von 0,095 einen
Trend zur Assoziation mit Schizophrenie. Der Anteil der Trager des selteneren A1-
Allels (A) lag mit 13,89% deutlich niedriger als in der Kontrollgruppe mit 19,72%.
Dementsprechend waren die Nicht-A1-Alleltrager A2/A2 mit 86,11% haufiger zu
finden als in der Kontrollgruppe, wo der Genotyp A2/A2 zu 80,28% aufgetreten war.

3.2.4 Untersuchung des selteneren Allels auf Rezessivitat

In einer weiteren Berechnung wurden Trager des selteneren Allels A1 in der ho-
mozygoten Form d.h. dem Genotyp A1/A1 (d.h. die Nicht A2-Alleltradger) mit den
Tragern des haufigeren Allels A2 mit den entsrpechenden Genotypen A1/A2 und
A2/A2 verglichen. Damit sollte die Frage beantwortet werden, ob das seltenere Allel
bei einem angenommenen rezessiven Vererbungsmodus mit Schizophrenie assozi-
iert sein kénnte. Die Uberpriifung des rezessiven Modells wurde bei allen vier Pati-

entenuntergruppen durchgefiihrt (Tab. 3.2.13 bis 3.2.16, S.78-80).
Tab.3.2.13: Verteilung Nicht-A2-Alleltrager vs. A2-Allel-Trager bei Patienten vs. Kontrollen

Allel Patienten (%) Kontrollen (%)

NP | a1 | A2 | NERR | ager | Trager | Trager | wert
1047631 | G | A : ,979) (9‘:3?21 ) (2?11 ) (;72,%%) 0,482
(s2056943 | G | A (0’120) (9‘;?;0) (0’108) (;5,%2) 0,481
(53213207 | G | A . ,%3) (9‘;‘,3;7) (2?& ) (;72,%%) 0,502
1011313 | A | G (0,310) (9‘;%0) (11,39) (;5,552) 0,084
s2619522 | G | T (31, 169) (9%?21 ) ( 4?55) (; 52,%15) 0,491
r$2619538 | A | T (13,%2) (8‘#(,)58) (1%?2?6) (z;gﬁi) 0,691

Nicht-A2-Trager=(homozygot A1/A1) A2-Trager=(heterozygot A1/A2 und homozygot A2/A2)
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SNP rs1011313 weist im gesamten Patientenkollektiv einen Trend zur Assoziation
mit einem p-Wert von 0,084 auf (s. Tab. 3.2.13, S. 78). Der Anteil der Nicht-Allel2-
Trager bzw. der homozygoten Alleltrager des selteneren Allels A1, hier Adenin, liegt
in der Patientengruppe bei nahe 0% und damit niedriger im Vergleich zu den Kon-
trollen, die zu 1,5% homozygote A1-Alleltrager waren.

Tab.3.2.14: Verteilung Nicht-A2-Alleltrager vs. A2-Allel-Trager bei Patienten mit psychischen
Stérungen in der Familie vs. Kontrollen

Allel Patienten (P_P) (%) Kontrollen (%)

SNP | a1 | a2 | NERCE | aeer | Trager | Trager | wert
(1047631 | G | A ’ ,ZH ) (9%?89) (2:21 ) (;72,%%) 0,695
(s2056943 | G | A (8) (?gg) (0’108) (;5,%2) 1,000
($3213207 | G | A (o,?é " (9%?136) (2?& ) (;72,%%) 0,447
1011313 | A | G (0,%5) (9%?25) (11,39) (;5,553) 0,195
rs2619522 | G | T (31, 57) (géggo ol 4?55) (; 52,%15) 0,544
r$2619538 | A | T (1 ?,%8) (825(,)32) (129?56) (;8,3;3:1) 0,455

Nicht-A2-Trager=(homozygot A1/A1) A2-Trager=(heterozygot A1/A2 und homozygot A2/A2)

In der Gruppe der Patienten mit psychischen Stérungen in der Familie zeigt sich bei
keinem der untersuchten SNPs eine Assoziation oder ein Trend zur Assoziation mit
Schizophrenie (s. Tab 3.2.14).

In der Gruppe der Patienten mit schizophrenen Stérungen in der Familie, zeigte der
Marker rs2619538 ein Trend zur Assoziation mit einem p-Wert von 0,095 (s. Tab.
3.2.15, S. 80). Der Anteil der Nicht-Allel2-Trager bzw. der homozygoten Alleltrager
des selteneren Allels A1 (hier Adenin) lag hier mit 13,79% niedriger im Vergleich zu
den Kontrollen, die zu 19,86% homozygote A1-Alleltrager waren.
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Tab.3.2.15: Verteilung Nicht-A2-Alleltrager vs. A2-Allel-Trager bei Patienten mit schizophre-
nen Stérungen in der Familie vs. Kontrollen

Allel Patienten (P_S) (%) Kontrollen (%)

oo | w | M| e e e e
51047631 | G A : ,%7) (913‘,‘;3) (2?11 ) (;72,%%) 0,570
(52056943 | G A (8) (1 gg) (0’108) (;é%g) 1,000
(3213207 | G A (8) (1 gg) (2?& ) (;72,%%) 0,252
51011313 | A G (8) (138) (11,29) (;é%?) 0,247
(52619522 | G T e % 5 (917‘,‘35) ( 4?55) (; 52,%15) 0,360
(52619538 | A T . g’gg) (816?21 : (129?2?6) (ggﬁi) 0.095

Nicht-A2-Trager=(homozygot A1/A1) A2-Trager=(heterozygot A1/A2 und homozygot A2/A2)

Tab.3.2.16: Verteilung Nicht-A2-Alleltrager vs. A2-Allel-Trager bei Patienten mit schizophre-
nen Stérungen bei Erstgrad-Familienangehérigen vs. Kontrollen

Allel Patienten (P_E) (%) Kontrollen (%)
Nicht-A2- A2- Nicht-A2- N2- p-

P L e Trager Trager Trager Trager | Wert
2 94 31 1256

rs1047631 G A (2,08) (97,92) (2,41) (97,59) | 1,000
0 96 1 1256

rs2056943 G A (0) (100) (0,08) (99,92) | 1,000
0 92 20 1226

rs3213207 G A (0) (100) (2,61) (97,39) | 0,392
0 95 19 1259

rs1011313 A G (0%) (100%) (1,49) (98,51) | 0,637
3 93 52 1231

rs2619522 G T (3,13) (96,87) (4,05) (95,95) | 1,000
11 85 256 1033

e T (11,46) | (8854) | (19.86) | (80,14) | 0044

Nicht-A2-Trager=(homozygot A1/A1) A2-Trager=(heterozygot A1/A2 und homozygot A2/A2)

In der Gruppe der Patienten mit schizophrenen Stérungen bei Erstgrad-

Familienangehdrigen zeigte sich der SNP rs2619538 mit einem p-Wert von 0,044

80



Ergebnisse

signifikant mit Schizophrenie assoziiert (s. Tab. 3.2.16, S. 80). Der Anteil der Nicht-
Allel2-Trager bzw. der homozygoten Trager des selteneren Allels A1 (hier Adenin)
lag mit 11,46% niedriger im Vergleich zu den Kontrollen mit einem Anteil von
19,86%.

3.2.5 Zusammenfassung der Einzelergebnisse
Insgesamt zeigten sich bei drei der sechs untersuchten Marker in verschiedenen

Patientengruppen Hinweise auf eine Assoziation mit Schizophrenie (s. Tab 3.2.17).

Tab. 3.2.17 Ergebnisse im Uberblick

SNP P_gesamt P_P P_S P_E
Genotypfrequenz:
heterozygot (GA) haufiger
als bei Kontrollen
p=0,034 +++
rs3213207
o o A1-Trager: o
GG+GA haufiger als bei
Kontrollen
p=0,087 (+)
Gesamtallel: Gesamtallel: Gesamtallel:
Allel G seltener bei Kon- Allel G seltener bei Kontrol- Allel Gseltener bei Kon-
trollen len trollen
p=0,094 (+) p=0,052 (+) p=0,063 (+)
rs1011313 _
A2-Trager: A1-Trager:
G-Alleltrager (GA+GG) A-Alleltrager (GA+AA) haufi-
seltener bei Kontrollen) ger bei Kontrollen
p=0,084 (+) p=0,095 (+)
Gesamtallel:
Allel T seltener bei Kon-
trollen
p=0,084 (+)
rs2619538 — — A2-Trager: A2-Trager:
T-Allelirager (AT+TT)) selte- | T-Alleltrager
ner bei Kontrollen (AT+TT)seltener bei
p=0,095 (+) Kontrollen
p=0,044 +++

Assoziation: +++; Trend zur Assoziation: (+); keine Assoziation: -

A1l=selteneres Allel, A2= haufigeres Allel

rs3213207:

Der SNP rs3213207 zeigte sich in der Subgruppe der Patienten mit schizophrenen
Stérungen in der Familie (P_S) assoziiert mit Schizophrenie. Dort kam der hetero-
zygote Genotyp GA signifikant haufiger vor als in der Kontrollgruppe (0,034). Zu-
satzlich konnte ein Trend zu einem haufigeren Auftreten von G-Alleltragern
(GG+GA) in diser Patientengruppe identifiziert werden (p=0,087).
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rs1011313:

Insgesamt fand sich bei SNP rs1011313_sowohl in der Gesamt-Patientengruppe als
in den Subgruppen mit zunehmend positiver Familienanamnese flr Schizophrenie
das G- Allel seltener in der Kontrollgruppe (Gesamt-Patientengruppe: p =0,094,
Gruppe P_S: p-= 0,052,Gruppe P_E: p=0,063).

Trager des G-Allels (GG/AG/GA waren in der Gesamtpatientengruppe haufiger als
bei Kontrollen. Hier gab es einen Trend zur Assoziation Signifikanz bei einem p-
Wert von 0,084.

In der Patientengruppe mit positiver Familienanamnese fiir Schizophrenie (P_S)
waren Trager des selteneren Allels A1 (A) mit den entsprechenden Genotypen
AA/AG/GA seltener als in der Kontrollgruppe. Der p-Wert von 0,095 zeigt einen
Trend zu Assoziation.

rs2619538:

In der Subgruppe der Patienten mit schizophrenen Stérungen in der Familie (P_S)
zeigten sich Genotypen mit dem haufigeren Allel A2 (TT/TA/AT) h&ufiger als bei der
Kontrollgruppe. Der Wert von p=0,095 zeigt einen Trend zur Assoziation.

Dieses Ergebnis wurde bei zunehmendem Verwandtschaftsgrad bestétigt. So zeig-
te auch in der Patientengruppe mit schizophrenen Stérungen bei Erstgrad-
Familienangehdrigen (P_E) ein signfikant héherer Anteil von A2-Alleltrdgern mit den
entsprechenden Genotypen TT/TA/AT im Vergleich zur Kontrollgruppe. Der
p=0,044). Zusatzlich trat hier in der Gesamtallelverteilung das T-Allel haufiger auf

als bei den Kontrollen (p=0,084

Bei den SNPs rs1047631, rs2056943 und rs2619522 ergaben sich in der hier un-
tersuchten Stichprobe keine Hinweise auf eine Assoziation mit Schizophrenie.
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4 Diskussion
4.1 Uberblick

Zielsetzung dieser Studie war es, in einer Fall-Kontroll-Studie genetische Variationen
im Dysbindin-1-Gen, die zum Teil bereits zuvor in der Literatur signifikante Assozia-
tionshinweise gezeigt hatten, an einem kaukasischen Kollektiv zu replizieren. In zahl-
reichen Vorgangerstudien wurden im Bereich von DTNBP1 signifikante Kopplungen
und Assoziationen beschrieben. So bestehen Publikationen zufolge zwischen Patien-
ten- und Kontrollgruppen teilweise signifikante Differenzen in den Allel- und Geno-
typverteilungen einiger der auch in dieser Arbeit untersuchten Einzelmarker (Straub
et al. 2002b; van den Oord et al. 2003; Schwab et al. 2003; Morris et al. 2003; van
den Bogaert et al. 2003; Tang et al. 2003; Kirov et al. 2004; Williams et al. 2004;
Numakawa et al. 2004; Funke et al. 2004; De Luca et al. 2005; Duan et al. 2007;
Riley et al. 2009 und Voisey et al. 2010).

Gleichzeitig sollte in der vorliegenden Assoziationsstudie die mégliche Bedeutung
einer positiven Familienanamnese analysiert werden. Dem wurde durch die Bildung

von vier Patientenuntergruppen Rechnung getragen.

Es wurden sechs SNPs an 503 schizophrenen Patienten und 1290 gesunden Kon-
trollpersonen genotypisiert. Damit liegt die GréBe der Stichprobe dieser Arbeit im
Vergleich mit den meisten Vorgangerstudien im oberen Bereich. Insgesamt Uber-
spannten die sechs untersuchten genetischen Marker rs1047631, rs2056943,
rs3213207, rs1011313, rs2619522 und rs2619538 das gesamte DTNBP1-Gen vom
5’- bis zum 3’-Ende (Abb. 2.5, S. 58).

Vier der untersuchten SNPs liegen in intronischen Bereichen des Gens, der SNP
rs1047631 am 3’-Ende im Intron9, die SNPs rs3213207, rs1011313 und rs2619522
liegen in den Introns1 und 4. Ein SNP, rs2619538, ist auBerhalb des Gens in der pu-
tativen Promotorregion des Gens am 5’-Ende lokalisiert und ein SNP, rs2056943, im

untranslatierenden Bereich des Exons9.
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SNPs in intronischen Bereichen des Gens kdnnen als Folge zu alternativem Splei3en
fihren, neue SpleiBvarianten schaffen, die mRNA in ihrer Stabilitat beeinflussen oder
sich auf ihre Expression auswirken. Zudem kénnten intronische SNPs zu verénderter
Bindung an den Transkriptionsfaktoren fihren oder aber Uber veranderte DNA-
Methylierung die Genexpression verandern. Uber solche méglichen regulatorischen
Funktionen intronischer Bereiche kdnnten auch Phanotypen beeinflusst werden
(Wray et al. 2003). Das wirde bedeuten, dass ein Phanotyp nicht nur von den tat-
sachlich proteinkodierenden Bereichen des Genoms abhangt. Zudem kdénnten intro-
nisch lokalisierte SNPs insofern mit Schizophrenie assoziiert sein, als dass sie im
Kopplungsungleichgewicht mit einer echten funktionellen Variante liegen, die dann
ihrerseits direkt auf die Pathogenese Einfluss nehmen kénnte.

SNPs im Bereich des Promotors kénnten die Transkriptionsaktivitdt des Gens beein-
flussen (Mattick und Makunin 2006). Exonische SNPs verandern, wenn sie im trans-
latierenden Bereich liegen, direkt die Aminosauresequenz und dadurch auch das
entsprechende Genprodukt, wenn der Basenaustausch einen Aminosauretausch zur
Folge hat, der sich auf die Translation auswirkt (Seyffer 2003). Liegt der SNP im
nicht-translatierenden Bereich eines Exons oder in einem nicht-translatierenden
Exon, das nur in mRNA (bersetzt wird, wird das Genprodukt nicht verandert, aber
womdglich die mRNA beeinflusst.

Von den in dieser Arbeit untersuchten SNPs zeigten sich rs3213207, rs 1011313 und
rs2619538 in jeweils unterschiedlichen Patientengruppen teilweise mit Schizophrenie
assoziiert oder mit Trends zur Assoziation.

Die Marker rs1047631, rs2056943 und rs2619522 zeigten in der vorliegenden Arbeit
keinerlei Hinweise auf Assoziation mit Schizophrenie.

Die héchste Signifikanz erreichte bei der Genotypverteilung mit einem p-Wert von
0,034 der SNP rs3213207 in der Gruppe der Patienten mit positiver Familienanam-
nese flr Schizophrenie. Trager hier trat der heterozygote Genotyp A1/A2 (A/G) bei
Patienten signifikant haufiger auf als die homozygoten Genotypen A/A und G/G im
Vergleich zu den Kontrollen.
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Der SNP rs2619538 zeigte in der Gruppe P_E, der Patienten mit schizophrenen St6-
rungen bei Erstgrad-Familienangehdrigen, einen signfikant héheren Anteil von Tra-
gern des haufigeren Allels A2 mit den entsprechenden Genotypen TT/TA/AT im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe. Der Anteil homozygoter Trager des selteneren Allels A1
mit dem Genotyp AA war seltener bei Patienten als bei Kontrollen.Der p-Wert von

0,044 deutet auf eine Assoziation mit Schizophrenie hin.

Auch bei den SNPs1011313 und rs2619538 zeigte sich in verschiedenen Patienten-
gruppen ein héherer Anteil von A2-Alleltragern und damit ein dementsprechend nied-
rigerer Anteil homozygoter Trager des selteneren Allels A1 (A). Das lasst das die
Vermutung zu, dass eine Homozygotie des selteneren Allels A1, Adenin, bei den
SNPs rs1011313 und rs2619538 nicht mit Schizophrenie einhergeht, sondern mdg-
licherweise ein protektiver Faktor sein kdnnte. Im Umkehrschluss waren die Trager
des haufigeren A2-Allels (G bzw. T) sowohl in der heterozygoten als auch homozygo-
ten Form in der Patientengruppe haufiger zu finden als in der Kontrollgruppe, was hat
das haufigere Allel A2 (G bzw. T) als Marker fir die Krankheit in Verbindung bringt.

4.2 Uberpriifung der Ergebnisse mit den HapMap-Stichproben

Der Vergleich der in dieser Arbeit gefundenen Allel- und Genotypverteilungen mit
den so genannten HapMap-Stichproben des National Center for Biotechnology In-
formation (NCBI 2014) dient der Abschatzung der Validitat der Ergebnisse dieser
Arbeit. Wirden diese deutliche Abweichungen im Vergleich zu den HapMap-Werten
zeigen, kénnte dies ein Hinweis auf die eingeschrankte Giiltigkeit der in dieser Arbeit
gefundenen Ergebnisse sein.

Im HapMap-Projekt (International HapMap Consortium 2005) werden Millionen von
SNPs an verschiedenen Populationen genotypisiert, mit dem Ziel, die Muster geneti-
scher Variation des Menschen zu beschreiben, um eine Haplotyp-Karte des mensch-
lichen Genoms erstellen zu kénnen. Die Differenzierung zwischen unterschiedlichen
Ethnien ist dabei wichtig, um Populationsstratifikationseffekte zu vermeiden. Da
SNPs und Haplotypen die Folge evulotionarer Entwicklungen sind, unterscheiden sie

sich in verschiedenen Ethnien zum Teil deutlich.
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Beim Vergleich der Genotypverteilungen des untersuchten Kollektivs der HapMap-
Stichprobe und der in vorliegenden Arbeit untersuchten Gesamtstichprobe, beide mit
kaukasischem Hintergrund, zeigen sich bei allen untersuchten SNPs dieselben Ver-
teilungen, teilweise mit leichten Abweichungen in der Spitze von knapp 10 Prozent
(Tab. 4.2.1, S. 87). Die Unterschiede kénnten méglicherweise mit den unterschiedli-
chen StichprobengréBen der beiden Untersuchungen zusammenhangen, wobei die
untersuchten HapMap-Kollektive zumeist deutlich kleiner sind als die in dieser Arbeit
untersuchte Gesamtstichprobe. Zudem wurden in der HapMap-Stichprobe Familien-
trios untersucht, was zur Folge haben kénnte, dass seltene Allele bei den HapMap-
Ergebnissen starker reprasentiert sein kdnnten. In der vorliegenden Arbeit hingegen
bestand das Patientenkollektiv aus Nichtverwandten.

Dass Unterschiede im ethnischen Hintergrund bei den beschriebenen Abweichungen
eine Rolle gespielt haben kénnen, ist zwar mdglich, aber eher unwahrscheinlich.
Denn bei dem in der vorliegenden Arbeit untersuchten Kollektiv wurden ausschlief3-
lich europaische Probanden mit kaukasischem Hintergrund ausgewahlt, zum GrofBteil
waren es deutsche Personen. Auch die Stichprobe der HapMap-Studie besteht aus
Individuen mit kaukasischem Hintergrund, vor allem Amerikaner euopaischen Ur-
sprungs. Allerdings wurden in zuvor beschriebenen Studien auch schon Unterschie-
de bei den Ergebnissen unterschiedlicher Populationen innerhalb Europas festge-
stellt, z.B. bei van den Bogaert et al. (2003), die verschiedene Marker getrennt bei an
Schizophrenie erkrankten Patienten eines deutschen, eines polnischen sowie eines
schwedischen Kollektivs untersuchte. Nur im schwedischen Kollektiv zeigte sich der
Marker rs1011313 mit einem p-Wert von 0,032 signifikant mit Schizophrenie assozi-
iert. Das kénnte ein Hinweis daraufhin sein, dass es moéglicherweise genetische Un-
terschiede innerhalb des kaukasischen Kollektivs geben kdnnte, was engere regiona-
le Einschlusskriterien in kiinftigen Studien bedingen wiirde. Die meisten anderen Re-
ferenzstudien, wie auch die vorliegende Arbeit, unterschieden allerdings nicht inn-
nerhalb eines untersuchten kaukasischen Kollektivs.

Insgesamt lassen die Ergebnisse des Vergleichs mit der HapMap-Stichprobe den

Schluss zu, dass es sich in der vorliegenden Arbeit um ein reprasentatives kaukasi-
sches Kollektiv handelt (s. Tab. 4.2.1, S.87).
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Tab. 4.2.1: Genotypverteilung: Vergleich Gesamtstichprobe - HapMap-Stichprobe

Gesamtstichprobe Ges.stich| HapMap-Stichprobe Hap-
. -probe . Map
(in Prozent) Sindi- (in Prozent) SIndi-
viduen viduen

SNP A1 | A2 | A1/A1 | A1/A2 | A2/A2 A1/A1 | A1/A2 | A2/A2
rs1047631 | G A 2% 26% 72% 1789 7% 27% 66% 118
rs2056943 | G A ~0% 8% 92% 1782 - 10% 90% 226
rs3213207 | G A 1% 22% 77% 1732 2% 18% 80% 226
rs1011313 | A G 1% 18% 81% 1777 - 17% 83% 226
rs2619522 | G T 4% 33% 63% 1784 4% 25% 71% 226
rs2619538 | A T | 195% | 50% | 31,5% 1791 18% 41% 41% 118

HapMap-Stichprobe aus européischem/kaukasischem Kollektiv;
Gesamtstichprobe=Patienten und Kontrollen aus kaukasischem Kollektiv

Andere Populationen aus China, Japan und Afrika (Subsahara) zeigen bezlglich der
in dieser Studie untersuchten sechs SNPs in der HapMap-Stichprobe dagegen teil-
weise deutlich unterschiedliche Ergebnisse im Vergleich zum kaukasischen Kollektiv.
Um das zu verdeutlichen, werden die hier vorliegenden Differenzen innerhalb der
HapMap-Ergebnisse beziiglich der sechs SNPs im Folgenden noch einmal analysiert
(s. Tab. 4.2.2).

Tab. 4.2.2: HapMap-Stichprobe: Populationen-Unterschiede bei untersuchten Marker

SNP minores Allel MAF CEU MAF HCB MAF JPN MAF YRI
rs1047631 G 20 % 2% 0 % 17 %
rs2056943 G 5% 0% 0 % 0%
rs3213207 G 5% 1% 0 % 2%
rs1011313 A 8 % 24 % 13 % 3 %
rs2619522 G 17 % 7% 7% 41 %
rs2619538 A* 39 % 98 % 99 % 33 %

MAF=minore Allelfrequenz;
Populationen: CEU=kaukasisch-europaisch, HCB=chinesisch, JPN=japanisch, YRI=afrikanisch (Sub-

sahara)

* = minores Allel bei Marker rs2619538 in der chinesischen und japanischen Population abweichend

(dort T-Allel)

Quelle: http://www.ncbi.nim.nih.gov
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Auffallig sind die Unterschiede beim SNP rs2056943, der sich allerdings in dieser
Arbeit und auch in den zuvor beschriebenen Studien nicht mit Schizophrenie assozi-
iert gezeigt hat. Er weist sowohl im afrikanischen als auch im chinesischen und japa-
nsischen Kollektiv der HapMap-Stichprobe keinen Polymorphismus auf. Bei einer
Allelfrequenz des haufigeren A-Allels von 100% bzw. des minoren Allels von 0%,
liegt damit bei den Untersuchten dieser Kollektive zu 100% der Genotyp homozygot
AA vor (Tab. 4.2.2, S.87).

Noch unterschiedlicher zeigen sich die Allelfrequenzen beim SNP rs2619538. Hier ist
das im européischen und afrikanischen Kollektiv haufigere T-Allel im chinesischen
und japanischen Kollektiv das seltenere Allel und entsprechend das im europaischen
und afrikanischen Kollektiv seltenere A-Allel im chinesischen und japanischen Kollek-
tiv das haufigere. Bei Betrachtung der Genotyoverteilung finden sich im asiatischen
Kollektiv in der HapMap-Stichprobe keinen Genotypen homozygot TT, wahrend die-
ser im europaisch-kaukasischen Kollektiv in einer Frequenz von 41% und im afrikani-
schen (Subsahara) Kollektiv in einer Frequenz von 46% auftritt (NCBI 2014).

Der SNP rs1047631 ist im japanischen Kollektiv nicht polymorp und besteht zu 100%
aus homozygoten A-Alleltragern (NCBI 2014). Auch im chinesischen Kollektiv ist das
A-Allel mit 98% am haufigsten ausgepragt. In der afrikanischen und der européi-
schen Gruppe kommt das A-Allel ebenfalls haufiger vor als das G-Allel. Das minore
Allel findet sich mit Frequenzen um die 20 Prozent allerdings deutlich haufiger als in
den anderen beiden Populationen.

Auch der SNP rs1011313 weist im Populationsvergleich teils deutliche Unterschiede
auf. So sind die Frgeuenzen des selteneren A-Allels in den beiden asiatischen Kol-
lektiven deutlich héher als in den beiden nicht-asiatischen Kollektiven. Der Genotyp
homozygot AA kommt in der afrikansichen Population gar nicht, der Genotyp GG zu
99% vor (NCBI 2014).

Beim SNP rs2619522 ist die Anzahl der G-Alleltrager und den entsprechenden in
den asiatischen Populationen deutlich niedriger als in den beiden anderen. Auffallig
ist die hohe Frequenz des G-Allels in der afrikanischen Gruppe mit 41 Prozent auch

im Vergleich zum kaukasischen Kollektiv mit rund 17 Prozent.
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Beim SNP rs3213207 zeigen sich nur kleine Unterschiede im Vergleich der asiati-

schen und afrikanischen Populationen mit dem kaukasischen Kollektiv.

Die hier dargestellten, teils deutlichen Unterschiede zwischen den einzelnen Popula-
tionen missen berlcksichtigt werden, wenn im Folgenden die Ergebnisse dieser Ar-
beit vor dem Hintergrund der bisher durchgeflhrten Studien erdrtert werden. Insge-
samt lassen obige Ausflihrungen den Schluss zu, dass der Vergleich von Studien
von Populationen asiatischer Ethnizitdten mit denen kaukasischer Ethnizitaten auf-
grund der festgestellten, teilweise gravierenden Differenzen nur bedingt aussagekraf-
tig ist. Hingegen sind Studien an kaukasischen Populationen durchaus miteinander
vergleichbar, sollten aber trotzdem im Hinblick auf Populationsstratifikation kritisch

betrachtet werden.

4.3 Vergleich der Ergebnisse mit Vorgangerstudien

Bisher existieren mehr als 40 Kandidatengenstudien, teilweise im Fall-Kontroll-
Design, teilweise familienbasiert, zu genetischen Variationen auf dem DTNBP1-Gen
bei unterschiedlichen Populationen. Die Ergebnisse sind jedoch sehr inkonsistent.
Teilweise konnten Assoziationshinweise repliziert werden, teilweise wichen die Er-
gebnisse der einzelnen Studien erheblich voneinander ab. Auch in dieser Arbeit, in
welcher Einzelmarker im Hinblick auf Allel- und Genotypverteilungen vor dem Hinter-
grund unterschiedlicher Familienanamnesen untersucht worden sind, war das der
Fall. Im Folgenden werden die hier erzielten Ergebnisse mit den Ergebnissen der
wichtigsten Referenzstudien verglichen und Unterschiede wie auch Ubereinstimmun-
gen diskutiert.

Straub et al. 2002/ van den Oord et al. 2003

In einer familienbasierten Assoziationsstudie einer irischen Population mit 270 Fami-

lien, in denen Schizophrenie mit einer hohen Dichte aufgetreten war (ISHDSF-
Sample) und insgesamt 1425 Personen, wurden insgesamt 17 SNPs untersucht, da-
runter drei die auch Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind (Straub et al. 2002b).
Die groBte Ubereinstimmung zwischen der Studie von Straub et al. (2002) und der
hier vorliegenden Arbeit zeigt der SNP rs3213207 im Hinblick auf das seltenere G-
Allel. Der Marker zeigte sich in beiden Fallen assoziiert mit Schizophrenie. Auch in
der zeitlich spateren Haplotyp-Analyse des gleichen Kollektivs (van den Oord et al.
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2003) war der Marker rs32113207 mit dem G-Allel signifikant am gefundenen Risiko-
haplotypen beteiligt. In der vorliegenden Arbeit gab der Marker in der Gruppe der
Patienten mit positiver Familienanamnese flr Schizophrenie einen Hinweis auf Do-
minanz des selteneren G-Allels (p=0,087) und in der Genotypverteilung war der Ge-
notyp heterozygot G/A bei den Patienten deutlich Uberreprasentiert im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Allerdings war das ebenfalls nur bei Patienten mit positiver Familien-
anamnese fur Schizophrenie der Fall. Der Marker zeigte sich hier signifikant assozi-
iert (p=0,034), was fiir den Einfluss der familidren Belastung auf das Risiko flir Schi-
zophrenie zu werten ist. Das untermauern auch die Ergebnisse von Straub et al..
Denn dort zeigte der untersuchte SNP in der vergleichbaren Gruppe D1-D8 (Patien-
ten mit schizophrenen Angehdérigen) mit einem p-Wert von 0,00004 die in der Studie
am starksten signifikante Assoziation (Straub et al. 2002b).

Ubereinstimmungen zeigt auch der SNP rs1011313 im Hinblick auf das G-Allel. In
der vorliegenden Arbeit zeigte er bei der Allelverteilung sowohl in der Gruppe aller
untersuchten Patienten (p=0,094) sowie in der Subgruppe der Patienten mit schizo-
phrenen Stérungen in der Familie (p=0,052) und der Patienten mit schizophrenen
Stérungen bei Erstgrad-Familienangehdérigen (p=0,063) teils deutliche Trends zur
Assoziation mit Schizophrenie. In allen drei Gruppen fand sich das haufigere Allel A2
(G) bei den Patienten haufiger als bei den Kontrollpersonen. Dabei zeigten die p-
Werte Unterschiede in der Starke des Assoziationssignals bei Patienten mit oder oh-
ne positive Familienanamnese. Sie fielen in den Subgruppen P_S (p=0,052) und P_E
(p=0,063) starker aus als in der Gesamtpatientengruppe (0,094). Bei Straub et al.
war der SNP rs 1011313 signifikant mit Schizophrenie assoziiert in den familiar star-
ker belasteten Patientengruppen D1-D8 mit an Schizophrenie erkrankten Angehdri-
gen oder D1-D5 mit Angehdérigen mit anderen psychiatrischen Erkrankungen.

Der Marker rs2619522 zeigte bei Straub keine Signifikanz. Das wurde in der vorlie-
genden Arbeit bestatigt. Die Ubrigen der hier untersuchten SNPs waren bei Straub
nicht genotypisiert worden.

Die teilweise haufigeren und starkeren Assoziationen, die die Autoren um Straub et
al. und Van den Oord et al. gefunden haben, im Gegensatz zu unseren Ergebnissen,
kénnten in einigen Punkten im unterschiedlichen Design der jeweiligen Studien be-
griindet sein. So handelte es sich bei Straub et al. bei der Patientengruppe um Pati-
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enten mit hoher familiarer Belastung mit Schizophrenie. Es wurden 270 Familien un-
tersucht, in denen die Krankheit mit hoher Dichte aufgetreten war. Das kdnnte die
Ergebnisse insofern beeinflusst haben, dass bestimmte Allele familienspezifisch wei-
tergegeben wurden, daher Uberdurchschnittlich oft zu finden waren. Dabei kdnnte es
sich um Haufungen oder Eigenarten in diesen speziellen Familien gehandelt haben.
Mdoglicherweise kdnnten aber auch krankheitsbeeinflussende, exogene Faktoren in
hochbelasteten Familien besonders ausgepragt sein. Weiterer Unterschied zwischen
den Ergebnissen von Straub et al. und Van den Oord et al. sind die unterschiedlichen
Einschlusskriterien bezlglich der Patientengruppe. So wurden in der vorliegenden
Arbeit lediglich Patienten eingeschlossen, die nach den Kriterien des DSM-1V eindeu-
tig als an Schizophrenie vom paranoiden, desorganisierten, katatonen, undifferen-
zierten oder residualen Typus erkrankt diagnostiziert werden konnten. Dagegen
schlossen Straub et al. und Van den Oord et al. auch Patienten mit schizoaffektiver
Stdérung und teilweise auch nicht ndher definierten psychiatrischen Erkrankungen ins
Patientenkollektiv mit ein. Das hat méglicherweise die Ergebnisse beeinflusst. Daflr
spricht, dass in jingeren Studien die positiven Assoziationsergebnisse von Straub et
al. und Van den Oord et al. so nicht bestatigt werden konnten (u.a. Turunen et al.
2006, Datta et al. 2007, Joo et al. 2007, Holliday et al. 2006, Peters et al. 2008, San-
ders et al. 2008, Dutt et al. 2009 und Strohmaier et al. 2010 (s. Tab. 1.3.1, S. 46)

Schwab et al. 2003

Sechs SNPs, zu denen es zum Teil bei Straub et al. positive Assoziationsergebnisse

gegeben hatte, wurden in dieser Studie untersucht an einem Kollektiv von 78 Ge-
schwisterpaar(Sib-Pair)-Familien und 125 Trios deutscher, israelischer und ungari-
scher Herkunft.

Auch in der Studie von Schwab et al. (2003) gibt es Ubereinstimmungen mit der vor-
liegenden Arbeit bei den Markern rs3213207 (seltenes G-Allel) und rs1011313 (hau-
figeres G-Allel), die bei Schwab et al. signifikant mit Schizophrenie assoziiert waren.
Bei der Haplotyp-Analyse zeigten sich die starksten Hinweise auf Assoziation bei
Kombinationen mit dem Marker rs1011313. Zudem zeigte sich der Marker rs2619522
im Hinblick auf das T-Allel assoziiert (Schwab et al. 2003), was in der vorliegenden
Arbeit nicht bestatigt werden konnte. Allerdings unterschied sich das Design in den
beiden Studien hinsichtlich der Patientenkollektive. Wahrend Schwab et al. eine fami-

lienbasierte Untersuchung von Trios und betroffenen Geschwisterpaaren durchfihr-
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ten, bestand das Patienten-Kollektiv in der vorliegenden Arbeit aus 503 nicht ver-
wandten schizophrenen Patienten. Méglicherweise ist die Assoziation des Markers
rs2619522 bei Schwab et al. damit zu begriinden, dass krankheitsbeeinflussende
Faktoren in hochbelasteten Familien besonders ausgepragt sein kénnten. Auf der
anderen Seite kénnten bestimmte Allele familienspezifisch verstarkt weitergegeben
werden. Dass die Kontrollen, die bei Schwab et al. denn auch Pseudokontrollen ge-
nannt wurden, aus den Allelen bestanden, die nicht an das erste Kind weitergegeben
wurden, kénnte diesen Effekt noch verstarken. In der vorliegenden Studie bestand
sowohl die Stichprobe als auch die Kontrollgruppe aus Nichtverwandten, wodurch
der familienspezifische Effekt ausgeschlossen werden kann.

Wie auch in der vorliegenden Studie bekraftigen die Ergebnisse von Schwab et al.
die Annahme, dass die Krankheitseffekte am DTNBP-1-Lokus durch eine positive
Familienanamnese verstarkt werden. Denn die Assoziationen wurden bei Schwab et
al. wie zuvor bei Straub et al. (2002b) und van den Oord et al. (2003) in Kollektiven
von Familien mit hoher Krankheitsdichte erzielt. Auch in der vorliegenden Arbeit gab
es positive Assoziationsergebnisse zumeist in den Gruppen mit positiver Familienan-

amnese.

Williams et al. 2004/ Tosato et al. 2006
Insgesamt 20 SNP wurden von Williams et al. (2004) gentotypisiert, darunter finf der

sechs SNPs, die auch in der vorliegenden Arbeit analysiert worden sind. Das Patien-
tenkollektiv bestand aus 219 Patienten und 231 Kontrollen irischer Herkunft (Dublin-
Sample) sowie einer britischen Gruppe, dem Cardiff-Sample, bestehend aus 708
schizophrenen Patienten und 711 Kontrollen. Dabei zeigte sich im Vergleich zur vor-
liegenden Arbeit lediglich eine Ubereinstimmung beim SNP rs2619538. Dieser bei
Williams et al. erstmals untersuchte SNP zeigte dort mit dem haufigeren T-Allel und
einem p-Wert von 0,06 einen Trend zur Assoziation. Dieses Ergebnis wurde spater
an einem italienischen Kollektiv von 80 schizophrenen Patienten und 106 Kontrollen
repliziert (Tosato et al. 2006). Dabei kénnte der Marker rs2619538 mit der Schwere
der Erkrankung in Verbindung stehen. Tosato et al. (2006) fanden den Haplotyp
rs2619538 — rs909706 signifikant mit einer schweren Auspragung von Schizophrenie

assoziiert.
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Auch in der vorliegenden Arbeit zeigte sich der SNP rs2619538 mit Schizophrenie
assiziiert bzw. Trends zur Assoziation. So trat in der Gesamtallelverteilung in der
Gruppe P_E das T-Allel haufiger auf als in der Kontrollgruppe (p=0,084). Zudem fan-
den sich die Trager des T-Allels mit den entsprechenden Genotypen TT/TA/AT hau-
figer sowohl in der Patientengruppe P_S als auch in der Patientengruppe P-E als in
der Kontrollgruppe. Dabei nahm das Ergebnis an Signifikanz zu, je starker die Fami-
lienbelastung war. So wurde in der Gruppe der P_S, der Patienten mit schizophrenen
Stérungen in der Familie ein Trend zur Assoziation mit einem p-Wert von 0,095 er-
reicht und in der Gruppe P_E, der Patienten mit schizophrenen Stérungen bei Erst-
grad-Familienangehdrigen Signifikanzniveau mit p=0,044.

Der Anteil homozygoter Trager des selteneren Allels Adenin lag jeweils niedriger bei
Patienten als bei den gesunden Kontrollen. Mdglicherweise ist Homozygotie des sel-
teneren Allels Adenin damit als protektiver Faktor zu werten, da die Trager des haufi-

geren T-Allels in den Patientengruppen haufiger zu finden waren als in der Kontroll-
gruppe.

Ubereinstimmung zwischen Williams et al. und dieser Arbeit zeigte sich auch bei
SNP rs1047631, der in beiden Untersuchungen keine Assoziationshinweise gab (Wil-
liams et al. 2004). In der folgenden Haplotyp-Analyse wurde Signifikanz fur die Mar-
ker-Kombination rs2619539-rs3213207-rs2619638-rs3213207 festgestellt, die in
zahlreichen Studien und auch in dieser Arbeit mit dem G-Allel signifikante Assozia-
tionshinweise geliefert hat. Allerdings trat der Marker rs3213207 in der Studie von
Williams et al. sowohl beim vermuteten protektiven Haplotyp als auch beim Risiko-
haplotyp mit dem haufigeren A-Allel auf (Williams et al. 2004). Das kénnte daftr
sprechen, dass dem Marker wohl nur in Kombination mit anderen Faktoren Gewicht
bei der Entstehung der Schizophrenie zukommt. Die Gemeinsamkeiten der Ergeb-
nisse mit der vorliegenden Arbeit kdnnten dabei auch darauf zurlickzufihren sein,
dass es sich jeweils um Fall-Kontroll-Studien handelte und keine familienbasierte
Untersuchung wie in den Studien zuvor.

Numakawa et al. 2004/ Tang et al. 2003/ Li et al. 2005

In der familienbasierten Untersuchung untersuchten Tang et al. (2003) sieben SNPs

in 233 chinesischen Trios, Li et al. (2005) genotypisierten insgesamt 10 SNPs in ei-

93



Diskussion

ner familienbasierten Untersuchung an einem Kollektiv von 638 hanchinesischen
Trios und Numakawa et al. (2004) untersuchten insgesamt sechs SNPs an einem
japanischen Kollektiv aus 670 schizophrenen Patienten und 588 Kontrollen. Vier der
auch in der vorliegenden Arbeit untersuchten SNPs wurden von Numakawa et al.
(2004) genotypisiert. Auffallig in die gleiche Richtung gingen dabei die Ergebnisse
beim Marker rs3213207. Dort zeigten sich in beiden Analysen teils signifikante Asso-
ziationshinweise im Hinblick auf das seltene G-Allel, die bei Numakawa einen p-Wert
von 0,0013 erreichten. Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit fanden Numakawa et
al. beim Einzelmarker rs1011313 keine Assoziationshinweise. Allerdings wurde ein
Risikohaplotyp identifiziert mit der Kombination rs3213207-rs1011313 und den Alle-
len G-G, die bezlglich der Allelauspragung mit jenen der in der vorliegenden Arbeit
untersuchten beiden Einzelmarker identisch sind (Numakawa et al. 2004).

Beim Marker rs2619522 fanden Numakawa et al. eine signifikante Assoziation be-
zlglich des G-Allels. In der vorliegenden Arbeit wurde kein Assoziationssignal gefun-
den. Der Marker rs2619538 zeigte zwar in beiden Arbeiten Signifikanzniveau, aller-
dings bei Numakawa et al. mit dem selteneren A-Allel (Numakawa et al. 2004) und
damit genau entgegengesetzt der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und auch jener
anderer Studien an kaukasischen Populationen, die das haufigere G-Allel ausge-
macht hatten (Williams et al. 2004; Riley et al. 2009). Die Differenzen zwischen der
Studie von Numakawa et al., dieser Arbeit und der anderer Studien an europaischen
Kollektiven kénnten in den unterschiedlichen Studienpopulationen begriindet sein.
Wie bereits in obigen Ausfihrungen zu den HapMap-Stichproben beschrieben, diffe-
riert der genetische Hintergrund von unterschiedlichen Populationen zum Teil deut-
lich. Besonders gro3e Unterschiede weisen dabei die hier untersuchten Variationen
im Vergleich zwischen den asiatischen und kaukasischen Populationen auf (Hap-
Map). Selbst innerhalb einzelner ethnischer Gruppen sind evolutionar bedingte Un-
terschiede denkbar. Ein Hinweis darauf sind die teils sehr voneinander abweichen-
den, inkonsistenten Studienergebnisse auch innerhalb europaischer Populationen,
die aber allesamt kaukasischen Ursprungs sind, wie z.B. bei Straub et al. 2002b, van
den Bogaert et al. 2004; Williams et al. 2004; Kirov et al. 2004; Funke et al. 2004;
Turunen et al. 2006; Tosato et al. und vielen mehr. Daher sind die Ergebnisse von
Studien mit unterschiedlichem ethnischen Hintergrund nur bedingt vergleichbar. Zu-
mindest bedarf es grindlicher Analysen bezlglich der Populationsstratifikation, um
Verzerrungen bzw. falsch-positive oder falsch-negative Ergebnisse zu vermeiden.
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Auch die Ergebnisse der Arbeit von Tang et al. sind vor diesem Hintergrund zu beur-
teilen. Dort wurde ein Risikohaplotyp rs2619539-rs2919522-rs1018381-rs909706
identifiziert, der mit einem p-Wert von 0,00091 eine signifikante Assoziation mit Schi-
zophrenie aufwies (Tang et al. 2003). In den diskutierten européischen Kollektiven
wurde ein solcher Haplotyp nicht als signifikant mit der Erkrankung assoziiert be-
schrieben, was im unterschiedlichen genetischen Hintergrund der beiden Populatio-
nen begriindet sein kdnnte.

Die Studie von Li et al. zeigte, wie auch die vorliegende Arbeit, Signifikanz beim Mar-
ker rs3213207, allerdings war hier die Frequenz des A-Allels haufiger in der Patien-
tengruppe. In der vorliegenden Arbeit und auch in den Studien von Straub et al. und
van der Oord et al. war das hingegen beim G-Allel bzw. G-Alleltragern der Fall. Auch
Li et al. sehen darin einen erneuten Hinweis auf den Einfluss genetischer Unter-
schiede verschiedener Ethnien auf die Atiopathogenese der Schizophrenie (Li et al.
2005).

Kirov 1. 2004

Wie bei Li et al. (2005) war auch bei der Untersuchung von Kirov et al. (2004) von
insgesamt acht SNPs bei 488 bulgarischen Trios mit jeweils einem an Schizophrenie
erkrankten Indexpatienten der Marker rs3213207 signifikant mit Schizophrenie asso-
ziiert. Allerdings war hier wie zuvor auch bei Li et al. (2005) und im Gegensatz zu der
hier vorliegenden Arbeit das A-Allel bzw. A-Alleltrager bei Patienten haufiger. Bei den
Ursachen fir dieses differierende Resultat kénnten zum einen mdgliche Unterschie-
de in der Ethnizitat eine Rolle gespielt haben, zum anderen das Studiendesign, da es
sich bei der Patientengruppe ahnlich wie bei Schwab et al. um ein Kollektiv von Fa-
milien mit hoher Krankheitsdichte handelte, das womd&glich genetische Marker fami-
lienspezifisch weiter gegeben hat.

Van den Bogaert et al. 2004

Insgesamt funf SNPs wurden an einem deutschen Kollektiv von 418 schizophrenen

Patienten und 113 Kontrollen, einem polnischen Kollektiv von 294 Patienten und 113
Kontrollen sowie einem schwedischen Kollektiv von 142 schizophrenen Patienten
und 272 Kontrollen untersucht. Gewisse Ubereinstimmungen mit den Ergebnissen
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der vorliegenden Arbeit wurden beim Marker rs1011313 erzielt. Hier zeigte sich bei
Van den Bogaert et al. die Allelfrequenz des selteneren G-Allels bei Patienten im
Vergleich zu den Kontrollen erhéht und mit einem p-Wert von 0,032 eine signifikante
Assoziation zur Schizophrenie, aber nur in der schwedischen Gruppe. In der vorlie-
genden Arbeit wiesen die Ergebnisse in die gleiche Richtung, allerdings ergaben sich
lediglich Trends zur Assoziation. Auffallig bei van den Bogaert ist die vergleichsweise
kleine Fallzahl im schwedischen Kollektiv. Wahrend die deutsche Gruppe aus 419
schizophrenen Patienten bestand und die polnische aus 294, beinhaltete die schwe-
dische Gruppe nur 142. Es ist denkbar, dass es sich bei dem Ergebnis van den
Bogaerts et al. um ein falsch-positives Ergebnis handeln kénnte, da aufgrund der
geringen Fallzahl der Analyse die nétige statistische Aussagekraft gefehlt hat. Dane-
ben kdénnten die Resultate van den Bogaerts et al. als Hinweis flr genetische Unter-
schiede auch innerhalb einer kaukasischen Population gewertet werden.

Die Hypothese, dass die Ergebnisse bei steigender Familienbelastung an Signifikanz
gewinnen, die auch durch die Resultate der vorliegenden Arbeit gestitzt werden
kann, wurde durch eine zweite Analyse Van den Bogaerts et al. unterstitzt. Hier
wurde in der Patientengruppe mit positiver Familienanamnese ein flnf-Marker-
Haplotyp bestehend aus rs3213207-rs1011313-rs2005976-rs760761-rs1018381 als
signifikant mit Schizophrenie assoziiert identifiziert. Der p-Wert wurde mit 0,00009

berechnet.

Funke et al. 2004

Hier wurden insgesamt sechs SNPs an drei Kollektiven unterschiedlicher ethnischer
Herkunft, kaukasisch, afroamerikanisch und hispanisch, untersucht (Funke et al.
2004). Bei der kaukasischen Gruppe handelte es sich um 258 Patienten mit Schizo-
phrenie und schizophrenieformer Stérung und 467 Kontrollen, bei der afroamerikani-
schen um 215 Falle und 74 Kontrollen und bei der hispanischen Gruppe um 51 Pati-
enten und 32 Kontrollen. Zwei SNPs, die in der vorliegenden Arbeit genotypisiert
wurden, waren auch in der Studie von Funke et al. Gegenstand der Betrachtung. Der
Marker rs1011313, der in dieser Arbeit Trends zur Assoziation gezeigt hatte, bot in
der Studie von Funke et al. kein Assoziationssignal in keiner der drei untersuchten
Patientengruppen. Der Marker rs2619522, der in der vorliegenden Arbeit keinen

Hinweis gegeben hatte, mit Schizophrenie assoziiert zu sein, erreichte bei Funke et
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al. sowohl in der kaukasischen als auch in der hispanischen Gruppe Signifikanzni-
veau. Allerdings handelte es sich bei der hispanischen Gruppe lediglich um 52 Pati-
enten, eine womdoglich zu geringe Fallzahl, um genlgend statistische Aussagekraft
aufzuweisen. Bei der kaukasischen Gruppe greift diese Begriindung nicht, denn sie
umfasste zwar nur etwa halb so viele Patienten wie die Patientengruppe der vorlie-
genden Arbeit, war aber mit 258 Patienten mit Schizophrenie und schizophreniefor-
mer Stérung zahlenmaBig grof3. Allerdings waren die diagnostischen Einschlusskrite-
rien bei Funke et al. weiter gefasst als in der vorliegenden Arbeit. Mdglicherweise
kénnten die inkonsistenten Ergebnisse durch den Einfluss des Genotyps auf den je-
weiligen Phanotypen bedingt sein und damit Ausdruck der Vielféltigkeit der Krankheit
Schizophrenie in Krankheitsbild und méglicherweise auch in seinem entsprechenden

genetischem Pendant.

Duan et al. 2007/de Luca et al. 2005

In der Studie von Duan et al. (2007) wurden insgesamt 26 SNPs am einem Kollektiv

von 136 Familien und 646 Individuen mit der Diagnose Schizophrenie oder schizoaf-
fektiver Stérung genotypisiert, die zu 72% europaischer und zu 18% afroamerikani-
scher Abstammung waren (restliche 10% unbekannt). Es zeigten sich signifikante
Assoziationshinweise am 3’-Ende des DTNBP1-Gen (Duan et al. 2007), allerdings
nicht bei Markern, die Gegenstand der vorliegenden Arbeit gewesen sind. Hier wurde
die 3‘-Region des DTNBP-1-Gens mit zwei untersuchten SNPs, rs1047631 und
rs2056943 abgedeckt, welche keine Assoziationshinweise lieferten. Duan et al. konn-
ten in der Haplotypanalyse eine signifikante Assoziation bei der Kombination
rs7758659-rs3213207 feststellen mit einem p-Wert von 0,0015 (Duan et al. 2007).
Dabei handelt es sich bei dem beteiligten SNP rs3213207 um den Marker, der bis-
lang mit am haufigsten als signifikant mit Schizophrenie assoziiert berichtet worden
ist, auch in der vorliegenden Arbeit war das der Fall.

Das 3-Ende des DTNBP1-Gens stand auch in der Studie von de Luca et al. im Fo-
kus. Nachdem zuvor Bray et al. bei einer allelspezifischen Expressionsanalyse des
SNPs rs1047631 an post mortem Hirngewebe schizophrener Patienten auf eine ver-
minderte Expression von DTNBP1 mRNA der das A-Allel enthaltenen Variante ge-
stoBen waren (Bray et al. 2005), analysierten de Luca et al. den SNP rs1047631 so-

wie zwei andere Marker in einer familienbasierten Untersuchung von 106 kaukasi-
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schen, zwei afrikansichen und neun asistischen Familien. Keiner der Marker zeigte
sich mit Schizophrenie assoziiert (de Luca et al. 2005), wie auch in der vorliegenden
Arbeit.

Riley et al. 2009

In der Assoziationsstudie von Riley et al. wurden u.a. vier der auch in der vorliegen-

den Arbeit betrachteten SNPs an einem irischen Kollektiv von 1021 Patienten mit
Schizophrenie oder schwerer schizoaffektiver Stérung und 626 Kontrollen untersucht.
Ubereinstimmende Ergebnisse gab es bei den Markern rs2619538 (selteneres T-
Allel) sowie rs3213207 (h&ufigeres G-Allel), die sich bei Riley et al. signifikant mit
Schizophrenie assoziiert zeigten (Riley et al. 2009) und auch in der vorliegenden Ar-
beit teils signifikante Assoziationen zeigten, teils Trends. Im Unterschied zu Riley et
al. gab es hier eine Signifikanz beim Marker rs3213207 (p=0,034) jedoch nur bei po-
sitiver Familienanamnese bezlglich Schizophrenie. Auch beim Marker rs2619538
verstarkien sich die Assoziationssignale mit zunehmender familidrer Belastung mit
Schizophrenie. Dagegen hatten Riley et al. in einer zweite Analyse keine Unterschie-
de in den Assoziationssignalen im Fall positiver Familienanamnese oder auch bei
unterschiedlichen Geschlechtern feststellen kénnen (Riley et al. 2009). Das steht im
Widerspruch nicht nur zu den Ergebnissen dieser Arbeit, sondern auch zu denen
friiherer Untersuchungen an einem irischen Kollektiv (Straub et al. 2002b) und an
einem schwedischen Kollektiv (van den Bogaert et al. 2003), die ebenfalls Uber stei-
gende Assoziationssignale bei positiver Familienanamnese berichtet hatten. Die un-
terschiedlichen Aussagen der vorliegenden Arbeit und der Arbeit von Riley et al.
kénnten in den unterschiedlich hohen Fallzahlen begrindet liegen. Denn bei Riley et
al. umfasste die Untersuchungsgruppe der Patienten mit schizophrenen Stérungen
bei Erstgrad-Familienangehdrigen 196 Félle. In der vorliegenden Arbeit waren die
Fallzahlen geringer. So beinhaltete die Gruppe P_S, die Patienten mit schizophrenen
Stérungen in der Familie, 146 Falle, die Gruppe P_E, die Patienten mit schizophre-
nen Stérungen bei Erstgrad-Familienangehérigen 96 Falle. Um hier aussagekraftige
Ergebnisse zu erzielen und die statistische Aussagekraft zu erhéhen, waren gréBere
Fallzahlen von Vorteil gewesen.

Auch beim Marker rs1011313 wurden im Vergleich der beiden Arbeiten unterschied-
liche Ergebnisse erzielt. Wahrend in der vorliegenden Arbeit sowohl in den Gruppen
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mit als auch denen ohne positiver Familienanamnese jeweils ein Trend zur Assozia-
tion beim haufigeren G-Allel festgestellt werden konnte, gab es bei Riley et al. keinen
Hinweis auf Assoziation. Anzumerken sind dabei die unterschiedlichen Einschlusskri-
terien der beiden Arbeiten. Wahrend Riley et al. sowohl Patienten mit der Diagnose
Schizophrenie als auch mit schizoaffektiven Stérungen nach DSM-IV in die Patien-
tengruppe einschlossen, wurden hier nur Patienten mit der Diagnose Schizophrenie
nach DSM-IV in die Patientengruppe aufgenommen. Auch hier stellt sich erneut die

Frage nach der Trennschéarfe der Diagnosekriterien flir Schizophrenie.

Strohmeyer et al. 2010
Von den bei Strohmeyer et al. genotypisierten 38 SNPs im DTNBP1-Gen an 634 Pa-
tienten mit Schizophrenie und 776 Kontrollen befanden sich mit rs1047631 und

rs2056943 lediglich zwei SNPs, die auch in der vorliegenden Arbeit untersucht wor-
den sind. Keiner der beiden am 3’-Ende des Gens gelegenen Marker zeigte einen
Hinweis auf Assoziation. Auch bei einer zweiten Analyse einer Subgruppe, die aus
147 Patienten mit positiver Familienanamnese bestand, d.h. einen Verwandten ers-
ten oder zweiten Grades mit Schizophrenie in der Familie hatten, zeigte sich kein
Hinweis auf Assoziation. Auch das deckt sich mit den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit. Im Ubrigen konnte auch fiir keinen anderen der untersuchten Marker ein As-

soziationssignal gefunden werden.

Voisey et al. 2010:
Von den in dieser Studie untersuchten 13 SNPs an einem australischen Kollektiv von

160 schizophrenen Patienten einer nicht ndher definierten Population und 250 Kon-
trollen war nur einer deckungsgleich mit denen in der vorliegenden Arbeit. Dabei
handelte es sich um den Marker rs2056943. In beiden Arbeiten konnte hier keine
Assoziation mit Schizophrenie gefunden werden. Dagegen zeigten Voisey et al. bei
vier Markern eine signifikante Assoziation mit Schizophrenie, bei denen das bislang
zuvor nicht der Fall gewesen war. Schwachen der Studie liegen in der geringen Fall-
zahl sowie in der mangelnden Populationsstratifikation, da es sich bei der Patienten-
gruppe um ein Kollektiv von Patienten einer nicht naher definierten Population ge-
handelt hat.
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Zahlreiche weitere Untersuchungen zu genetischen Variationen im DTNBP1-Gen
zeigten keine Assoziationen bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Markern
und auch nicht bei anderen untersuchten SNPs (Betcheva et al. 2009; Dutt et al.
2009; Peters et al. 2008; Sanders et al. 2008; Datta et al. 2007; Turunen et al. 2007;
Joo et al. 2006). Zu dem in dieser Arbeit analysierten Marker rs2056943, der erst in
jungerer Zeit Beachtung gefunden hatte, wurde, obwohl exonisch lokalisiert, in keiner
der Studien bislang ein Assoziationshinweis festgestellt. Das deckt sich mit den Er-
gebnissen der vorliegenden Arbeit.

Insgesamt kénnten die Grinde flir die offensichtlich divergierenden Ergebnisse der
bislang beschriebenen Assoziationsstudien am DTNBP1-Gen in grundsatzlich limitie-
renden Faktoren bei der Erforschung genetischer Ursachen der Schizophrenie lie-
gen, auf die im folgenden abschlieBend naher eingegangen werden soll.
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4.4 Uberlegungen zu limitierenden Faktoren

Schizophrenie gehért zu den genetisch komplexen Erkrankungen mit einer breiten
Variation im Krankheitsbild. Ein monogener Erbgang gilt als ausgeschlossen, viel-
mehr gehen viele gangige Theorien davon aus, dass zahlreiche Veranderungen in
mehreren Genen in Kombination mit Umweltfaktoren an der Entstehung der Krank-
heit ursachlich beteiligt sind (Tandon et al. 2008; Owen 2000; Maier et al. 1999) und
schlieBlich die vielfaltigen hirnstrukturellen, neurophysiologischen und biochemischen
Veranderungen und die unterschiedlichen Symptome, die bei der Schizophrenie zu
finden sind, bedingen.

In der Heterogenitat der Erkrankung und der vielfaltigen Phanotypen kénnte auch
eine der Erklarungen fir die widersprichlichen Ergebnisse der bislang durchgeflhr-
ten Studien am DTNBP1-Gen liegen. Die Heterogenitdt des Krankheitsbildes er-
schwert eine Zuordnung im Sinne von Genotyp-Phanotyp. So ist es durchaus denk-
bar, dass bestimmte Variationen im Genotyp wie SNPs oder Haplotypen auch nur
bestimmte Symptomenkomplexe oder Teilaspekte der Krankheit beeinflussen, z.B.
Negativ-Symptome wie die kognitive Leistungsfahigkeit (Burdick et al. 2007; Fanous
et al. 2005; van den Oord 2003; Straub et al. 2003), Sprachvermégen (Luciano et al.
2009) oder Positiv-Symptome wie Wahn oder Ich-Stérungen (Craddock und Owen
2007). Verschiedene Genotypen kénnten also in Beziehung mit nur bestimmten Sub-
typen der Schizophrenie stehen, was die inkonsistenten Studienergebnisse durchaus
erklaren wirde. Denn die bisherigen Assoziationsstudien haben zumeist nicht in ein-
zelne Subtypen unterschieden, so wie auch die vorliegende Arbeit, und wenn doch,
waren die Fallzahlen zumeist gering, was die statistische Aussagekraft verringert.
Daher wird Studien zu Endophanotypen in der Untersuchung genetischer Variationen
in Suszeptibilititsgenen flir Schizophrenie mit ausreichend hohen Fallzahlen kiinftig
wohl ein groBer Stellenwert zukommen.

Zudem wird auch systematischen genomweiten Assoziationsstudien mit hohen Fall-
zahlen mehr und mehr Bedeutung zukommen. Hier wurde aktuell eine umfangreiche
Studie durchgefiihrt, in der das Genom von rund 37000 schizophrener Patienten im
Vergleich zu rund 113000 Kontrollen detektiert wurde (Schizophrenia Working Group
of the Psychiatric Genomics Consortium 2014). Es zeigten sich dabei 108 unabhan-
gige mit Schizophrenie assoziiierte Gen-Loci, von denen 83 vorher nicht mit Schizo-
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phrenie in Verbindung gebracht worden waren. Das Konsortium fand zudem eine
kleinere Anzahl von Genen mit Schizophrenie assoziiert, die funktional der Aktivitat
des Immunsystems zugeordnet werden, aber es gab auch Ergebnisse, die friihere
Hypothesen stlitzen, wie die Dopaminhypothese. So fanden die Autoren eine Asso-
ziation zwischen Schizophrenie und der Region des Genoms, die fir das DRD2-Gen
kodiert, dem Gen also, welches fir den Dopamin-Rezeptor kodiert, dessen Ziel die
derzeit zugelassenen Medikamente gegen Schizophrenie sind. Das Dysbindin-1-Gen
fand sich in dieser Untersuchung nicht unter den Top-Kandidaten-Genen fiir Schizo-
phrenie (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium
2014).

Dass bislang nicht alle positiven Hinweise in Genomscans repliziert werden konnten,
ist unter anderem auch mit der Lokus-Heterogenitat zu erklaren, durch die sich kom-
plexe genetische Erkrankungen auszeichnen. Zudem ist vorstellbar, dass in unter-
schiedlichen Ethnien oder Untersuchungskollektiven auch unterschiedliche Krank-
heitsvarianten existieren. Auch sind sowohl in Kopplungsstudien als auch in Assozia-
tionsuntersuchungen teils erhebliche Unterschiede in Stichprobengrée und diagnos-
tischen Einschlusskriterien feststellbar (Zuo et al. 2009). Auch Unterschiede im zu-
grunde liegenden Vererbungsmodell kénnten fur Ergebnisdifferenzen sorgen. So
wurden in ersten Kopplungsanalysen oft klassische Vererbungstheorien angenom-
men, spater dann wurden vermehrt parameterfreie Methoden angewandt, die aber
meist Uber weniger statistische Aussagekraft verfligen (Bickebdller und Fischer
2007).

Neben der Theorie, dass viele und haufige Variationen in verschiedenen Genen flr
sich genommen nur jeweils kleinen Effekten zur Entstehung von Schizophrenie bei-
tragen, gibt es mittlerweile auch andere Uberlegungen. So kénnten auch sehr selte-
ne, multiple, allerdings hoch penetrante Mutationen, so genannte copy number varia-
tions (CNV) eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der Schizophrenie spielen,
die moglicherweise familienspezifisch oder spezifisch fir einzelne Individuen sind
(Mc Clellan et al. 2007). Bislang gab es bei grof3 angelegten Untersuchungen von
CNVs bezlglich Schizophrenie einige vielversprechende Ergebnisse (Stefanson et
al. 2008; Need et al. 2009; Stefanson et al. 2009).
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Auch die sogenannte ,common disease -rare allele” Hypothese legt die Vermutung
zugrunde, dass Schizophrenie genetisch heterogen ist und dass viele pradisponie-
rende Mutationen, die penetrant und individuell selten sind, mdglicherweise sogar
spezifisch in einzelnen Fallen oder Familien fir die Erkrankung verantwortlich sein
kénnten (McClellan et al. 2007). In diesem Modell treten bei verschiedenen Familien
spezifische Mutationen auf, im gleichen oder auch in verschiedenen Genen, aber
jede Familie tragt nur eine oder zwei Mutationen. Das bedeutet, dass viele verschie-
dene mit der Krankheit assoziierte Mutationen im selben Gen auftreten kénnen und
wirde die inkonsistenten Studienergebnisse gerade bei der Untersuchung des Dys-
bindin-1-Gens im Zusammenhang mit Schizophrenie erklaren (McClellan et al. 2007).

Neben der Heterogenitat der Schizophrenie und den méglicherweise unzureichenden
Theorien, in welcher Form genetische Veranderungen Einfluss auf die Erkrankung
nehmen kénnen, gibt es auch eine Reihe von methodischen Faktoren, die Ursache
far die inkonsistenten Ergebnisse sein kdnnten.

Das ist z.B. die Auswahl der Probanden. Diese wurde in der vorliegenden Arbeit bei
der Rekrutierung der Patientengruppe aulB3erst restriktiv gehandhabt. Es wurden le-
diglich Patienten eingeschlossen, die die DSM-IV-Kriterien flr Schizophrenie erflll-
ten. In anderen Studien wurden teilweise auch Patienten mit schizoaffektiver Stérung
oder dem weiteren schizophrenen Formenkreis mit eingeschlossen. Unter der An-
nahme, dass bestimmte Veranderungen im Genotyp bestimmte Phanotypen zur Fol-
ge haben, kénnte die Heterogenitadt der verschiedenen Patientengruppen mit ein
Grund fir die teils deutlich differierenden Ergebnisse sein.

Auch die Auswahl der Kontrollpersonen stellt eine mdgliche Ursache fur die ausei-
nanderdriftenden Ergebnisse dar. Gerade bei Frauen kommt es nicht selten zu einem
zweiten Erkrankungsgipfel im Alter von Mitte 40. Sollten die Kontrollpatienten jlinger
sein, so kann nicht ausgeschlossen werden, dass sie méglicherweise noch an Schi-
zophrenie erkranken kénnten. Dem wurde in der vorliegenden Arbeit Rechnung ge-
tragen. Der Altersdurchschnitt in der Kontrollgruppe lag bei 46 Jahren. Zudem sollte
sowohl bei der Auswahl der Kontrollen, als auch bei der Auswahl der Patientengrup-
pe auf eine mogliche Gleichverteilung zwischen mannlichem und weiblichem Ge-
schlecht geachtet werden, weil so mégliche geschlechtsspezifische Einflisse mini-
miert werden kénnen, wie z.B. der méglicherweise protektive Effekt von Ostrogen
(Hafner 1995a). Auch dieses Kriterium wurde in der hier vorliegenden Arbeit weitge-
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hend erflllt. So betrug die prozentuale Verteilung zwischen mannlichen und weibli-
chen Teilnehmern in der Kontrollgruppe 45,4% zu 54,6%. In der Patientengruppe
zeigte sich hinsichtlich der Geschlechterverteilung ein weniger ausgeglichenes Er-
gebnis mit 65% mannlichen und rund 35% weiblichen Probanden kaukasischer Ab-

stammung.

4.5 Ausblick

Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit und der anderer Autoren besteht weiterhin
Grund zur Annahme, dass es sich bei DTNBP1 um ein Suszeptibilitats-Gen fiir Schi-
zophrenie handelt. Eindeutige Beweise daflr wurden bisher zwar nicht geliefert und
auch in dieser Arbeit konnten die positiven Assoziationsergebnisse von Vorlauferstu-
dien nicht in vollem Umfang repliziert werden. Jedoch stiitzen die Ergebnisse die An-
nahme, dass Variationen im DTNBP1-Gen an der Pathogenese der Schizophrenie
beteiligt sind. Dabei weisen die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass es einen
Zusammenhang zwischen positiver Familienanamnese in Bezug auf Schizophrenie
und genetischen Variationen im DTNBP1-Gen gibt. Weitere Studien mit héheren
Fallzahlen werden nétig sein, um die genetischen Risikomarker auf dem DTNBP1-
Gen und ihr mdgliches Zusammenspiel mit Markern auf anderen Genen genauer zu
detektieren. Techniken wie die genomweiten Assoziationsstudien werden hier einen
groBBen Beitrag leisten kénnen. Zudem werden auch detaillierte, funktionelle Untersu-
chungen von Einzelbasen-Polymorphismen und Haplotypen in Zusammenhang mit
der Expression ihres Genprodukts und dessen Funktion erforderlich sein. Weiterhin
kénnten genauere Genotyp-Phanotyp-Analysen moglicherweise auch symptombe-
zogen Marker identifizieren und untersuchen. In Kombination mit weiteren zellbiologi-
schen Forschungen kénnte es schlieBlich mbglich sein, Medikamente zu entwickeln,

die die Krankheit individueller und effektiver therapieren kénnen.
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Abkilrzungsverzeichnis

Abkiirzungen und Fachbegriffe

Abkiirzung Bedeutung

5-HT-2A 5-Hydroxytryptamin-/Serotonin-Rezeptor

Akt1 v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1

Bp Basenpaare

C Cytosin

CCDC60 coiled-coil domain-containing protein 60

CENTG2 ArfGAP with GTPase domain, ankyrin repeat and PH do-
main 1

CNV copy number variants

COMT Catecholamin-O-Methyltransferase

CT Computertomographie

Da Dalton

DAPC dystrophine-assaciated-proteine-complex

DAO D-Aminoséaureoxidase

DISC Disrupted In Schizophrenia

DMD Duchenne Muskeldystrophie

DRD3 Dopamin 3-Rezeptor

DSM-IV Diagnostic and Statistic Manual for Mental Disorders,
Version vier

DTNBP1 dystrobrevin binding protein1

DTNA a-Dystrobrevin

DTNB B-Dystrobrevin

EDTA Ethylendiamintetraacetat

G Guanin

G72 D-Aminosaure-Oxidase-Aktivator

GABA Gamma-Amino-Buttersaure

GRIA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic-acid
(AMPA )-Receptor subunit GluR4

GWAS Genomweite Assoziationsstudie

HF Hippocampusfraktion

HTR4 Serotonin- 2A- Rezeptorgen

htSNP haplotype tagSNP

HWE Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

ICD-10 International Classification of Diseases, Version 10

kD Kilodalton

LD Kopplungsungleichgewicht, linkage Disequilibrium

LSD Lysergsaurediethylamid

mbp Megabasenpaare

MAF minimale Allelfrequenz

MALDI Matrix-assisted Laser Desorption/lonization

Met Methionin

Mg Magnesium

MHC major histocompatibility complex

mRNA messenger-RNA

MRS Protonen-Magnetresonanzspekroskopie

MRT/MRI Magnetresonanztomographie
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MS Massenspektrometer

MYO18B myosin XVIIIB

NaOH Natriumhydroxid

nm Nanometer

nNOS Nitroxidsythase

NCBI National Center for Biotechnology Information

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NOTCH 4 neurogenic locus homolog notch protein 4

NRGH1 Neuregulin 1

NRGN Neurogranin

p Pico

PCB Phencyclidin

PBS phosphate buffered saline

PCR polymerase chain reaction (Polymerase Kettenreaktion)

PET Positronen- Emissions- Tomographie

PLC Phospholipase C

PPP3CC Protein Phosphatase 3-Gen,die fir die Calcineurin-y-
katalytische Untereinheit

PRKCA Gen, codiert fir Protein Kinase C

PRODH Prolin Dehydrogenase

PSD postsynaptic densities

RELN Reelin

rpm rounds per minute

RNA Ribonukleinsaure

RGS4 Regulator of G-Protein signaling 4

SAP Shrimp alkaline phosphatase

SD Standardabweichung

Ser Serin

SKID strukturiertes klinisches Interview

SNP single nucleotide polymorphism, Einzelbasenpolymorphis-
mus

SPSS Statistical Package for Social Sciences

STR short tandem repeats

T Thymin

TE Tris-EDTA Puffer

TOF time of flight

TRAR4 trace amine associated receptor 6

WHO World Health Organisation

ZDHHCS8 Zinc finger, DHHC domain containing 8

ZNF804A zinc finger protein 804A

ZNS Zentralnervensystem
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