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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Es gilt heute als gesichert, dass eine starke genetische Komponente in der Atiologie
der Schizophrenie vorliegt. In der vorliegenden Arbeit wurden in einer Fall-Kontroll-
Assoziationsstudie drei genetische Polymorphismen in Genen des Interleukin-1-
Genkomplexes auf eine mdgliche Assoziation mit Schizophrenie untersucht:

die Gene, die fir die proinflammatorischen Interleukine Interleukin-1 alpha und
Interleukin-1 beta kodieren, sowie das Gen, welches fur den antiinflammatorischen
Interleukin-1-Rezeptorantagonist kodiert. Dieser ist der naturlich vorkommende,
endogene Gegenspieler von Interleukin-1. Seine biologische Funktion scheint in der
Kontrolle des Ausmalies der proinflammatorischen Interleukine zu liegen.

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gene liegen innerhalb einer Genregion
auf Chromosom 2p12-922.1, die in einer grol} angelegten Meta-Analyse als einziger
Genabschnitt eine genomweite signifikante Kopplung erreichte (Lewis et al. 2003).
Daher sind die Gene des Interleukin-1-Genkomplexes positionelle Kandidatengene in
der Pathogenese der Schizophrenie. AuRerdem sind die Interleukine deswegen sehr
interessante Proteine fur die Schizophrenie, da sie den Metabolismus von
Neurotransmittern und die Hirnentwicklung beeinflussen sowie Informationen
zwischen Zellen des peripheren Immunsystems und des zentralen Nervensystems
vermitteln kénnen. Im Blut, in der Zerebrospinalflissigkeit sowie im prafrontalen
Cortex schizophrener Patienten konnten veranderte Konzentrationen von IL-1 und IL-
1RA im Vergleich zu Kontrollen beobachtet werden. Dies weist auf eine
Dysregulation der Interleukine in der Schizophrenie hin. Da Anomalien bei der
Hirnentwicklung, den Neurotransmittersystemen und dem Immunsystem als mogliche
Pathomechanismen der Schizophrenie betrachtet werden, ist es durchaus
vorstellbar, dass eine genetisch bedingte Stérung in dem sensitiven Gleichgewicht
zwischen pro- und antiinflammatorischen Interleukinen in der Schizophrenie
zumindest teilweise krankheitsauslésend oder -beeinflussend sein kann.

FUr diese Fragestellung wurden Allel- und Genotypfrequenzen eines C-889T-
Basenaustauschpolymorphismus im Promotor des Interleukin-1 alpha-Gens, eines C-
511T-Basenaustauschpolymorphismus im Promotor des Interleukin-1 beta-Gens
sowie eines variable number of tandem repeats (VNTR) -Polymorphismus im zweiten

Intron des Interleukin-1-Rezeptorantagonist-Gens untersucht.
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte keine Assoziation zwischen den untersuchten
Polymorphismen der Gene des Interleukin-1 alpha und beta mit der Diagnose
Schizophrenie festgestellt werden. Bei dem untersuchten Polymorphismus des IL-
1RN konnte ein Trend in Richtung einer selteneren Haufigkeit des Allels 2 bei
Schizophrenen nachgewiesen werden. Die Analyse von Haplotypen des IL-1-
Genkomplexes auf Assoziation mit Schizophrenie ergab keinen Zusammenhang. Die
vorliegenden Ergebnisse sprechen dafur, dass das seltenere Vorkommen des Allels
2 des IL-1RA bei den Schizophrenen einen Einfluss auf das Entstehungsrisiko der
Schizophrenie haben konnte, indem es zu einer Verschiebung der sensitiven
Balance des Interleukin-1-Genkomplexes zwischen pro- und antiinflammatorischen
Interleukinen zugunsten der proinflammatorischen Interleukine fuhrt. Dieser Befund
bekraftigt die Hypothese, dass eine Uberschiellende Aktivierung des Immunsystems
in der Pathogenese der Schizophrenie eine Rolle spielen konnte. Auflerdem weist er
darauf hin, dass die Dysregulation der Interleukine bei den Schizophrenen zumindest
teilweise genetisch bedingt sein kdnnte. Die Ergebnisse sprechen somit flr eine
mogliche schutzende Rolle des Allels 2 des Interleukin-1-Rezeptorantgonisten vor
der Entstehung der Schizophrenie. Dieser Befund wurde durch neuste Studien von
Zanardini et al. (2003) und Bocchio-Chiavetto et al. (2002), in denen die Trager des
IL-1RN Allel 2 signifikant seltener bei den Schizophrenen vertreten waren,

unterstutzt.
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Einleitung

2 Einleitung

2.1 Die Schizophrenie

Die Schizophrenie ist eine heterogene psychische Erkrankung, die sowohl
symptomatisch als auch neuropathologisch sehr vielfaltig ist. Charakteristische
Symptome sind Wahn, Halluzinationen, formale Denkstorungen, Ich-Stérungen,

Affektstorungen und psychomotorische Stérungen (Moller und Deister 2000).
2.1.1 Symptomatik und Verlauf der Schizophrenie

Zur Kategorisierung der komplexen Symptomatik der Schizophrenie wurden
unterschiedliche Einteilungsversuche entwickelt, die flr die Diagnose schizophrener
Psychosen von grofder Bedeutung sind. Die Einteilung in klinische Subtypen wurde
bereits 1896 von Emil Kraepelin in seiner ersten Beschreibung der Dementia praecox
dargestellt und erfolgt je nach Verlauf und vorherrschender Symptomatik in
hebephrene, katatone oder paranoid-halluzinatorische Schizophrenie (Diefendorf
1902; Kraepelin 1896). 1908 entwickelte Eugen Bleuler eine Einteilung der
Symptomatik in Grund- und akzessorische Symptome. Zu den Grundsymptomen
zahlte Bleuler Assoziationsstorungen, Affektstorungen, Autismus und Ambivalenz, zu
den akzessorischen Halluzination, Wahn und katatone Symptomatik (Moller und
Deister 2000). Seit den 70er Jahren werden die Symptome der schizophrenen
Psychosen auch in positive und negative Symptome differenziert. Zu den positiven
Symptomen zahlen Halluzination, Wahn, formale Denkstérungen sowie
desorganisiertes Verhalten und zu den negativen Alogie, Affektverarmung, sozialer
Rickzug und Aufmerksamkeitsstérungen (Andreasen und Olsen 1982; Crow 1980).

Das Konzept der Schizophrenie in den heutigen Klassifikationssystemen ICD-10
(International Classification of Diseases, 10. Fassung) und DSM-IV (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders (Fourth Edition)) basiert im Wesentlichen auf
dem Ansatz von Kraepelin. Es wurde allerdings bezlglich internationaler
Konsensfindung, Einbeziehung moderner empirischer Untersuchungsergebnisse und
Notwendigkeit der Operationalisierung modifiziert (Moller 2001). Die nosologische
Einteilung erfolgt in der ICD-10 nach sieben klinischen Syndromen: der paranoiden,

hebephrenen, katatonen und undifferenzierten Schizophrenie, der

16



Einleitung

postschizophrenen Depression, des schizophrenen Residuums und der
Schizophrenia Simplex. Das amerikanische Diagnosesystem DSM-IV klassifiziert
nach funf  Haupttypen: dem paranoiden, desorganisierten, katatonen,
undifferenzierten und residualen Typus (Moller und Deister 2000).

Bezuglich des Verlaufs ist die Schizophrenie eine schwerwiegende psychiatrische
Erkrankung. Obwohl sich prognostisch glnstige und unglnstige Faktoren
herausgestellt haben, ist es nicht mdglich, zu Beginn der Erkrankung eine Prognose

fur den Einzelfall zu erstellen.

2.1.2 Epidemiologie der Schizophrenie

Die Schizophrenie hat eine weltweite Lebenszeitpravalenz von ca. 1%. Das
Ersterkrankungsalter liegt in der Regel zwischen dem 18. und 30. Lebensjahr. Drei
epidemiologische Charakteristika der Schizophrenie sind sehr gut belegt:

1. Die Pravalenzzahlen sind in unterschiedlichen Landern der Welt mit
unterschiedlichem soziokulturellen Hintergrund etwa gleich (Tsuang et al. 1995).

2. Das mittlere Ersterkrankungsalter von Mannern liegt zwar um zwei Jahre friher als
das von Frauen, die Lebenszeitpravalenz ist aber nicht geschlechtsabhangig
(Jablensky und Cole 1997).

3. Die jahreszeitliche Verteilung des Geburtsdatums Schizophrener weist eine
Uberzufallige Haufung von Geburten im spaten Winter und Fruhjahr auf, und zwar in

allen Landern der ndrdlichen und sidlichen Halbkugel (Hettema et al. 1996).

2.1.3 Epidemiologische Risikofaktoren der Schizophrenie

Seit Uber 100 Jahren forscht man nach den Ursachen der Schizophrenie und verfolgt
dabei zahlreiche methodische Ansatze. Trotz intensiver Forschungsanstrengungen
ist die Atiologie der schizophrenen Erkrankungen nach wie vor ungeklart. Es gilt
jedoch als gesichert, dass folgende Risikofaktoren relevant sind:

1. Eine deutliche familiare Haufung schizophrener Stérungen deutet auf eine zentrale
Rolle genetischer Faktoren bei ihrer Entstehung hin. Dabei ist das relative Risiko bei
einem schizophrenen  Angehorigen ersten Grades im Vergleich zur

Allgemeinbevdlkerung etwa 5 - bis 15 fach erhoht (Kendler und Gardner 1997).
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2. Komplikationen bei der Schwangerschaft und Geburt fuhren zu einer Erhéhung
des relativen Risikos um 1,5 bis 2,0 (Verdoux et al. 1997; Verdoux und Sutter 2002).
3. Das Geburtsdatum von Schizophrenen geht in Frihjahrs- und Wintermonaten mit
einem geringflgig, aber zumindest in Populationen, die in der Grofistadt geboren
und aufgewachsen sind, sicher replizierbar erhdhten Erkrankungsrisiko (relatives
Risiko 1,2 bis 1,5) einher. Dieser Befund wird aber methodenkritisch diskutiert (Lewis
1989; Torrey und Bowler 1990).

Nach heutiger Vorstellung wird eine multifaktorielle Atiopathogenese der

Schizophrenie favorisiert.

2.1.4 Multifaktorielle Atiopathogenese der Schizophrenie

Im Folgenden werden die verschiedenen Faktoren dargestellt, die einen Einfluss auf

das Entstehungsrisiko der Schizophrenie austben kdénnten.

2.1.41 Genetische Faktoren

Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien zeigen, dass es eine starke genetische

Komponente in der Atiologie der Schizophrenie gibt.

2.1.4.1.1 Familien-, Adoptions- und Zwillingsstudien

Familienstudien zeigen, dass das Risiko, die Krankheit zu entwickeln, mit
zunehmender genetischer Verwandtschaft zu einer schizophrenen Person zunimmt
(McGuffin et al. 1995). Im Gegensatz zu einem Risiko von 1% in der allgemeinen
Bevodlkerung haben Verwandte dritten Grades ein Risiko von ca. 2%, an
Schizophrenie zu erkranken. Verwandte zweiten Grades zeigen ein Risiko von 6%,
und bei Verwandten 1. Grades steigt das Risiko auf bis zu 9% an (Tsuang et al.
2001). Familienstudien setzen die Ahnlichkeit zwischen Eltern und ihrer genetisch
verwandten Nachkommenschaft sowie zwischen zusammenlebenden Geschwistern
voraus. Dabei kann die Ahnlichkeit sowohl auf genetische als auch auf Einflisse der
gemeinsamen familiaren Umgebung zurlckgehen. Daher kdonnen Familienstudien

keine Trennung von Genetik und Umweltfaktoren darstellen.
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Zwillingsstudien zeigen, dass genetische Einflisse einen bedeutsamen Beitrag zur
familiaren Haufung der Schizophrenie leisten. Sie vergleichen die Konkordanz flr
Schizophrenie bei monozygoten Zwillingen (MZ), die genetisch identisch sind, mit der
Konkordanz bei zweieiigen Zwillingen, die nur ungefahr 50% ihrer Gene teilen. In
verschiedenen Studien konnte wiederholt eine Konkordanzrate bei monozygoten
Zwillingen von etwa 40 - 60% festgestellt werden, was signifikant hdher ist als die
Rate von 4 - 15% bei dizygoten Zwillingen (DZ) (Cannon et al. 1998; Farmer et al.
1987; Franzek und Beckmann 1996; Kringlen 1976; Onstad et al. 1991). Dies ist ein
weiteres Indiz fur die starke genetische Rolle bei der Entstehung der Schizophrenie.
Andererseits zeigt die durchschnittich nur etwa 50%ige Konkordanz flr
Schizophrenie bei eineiigen Zwillingen, dass auch nichtgenetische Faktoren eine
Rolle spielen.

Eine Erklarung hierfur ware der Einfluss von Umweltfaktoren wie
Geburtskomplikationen, intrauterine Veranderungen und Virusinfektionen, aber auch
von sozialen Faktoren und psychologischem Stress, der in der Pathogenese der
Schizophrenie zusatzlich zu der genetischen Rolle diskutiert wird (McNeil et al. 2000;
Tsuang 2000). In Annahme der multifaktoriellen Atiopathogenese der Schizophrenie
beglnstigen diese Umweltfaktoren wahrscheinlich zusammen mit der genetischen
Pradisposition die Ausbruchswahrscheinlichkeit der Schizophrenie. Somit kann der
Ausbruch einer schizophrenen Psychose als das Ergebnis eines komplexen
Zusammenspiels zwischen genetischer Komponente und Umwelt betrachtet werden.
Interessant ist auch die Tatsache, dass monozygote Zwillingspaare im Vergleich zu
dizygoten in starkerem Umfang eine gleiche Umgebung teilen. Sie sehen sich
besonders ahnlich und haben das gleiche Geschlecht. Daher ist es durchaus
vorstellbar, dass auch ihre Umwelt, z.B. die Eltern in ahnlicherer Weise auf sie
reagieren und eventuell Unterschiede bezuliglich ihrer Personlichkeit vernachlassigen.
AulRerdem teilen sich monozygote Zwillinge nur eine Plazenta, d.h. sie haben die
gleiche pranatale Umwelt und intrauterine Variablen (Reiss et al. 1991). Dizygote
Zwillinge dagegen haben zwei Plazenten, so dass hier bei monozygoten Zwillingen

die Heritabilitat tGberschatzt werden konnte.

Adoptionsstudien stellen die beste Methode dar, um genetische und umweltbedingte
Faktoren einer Familie zu trennen. Sie liefern Hinweise daflr, dass die familiare

Haufung nicht das Ergebnis von gemeinsamen Umweltfaktoren, sondern
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Uberwiegend durch genetische Faktoren bedingt ist. Daflr spricht, dass unbelastete
Kinder, die friih in eine Familie mit schizophrenem Elternteil adoptiert wurden, nicht
unter einem gesteigerten Risiko der Schizophrenieentwicklung litten. Dagegen
behielten frih adoptierte Kinder, die von an Schizophrenie erkrankten Eltern
stammten, ihr gesteigertes Schizophrenierisiko bei, obwohl es keine schizophrenen
Eltern in der Familie gab, in die sie adoptiert wurden (Kendler et al. 1994; Kety et al.
1994).

Bis heute sind die Grenzen der in Familien Ubertragenen Phanotypen nicht eindeutig
definierbar. Die klinischen Subtypen (paranoid, hebephren, kataton) zeigten keine
sicher repoduzierbare familiare Homogenitat (Kendler und Diehl 1993).
Familienstudien konnten zeigen, dass v.a. Probanden mit ausgepragter sogenannter
Negativsymptomatik familiar mit psychotischen Stérungen belastet sind (Kendler et
al. 1995; van Os et al. 1997). Aullerdem waren in einer Zwillingsstudie, bei der nach
Positiv- und Negativsymptomatik differenziert wurde, die konkordanten Zwillinge
haufiger mit vermehrten Negativsymptomen, schlechter pramorbider Anpassung und
weniger paranoider Symptomatik belastet als die diskonkordanten Paare (Dworkin et
al. 1988). Das lasst auf eine starkere genetische Komponente der

Negativsymptomatik schliel3en.

2.1.4.1.2 Molekulargenetik der Schizophrenie

Der relative Einfluss von genetischen Faktoren in der Atiologie der Schizophrenie
wird auf etwa 40 - 60% geschatzt (Cannon et al. 1998; Farmer et al. 1987; Franzek
und Beckmann 1996; Kringlen 1976; Onstad et al. 1991).

Die Schizophrenie gehort zu den genetisch komplexen Erkrankungen wie
Alkoholismus, affektive Stérungen (Maier und Schwab 1999), Hypertonie, koronare
Herzerkrankung oder Diabetes mellitus (Lander und Schork 1994). Das
Vererbungsmuster ist komplex und folgt nicht den Mendelschen Vererbungsregeln
(McGue und Gottesman 1989). Das zur Zeit plausibelste formalgenetische Modell
der Schizophrenie geht von einer polygenen Ubertragung aus. Die genetische
Komponente besteht wahrscheinlich aus verschiedenen Genen, von denen jedes
einzelne nur einen geringen Einfluss auf die Erkrankung hat (Owen 2000). Hier sind
also gleichzeitig mehrere Mutationen an verschiedenen Loci fur das Auftreten der

Schizophrenie verantwortlich. Jedes der beteiligten Gene leistet nur einen kleineren
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Teil zum Erkrankungsrisiko. Hinweise auf Hauptgene, die einen gréReren Beitrag als
andere leisten, sind bisher noch nicht entdeckt worden.

Zusatzlich ist eine genetische Heterogenitat anzunehmen, bei der verschiedene
Mutationen an verschiedenen Genorten dasselbe Merkmal, also Schizophrenie,
hervorrufen konnen. Jedoch sind die sich daraus ergebenden, atiologisch
unterschiedlichen moglichen Varianten derzeit nicht mit klinischen Mitteln zu
differenzieren (Maier et al. 1999).

Aufgrund der Uberzeugenden Hinweise auf die betrachtliche Rolle, die genetische
Mechanismen in der Pathogenese der Schizophrenie spielen, wurde die Entdeckung
von Schizophreniegenen seit den 80er Jahren verfolgt. Angespornt wurde sie durch
die erfolgreiche Anwendung der bisher vor allem bei monogenen Erkrankungen
eingesetzten molekulargenetischen Technik der Polymerasekettenreaktion (PCR)
und der Entwicklung von polymorphen DNA-Markern, mittels derer unterschiedliche
Genformen (Allele) auf Chromosomen nachgewiesen werden kénnen (Tsuang et al.
1999). Kurz nach Beginn des dritten Jahrtausends wurde das humane Genom fast
vollstandig entschlusselt. Ein wichtiges Ziel des Humangenomprojekts stellt die
Untersuchung der Zusammenhange zwischen humaner DNA-Sequenzvariabilitat,
Phanotypvariabilitat und komplexen Erkrankungen wie der Schizophrenie dar (Collins
et al. 1998).

Bisher sind fur Schizophrenie die Anzahl an pradisponierenden Genorten, das von
jedem Genort Ubertragene anteilige Risiko und der Grad der Wechselwirkung
zwischen den Genorten unbekannt. Daher bietet das Auffinden von Risikogenen flr
Schizophrenie eine bedeutende Herausforderung, wenn man davon ausgeht, dass
die Pathobiologie der Schizophrenie weit davon entfernt ist, verstanden zu werden.
Trotz dieser Schwierigkeiten sind zwei Wege mdglich, um auf Genomebene nach
pradisponierenden Genen flr Schizophrenie zu suchen:

Kopplungsstudien, die nicht auf bestimmten biologischen Hypothesen beruhen und
innerhalb von Familienstudien darauf angelegt sind, chromosomale Regionen zu
identifizieren, die pradisponierende Genorte enthalten, und Assoziationsstudien, die
sensitiv genug sind, um geringere Geneffekte herauszufinden, aber auf die Auswahl
an plausiblen Kandidatengenen angewiesen sind.

Beide Methoden stellen prinzipiell komplementare Ansatze zur ldentifikation von

Suszeptibilitatsgenen flr komplexe Erkrankungen dar.
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2.1.4.1.3 Kopplungsuntersuchungen zur Schizophrenie

In Kopplungsstudien wird getestet, ob ein Markerallel innerhalb einer Familie
Uberzufallig haufig zusammen mit einer Krankheit vererbt wird. Die ersten
Kopplungsuntersuchungen zur Schizophrenie wurden in der Annahme durchgeflhrt,
dass Gene mit einer Hauptwirkung identifiziert werden koénnen. Erste positive
Ergebnisse fur Kopplungen, z.B. mit einer Region auf Chromosom 5, konnten jedoch
nicht repliziert werden (Bassett et al. 1988; Sherrington et al. 1988). Vermutlich sind
Mutationen mit einer sehr hohen Penetranz duflerst selten oder nicht vorhanden
(McGuffin und Owen 1996). Daraufhin wurden groRe gemeinschaftliche
Anstrengungen unternommen, um systematische Kopplungsstudien Uber das
gesamte Genom hinweg durchzufihren. In den letzten Jahren wurden zwar
tendenzielle bis signifikante Kopplungen gefunden, allerdings waren die gefundenen
Kandidatengenregionen jeweils sehr breit (etwa 30 Centimorgan (cM)) und konnten
haufig durch unabhangige Gruppen nicht repliziert werden.

Eine grol3 angelegte Meta-Analyse von Lewis et al. (2003) wertete die Daten von 20
genomweiten  Kopplungsstudien mit ingesamt 1208 Stammbaumen zur
Schizophrenie aus und zeigte eine gréRere Ubereinstimmung in den Ergebnissen der
bisherigen Kopplungsstudien als bislang vermutet. Interessanterweise konnte diese
Meta-Analyse verschiedene Hinweise auf Kopplungen bestatigen, die an einer
kleineren Anzahl von Stammbdumen aus homogeneren oder isolierteren
Bevolkerungsgruppen beobachtet wurden. Die Ergebnisse werden in Tabelle 1 und
Abbildung 1 dargestellit:
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Tab. 1: Kopplungsergebnisse der Meta-Analyse zur Schizophrenie (Lewis et al. 2003)

Kopplungsgrad | Chromosom | Zytogenetische | Friihere Studien: Friihere Studien:
Lokalisation gleiche Region Benachbarte Region
signifikant 2 2p12-q22.1 (Mowry et al. 2000) (DelLisi et al. 2002)
stark 2922.1-g23.3 keine
5 5923.2-q34 (Schwab et al. 1997,
Straub et al. 1997)
3 3p25.3-p22.1 (Pulver et al. 1995)
11 11922.3-q24 1 (Gurling et al. 2001)
6 6pter-p22.3 (Lindholm et al. 2001;
Straub et al. 2002b)
6p22.3-p21.1 (Schwab et al. 2000)
1 1p13.3-g23.3 (Brzustowicz et al.
2000)
22 22pter-q12.3 (Pulver et al. 1994)
8 8p22-p21.1 (Blouin et al. 1998;
Brzustowicz et al.
1999; Chiu et al. 2002;
Kendler et al. 1996;
Schizophrenia Linkage
Collaborative  Group
(SLCG) 1996)
20 20p12.3-p11 keine
14 14pter-q13.1 (Chiu et al. 2002)
moderat 1923.3-931.1 (Gurling et al. 2001)
6 6915-923.2 (Cao et al. 1997;
Levinson et al. 2000;
Lindholm et al. 2001;
Martinez et al. 1999)
16 16p13-q12 keine
18 18g22-qter keine
10 10pter-p14 (Faraone et al. 1998;
Levinson et al. 2000;
Schwab et al. 1998;
Straub et al. 1998)
15 15921.3-q26.1 keine
17 17921.33-q24.3 | keine
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Abb. 1: Kopplungsergebnisse der Meta-Analyse zur Schizophrenie (Lewis et al. 2003)
Signifikante (rot gedruckt) bis starke (griin gedruckt) Hinweise auf Kopplung mit Schizophrenie.

Der einzige Genabschnitt, der eine genomweite signifikante Kopplung erreichte, war
auf Chromosom 2p12-q22.1 lokalisiert. Dies ist insofern ein sehr interessanter
Befund, da die in dieser Arbeit untersuchten Polymorphismen des Interleukin-1-
Genkomplexes innerhalb dieser Region auf Chromosom 2q14-g14.2 liegen (Nicklin
et al. 2002; Nothwang et al. 1997). Daher konnten sie potentielle Kandidatengene in
der Pathogenese der Schizophrenie sein. Weitere starke Hinweise fur Kopplung
konnten ebenfalls auf Chromosom 2 (2922.1-923.3) sowie auf den Chromosomen 5
(5923.2-q34), 3 (3p25.3-p22.1), 11 (11922.3-9g24.1), 6 (6pter-p22.3 und 6p22.3-
p21.1), 1 (1p13.3-923.3), 22 (22pter-q12.3), 8 (8p22-p21.1), 20 (20p12.3-p11) und 14
(14pter-q13.1) beobachtet werden. Befunde mit moderaten Hinweisen fur eine
Kopplung wurden wiederholt auf Chromosom 1 (1923.3-q31.1) und 6 (6915-923.2)
gefunden sowie auf den Chromosomen 16 (16p13-g12.2), 18 (18922.1-qter), 10
(10pter-p14), 15 (15921.3-g26.1) und 17 (17921.33-9g24.3) nachgewiesen. Innerhalb
oder angrenzend an diese ermittelten chromosomalen Regionen wurden mit
Ausnahme der Bereiche 2922.1-923.3, 20p12.3-p11, 16p13-912.2, 18g22.1-qter,
15921.3-926.1 und 17921.33-9g24.3 bereits in friheren Studien Hinweise auf

Kopplung erhalten. Diese Meta-Analyse gibt starke Hinweise darauf, dass mehrere
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Genorte zur Suszeptibilitat fur Schizophrenie beitragen und das Risiko, diese
Krankheit zu entwickeln, erhdéhen.

Allerdings ist die Relevanz der positiven Kopplungsbefunde erst dann abschliel3end
zu beurteilen, wenn deren Krankheitsbedeutung in vivo nachgewiesen werden kann.
Leider ist die Methodik der Kopplungsstudien nicht empfindlich genug, die
Risikogene mit geringem Beitrag zur Krankheitsentstehung nachzuweisen, da die

eingrenzbaren Genregionen noch zu grof} sind.

2.1.4.1.4 Assoziationsstudien

Assoziationsanalysen liefern einen alternativen Ansatz zur ldentifizierung solcher
Gene. Sie stellen eine empfindliche Methode zum Nachweis von
Suszeptibilitatsgenen mit einem geringen Einfluss auf die Krankheit, wie es bei
Schizophrenie der Fall ist, dar. lhr Ziel ist es, auf Populationsebene durch Vergleich
einer Fall- mit einer Kontrollgruppe Genvarianten (Allele), denen bei der Entstehung
der Schizophrenie eine mdgliche Rolle zugeschrieben wird, mit einem erhdhten
Erkrankungsrisiko in Zusammenhang zu bringen.

Die meisten Assoziationsstudien beruhen auf den derzeitigen pathobiologischen
Modellen der Schizophrenie. Untersucht werden sogenannte Kandidatengene, von
denen man annimmt, dass ihre Produkte an der Entstehung der Krankheit beteiligt
sein konnten. Daher haben sie sich zunachst auf Modelle der dopaminergen
Dysfunktion konzentriert. Sowohl die Dopaminhypothese der Schizophrenie als auch
die Tatsache, dass Dopaminrezeptoren von den meisten Neuroleptika blockiert
werden, gaben Anlass zur Erforschung von Genen, die an der dopaminergen
Neurotransmission beteiligt sind. In diesen Studien werden Gene untersucht, die
sowohl flr Dopaminrezeptoren als auch fur die Enzyme, die in den
Dopaminmetabolismus involviert sind, kodieren. Eine Meta-Analyse von > 5000
Personen deutet auf eine Assoziation zwischen Schizophrenie und Homozygotie fur
einen Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP) hin, welcher eine Aminosaurevariation
(Ser9Gly) im Exon 1 des Dopamin 3 (DRD3) -Rezeptorgens verursacht (Williams et
al. 1998). Weitere positive Assoziationen wurden im Bereich des Dopamin 2-
Rezeptors gefunden (Breen et al. 1999). Ebenfalls ein wichtiger Befund ist die
signifikante Assoziation eines SNP im dem fur die Catechol-O-methyltransferase
(COMT) kodierenden Gen (Shifman et al. 2002). Es liegt auf Chromosom 22qg11,
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einer Region, die mit Schizophrenie gekoppelt ist (Blouin et al. 1998) und spielt eine
besondere Rolle im Dopaminmetabolismus.

Weiterhin wurden serotonerge Systeme untersucht, da Lysergsaurediethylamin
(LSD), welches schizophrenieahnliche Symptome erzeugt, an den Serotonin (5-HT)-
2A-Rezeptor bindet. AuRBerdem haben atypische Neuroleptika neben einem
Dopamin-D2- v.a. einen 5-HT-2A-antagonistischen Effekt. Eine Meta-Analyse zu
einem T102C-Polymorphismus im Serotonin-2A (5-HT-2A) -Rezeptorgen zeigte
ebenfalls eine Assoziation mit Schizophrenie (Inayama et al. 1996; Williams et al.
1997).

Ein weiterer interessanter Befund ist die Entdeckung des Gens RGS4 (Regulator of
G-Protein signaling-4) auf Chromosom 1921 — 22, das zuvor nie mit Schizophrenie in
Zusammenhang gebracht wurde. In einer Studie konnte eine Verminderung der
Expression in post mortem-Hirnen Schizophrener beobachtet werden (Mirnics et al.
2001). Auch Hinweise auf eine Kopplung dieses Gens mit Schizophrenie wurden
beobachtet (Brzustowicz et al. 2000). Weiterhin konnte eine Assoziation mit einer
genetischen Variante des RGS4-Gens gezeigt werden (Chowdari et al. 2002). RGS4
gehort zu einer Gruppe von Proteinen, die eine wichtige Rolle in der Regulation der
Dauer des postsynaptischen Signals verschiedener G (Guanosin) -
Proteingekoppelter Neurotransmitter-Rezeptoren, wie dem Dopamin-D2-, 5-HT2- und
metabotropem Glutamatrezeptor, spielen.

SchlieRlich deuten verschiedene Befunde auf Veranderungen im glutamatergen
System in der Pathogenese der Schizophrenie hin.

In einem genomweiten Screening replizierten Stefansson et al. (2002) Ergebnisse
von Kopplungsstudien mit Schizophrenie auf Chromosom 8p an einer islandischen
Bevolkerungsgruppe (Stefansson et al. 2002). Des weiteren fanden sie dort einen
Haplotypen auf dem Neuregulin 1 (NRG 1) -Gen, der eine signifikante Assoziation
mit Schizophrenie zeigte. Ein fast identisches Muster konnte an einer schottischen
Bevolkerungsgruppe repliziert werden (Stefansson et al. 2003).

Straub und Kollegen untersuchten einen Bereich auf Chromosom 6p, der eine
Kopplung mit Schizophrenie in irischen Familienstudien aufwies, und entdeckten
mittels familienbasierter Assoziationsstudien von SNPs und Haplotypen das
Dysbindin (DTNBP1) -Gen auf Chromosom 6p22.3. Es kann u.a. die NMDA-
Rezeptorfunktion Uber die neuronale Nitrosyl (NO) -Synthase beeinflussen. Sie

fanden hochsignifikant assoziierte SNPs in den Introns 4, 5 und 6 (Straub et al.
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2002a), was auch in einer weiteren deutschen Studie bestatigt werden konnte
(Schwab et al. 2003).

Mit diesen Befunden ist ein groRer Schritt in Richtung Qualitdt und Quantitat der
Beweislage zum genetischen Beitrag zur Schizophrenie geleistet worden. Fir jedes
Gen zeigte mehr als ein SNP Assoziation mit Schizophrenie. Es bedarf nun weiterer
unabhangiger Replikationen, um diese Ergebnisse endgultig zu bestatigen. Die
folgende Tabelle (Tab. 2) fasst die wichtigsten Assoziationsbefunde zur

Schizophrenie und deren chromosomale Regionen zusammen:

Tab. 2: Genetische Assoziationsstudien zur Schizophrenie

Pathobiologisches Modell der | Gen Zytogenetische | Studie
Schizophrenie Lokalisation
Dopaminhypothese der Schizophrenie DRD3 3913.3 (Williams et al. 1998)
DRD2 11923 (Breen et al. 1999)
COMT 22911.21- (Shifman et al. 2002)
q11.23
Serotoninhypothese der Schizophrenie |5-HT-2A 13914-g21 (Inayama et al. 1996;
Williams et al. 1997)
Glutamathypothese der Schizophrenie NRG1 8p12-p21 (Stefansson et al. 2003)
DTNBP1 6p22 (Schwab et al. 2003;
Straub et al. 2002a)
zuvor nicht mit Schizophrenie in|RGS4 1921-22 (Chowdari et al. 2002)
Verbindung gebracht

Auf der Suche nach interessanten Kandidatengenen fir die Entstehung der
Schizophrenie wurden in der vorliegenden Arbeit Variationen von Genen des
Interleukin-1-Genkomplexes untersucht, die neben ihrer Beteiligung an entzundlichen
Prozessen eine wichtige Rolle in der Hirnentwicklung, dem Immunsystem, dem
Metabolismus von Neurotransmittern und der Vermittlung von Informationen
zwischen Zellen des peripheren Immunsystems und des zentralen Nervensystems
(ZNS) spielen. Da zu den derzeitigen pathobiologischen Modellen der Schizophrenie
eine zerebrale Hirnentwicklungsstérung sowie Anomalien im Immunsystem und bei
den Neurotransmittern gehdren, stellen die Gene des IL-1-Genkomplexes potentielle
Kandidatengene fur die Entstehung der Schizophrenie dar.

Im Folgenden werden diese pathobiologischen Modelle der Schizophrenieentstehung

erlautert.
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2.1.4.2 Hirnstrukturelle Veranderungen als Folge einer

Hirnentwicklungsstorung in der Pathogenese der Schizophrenie

Sowohl bei ersterkrankten als auch bei chronisch schizophrenen Patienten sind
strukturelle Hirnveranderungen wiederholt nachgewiesen worden (Lewis 1996;
Wright et al. 2000). In den meisten Studien konnte mittels bildgebender Verfahren
eine Erweiterung des Ventrikelsystems, v.a. der Seitenventrikel und des dritten
Ventrikels und ein reduziertes Gesamthirnvolumen gezeigt werden (Hendren et al.
2000; Whitworth et al. 1998; Wright et al. 2000). Dies wurde im Rahmen einer Meta-
Analyse von in vivo-Studien, in der die Daten von 1588 Individuen ausgewertet
wurden, bestatigt (Wright et al. 2000). Verglichen mit Kontrollprobanden zeigten sie
die deutlichsten regionalen Volumenreduktionen im Bereich der Frontallappen und
der medialen Temporallappen unter Beteiligung hippocampaler Strukturen (Becker et
al. 1990; Bogerts et al. 1990; Buchanan et al. 1998; Dauphinais et al. 1990; DeLisi et
al. 1994; Hajek et al. 1997; McCarley et al. 1993; Nelson et al. 1998; Shenton et al.
1992; Suddath et al. 1990; Volz et al. 2000; Wright et al. 2000). Das

Ventrikelvolumen war bei den schizophrenen Patienten um 126 % groRer.

Als eine zugrundeliegende Ursache struktureller Hirnveranderungen bei
schizophrenen Patienten wird eine zerebrale Hirnentwicklungsstorung im Embryonal-
oder Fetalstadium diskutiert (Barondes et al. 1997; Murray et al. 1992). Dafur spricht,
dass Veranderungen v.a. in den temporolimbischen Regionen subtil und in der Regel
nicht progredient sind, was durch eine fehlende Astrogliose in den post mortem-
Hirnen Schizophrener gestutzt wird (Falkai et al. 1999; Roberts et al. 1987). Eine
Gliose gilt als Marker fur den Nervenzelltod bei neurodegenerativen Erkrankungen.
Diese Befunde sprechen also fiir eine Atiologie der Schizophrenie, die mit Reifungs-
bzw. Hirnentwicklungsprozessen wie Axonbildung, Synapsenentwicklung und
Apoptose in Zusammenhang steht (Andreasen et al. 1986; Bloom 1993; Catts und
Catts 2000; Feinberg 1982). Das legt die Zeitspanne der Schadigung zwischen den
Beginn der Nervenzellbildung und der Migration, die zwischen dem 5. und 7.
Schwangerschaftsmonat ablaufen, und dem friihen Erwachsenenalter fest. Dies ware
auch mit der langen Latenz vereinbar, die zwischen dem perinatalen Abschluss der
makroskopischen und zytoarchitektonischen Hirnentwicklung und dem Beginn der

Schizophrenieerkrankung im frihen Erwachsenenalter liegt.
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Des weiteren liel3en sich histologisch eine Reduktion der Zellzahl und —gré3e sowie
eine gestorte Zytoarchitektur des Hippocampus zeigen, was ebenfalls die Hypothese
einer Hirnentwicklungsstorung unterstutzt. Vor allem die zytoarchitektonischen
Veranderungen wie z.B. die veranderte Position von Neuronen im prafrontalen
Cortex (Akbarian et al. 1993; Akbarian et al. 1996) werden als Zeichen einer
gestorten Migration gewertet, die in der zweiten Halfte der Schwangerschaft
stattfindet (Falkai et al. 2000; Halliday 2001; Jakob und Beckmann 1986).

2.1.4.3 Immunologische Faktoren

Seit langem werden immunologische Veranderungen bei Schizophrenen diskutiert.

2.1.4.3.1 Aktivierung des Immunsystems

In mehreren Studien wurde die Aktivierung des inflammatorischen Immunsystems mit
der Pathobiologie der Schizophrenie in Zusammenhang gebracht.

Bei schizophrenen Patienten wurden veranderte Plasmaspiegel immunologischer
Parameter von Zytokinen wie Interleukin (IL) -1, -6 und TNF-a im peripheren Blut und
im Liquor im Vergleich zu Kontrollen gefunden (Ganguli et al. 1994; Katila et al. 1994,
Lin et al. 1998; Naudin et al. 1997; Shintani et al. 1991). Dies konnte auf eine
Dysregulation der Zytokine bei Schizophrenen hindeuten.

Aullerdem wurde bei Patienten mit paranoider und residualer Schizophrenie eine
Aktivierung des monozytisch/neutrophilen Teils des Immunsystems berichtet (Wilke
et al. 1996).

Befunde zu Untersuchungen des zellularen Immunsystems bei Schizophrenen sind
nicht einheitlich. Allerdings weisen einige Studien auf eine Erhéhung der Gesamt-T-
Zellzahl (CD3") (Coffey et al. 1983; DeLisi et al. 1982) und der T-Helfer-Zellen (CD4")
hin (Ganguli et al. 1987; Henneberg et al. 1990; Muller et al. 1993). Auch wurde im
Liquor von Patienten mit akuter Schizophrenie eine veranderte Verteilung von CD4"-
und T-Suppressor (CD8") -T-Lymphozyten beobachtet (Nikkila et al. 1995). Diese
befinden sich normalerweise in einem funktionellen Gleichgewicht.

Allerdings sollten derartige Befunde unter Vorbehalt diskutiert werden, da die
verschiedenen Komponenten des Immunsystems durch Variablen beeinflusst

werden, die in vivo nur schwer kontrollierbar sind und mdglicherweise mit zu
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divergierenden Befunden beitragen. Dazu gehdren Alter, Schlaf, Alkohol- und
Drogenkonsum, Pharmaka, Ernahrungsgewohnheiten, Tagesrhythmus, Stress,
Rauchen und korperliches Training ebenso wie Infektionen, Tumoren etc. (Rupprecht
und Mdaller 2000). So konnte fur Interleukin-1-Rezeptorantagonist (IL-1RA) ein
verandernder Einfluss des Geschlechts und des Body mass index (BMI) auf dessen
Plasmaspiegel beobachtet werden (Haack et al. 1999).

Folglich konnen auch Plasmakonzentrationen der Interleukine anfallig fur diese

Storfaktoren sein.

2.1.4.3.2 Virushypothese der Schizophrenie

Eine fur diese Arbeit relevante Hypothese der Schizophrenie postuliert, dass sie im
Zusammenhang mit einer maternalen Infektion, speziell einer Virusinfektion, stehen
konnte. Dabei wird die Immunreaktion des Fotus als Ursache fur eine pranatale
Gehirnschadigung angesehen, die fur die Entwicklung einer Schizophrenie
pradisponieren soll (Barr et al. 1990; Crow 1994; Izumoto et al. 1999; Kunugi et al.
1995; Limosin et al. 2003; Stober et al. 1997).

Am besten untersucht ist aufgrund der Haufigkeit der Erkrankung der
Zusammenhang von Schizophrenie mit Influenza. Mehrere Studien konnten einen
Zusammenhang dieser Virusinfektion wahrend einer Schwangerschaft mit einem
erhdohten Risiko des Kindes, spater an Schizophrenie zu erkranken, herstellen
(Limosin et al. 2003; Mednick et al. 1988).

Bemerkenswert dabei ist die Steigerung des Erkrankungsrisikos, wenn die Infektion
wahrend des 2. Trimenons der Schwangerschaft stattgefunden hat (Barr et al. 1990;
Wright et al. 1993). Hier findet die neuronale Migration sowie ein stark ausgepragtes
Hirnwachstum statt. Daher ist dieser Zeitraum des sich entwickelnden Gehirns
besonders vulnerabel fur derartige Umweltnoxen. Allerdings fuhrten auch hier
verschiedene Studien, die anhand von Grippe-Epidemien den Zusammenhang
zwischen Influenza bei Schwangeren und Schizophrenie ihrer Nachkommen
untersuchten, zu unterschiedlichen Ergebnissen (Crow 1994).

Auch fur andere pranatale Infektionen konnte ein erhohtes Schizophrenierisiko
nachgewiesen werden. Dazu zahlen pranatal auftretende Infektionen mit Masern-,

Varizella-Zoster- und Polioviren und allgemeine maternale respiratorische Infekte,
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wobei auch hier spezifisch das Risiko bei Exposition im zweiten Trimenon erhoht zu
sein scheint (Brown et al. 2000; Suvisaari et al. 1999; Torrey et al. 1988).

Brown et al. (2001) untersuchten des weiteren, ob eine Rotelnvirusinfektion ein
pranataler Risikofaktor fur Schizophrenie ist (Brown et al. 2001). Dieser Virus
behindert Mitosevorgange und beeintrachtigt daher die Hirnentwicklung. Auch hier

konnte ein signifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden.

2.1.4.3.3 Autoimmunhypothese der Schizophrenie

Der Vorschlag einer Autoimmunhypothese zur Erklarung des moglichen
Zusammenhangs zwischen Schizophrenie und Virusinfektion wird seit langem
diskutiert (Kirch 1993; Wright et al. 1993). Dabei stellt die Produktion von Antikdrpern
durch das maternale Immunsystem, ausgeldst durch ein infektioses Agens, den Kern
der Hypothese dar. Diese Antikdrper konnten dann kritische Stadien der
Hirnentwicklung beim Foétus beeintrachtigen. Auch DelLisi et al. (1985) unterstreichen
die Rolle der Immunreaktion auf eine initiale Infektion, die letztlich in autoreaktives
Geschehen gegen ZNS-Gewebe munden kann (DeLisi et al. 1985). Grunde, die
dafir sprechen, sind zum einen die oben genannten Veranderungen des
Immunsystems bei Schizophrenen sowie der moégliche Zusammenhang der
Schizophrenie mit Virusinfektionen.

Aulerdem spricht fur eine Autoimmunhypothese die Tatsache, dass sich aus
klinischer und epidemiologischer Sicht viele Parallelen zwischen der Schizophrenie
und Krankheiten aus dem Formenkreis der Autoimmunerkrankungen ergeben. Dazu
gehoren eine genetische Pradisposition, die Erstmanifestation im jungen
Erwachsenenalter, eine Geburt im Winter und auch der chronisch-rezidivierende und
phasenhafte Verlauf der Autoimmunerkrankungen (Jongbloet et al. 1988; Knight et
al. 1992; Knight 1982).

Das Problem bei allen erhobenen immunologischen Daten stellen die relativ
geringgradigen Abweichungen und die zum Teil fehlende Replizierbarkeit der Daten
dar. Aullerdem legen alle diese erhobenen Befunde eine Beteiligung des
Immunsystems in der Pathophysiologie der Schizophrenie nahe, ohne eine definitive
Erklarung Uber den Zusammenhang zwischen Immunsystem und psychiatrischer

Erkrankung geben zu kénnen.
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2.1.4.4 Integratives pathophysiologisches Modell der Schizophrenie

Die vielfaltige symptomatische, neuropathologische und atiologische Befundlage der
Schizophrenie erschwert insbesondere die Frage, inwieweit der Erkrankung eine
gemeinsame Pathogenese zugrunde liegt oder ob alternativ unterschiedliche
pathogenetische Mechanismen dafir verantwortlich sind, die in Erkrankungen mit

einer gemeinsamen klinischen Phanomenologie minden (Andreasen 2000).

In der Pathogenese schizophrener Erkrankungen werden in neueren

Konzeptbildungen zwei Stufen angenommen:

1. Eine Hirnanlagestoérung, die genetisch oder durch Umweltvariablen beeinflusst
sein kann (pranatale Infektionen wie Virusinfektionen etc., perinatale
Komplikationen wie Hypoxie etc.) und zu einem veranderten Reifungsprozess des
ZNS in der Adoleszenz fuhrt. Dies kann im Sinne einer erhdhten Vulnerabilitat zu
der Manifestation der Erkrankung pradisponieren.

2. Ein Stressor, der schlieBlich zum Auftreten der schizophren Symptomatik fihrt.

Die wichtigsten Komponenten der Schizophreniegenese wurden in einer

Vulnerabilitats-Stress-Hypothese zusammengefasst, der ,Two hit theory®, die ein

modgliches multifaktorielles Denkmodell darstellt (Bayer et al. 1999; Maynard et al.

2001). Es verbindet die erwahnten bekannten genetischen sowie die

umweltbedingten Beobachtungen und Studienergebnisse bei schizophrenen

Patienten in einem gemeinsamen Zweiphasen-Konzept.

Sie postuliert Suszeptibilitatsgene, die primar an der Hirnentwicklung beteiligt und

pradisponierend fur die Erkrankung sind (,First Hit“, Phase 1). Dieser genetische

Defekt fuhrt zu einer Hirnentwicklungsstorung. In einem ,Second Hit® (Phase 2)

konnen die als relevant beobachteten Umweltfaktoren wie Schwangerschafts- und

Geburtskomplikationen durch maternale Virusinfektionen, maternalen Stress oder

allgemein soziale Stressoren die Funktion dieser Suszeptibilitatsgene beeinflussen

und so die Krankheitsmanifestation auslosen (Abb. 2).
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Genetische Faktoren Stressoren:
Unspezifischer
Alltagsstress
Proliferation Pruning .
Soziale Umgebung
Migration Myelinisierung . .
Differenzierung ‘ Dendritische und Familiare Interaktion
Apoptose synaptische Plastizitat Schédel-Hirn-Trauma
’ Drogen

Umweltfaktoren:
Schwangerschafts- und

Geburtskomplikationen

Abb. 2: Die“Two-Hit”-Hypothese
Schematisches Modell der “Two-Hit"-Hypothese nach Bayer zur Entstehung der Schizophrenie (Bayer
et al. 1999).

Nachdem die verschiedenen Risikofaktoren, die fur die Entwicklung der
Schizophrenie eine Rolle spielen kdnnten, dargestellt wurden, soll die Bedeutung des

Interleukin-1-Genkomplexes in der Pathogenese der Schizophrenie erlautert werden.

2.2 Die mogliche Bedeutung der Interleukine in der Pathogenese

der Schizophrenie

Die wichtigsten biologischen Funktionen der Proteine des IL-1-Komplexes flr die
Pathophysiologie der Schizophrenie sind ihre Beteiligung am Immunsystem und an
der Hirnentwicklung, ihr Einfluss auf den Metabolismus von Neurotransmittern sowie
ihre Fahigkeit, Informationen zwischen Zellen des peripheren Immunsystems und
des ZNS zu vermitteln. Da Anomalien in der Hirnentwicklung, bei den
Neurotransmittern und dem Immunsystem derzeit als mogliche Pathomechanismen
der Schizophrenie betrachtet werden, stellen die Gene des IL-1-Genkomplexes

interessante Kandidatengene fur die Entstehung der Schizophrenie dar.
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2.2.1 Das Interleukin-1-System

In diesem Kapitel sollen zunachst die allgemeinen biologischen Funktionen der

Interleukine, insbesondere des Interleukin-1-Systems, dargestellt werden.

2.21.1 Interleukin-1: Ein multifunktionelles Zytokin

Interleukine gehdren neben den Chemokinen, Neurophinen, Tumornekrosefaktoren,
Interferonen und Wachstumsfaktoren funktionell zu einer Gruppe von Proteinen, die
Zytokine genannt werden (Rothwell 1999).

Zytokine wiederum sind eine grol3e, heterogene Gruppe von Glykoproteinen, die als
interzellulare Botenstoffe agieren. Sie steuern Zell-Zell-Interaktionen unter normalen
und pathophysiologischen Bedingungen (Trotta 1991). In den letzten Jahren stellte
sich immer mehr heraus, dass Zytokine nicht nur Autoimmunprozesse und klassische
Entziindungsreaktionen modulieren, sondern auch Informationen zwischen Zellen
des peripheren Immunsystems und des ZNS vermitteln (Hopkins und Rothwell 1995).
Als Interleukine werden solche Zytokine bezeichnet, die von Monozyten,
Makrophagen oder Lymphozyten freigesetzt werden und ursprunglich als Botenstoffe
der interleukozytaren Kommunikation bekannt wurden (Trotta 1991). Heute sind
verschiedene Funktionen der Interleukine im ZNS bekannt, die sie als dem
Nervensystem innewohnende Botenstoffe etablieren und ihre Beteiligung an diversen
Regulationsvorgangen auch unter physiologischen Bedingungen nahe legen
(Rothwell und Hopkins 1995). Die wichtigsten Befunde zur Aktivitat der Interleukine

werden im Folgenden dargelegt.

2.2.1.2 Die Interleukin-1-Familie

Zur Interleukin-1-Familie gehort neben den agonistisch wirkenden Interleukinen
Interleukin-1 alpha (IL-1a) und Interleukin-1 beta (IL-18) auch der IL-1-
Rezeptorantagonist (IL-1RA) (Roux-Lombard 1998). Die Intron-Exon-Anordnung der
7 Exons und 6 Introns dieser drei Gene lasst vermuten, dass sie von einem
gemeinsamen IL-1-Vorlaufergen von vor 350 Millionen Jahren abstammen (Dinarello
1994Db; Eisenberg et al. 1991).
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Obwohl die Sequenzhomologie zwischen den Familienmitgliedern relativ gering ist -
26, 18 und 26% jeweils zwischen IL-1a und IL-1B, zwischen IL-1a und IL-1RA sowie
zwischen IL-18 und IL-1RA - besitzen sie alle Strukturhomologie: sie bestehen aus
sechs Paaren antiparalleler B-Faltblatter, die durch Wasserstoffbriicken
zusammengehalten werden und sich zu einem Tetraeder zusammenfliigen lassen
(Auron 1998; Boraschi et al. 1995; Gehrke et al. 1990; Priestle et al. 1988).

Abb. 3: Raumliche Struktur des
IL-1 beta

\‘\ Schematische  Darstellung  der
globularen Molekulstruktur des IL-1
beta aufgrund von Roéntgen-
Struktur-Analysen (Rosenwasser
1998).

Abb. 4: Planare, zum Tetraeder zusammenfiigbare Struktur von IL-1 beta
Die Pfeile entsprechen B-Faltblattstrukturen, die Linien variablen Schleifen (Priestle et al. 1988).
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Die beiden Interleukine 1a und 1B gelten als Prototypen proinflammatorischer
Zytokine, wahrend der IL-1-Rezeptorantagonist antiinflammatorische Wirkung besitzt
(Nicklin et al. 2002).

Obwonhl IL-1a und —B unterschiedliche Genprodukte darstellen, binden beide an
dieselben IL-1-Rezeptoren und entfalten weitgehendst Ubereinstimmende
biologische Aktivitaten (Dinarello 1991; Kilian et al. 1986).

Wahrend IL-1a und —B ein intrazellulares Signal induzieren, bindet der IL-1RA zwar
an denselben IL-1-Rezeptor, besitzt dort jedoch keine intrinsische Aktivitat
(Eisenberg et al. 1990), sondern inhibiert als echter Rezeptorantagonist die Bindung
der beiden anderen Proteine an den Rezeptor und wirkt somit hemmend auf das IL-

1-Signal (Dinarello und Thompson 1991; Hannum et al. 1990; Stylianou et al. 1992).

2.2.1.2.1 Interleukin-1 alpha und Interleukin-1 beta

IL-1a und IL-1B8 werden als Vorlauferproteine mit einem Molekulargewicht von ca. 31
Kilo-Dalton (kDa) ohne leader-Sequenz synthetisiert (Auron et al. 1984; Furutani et
al. 1985; Hazuda et al. 1988; March et al. 1985). Dies ist ungewohnlich far
sezernierte Proteine und hat zur Folge, dass sie nicht, wie andere Zytokine, Uber das
endoplasmatische Reticulum und den Golgi-Apparat sezerniert werden kdnnen,
sondern am Zytoskelett (Microtubuli) im Zytosol gebildet werden (Rubartelli und Sitia
1991). Pro-IL-1a ist in der Vorform bereits voll aktiv (Mosley et al. 1987) und verbleibt
in der Zelle. Es gelangt erst bei Zerstérung der Zelle in den Extrazellularbereich, wo
es durch extrazellulare Proteasen gespalten werden kann (Kobayashi et al. 1991).
Alternativ wird ein Teil des intrazellularen Pro-IL-1a myristinyliert (Stevenson et al.
1993) und entweder in der Plasmamembran verankert (Brody und Durum 1989), wo
es als membranstandiges Zytokin wirken kann oder als reifes IL-1a durch die
Membranprotease Calpain abgespalten und anschliel3end freigesetzt (Kavita und
Mizel 1995; Kobayashi et al. 1990).

Pro-IL-13 dagegen ist erst nach proteolytischer Spaltung durch Interleukin-1
converting enzyme (ICE) -Proteasen (Cerretti et al. 1992; Keane et al. 1995;
Thornberry et al. 1992) extrazellular biologisch aktiv (Black et al. 1988) und wird dann

in die Zirkulation ausgeschuttet.
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2.2.1.2.2 IL-1-Rezeptorantagonist

Bisher sind verschiedene Isoformen des IL-1RA beschrieben worden:

Ein 17 kDa-Peptid, das von Monozyten und anderen Zellen als unterschiedlich
glykosyliertes Protein von 22 - 25 kDa sezerniert und als I6slicher IL-1RA (sIL-1RA)
bezeichnet wird und mindestens drei intrazellulare Formen hat (Arend 1993; Arend et
al. 1998).

Der sIL-1RA verfugt im Gegensatz zu IL-1a und —f3 Uber eine Signalsequenz (Arend
1993), so dass der IL-1RA Uber den klassischen Weg aus der Zelle transportiert
werden kann. Als I8slicher IL-1RA ist das Molekdl im Blut nachweisbar. Seine
physiologische Rolle scheint in der kompetitiven Hemmung der Effekte von IL-1a und
B zu liegen (Arend et al. 1998). Trotz intensiver Studien sind die sonstigen

biologischen Funktionen bisher unklar (Dinarello 1991; Dinarello 1996).

Die zuerst beschriebene intrazellulare Isoform des IL-1RA (iclL-1RA 1), die 18 kDa-
Form, ist eine Splei-Variante des IL-1RA, in welcher das fur das Signalpeptid
kodierende Exon modifiziert ist. Sie verhindert die Sekretion des IL-1RA und verbleibt
intrazellular. Sie kommt hauptsachlich in Epithelzellen und Fibroblasten vor (Arend et
al. 1998; Haskill et al. 1991). Eine weitere potentielle Variante von 25 kDa, genannt
iclL-1RA 2, wurde in menschlichen Zellen nicht gefunden, und seine mRNA wird
vermutlich nicht in vivo translatiert. Eine 15 kDa-Isoform, als iclL-1RA 3 bezeichnet,
wurde in Monozyten, Neutrophilen und Hepatozyten gefunden und entsteht
wahrscheinlich durch alternatives SpleiRen (Malyak et al. 1998a; Malyak et al. 1998b;
Weissbach et al. 1998). Obwohl die intrazellularen IL-1RA-Isoformen vermutlich von
sterbenden Zellen freigesetzt werden und vielleicht auch als Rezeptorblocker
fungieren, ist es vorstellbar, dass sie noch andere Funktionen innerhalb der Zelle
wahrnehmen (Arend et al. 1998).

2.21.3 Rezeptoren fur Interleukin-1
Die IL-1-Rezeptoren (IL-1R) bilden eine Familie aus drei Molekdulen:

Zwei spezifische Rezeptoren (Sims et al. 1994; Sims und Dower 1994), IL-1-
Rezeptor Typ | (IL-1RI) (Dower et al. 1985), IL-1-Rezeptor Typ Il (IL-1RII) (McMahan
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et al. 1991) und das sogenannte IL-1-Rezeptor Typ I-assoziierte Protein (IL-1R-AcP)
(Greenfeder et al. 1995).

Im Gegensatz zu IL-1RI ist die zytoplasmatische Doméane des RIl sehr kurz, so dass
er nicht in der Lage ist, wie Rl Signale auszuldsen (Colotta et al. 1994; Heguy et al.
1993; Labow et al. 1997). Seine Funktion scheint darauf beschrankt zu sein, ohne
Signaltransmission freie Liganden zu binden. Deswegen wird er auch als ,decoy
receptor (Lockvogel-Rezeptor) bezeichnet (Colotta et al. 1993; Sims et al. 1993;
Sims et al. 1994; Sims und Dower 1994).

Zusatzlich existiert jeweils eine 16sliche Form der IL-1-Rezeptoren (slL-1RI und sIL-
1RIl) (Arend et al. 1994; Sims et al. 1994; Symons et al. 1991), die infolge
proteolytischer Abspaltung des Extrazellularteils durch membranstandige
Metallproteasen entstehen (Greenfeder et al. 1995). Sie kdnnen freies IL-1 binden,
ohne jedoch Signale auszulésen, da die abgespaltene Domane essentiell fur die
Signaltransduktion ist (Kuno et al. 1993). Dabei zeigt sIL-1RI die hochste Affinitat zu
IL-1RA, eine schwachere zu IL-1a und die schwachste zu IL-1B, wahrend sIL-1RII
die drei IL-1-Liganden in der umgekehrten Reihenfolge IL-1B>IL-1a>IL-1RA bindet
(Dinarello 1998; Roux-Lombard 1998). So konnte in vitro gezeigt werden, dass in
Gegenwart von sIL-1RI der inhibitorische Effekt des endogenen IL-1RA auf IL-1p
aufgehoben und damit der inflammatorische Prozess verstarkt wurde (Burger et al.
1995). Andererseits zeigte sich bei Anwesenheit des slL-1RIl eine verstarkte

Hemmung der inflammatorischen Wirkung des IL-1B (Symons et al. 1995).
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Abb. 5 (modifiziert nach (Roux-Lombard 1998)): Interleukin-1 und die Interleukin-1-
Rezeptorfamilie

A: In Anwesenheit des loslichen Interleukin-1-Rezeptors Typ |, der bevorzugt den Antagonisten
Interleukin-1-Rezeptorantagonist bindet, ist die Aktivitat von IL-1 alpha und -beta verstarkt.

B: In Anwesenheit des Ioslichen Interleukin-1-Rezeptors Typ Il, der bevorzugt den Agonisten
Interleukin-1 beta bindet, ist die Aktivitat von IL-1 beta abgeschwéacht.

Auch die membranstandigen Rezeptoren binden IL-1a, -B und —-RA mit
unterschiedlicher Affinitat (Sims und Dower 1994). Wahrend IL-1a und IL-1RA
starker an IL-1RI binden, zeigt IL-1f starkere Affinitat zu IL-1RIl (Arend 1993).

Das IL-1R-AcP ist der dritte Teil des IL-1RI-Systems, der an der Signaltransduktion
beteiligt ist. Er bildet nur bei Bindung eines IL-1-agonistischen Liganden mit IL-1-
Rezeptor | einen Komplex und scheint fur die Auslosung von Signalen durch IL-1
essentiell zu sein (Greenfeder et al. 1995; Huang et al. 1997; Korherr et al. 1997,
Wesche et al. 1997).

Die wichtigsten durch IL-1 ausgeldsten Signaltransduktionswege im Rahmen der

Immunantwort auf zellularer Ebene werden im Folgenden erlautert.

2.21.4 Vorgange bei der Signaltransduktion durch den IL-1-Rezeptor
Interleukin-1a und B fuhren im Rahmen der Immunreaktion zu einem Anstieg von
cAMP in Fibroblasten und natdrlichen Killer- (NK) -Zellen (Zhang et al. 1988).
AuRerdem konnte beobachtet werden, dass sie als Kostimulus fur T-Zellen wirken

(Farrar et al. 1980; Gery und Waksman 1972; Gillis und Mizel 1981). Sie verstarken

39



Einleitung

die Proliferation der T-Lymphozyten durch die Produktion und Sekretion von IL-2
sowie die Expression von IL-2-Rezeptoren (Dinarello 1994a).

Da IL-1 im Verlauf einer Immunreaktion verstarkt freigesetzt wird, bedeuten diese
Wirkungen eine zusatzliche Potenzierung im inflammatorischen Prozess. Das
proinflammatorisches Zytokin IL-1 ist bei sehr vielen, insbesondere entzindlichen
und immunologischen Erkrankungen ein wesentlicher Mediator zur Induktion und
Unterhaltung der Krankheitsaktivitat. Ebenso wird eine Uberschiefende Aktivitat von
IL-1 bzw. eine Dysregulation des Gleichgewichts zwischen IL-1 und seinem
naturlichen Rezeptorantagonisten in der Pathogenese der Schizophrenie diskutiert
(Katila et al. 1994).

Die Signaltransduktionskaskade, die durch IL-1 aktiviert werden kann, endet in der
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren nuclear factor kB (NfkB) und AP-1 activator
protein-1 (AP-1), die bei der Induktion vieler immun- und entzindungsrelevanter
Gene eine grolde Rolle spielen. Sie soll hier naher vorgestellt werden:

Nach Bindung von IL-1 an IL-1RI erfolgt bereits innerhalb von 30 Sekunden die
Aktivierung einer IL-1-Rezeptor assoziierten Kinase (IRAK) (Cao et al. 1996a;
Croston et al. 1995; Farrar et al. 1980; Martin et al. 1994). Hierbei handelt es sich um
eine Serin/Threonin-Kinase, die mit der zytoplasmatischen Domane des IL-1RI
assoziiert und dabei gleichzeitig phosphoryliert wird. Als Interaktionspartner von
IRAK wiederum fungiert das Protein TRAF6 (Cao et al. 1996b; Farrar et al. 1980). Es
gehort zur TRAF-Familie (Tumornekrosefaktor-Rezeptor-assoziierter-Faktor), einer
Klasse von Proteinen, die ursprunglich in der Tumornekrosefaktor (TNF) -vermittelten
Rezeptor-Signaltransduktion beschrieben wurde (Farrar et al. 1980; Rothe et al.
1994; Rothe et al. 1996). TRAF6 wird allerdings nicht von Mitgliedern der TNF-
Rezeptorfamilie selbst benutzt, sondern spezifisch von IL-1. Die Uberexpression von
TRAF6 flhrt zu einer konstitutiven NfkB-Aktivierung, wahrend sich die Expression
einer Deletionsmutante von TRAF6 dominant-negativ auf die NFkB-Aktivierung
auswirkt. TRAFG6 stellt somit ein wichtiges Bindeglied in der IL-1-vermittelten NfxkB-
Aktivierung dar.

NfkB ist daher ein bedeutender Transkriptionsfaktor flr die Aktivierung T-
Zellspezifischer Gene wie IL-2 sowie IL-2-Rezeptoren. Fir eine effiziente IL-2-
Synthese sowie IL-2-Rezeptor-Expression ist daher eine IL-1-Kostimulation
notwendig. Somit stellen sowohl IL-1 als auch IL-2 wichtige SteuergrofRen fur die

Immunantwort dar. Da IL-1 zum einen die Produktion von IL-2 Uber die beschriebene
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Signaltransduktion stimuliert, und IL-2 zur Auslésung von psychotischen Symptomen
fuhren kann (Denicoff et al. 1987), kdnnte es ein interessantes Kandidatengen flr die

Entstehung der Schizophrenie sein.

2.2.2 Mogliche Rolle der Interleukine in der Aktivierung des inflammatorischen

Immunsystems bei Schizophrenen

In der Atiologie der Schizophrenie wird u.a. eine Aktivierung des inflammatorischen
Immunsystems diskutiert.

So wurden in einer finnischen Studie erhdhte IL-1R-Plasmaspiegel (Ganguli et al.
1994; Katila et al. 1994) und in einer weiteren Studie erhohte IL-1RA-
Plasmakonzentrationen (Akiyama 1999) bei unbehandelten schizophrenen Patienten
im Vergleich zu Kontrollen gefunden. Dies konnte auf eine Dysregulation der
Interleukine bei Schizophrenen hindeuten. Daher konnten die Gene des Interleukin-
1-Genkomplexes interessante Kandidatengene in der Pathogenese der
Schizophrenie sein.

Ob diese Dysregulation der Interleukine jedoch eine Folge oder eine Ursache der
Schizophrenie darstellt, ist noch nicht geklart. So koénnte der Anstieg der
proinflammatorischen Zytokine lediglich eine Folge von mentalem Stress sein, der
mit der Krankheit einhergeht, ohne eine Rolle in der Pathogenese der Schizophrenie
Zu spielen.

Madglicherweise spielt jedoch die ZNS-Wirkung der Interleukine eine wichtige Rolle in
der Pathobiologie der Schizophrenie. Darauf soll im Folgenden naher eingegangen

werden.

2.2.3 Funktionen der Interleukine im zentralen Nervensystem

Die Interleukine nehmen verschiedene Funktionen im ZNS wahr, die fir

psychiatrische Erkrankungen wie der Schizophrenie von Bedeutung sein konnten.
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2.2.3.1 Wechselwirkung zwischen Immunsystem und zentralem

Nervensystem durch Zytokine

Zytokine vermitteln Informationen zwischen Zellen des peripheren Immunsystems
und des ZNS (Banks und Kastin 1991; Kronfol und Remick 2000). Der exakte
Mechanismus, Uber den die Zytokine mit den Zellen des ZNS in Kontakt treten, ist
noch nicht abschlieRend geklart. Es werden verschiedene Mechanismen diskutiert:
erstens werden einige Zytokine wie IL-1  entweder Uber aktive
Transportmechanismen mittels Carrier aus dem Blut durch die Blut-Hirn-Schranke ins
ZNS transportiert (Banks und Kastin 1991; Banks und Kastin 1992; Watkins et al.
1995) oder sie werden mittels passivem Tranpert Uber zirkumventrikulare Organe
befordert (Hashimoto et al. 1991; Watkins et al. 1995). Ein weiterer moglicher Weg ist
die Bindung von IL-1 an endotheliale IL-1-Rezeptoren des zerebralen Gefallsystems.
Dabei wird die Bildung von second messengern stimuliert, die wiederum lokal
Neurone beeinflussen kénnen (Blalock 1994; Watkins et al. 1995).

Zweitens konnen aktivierte Mikroglia (Giulian et al. 1986; Smith 1991b; van Dam et
al. 1992; Vitkovic et al. 2000b) und Astrozyten (Nieto-Sampedro und Berman 1987;
Norris und Benveniste 1993) Interleukine endogen sezernieren (Campbell et al.
1998; Hopkins und Rothwell 1995; Merrill 1992; Muller und Ackenheil 1998).

NORADRENALIN

|

ASTROZYT
. .'. .-. i 11...
I.:"ijst 9 .. I;-. -
* ... .. -f «®

Abb. 6 aus (Miiller 1997): Aktivierter Astrozyt
Noradrenalin stimuliert aktivierte Astrozyten zur Ausschittung von Interleukinen.
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Die Lokalisation von IL-1-Rezeptoren auf Gliazellen um Arteriolen und im Plexus
choroideus weist auf eine enge Kommunikation zwischen Interleukinen des
Immunsystems und ZNS hin (Wong und Licinio 1994).

Schlielich wurde sowohl fur periphere sympathische Neurone in Kultur (Freidin et al.
1992) als auch fir menschliche Neurone im Gehirn die Synthese und Freisetzung
von IL-1 beschrieben (Breder et al. 1988; Sei et al. 1995; Vitkovic et al. 2000a).
IL-1-Rezeptoren werden offenbar nicht nur von Gliazellen (Ban et al. 1991; Ban
1994) und Astrozyten (Ban et al. 1993; Rubio 1994), sondern auch von murinen
Neuronen exprimiert (Ban et al. 1991; Ban 1994; Cunningham, Jr. und De Souza
1993; Parnet et al. 1994; Rothwell 1991; Takao et al. 1990). Die Expression von IL-1-
Rezeptoren in menschlichen Zellen des ZNS wurde bisher kaum untersucht. IL-1-
Rezeptoren wurden in humanen embryonalen Mikrogliazellen und Zellinien von
Glioblastomen gefunden (Sebire et al. 1996).

Dass sich Zytokinrezeptoren auch auf Neuronen befinden, lasst vermuten, dass sie
eine direkte Wirkung auf neuronale Funktionen haben.

Die Expression der IL-1-Rezeptoren wurde im ZNS der Maus mittels in situ-
Hybridisierung v.a. im Hippocampus, Hypothalamus, Plexus choroideus und
Hypophysenvorderlappen (Ban et al. 1991; Ban 1994; Cunningham, Jr. et al. 1991;
Cunningham, Jr. et al. 1992; Parnet et al. 1994; Takao et al. 1990) sowie im
Rattenhirn im Hippocampus, Hypothalamus und Cerebellum (Farrar et al. 1987,
Licinio et al. 1991) nachgewiesen. Auch im menschlichen Gehirn wurden IL-1-
Rezeptoren im Hypothalamus lokalisiert (Breder et al. 1988).

IL-1- und IL-1RA-enthaltende Neurone wurden in verschiedenen Arealen des ZNS
von Mensch (post mortem-Hirne), Ratte und Maus, v.a. im Hippocampus und
Hypothalamus, gefunden (Bencsik et al. 1996; Breder et al. 1988; Choe et al. 1998;
Diana et al. 1999; Lechan et al. 1990; Rettori et al. 1994; Yasuhara et al. 1997).

Die Verteilung von IL-1 und ihren Rezeptoren im ZNS ist regional unterschiedlich und
entspricht ihren neuromodulatorischen Funktionen. So unterstreicht die Lokalisation
von IL-1 in Neuronen des Hippocampus und Hypothalamus ihren Einfluss auf
neuronale Prozesse und psychologische Vorgange.

In experimentellen und klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass eine
systemische oder intrazerebrale Verabreichung von rekombinantem IL-1 zu
psychotropen Effekten wie z.B. der Auslosung einer psychomotorischen

Retardierung, Antriebsarmut und vermindertem Interesse an der Umwelt fuhrte (Kent
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et al. 1992). Auferdem kann das Verteilungsmuster die durch Interleukine
ausgelosten weiteren Effekte wie Fieber (Kluger 1991; Kluger et al. 1998; Rothwell
1990; Rothwell 1991) und Verhaltensveranderungen wie Schlafstorungen (Krueger et
al. 1998; Krueger und Majde 1994; Opp und Krueger 1994, Vitkovic et al. 2000a) und
Anorexie (Plata-Salaman et al. 1996; Plata-Salaman 1998; Plata-Salaman et al.
1998) erklaren (Kronfol und Remick 2000; Muller und Ackenheil 1998; Rosenwasser
1998; Rothwell und Hopkins 1995; Rothwell und Luheshi 1994).

2.2.3.2 Interleukineffekte auf den Metabolismus von Neurotransmittern

Der Einfluss von Zytokinen auf die dopaminerge, serotonerge, noradrenerge und
cholinerge Neurotransmission fuhrte zu der Annahme, dass sie auch eine Rolle bei
psychiatrischen Krankheiten wie der Schizophrenie spielen kdonnten (Dunn 1988;
Mualler und Ackenheil 1998). IL-1 regt die Freisetzung von Katecholaminen in der
Peripherie (Akiyoshi et al. 1990) und im ZNS an, v.a. im Hypothalamus,
Hippocampus, prafrontalen Cortex und Hirnstamm. Nach intravendser, peripherer
und intrazerebraler Applikation von IL-1 wurde ein starker Anstieg von Noradrenalin,
Serotonin, Tryptophan und Dopamin in diesen ZNS-Regionen beobachtet (Dunn
1988; Dunn 1992; Shintani et al. 1993; Zalcman et al. 1994). Auf diese Weise zeigt
IL-1 wichtige neuromodulatorische Effekte.

Des weiteren wird die Hypothese diskutiert, dass eine Uberschiel3ende Interleukin-2
(IL-2) -Produktion eine Rolle in der Pathogenese der Schizophrenie spielen kdnnte
(Smith 1991a). Dies wird durch den klinischen Befund gestiitzt, dass die Gabe von
IL-2 bei Krebspatienten dosisabhangig zu schizophrenieahnlichen psychotischen
Symptomen wie Wahn und kognitiven Stérungen fuhren kann (Denicoff et al. 1987).
Aulerdem gibt es Untersuchungen Uber Veranderungen der Liquorkonzentration von
IL-2 bei Schizophrenen als Pradiktor fir die Ruckfallwahrscheinlichkeit (McAllister et
al. 1995).

Da IL-2 eng mit IL-1 verknUpft ist — IL-1 stimuliert IL-2 in der Kaskade der Zytokine
(Lowenthal et al. 1986) — und in der Pathogenese der Schizophrenie einer
Hypothese zufolge eine Hyperaktivitdt dopaminerger Strukturen angenommen wird
(Carlsson und Lindqvist 1963; Davis et al. 1991), konnten die in dieser Arbeit
untersuchten Interleukine interessante Kandidatengene in der Pathogenese der

Schizophrenie sein.
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2.2.3.3 Rolle des Interleukin-1 alpha und -beta in der Hirnentwicklung

Es wird eine mogliche Funktion der Interleukine in der normalen und pathogenen
Entwicklung des Gehirns diskutiert (Merrill 1992; Merrill und Jonakait 1995). Diese
Hypothese wird durch folgende Befunde gestutzt:

IL-1 konnte im Stadium der perinatalen Hirnentwicklung im cerebralen Cortex der
Ratte wahrend des Astrozytenwachstums nachgewiesen werden (Giulian et al.
1988a).

Im sich entwickelnden Rattenhirn wurde IL-1 bereits ab dem 16. Embryonaltag (E 16)
mit einem Maximum zwischen E 18 und der Geburt (E 22 = P 0) nachgewiesen
(Giulian et al. 1988b). Diese Befunde deuten auf seine Rolle als Astrozyten-
Wachstumsfaktor hin.

Des weiteren konnte gezeigt werden, dass einige Zytokine bereits im 1. Trimester der
Schwangerschaft in den Neuronen im menschlichen Vorderhirn konstitutiv exprimiert
werden, wobei fur IL-18 die hdochste Konzentration gefunden wurde (Mousa et al.
1999). Dies legt seine Beteiligung an Hirnentwicklungsvorgangen nahe.

Auch eine moglichen Funktion von IL-1B3 bei Proliferation, Differenzierung, Migration
und Apoptose wird diskutiert (Merrill 1992; Patterson und Nawa 1993). AulRerdem ist
seine Beteiligung an der Hirnentwicklung Uber die Fahigkeit zur Induktion von Insulin
(Besedovsky und Del Rey 1989; Cornell und Schwartz 1989) und Insulin-like growth
factor (IGF) | und -Il (Dinarello 1996; Frisbie et al. 2000; Glazebrook et al. 1998;
Mason et al. 2001) ein vorstellbarer Mechanismus (Merrill 1992). Insulin und IGF-I
und -Il wiederum regulieren die Proliferation und Differenzierung von Neuronen auf
der Ebene der Transkription und Translation (Recio-Pinto und Ishii 1984; Recio-Pinto
und Ishii 1988). Des weiteren konnte IL-1 Uber seine neuroprotektive Wirkung an der
Hirnentwicklung beteiligt sein (Strijpos und Rothwell 1995d). Ein solcher Effekt von
IL-1 konnte Uber seine Fahigkeit zur Induktion von Nerve growth factor (NGF),
welcher wie IL-1 die synaptische Ubertragung und Plastizitat beeinflussen kann
(Nawa et al. 2000), gezeigt werden (Friedman et al. 1996; Lindholm et al. 1987,
Spranger et al. 1990). Mittels dieses Mechanismus konnte ein Uberlebensférdernder
Einfluss von IL-1 auf Neurone unter exzitatorischen Bedingungen nachgewiesen
werden (Strijpos und Rothwell 1995c). Ein weiterer neuroprotektiver Mechanismus
des IL-1 erfolgt Uber die Hemmung von exzitotoxischen Calciumkonzentrationen und

Calciumeintritt in Neurone durch IL-1 (Plata-Salaman und Ffrench-Mullen 1992). Des

45



Einleitung

weiteren konnte bewiesen werden, dass IL-1 die synaptische Gamma-Amino-
Buttersdure (GABA) erge Aktivitat verstarkt (Coogan und O'Connor 1997). Als
Antagonist von NMDA schutzt GABA auf diese Weise Neurone vor exzessiver
Aktivierung durch den NMDA-Rezeptor und damit verbundenen exzitotoxischen
intrazellularen Calziumkonzentrationen und neuronalem Zelltod (Beal 1992; Whetsell,
Jr. 1996). Exzitotoxizitat spielt eine Schllsselrolle z.B. bei Ischamie und Traumen
(Choi 1994). Es ist vorstellbar, dass Interleukin-1 auch uber diese verschiedenen
neuroprotektiven Mechanismen an der Hirnentwicklung beteiligt ist.

IL-1a wirkt in Maus-T-Helfer 2 (TH2) -Zellen als ein wichtiger autokriner
Wachstumsfaktor (Zubiaga et al. 1991).

Uber welche genauen Mechanismen Interleukin-1 seine Wirkung entfaltet, konnte
bislang noch nicht vollstandig geklart werden. Die Befunde sprechen allerdings fur
eine Rolle bei der Entwicklung des Gehirns und Vorgangen zellularer

Differenzierung.

2.2.3.4 Rolle des Interleukin-1-Rezeptorantagonist in der Hirnentwicklung

Obwohl noch keine genaueren Studien existieren, ist es durchaus vorstellbar, dass
auch der IL-1RA als Bestandteil der Interleukin-1-Familie und Antagonist von
Interleukin-1 an der Hirnentwicklung beteiligt ist. Auf eine allgemeine Rolle des Gens
im normalen Entwicklungsprozess weisen Studien mit knockout-Mausen fur das IL-
1RN-Gen hin: Bei den knockout-Mausen konnte ein erniedrigtes Korpergewicht im
Vergleich zu den Wildtypen beobachtet werden (Hirsch et al. 1996). AulRerdem
inhibiert er in vivo die IL-1-Aktivitdt und hat einen positiven Einfluss auf die
Expression von IL-1 (Hirsch et al. 1996). Daher kdnnte er Uber diesen Weg in die
Hirnentwicklung involviert sein. Diese Befunde konnten mit der Hypothese der
Hirnentwicklungsstérung der Schizophrenie vereinbar sein (Barondes et al. 1997;
Murray et al. 1992).

2.3 Chromosomale Lokalisation des Interleukin-1-Genkomplexes

Die Gene der Interleukin-1-Genfamilie sind beim Menschen auf dem langen Arm von
Chromosom 2 (2q14-q14.2) innerhalb einer ca. 430 Kilobasenpaar (kb) langen
Region lokalisiert (Busfield et al. 2000; Nicklin et al. 1994; Nicklin et al. 2002;
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Nothwang et al. 1997; Steinkasserer et al. 1992). Diese Genregion stellt eine sehr
interessante Lokalisation fur das Entstehungsrisiko der Schizophrenie dar, da sie
sich innerhalb einer Region auf Chromosom 2p12-q22.1 befindet, die in einer grof}
angelegten Meta-Analyse als einziger Genabschnitt eine genomweite signifikante
Kopplung erreichte (Lewis et al. 2003). Daher sind die Gene des Interleukin-1-
Genkomplexes positionelle Kandidatengene in der Pathogenese der Schizophrenie.
AuRerdem konnten in derselben Meta-Analyse starke Hinweise fur eine Kopplung in
einer benachbarten Region ebenfalls auf Chromosom 2 (2922.1-q23.3) beobachtet
werden (Lewis et al. 2003). Dieser Befund unterstitzt die Bedeutung dieser

chromosomalen Lokalisation in der Pathogenese der Schizophrenie.

CHROMOSOM
2q14-q14.2

200 kb

Abb. 7: Chromosomale Lage des Interleukin-1-Genkomplexes

Schematische Darstellung der relativen Lage der Interleukingene Interleukin-1 alpha, Interleukin-1
beta und Interleukin-1-Rezeptorantagonist auf dem Chromosom 2 innerhalb einer ca. 430 kb langen
Region.

Variationen in den Genen des Interleukin-1-Genkomplexes stehen im maRigen
Kopplungsungleichgewicht (Cox et al. 1998), d.h. sie werden Uberproportional haufig

gemeinsam vererbt.

2.3.1 Genetische Variationen im Interleukin-1 alpha-Gen

Im IL-1 alpha (IL-1A) -Gen wurde in der vorliegenden Arbeit ein
Basenaustauschpolymorphismus (C-889T) von Cytosin nach Thymin an der Stelle —
889 bezuglich des Startpunktes fur die Transkription, also des Beginns des ersten
Exons, untersucht.

Das Allel mit der haufigeren Frequenz in der Bevolkerung ist das C-Allel (Allel 1).

Dies trifft fir unterschiedliche ethnische Gruppen zu (Kawaguchi et al. 2003). In einer
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kaukasischen Stichprobe (Grimaldi et al. 2000) von 653 Probanden wurde es mit 67
% benannt, und das T-Allel mit 33 %.

Dieser Basenaustauschpolymorphismus befindet sich in der Promotorregion
(McDowell et al. 1995). Promotoren sind genexpressionsregulierende DNA-
Abschnitte. Sie enthalten die Startsignale fur die RNA-Synthese. Ein einziger
Basenaustausch in der 5’regulierenden Region eines Gens kann zur Veranderung
seiner Transkriptionsrate fuhren, sei es uber die Beeinflussung der Bindung trans-
aktivierender Faktoren (Hayashi et al. 1991; Matsuda et al. 1992) oder Uber eine
Veranderung der Sekundarstruktur der DNA und folgender Interaktion mit
Transkriptionsfaktoren (Smith et al. 1992). So konnte in einer in vitro-
Transfektionsstudie von Dominici et al. (2001), in der mittels eines Luciferase-
Reporter-Assays die Aktivitdt des Promotors des IL-1A-Gens untersucht wurde, ein
signifikanter Anstieg der transkriptionellen Aktivitat des T/T-Genotyps des IL-1A-
Gens an Position —889 im Vergleich zum C/C-Genotyp festgestellt werden.
Aulerdem wurde ein leichter Anstieg der IL-1a-mRNA und der Proteinspiegel im
Plasma beobachtet. Dieser Befund liefert einen moglichen Beweis, dass Trager des
IL-1A-T/T-Genotyps mehr IL-1a-mRNA als Trager des IL-1A-C/C-Genotyps
produzieren (Dominici et al. 2002).

Des weiteren wurde im Bereich des IL-1A-Gens ein  weiterer
Basenaustauschpolymorphismus in Exon 5 von Guanin (G) nach T an der Position
+4845 untersucht (van den Velden und Reitsma 1993). Dieser SNP steht mit dem in
dieser Arbeit untersuchten im nahezu kompletten Kopplungsungleichgewicht (LD >
0.99) (Cox et al. 1998; Kawaguchi et al. 2003; Walker et al. 2000): er wandelt die
Aminosaure (AS) Alanin an Position 114 in Serin um, ist also ein funktioneller
Polymorphismus. Pro—IL-1a wird zwischen AS 112 und 113 in seine reife Form
gespalten. Da Alanin unpolar und hydrophob, Serin dagegen polar und hydrophil ist,
zeigen sie unterschiedliche chemische Eigenschaften. Maglicherweise beeinflusst die
AS-Substitution durch die Veranderung des chemischen Milieus das proteolytische
Geschehen von Pro-IL-1a aufgrund der Nahe des SNPs zu einer Schnittstelle der
Protease (Kawaguchi et al. 2003) (Abb. 8).

Aulerdem konnte eine Studie nachweisen, dass Trager, die homozygot fur das T-
Allel des IL-1A (-889) — Gens und gleichzeitig T-Allel-Trager des IL-1 beta (-511) -

Gens (IL-1B) waren, signifikant hohere Plasmaspiegel an IL-1B-Protein hatten.

48



Einleitung

Dementsprechend gibt es auch Hinweise, dass diese Genotypen haufiger

gemeinsam vererbt werden (p < 0.0001) (Hulkkonen et al. 2000).

Startpunkt fiir die Transkription

1437 389 +4845
- = =
| | Exon 1 Intron 4 Exon 5
SNP SNP
cIT GIT

Exon 5 (+4825 bis +4853)
5-AA ATC ATC AAG CCTAGG TCAT/GCACCTTTT-3'

1 Translation

-lle-lle-Lys-Pro-Arg-Ser-Ser/Ala-Pro-Phe-
108109110 111 112 113 114 115 116

Abb. 8 aus (Kawaguchi et al. 2003): Schematische Darstellung des IL-1 alpha-Gens vom
Bereich der 5’untranslatierten Region bis zum Exon 5
Die Nummerierung bezieht sich auf den Transkriptionsstartpunkt des IL-1 alpha-Gens.

2.3.2 Genetische Variationen im Interleukin-1 beta-Gen

Im Interleukin-1B-Gen wurden bisher drei Basenaustauschpolymorphismen von
Cytosin nach Thymin an den Stellen —=511 (di Giovine et al. 1992) und -31 in der
Promotorregion (EI Omar et al. 2000) und an der Stelle +3953 (Pociot et al. 1992)
bezlglich des Startpunktes fur die Transkription untersucht (Abb. 9).
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Startpunkt fur die Transkription

-511 -31 +1 +3953
I I I
I I I
SNP SNP SNP
CIT cIT CcIT

Abb. 9: Schematische Darstellung der Polymorphismen des IL-1 beta-Gens
Die Nummerierung bezieht sich auf den Transkriptionsstartpunkt des Gens.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Basenaustauschpolymorphismus an der Stelle
—511 bestimmt. Das in der Allgemeinbevolkerung haufiger vorkommende Allel ist das
C-Allel (Allel 1). In einer kaukasischen Studie mit 653 Probanden wurde fiur das C-
Allel eine Frequenz von 78% und fur das T-Allel eine von 22% gefunden (Grimaldi et
al. 2000).

Das T-Allel des in dieser Arbeit untersuchten Polymorphismus befindet sich mit dem
T-Allel an Stelle —31 im beinahe kompletten Kopplungsungleichgewicht (D= ca.
0.98) (EI Omar et al. 2000; Hamajima et al. 2001; Loughlin et al. 2002). Der T-31C-
Polymorphismus erzeugt ein TATA-Box-Motiv. In der Studie von El Omar et al.
(2000) konnte nachgewiesen werden, dass er die Proteinbindung Uber DNA-Protein-
Wechselwirkungen in vitro beeinflusst, so dass dadurch die Transkription von IL-18
gesteigert werden koénnte. Zwar konnte fir IL-1B (-511) kein Effekt auf die
Proteinbindung nachgewiesen werden (EI Omar et al. 2000), doch ist es
wahrscheinlich, dass das T-Allel des IL-1B an -511 (dber das
Kopplungsungleichgewicht mit dem TATA-Box-Polymorphismus an -31 die
Proteinbindung beeinflusst und so zu einer erhéhten Transkriptionsrate des IL-13-
Proteins fuhrt (EI Omar et al. 2000).

2.3.3 Genetische Variationen im Interleukin-1-Rezeptorantagonist-Gen
Im zweiten Intron des IL-1RN-Gens befindet sich ein Polymorphismus aus einer

variablen Anzahl an 86 bp Tandem Repeats (VNTR) (Tarlow et al. 1993). Dieser

wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht (Abb. 10).
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Startpunkt fur die Transkription
+1 Intron 2

I

|

Tandem Repeat-Polymorphismus

(VNTR= Variable Number of Tandem
Repeats)

Abb. 10: Schematische Darstellung des 86 bp Tandem Repeat-Polymorphismus in Intron 2 des
IL-1-Rezeptorantagonist-Gens
Die Nummerierung bezieht sich auf den Transkriptionsstartpunkt des Gens.

Das haufigste Allel war in einer kaukasischen Bevdlkerung das Allel mit 4
Wiederholungen (Allel 1) (ca. 70%) und das zweithdufigste das Allel mit 2
Wiederholungen (Allel 2) (ca. 30 %). Die Frequenz der ubrigen Allele mit 3, 5 und 6
Wiederholungen treten in den meisten Bevdlkerungen mit weniger als 1% auf
(Hulkkonen et al. 2000; Katila et al. 1999). Die unterschiedliche Lange von
Intronsequenzen kann einen Einfluss auf die Transkriptionsrate eines Gens haben.
Die variable Wiederholungssequenz im IL-1RN-Gen enthalt mindestens drei
potentielle Bindungsstellen fur Proteine (Tarlow et al. 1993), die vermutlich als
Enhancer regulatorische Funktionen haben. Der VNTR im IL-1RN in Intron 2 kdnnte
diese Enhancer-Sequenzen beeinflussen. Dadurch wirde die Bindung der Enhancer-
Proteine verandert, was wiederum die Transkription des IL-1RN-Gens beeinflussen
konnte.

Homozygotie fur das Allel 2 des IL-1RN war mit verschiedenen entztndlichen und
Autoimmunerkrankungen assoziiert, wie Colitis Ulcerosa (Andus et al. 1997; Tountas
et al. 1999), Alopezia areata (Tarlow et al. 1994), Psoriasis (Clay et al. 1994; Cork et
al. 1993), Lupus Erythematodes (Tjernstrom et al. 1999) und Multiple Sklerose
(Crusius et al. 1995; Luomala et al. 2001).

Bemerkenswert ist auch, dass menschliche Foten, die dieses Allel besalRen, ein
erhdhtes Risiko fur Frihgeburten aufwiesen (Genc et al. 2002). AuRerdem konnte
wiederholt beobachtet werden, dass Trager des Allels 2 des IL-1RN auch haufiger
Trager des T-Allels des IL-1B sind (p < 0.01) (Hurme und Santtila 1998; Santtila et al.
1998). Sowohl durch in vivo- (Hurme und Santtila 1998) als auch in vitro-Studien

(Santtila et al. 1998; Wilkinson et al. 1999) konnte nachgewiesen werden, dass Allel
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2-Homozygotie nicht nur mit einer erhdhten IL-1RA-, sondern auch mit einer
erhdhten IL-1B-Produktion einherging, was ein erniedrigtes Verhaltnis von IL-1RA- zu
IL-1B-Protein zur Folge hatte (Danis et al. 1995; Hurme und Santtila 1998; Witkin et
al. 2002). AuRerdem gibt es Hinweise, dass dieses Allel mit einer erniedrigten

Konzentration von IL-1a-Protein assoziiert ist (Danis et al. 1995).
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3 Fragestellung

Es gilt heute als gesichert, dass eine starke genetische Komponente in der Atiologie
der Schizophrenie vorliegt. Die Entstehung schizophrener Erkrankungen ist jedoch
noch nicht geklart. Fall-Kontroll-Assoziationsstudien sind eine empfindliche Methode,
um auf molekulargenetischer Ebene nach Suszeptibilitatsgenen mit kleinen Effekten
bei komplexen Krankheiten wie Schizophrenie zu suchen.

Zahlreiche Untersuchungen schizophrener Patienten zeigten Veranderungen
immunologischer Parameter im Blut und Liquor. Des weiteren liegen die in dieser
Arbeit untersuchten Gene des Interleukin-1-Genkomplexes in einer Region auf
Chromosom 2q (2914-q14.2), die eine signifikante Kopplung mit der Schizophrenie
zeigte.

Ziel dieser Arbeit war es, mogliche Assoziationen zwischen Polymorphismen und
Haplotypen von Genen des IL-1-Genkomplexes, deren Produkte v.a. an der
Hirnentwicklung, dem Metabolismus von Neurotansmittern, der Neuroprotektion und
—degeneration und dem Immunsystem beteiligt sind, mit der Schizophrenie zu
untersuchen.

Dazu wurden Allel-, Genotyp- und Haplotypfrequenzen bei schizophrenen Patienten

im Vergleich zu einer Kontrollpopulation bestimmt.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Gerate

Tab. 3: Geréte

Electrophoresis Systems

Gerit Typ Hersteller

Inkubator IR-1500 Flow Laboratories, Virginia, USA

Waagen Explorer Ohaus Corporation, USA

PRECISA 1620 C PRECISA Instruments AG, Dietikon

Zentrifuge Centrifuge 5804 Eppendorf  Vertrieb  Deutschland
GmbH, Hamburg

Zentrifugenréhrchen PP-Réhrchen steril Greiner Labortechnik

Mikrozentrifuge Centrifuge 5415 C Eppendorf ~ Vertrieb  Deutschland
GmbH, Hamburg

Thermocycler Mastercycler gradient Eppendorf  Vertrieb  Deutschland
GmbH, Hamburg

Mastercycler Eppendorf  Vertrieb  Deutschland

GmbH, Hamburg

Tiefktihlschrank Economic (- 20 °C) Bosch, Miinchen

Ultra-Tiefkhlschrank ULT 1386 VOE (-80 °C) REVCO Scientific Inc., Asheville,
USA

Pipetten Eppendorf  Vertrieb  Deutschland
GmbH, Hamburg

Pipettenspitzen Sarstedt, Nimbrecht

Gelkammer Wide Mini Sub Cell GT, Agarose Gel | Bio Rad Laboratories =~ GmbH,

Minchen

Spannungsquelle

Power Pac 300

Bio-Rad Laboratories GmbH,

Miinchen

Eagle Eye Eagle Eye Il Photosystem Stratagene, La Jolla, USA

Photometer Genequant Pharmacia Biotech

Wasserbad WB 14 Memmert GmbH u.  CoKG,
Schwabhausen

Mikrowelle Privileg 9024 E Privileg

Vortexer Reax Heidolph
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Tab. 4: Software

Material und Methoden

Software Typ Hersteller

Statistiksoftware SPSS 11.0 Statistical Package for  Social
Sciences, SPSS Inc., Chicago, 2001

Bildverarbeitungssoftware Photoshop 6.0 Adobe, USA

4.1.3 Chemikalien

Tab. 5: Chemikalien

Chemikalie Hersteller

Ethanol absolut

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

QIAamp DNA Blood Maxi Kit

QIAGEN GmbH, Hilden, Germany

Streptokinase QIAGEN GmbH, Hilden, Germany

H)0 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen

dNTP 10 mM Amersham Biosciences Europe GmbH,
Freiburg

Primer Fa. Life Technologies, Karlsruhe

Aval-Restriktionsenzym (10.000 U/ml)
(IL-1B)

New England Biolabs, Frankfurt

Ncol-Restriktionsenzym (10.000 U/ml)
(IL-1A)

New England Biolabs, Frankfurt

5 x PCR-Puffer:

Fa. Invitrogen, San Diego, USA

Puffer D (IL-1RN)

Puffer B (IL-1B)

Puffer H (IL-1A)

Taq-DNA-Polymerase  (rekombinant) | MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
1U /ul

Agarose NEEO Ultra- | Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Qualitat

10 x NEB-Puffer 4

New England Biolabs, Frankfurt

5 x TBE-Puffer:

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Tris-hydroxymethyl-aminomethan

Borsaure

EDTA-Dinatriumsalzdihydrat

H)0

Ethidiumbromid Solution 10 mg /ml

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen
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Chemikalie

Hersteller

DNA-Ladder
0,5 mg DNA /ml

100 bp, | MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

6 x Loading Dye:

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Bromphenolblau

30% Glycerol

EDTA-Lésung (0,5 M)

Ho0

4.1.4 Oligonukleotide

Tab. 6: Oligonukleotide

Name Orientierung Sequenz (5°- 3') Verwendung
IL-1A-f sense cat gcc atc aca cct agt tca SNP ID: rs1800587
IL-1A-r antisense gga ttt tta cat atg agc ctt cca SNP ID: rs1800587
IL-1B-f sense tgg cat tga tct ggt tca tc SNP ID: rs3087258
IL-1B-r antisense gaa tct tce cac tta cag atg gat SNP ID: rs3087258
IL-1RN-f sense ctc agc aac act cct at VNTR: ID nicht bekannt
IL-1RN-r antisense tcc tgg tct gca ggt aa VNTR: ID nicht bekannt
4.1.5 Polymorphismen
Tab. 7: Polymorphismen
Gen Accession Nr. SNP/VNTR ID Position Allel Funktion
IL-1A [NT 022135.13 rs1800587 2250703 CIT Promotor
IL-1B [NT_022135.13 rs3087258 2302614 TIC Promotor
IL-1RN  |NT_022135.13 nicht bekannt 2595849 - |1 -3 Kopien: Intron 2
2596201 (atcctggggaaagtgagggaaatatggacatcacatg
gaacaacatccaggagactcaggcctctaggagtaac
tgggtagtgtac)
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4.2 Methoden

4.2.1 Studienteilnehmer

4211 Kontrollgruppe

Als Studienteilnehmer haben wir eine Gruppe von 506 nicht verwandten, gesunden,
per Zufallsauswahl aus der allgemeinen Bevdlkerung Minchens ausgewahlten
Freiwilligen untersucht. Ihr Alter lag zwischen 19 und 79 Jahren. Sie wurden per Post
kontaktiert. Um eigene neuropsychiatrische Storungen oder solche bei Verwandten
ersten Grades auszuschlieBen, wurden vor Studieneinschluss mehrere
Untersuchungen durchgeflihrt wie ein Telefonscreening sowie die Erfassung einer
schriftichen medizinischen und psychiatrischen Anamnese und jene ihrer
Verwandten ersten Grades. Als nachstes wurden sie zu einem umfassenden
Interview eingeladen, das das Strukturierte Klinische Interview (SKID) fur DSM-IV
(SKID | und SKID Il) einschloss (First et al. 1997; Wittchen et al. 1997).
Psychiatrische Diagnosen unter Verwandten ersten Grades wurden mit Hilfe des
Family History Assessment Modules (Rice et al. 1995) beurteilt. Testpersonen mit
relevanten somatischen Krankheiten oder Achse I/II-Stérungen (lifetime) wurden
ausgeschlossen. Ebenso erfolgte ein Ausschluss bei positiver psychiatrischer

Familienanamnese.

4.21.2 Schizophrene Patienten

Wir untersuchten eine Gruppe von schizophrenen Patienten (n = 355) bestehend aus
mannlichen und weiblichen kaukasischen Patienten mit Schizophrenie des
undifferenzierten, desorganisierten oder paranoiden Typs entsprechend der DSM-IV-
Kriterien. Die Patienten waren zwischen 18 und 65 Jahre alt. Besondere Sorgfalt
wurde darauf verwendet, Patienten mit somatischen Krankheiten auszuschlief3en,
welche psychotische Symptome verursachen kénnten, wie zum Beispiel kurzlicher

Drogenmissbrauch oder Therapie der Parkinsonschen Krankheit.
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4.2.2 DNA-Extraktion

Von allen Probanden wurde Blut vends abgenommen und bei —80 °C gelagert. Durch
Zugabe von EDTA wurde die Gerinnung des gewonnenen Blutes verhindert. Aus 10
ml EDTA-BIut erfolgte mittels eines Kits der Firma Qiagen gemal} der gegebenen
Anleitung die Extraktion der genomischen DNA (Abb. 11):

1. Vorbereitung der Blutproben

Das bei —80 °C tiefgefrorene Blut wurde bei Raumtemperatur (RT) aufgetaut, und

jeweils 10 ml Blut in ein 50 ml gro3es Zentrifugenrohrchen pipettiert.

2. Zellyse
Um die Leukozyten zu lysieren und Nukleinsauren freizusetzen, wurde Vollblut mit

500 ul Proteinase K versetzt und mittels eines Vortexers kurz vermischt. Die
Proteinase K kann dann die Proteine, besonders Hamoglobin, Nukleasen, Histone
u.a. Proteine, die spater die PCR stéren konnten, verdauen. Sie degradiert die
denaturierten Proteine zu kleineren Fragmenten, die leichter von der DNA abgetrennt
werden konnen.

Zu dieser LOosung erfolgte nun eine Zugabe von 12 ml AL-Puffer (Guanidin-HCL). Der
AL-Puffer schafft optimale Reaktionsbedingungen (pH-Wert, etc.) fur die
Lyseeigenschaften der Proteinkinase K. Aul’erdem entzieht der AL-Puffer der DNA
die Hydrathille, damit sie spater an die Silikagel-Saule binden kann. Daraufhin wurde
die Loésung 2 Minuten lang auf dem Vortexer durchgemischt, damit die Zellyse
vollstandig ist.

FUr einen maximalen DNA-Ertrag erfolgte dann eine mindestens 30 minutige

Inkubation der Losung im Wasserbad bei 70 °C unter gleichzeitigem Schutteln.

3. Adsorption der DNA an die Silikagel-Membran
10 ml Ethanol (96 - 100%) wurden in die Probe gegeben, um die DNA auf das

Saulenmaterial zu fallen. Anschliel3end erfolgte eine 2 Minuten lange Vermischung

auf dem Vortexer. Ca. ein Drittel der DNA-LAsung wurde dann auf die Silikagel-Saule
uberfuhrt und fur 3 Minuten bei 3000 Umdrehungen pro Minute (rpm) zentrifugiert.
Dieser Vorgang wurde insgesamt 3 mal durchgefuhrt, da eine Saule nicht

ausreichend ist, um die gesamte DNA-LO6sung auf einmal aufzunehmen. Die DNA
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bindet so an die Silikamembran, wahrend Salz- und pH-Bedingungen dafir sorgen,
dass RNA und Nukleinsaure-bindende Proteine, die die PCR spater stéren kdnnten,

nicht gebunden werden. Das Filtrat wurde jeweils verworfen.

4. Reinigung der DNA durch Waschen von Verunreinigungen von der Saule
Es wurden 5 ml Waschpuffer AW 1, der Guanidin-HCL enthalt, auf den DNA-haltigen
Filter gegeben und fur 1 Minute bei 5000 rpm zentrifugiert. Dieser Vorgang entfernt

nochmals Proteine.

Dann erfolgte die Zugabe von 5 ml ethanolhaltigem Waschpuffer AW 2 auf den Filter
und eine 15 Minuten lange Zentrifugation bei 5000 rpm. Dadurch wurden
Guanidiniumsalze entfernt. Diesmal musste so lange zentrifugiert werden, um das
Ethanol vollstandig zu entfernen, damit die DNA im nachsten Schritt von der Saule

eluiert werden konnte.

5. Elution der DNA von der Silikamembran

AnschlieRend erfolgte die Uberfiihrung der Filter in sterile Falcon-Réhrchen. Die
Elution wurde unter Zugabe von 1 ml AE-Puffer (Tris-Puffer, pH > 9,0) durchgeflhrt.
Die DNA wurde fur 5 Minuten bei RT mit dem AE-Puffer inkubiert und anschlieend
fur 5 Minuten bei 5000 rpm zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde insgesamt zweimal
durchgefuhrt. Da die DNA nur unter sauren Bedingungen an die Silikamembran
bindet, 16st sie sich nun mittels des basischen Tris-Puffers von der Membran ab und

verbleibt im AE-Puffer. Die so gewonnene DNA kann dann fir die PCR verwendet

werden.
L. : u :
ﬁ t & 5 &
% \ ; g
Blutprobe Lyse mit Zugabe von Inkubieren  Adsorption der Reinigung  Elution der
Proteinase K Ethanol im DNA an die der DNA DNA von
und AL-Puffer Wasserbad Membran der Membran

Abb. 11: DNA-Extraktion gemaR der Anleitung des QlAamp DNA Blood Midi/Maxi Kit Handbook
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4.2.3 Bestimmung der DNA-Konzentration: Photometrische

Konzentrationsbestimmung

Mit Hilfe der Ultraviolettabsorptionsspektrometrie wurden Konzentration und
Reinheitsgrad der isolieten DNA bestimmt. Die Menge der ultravioletten (UV)
Strahlung, die von einer DNA-LOsung absorbiert wird, ist ihrem DNA-Gehalt direkt
proportional.

Bei einer Wellenlange von 260 nm (Azeo) entspricht ein Absorptionswert einer
Konzentration von 50 ug/ml doppelstrangiger DNA.

Hierfur wurde das Photometer zuerst mit einer Losung aus 95 pl Aqua bidest. und 5
ul AE-Puffer geeicht.

Die DNA wurde dann im Verhaltnis 1:20 verdunnt (5 pl DNA-LOsung (DNA in AE-
Puffer) auf 95 ul Aqua bidest.). Die Messungen wurden in einer Quarzglaskuvette mit
dem Photometer Genequant® der Firma Pharmacia Biotech durchgefuhrt.

Das Absorptionsmaximum fur Nukleinsauren liegt bei einer Wellenlange von 260 nm
(=\q), das fur Proteine bei einer Wellenlange von 280 nm (=i2). Als
Reinheitskriterium wurde der Quotient A4/A, herangezogen. Dieser Quotient aus
DNA/Protein sollte bei reiner DNA zwischen 1,7 und 1,9 liegen. Lag der Quotient
M/h2 im zuldssigen Bereich, liel3 sich die DNA-Konzentration nach folgender Formel

berechnen:

A1 X Verdunnungsfaktor x 50 ug/mi

Eine DNA-LOsung von 50 pg/ml ergibt bei A1 = 260 nm eine Absorption von 1,0
(Sambook J 1989).

Die DNA-Konzentration lag in der Regel bei ca. 200 ug/ml. Anschlielend wurden die
DNA-L6sungen mit PCR geeignetem Wasser einheitlich auf eine Konzentration von

50 ng/ul standardisiert und in 96iger Mikrotiterplatten pipettiert.

4.2.4 Die Polymerase-Kettenreaktion

Die Mitte der 80er Jahre von Kary B. Mullis (Mullis 1990; Saiki et al. 1985) und
seinen Mitarbeitern entwickelte ,polymerase chain reaction® hat sich zu einer
unentbehrlichen Methode in der Molekularbiologie entwickelt, mit der sich geringste

Mengen spezifischer DNA nachweisen lassen.
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Mit ihr ist es seither moglich, eine definierte DNA-Sequenz aus dem Genom in vitro
millionenfach zu vervielfaltigen (Strachan und Read 1996).

Dazu werden zunachst zwei kurze synthetische Oligonukleotide, die Primer, die
komplementar an jeweils ein Ende der Zielsequenz binden, konstruiert. Am
jeweiligen 3’-OH-Ende dieser Primer kann im folgenden eine DNA-Polymerase den
Kettenaufbau durch den Einbau von Desoxynukleotidtriphosphaten (dNTPs)
beginnen.

Des weiteren werden ein geeignetes Puffersystem, dNTPs im Uberschuss und eine
DNA-Polymerase bendtigt.

Die gesamte Reaktion basiert auf drei Teilschritten bei jeweils unterschiedlichen

Temperaturen, die in Zyklen wiederholt werden:

1. Denaturierung

Im ersten Schritt, der Denaturierung (ca. 94°C), wird die DNA in Einzelstrange
aufgetrennt (Volkenandt et al. 1990).

2. Annealing der Primer

Die Temperatur wird auf einen Bereich abgesenkt (50 - 70°C), der es den zuvor
ausgewahlten Primern erlaubt, spezifisch an den komplementaren DNA-Strang zu

binden.

3. Elongation
Die Primer dienen im dritten Schritt der DNA-Synthese (ca. 70°C) als Startmolekile

fur die DNA-Tag-Polymerase, welche die Matrizenstrange kopiert.
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Doppelstrangige DNA
5’ 3’
3 5
Denaturierung l ca. 94°C

5, 3!
Primer T

Primer
35 - 5’
Annealing l 50-70°C

T s
5 < >

Elongation l ca.70°C

Abb.12: Grundprinzip der Polymerasekettenreaktion (PCR)

Schematische Darstellung der drei Grundschritte der PCR: Denaturierung, Annealing und Elongation.

Dieser Zyklus wird je nach Reaktion 25 — 40 mal wiederholt. Wahrend dieser
Kettenreaktion wird das gewlnschte DNA-Fragment milliardenfach ampilifiziert. In
jedem Zyklus verdoppelt sich die Menge des von den Startermolekillen eingerahmten
Matrizenfragments und wird im darauffolgenden Zyklus zum Ausgangsmaterial.

Das bedeutet, dass im ersten Reaktionszyklus die Anzahl der neugewonnenen DNA-
Molekule linear zunimmt. Nach einem Zyklus liegt die vollstandige Kopie der
Zielsequenz vor, wogegen in den darauffolgenden Zyklen, in denen die Produkte des
ersten Zyklus auch als Matrize dienen, die Reaktionsprodukte exponentiell mit der
Zykluszahl wachsen und somit das ursprungliche DNA-Stuck um ein milliardenfaches
vervielfaltigt wird (Abb. 12). Es kdnnen z.B. nach 30 Zyklen theoretisch n®* DNA-
Segmente amplifiziert werden.

Die Tag-DNA-Polymerase (Saiki et al. 1988) stammt aus einem E. coli-Stamm, der
ein Plasmid mit dem klonierten Gen der Thermus aquaticus-DNA-Polymerase tragt.
Diese hitzestabile DNA-Polymerase hat die PCR sehr vereinfacht und verbessert.
Das Bakterium Thermus aquaticus lebt im Wasser bei einer Temperatur von 75°C.
Seine DNA-Polymerase (Tag-Polymerase) hat ein Temperaturoptimum von 72°C.
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Daher sollte die Synthesephase bei dieser Temperatur ablaufen. Die Tag-

Polymerase ist selbst bei der Denaturierungstemperatur von ca. 94 °C noch stabil.

4.2.5 Allgemeine Bedingungen der Polymerasekettenreaktion

Um moglichst spezifische Produkte zu erhalten, missen die optimalen Bedingungen
fur die vorliegende DNA-Sequenz und die ausgewahlten Primer ausgetestet werden.

Dazu sollten verschiedene Gesichtspunkte bedacht werden:

4.2.51 Enzymkonzentration (DNA-Polymerase)

Das Enzym ermdoglicht es, die PCR automatisiert ablaufen zu lassen. Die ideale
Enzymkonzentration fur einen 50 pl-Ansatz sollte bei 0,5 - 1,5 Units (U) Tag-
Polymerase liegen; eine zu hohe Enzymkonzentration kann die Nebenproduktbildung

verstarken, da die Substratspezifitat des Enzyms sinkt.

4.2.5.2 Desoxynukleotide

Die 10 mM Stammldsung sollte einen pH-Wert von 7 aufweisen. Die Nukleotide
dGTP, dATP, dCTP und dTTP muissen exakt in der gleichen Konzentration (a 2,5
mM) vorliegen, da ansonsten ein Fehleinbau in den neu synthetisierten DNA-Strang
gefordert wird. Gunstig ist dabei ein gering konzentriertes Gemisch, da dieses einen

positiven Einfluss auf die Genauigkeit der Tag-Polymerase hat.

4.2.5.3 Primerkonstruktion

Die Primer soliten ca. 20 Nukleotide lang sein, wobei tandemférmige
Wiederholungen von einem oder mehreren Nukleotiden zu vermeiden sind.
Aullerdem sollten die Primer am 3’-OH-Ende nicht komplementar zueinander sein,
da sonst die Gefahr der Primer-Dimerbildung besteht. Ein weiterer Punkt ist der
Gesamtprozentsatz an GC-Nukleotiden, der so gewahlt werden muss, dass die
Schmelztemperatur jedes Oligonukleotids nahezu gleich ist (Strachan und Read
1996).
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Falls nicht dieselben Primer wie in der Literatur verwendet wurden, haben wir die
Primer mittels des Computerprogramms ~Primer 3¢ (http:\\www-

genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3www.cgi) entworfen, welches optimale

Primerkombinationen ermittelt. Im Anschluss daran wurden mittels ,BLAST*

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/BLAST/) die Primer und die zu amplifizierenden

Sequenzen auf ihre Spezifitat tUberprift.
4.2.5.4 Primerkonzentration

Die Primerkonzentration muss hoch genug sein, damit gentigend Oligonukleotide flr
das Annealing in den aufeinanderfolgenden Zyklen zur Verfigung stehen. Sonst
erhalt man ein zu schwaches PCR-Produkt. Andererseits sind zu hohe
Primerkonzentrationen kritisch, da sie oft zu einer Selbsthybridisierung der Primer

fuhren und damit die Spezifitat der Reaktion verringern.
4.2.5.5 pH-Optimum

Der ideale Reaktionsansatz sollte ein pH-Optimum von ca. pH 8,8 aufweisen. Ein zu

saurer Puffer kann zu einem vorzeitigen Aktivitatsverlust des Enzyms flihren.
4.2.5.6 Auswahl der lonenkonzentration

Die Magnesiumchlorid (MgCl,) -Konzentration kann die Spezifitat und Ausbeute der
PCR wesentlich beeinflussen. Magnesium (Mg?*) -lonen bilden mit den dNTPs einen
I6slichen Komplex, der fur den dNTP-Einbau ausschlaggebend ist. Zusatzlich
stimulieren sie die Polymeraseaktivitat und erhdhen die spezifische
Schmelztemperatur sowohl des DNA-Doppelstranges als auch der Bindung zwischen
Primer und Matrize.

Ein Mangel an Mg**-lonen setzt den Ertrag der Reaktion herab, wohingegen bei

einem Uberschuss vermehrt unspezifische Produkte gebildet werden.
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4.2.5.7 Variationen der verschiedenen Temperaturphasen

1. Denaturierung: Bei hohem GC-Gehalt der Zielsequenz sollte die Temperatur hoher

gewahlt werden als unter Standardbedingungen.

2. Annealing:
Die Temperatur muss je nach Primersequenz empirisch ermittelt werden. Ist die

Temperatur zu hoch, kdnnen sich die Primer nicht anlagern, was bedeutet, dass die
Produktausbeute am Ende der Reaktion zu gering ist. Wahlt man allerdings eine zu
niedrige Temperatur, lagern sich die Primer auch an unspezifischen Sequenzstellen
an, wobei unspezifische Nebenprodukte entstehen.

Je langer der Primer ist, desto hoher wird die Temperatur gewahlt. Fur jeden Primer

kann die spezifische Schmelztemperatur folgendermalien berechnet werden:

Ausgezahlte GC-Basen x 4 + ausgezahlte AT-Basen x 2

Die Annealingtemperatur sollte unter diesem Wert liegen.

3. Elongation:

Die Dauer dieser Phase richtet sich nach der Lange der Zielsequenz, die Tag-

Polymerase synthetisiert ~1 kb/min.

4.2.6 Optimierung der Polymerasekettenreaktion

4.2.6.1 Primer-Rehydratisierung

Die Sammelrohrchen mit den lyophilisierten Primern wurden zunachst einige
Sekunden zentrifugiert, danach vorsichtig ge6ffnet und in DNase-freiem Wasser so
rehydratisiert, dass eine Endkonzentration von 100 pmol/ul erzielt wurde. Nach 2 min
wurden die Primerlésungen fur 15 s gevortext, nochmals zentrifugiert und
anschlieend bei — 20°C aufbewahrt.
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4.2.6.2 Puffer-Optimierung

Die Ermittlung des besten Puffers erfolgte Uber eine Testreihe mit Puffern aus dem
Optimized Buffer Kit der Fa. Invitrogen. Sie hatten unterschiedliche MgCl,-
Konzentration und pH-Werte. Die MgCl,-Konzentrationen variierten von 7,5 mM bis
17,5 mM, der pH- Wert von pH 8,5 bis pH 10. Alle Puffer enthielten 300 mM Tris-HCL
und 75 mM Ammoniumsulfat (Tab. 8).

-Ig?eb. ?ur die Optimierung der Polymerasekettenreaktion verwendeten Puffer der Firma
Invitrogen.

Puffer PH-Wert MgCl>-Konzentration
A 8.5 7.5mM

B 8.5 10 mM

C 8.5 12.5mM

D 8.5 17.5mM

E 9.0 7.5mM

F 9.0 10 mM

G 9.0 12.5mM

H 9.0 17.5mM

I 9.5 7.5mM

J 95 10 mM

K 9.5 12.5mM

L 9.5 17.5mM

M 10.0 7.5mM

N 10.0 10 mM

0 10.0 12.5mM

P 10.0 17.5mM

4.2.6.3 Annealing-Temperatur

Hohe Annealing-Temperaturen fuhren zu einer sehr spezifischen Amplifikation,
wahrend niedrigere Temperaturen die Ausbeute steigern. Die gunstigste Annealing-
Temperatur wurde im Thermocycler ,Mastercycler Gradient” ermittelt. Bei diesem
Gerat ist es mdoglich, Uber den Heizblock einen Temperaturgradienten zu
programmieren. In einem PCR-Durchlauf lasst sich so diejenige Temperatur

ermitteln, bei der die beste Ausbeute in der PCR zu erhalten ist.
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4.2.6.4 Zyklen-Optimierung

Die Anzahl der Amplifikate wachst exponentiell mit der Zyklenzahl. Werden zu wenig

Zyklen eingestellt, ist die Ausbeute zu gering.

4.2.6.5 Mix zur Durchfiihrung der Polymerasekettenreaktion

Die Reagenzien wurden in folgender Reihenfolge in die Vertiefungen pipettiert:
1. DNA

2. PCR-Wasser

3. Puffer

4. Primer

5. dNTP

6. Tag-Polymerase

Eine zu frthe Gabe von dNTP und Taqg-Polymerase kann zu unspezifischen
Amplifikationen fuhren. Die Reaktionen wurden in 0,2 ml GefalRen steril auf Eis
angesetzt. Zusatzlich wurde eine Negativprobe mit PCR-Wasser angesetzt, damit
eine Kontamination durch Fremd-DNA ausgeschlossen werden konnte. Die PCR-

Reaktion wurde im Thermocycler ,Mastercycler der Firma Eppendorf durchgefihrt.

4.2.7 Allgemeine Auswertung von Restriktions-Fragmentlangen-
Polymorphismen und variable number of tandem repeats-

Polymorphismen

Die amplifizierte DNA wurde nun bei den Restriktions-Fragmentlangen-
Polymorphismen (restriction fragment length polymorphisms, RFLPs), wie den
Polymorphismen des IL-1A und -B, mit der geeigneten Restriktionsendonuklease
inkubiert. Falls das Amplifikat die Erkennungssequenz fur das Restriktionsenzym
enthalt, wurde es geschnitten, ansonsten blieb es unverdaut. Es entstanden somit je
nach Sequenz DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange.

Bei der Analyse von VNTR-Polymorphismen handelte es sich, anders als bei den
RFLPs, die das Ergebnis des Vorliegens oder Nichtvorliegens einer
restiktionsspezifischen Schnittstelle waren, um Polymorphismen, die aus einer
unterschiedlichen Anzahl von Wiederholungen mittellanger DNA-Sequenzen von 12
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— 500 bp hervorgehen. Nach PCR-Amplifikation und Gelelektrophorese konnte die
Anzahl der Wiederholungen direkt mit Hilfe eines Gels ermittelt werden, das die als

Banden sichtbare Fragmente unterschiedlicher GroRe voneinander getrennt hat.

4.2.8 Prinzip der Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist eine einfache Methode, um festzustellen, ob ein PCR-
Produkt entstanden ist und welche Lange (Basenpaare) dieses Produkt hat. Das
Prinzip der Elektrophorese beruht auf der Migration geladener Partikel in einem
elektrischen Feld. Die Gelelektrophorese ist fir DNA-Molekile besonders einfach, da
jedes Nukleotid in einem Nukleinsauremolekul bereits eine negative Ladung tragt,
und in einem elektrischen Feld in Richtung des positiven Pols, also von der Kathode
zur Anode wandert (Abb. 13).

Die Geschwindigkeit, mit der die DNA-Molekile durch die Agarose-Matrix wandern,
ist aufgrund des Molekularsiebeffekts umgekehrt proportional zum Logarithmus der
Grolle der DNA-Fragmente, d.h. je kleiner ein Fragment ist, desto schneller kann es
sich durch das Gel bewegen.

Des weiteren hangt die Migration von der Stromstarke, den Pufferbedingungen und
der Agarosekonzentration ab. Mit Agarosegelen lassen sich DNA-Fragmente Uber

einen Grolienbereich von etwa 100 bp bis zu 50 kb auftrennen.

Probe

Agarose-Gel

Abb. 13: Apparatur einer Agarosegelelektrophorese

Die auf das Gel aufgetragene negativ geladene DNA wandert, wie es der horizontale Pfeil andeutet,
von der negativen auf die positive Elektrode zu. Sie wird dabei von dem vernetzten Agarosegel ihrer
GroRe nach aufgetrennt.

Agarose ist ein Polysaccharid, das aus roten Meeresalgen gewonnen wird. Es wird in

Elektrophoresepuffer aufgenommen und durch Erhitzen in Losung gebracht. Die
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Vielzahl an Hydroxy-Gruppen ermdoglicht die Ausbildung von Wasserstoffbricken-

Bindungen, durch die bei der Abklhlung die groRporige Gelmatrix entsteht.

Abb. 14: Agarose-Struktur
Disaccharid aus D-Galactopyranose und 3,6-Anhydro-L-galactopyranose.

4.2.9 Durchfiihrung der Gelelektrophorese

Fir die Gelelektrophorese wurde eine 2%ige (IL-1B, IL-1RN) bzw. 2,5%ige (IL-1A)
Agarose-Losung mit 0,5 x TBE-Puffer hergestellt und in der Mikrowelle auf
Schmelztemperatur gebracht, bis eine klare, transparente Losung entstand. Nach
Abkuhlung, Zugabe von 2 ul/100 ml Ethidiumbromid-Lésung und Mischen wurde das
Gel in die Gelkammer gegossen. Dabei wurde darauf geachtet, dass keine
Luftolasen entstehen. Die Gelkammer wurde zuvor mit Kammen und
Seitenabdichtungen prapariert. Ethidiumbromid ist eine Verbindung, die in die DNA-
Helix interkaliert und bei Beleuchtung mit UV-Licht fluoresziert. Das nun
festgewordene Agarosegel ist eine Matrix, deren Dichte durch die
Agarosekonzentration bestimmt wird. Nach Erkalten des Gels wurden die Kdmme
und Seitenabdichtungen entfernt. Die Gelkammer wurde mit 0,5 x TBE-Puffer gefillt,
und jeweils 20 pl der DNA-Proben wurden mit 5 yl Ladepuffer versetzt. Diese Mixtur
konnte dann mit Mikropipetten in die Geltaschen eingefullt werden. Der Ladepuffer
enthalt Glycerin, das die Dichte der PCR-Probe erhéht und dadurch die DNA in die
Geltaschen sinken lasst. Zur Identifizierung der Produktlangen wurde auf das Gel
zusatzlich eine DNA-Leiter mit Plasmid-Fragmenten definierter Lange aufgetragen.
Nun wurde eine Gleichspannung von ca. 100 mV angelegt. Aufgrund der negativen
Ladung der DNA wandern die einzelnen, bei neutralem pH negativ geladenen

Fragmente zur Anode, das Ethidiumbromid interkaliert in ihre DNA-Helix, und sie
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trennen sich je nach GroRRe auf. Nach abgeschlossener Auftrennung (Dauer 1 h—1,5
h) wurde das Gel unter UV-Licht ausgewertet.
Die Reagenzien, die zur Durchfuhrung der Gelelektrophorese verwendet wurden,

waren folgende:

Tab. 9: Die fiir die Durchfiihrung der Gelelektrophorese verwendeten Reagenzien und deren
Zusammensetzung.

Der 5 x TBE-Puffer wurde zur Verwendung bei der Elektrophorese 1:10 verdinnt, so dass ein 0,5 x
TBE-Puffer entstand. Vor dem Auftragen des PCR-Produktes auf das Gel wurden 5 yl Ladepuffer mit
20 yl DNA-Produkt gemischt.

Reagenzien Zusammensetzung
Agarose gebrauchsfertiges Pulver
Ethidiumbromid gebrauchsfertige Lésung
5 x TBE-Puffer 5,4 % Trisbase

2,75 % Borsaure
0,375 % Na,EDTA

6 x Loading Dye 1,5 ml Bromphenolblau
3,0 ml 30 % ige Glycerol- Lésung
100 yl0,5M EDTA- LOsung
54 ml HoO

DNA-Leiter 100 pl Gene-Ruler Stammldsung (0,5 mg DNA/mI)
166 pl 6 x Loading Dye
734 pl HoO

1517 bp
1200 bp
1000 bp
900 bp
800 bp

700 bp
600 bp

500 bp

400 bp

300 bp

Abb. 15: Die DNA-Leiter (Gene-Ruler, Fa. MBI Fermentas GmbH)
Langenstandard zur Identifizierung der Produkte mittels Bandenlange.
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4.2.10 Gelauswertung

Die Ablichtung der Gele wurde mit dem so genannten ,Eagle Eye“-Gerat der Firma
Stratagene durchgefihrt. Mit diesem Gerat ist es moglich, das Gel mit UV-Licht zu
bestrahlen und zu fotografieren. Zusatzlich lassen sich die Bilder fir die Auswertung
auf Datentrager speichern.

Bei den RFLPs kann anhand des nun direkt ablesbaren Bandenmusters
ruckgeschlossen werden, ob die untersuchte Person die
Restriktionserkennungssequenz aufweist oder nicht. Bei den VNTRs kann durch die
Lange und Anordnung der Banden auf die jeweiligen Genotypen geschlossen

werden.

4.2.11 Die Auswertung der untersuchten Polymorphismen

4.2.11.1 Der Interleukin-1 alpha-Polymorphismus

Die Region des Interleukin-1A-Gens, die den T-889C-Polymorphismus (Abb. 16)
enthalt, wurde mittels PCR amplifiziert. Die PCR wurde in einem Endvolumen von 50
Ml durchgeflihrt, es wurden 50 ng genomische DNA, 20 pmol von jedem Primer, 1 U
Tag-Polymerase, 0.1 mM dNTP, 3,5 mM MgCl;, 60 mM Tris-HCI und 15 mM
Ammoniumsulfat bei einem pH von 9,0 verwendet. Auf eine anfangliche 5 minutige
Denaturierungszeit bei 94°C folgten 40 Zyklen mit je 30 s bei 94°C, 1 min bei 51°C
und 1 min bei 72°C. Danach schloss sich eine Extension von 10 min bei 72°C an. Die
erhaltenen PCR-Produkte wurden mit dem Enzym Ncol 10 h lang bei 37°C verdaut.
Danach folgte die Analyse durch eine Elektrophorese auf einem 2,5%igen
ethidiumbromidhaltigem Agarosegel (Tab. 10). Unter UV-Licht wurde nach erfolgtem
Ncol-Verdau eine Bande der Lange 173 Basenpaare sichtbar. Die Bande mit der
Lange von 26 Basenpaaren war aufgrund zu geringer Grof3e nicht mehr auf dem Gel
erkennbar. Diese beiden Banden wurden als Allel 1 (C-Allel) bezeichnet. Das
unverdaute PCR-Produkt hatte die Lange 199 Basenpaare und wurde als Allel 2 (T-
Allel) gewertet. Abbildung 16 zeigt beispielhaft ein so erhaltenes Bild.
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Tab. 10: Darstellung der Genotypisierung des IL-1 alpha-Polymorphismus an Stelle —-889

Primersequenzen

Sense Primer  5'cat gcc atc aca cct agt tcad'

Antisense Primer 5°gga ttt tta cat atg agc ctt cca 3'

Ausgangslésungen fiir die
PCR

DNA-L&sung (50 ng/pl)

PCR geeignetes Wasser (Fa. Sigma)

Taq-DNA-Polymerase (Fa. Fermentas)

5 x PCR-Puffer H (PH 9.0/Magnesiumchlorid 17.5 mM/Ammoniumsulfat 75mM/Tris-HCL
300mM) (Fa. Invitrogen)

Sense Primer-Arbeitsldsung (10pmol) (Fa. Life Technologies)

Antisense Primer-Arbeitsldsung (10pmol) (Fa. Life Technologies)
Desoxynukleotidtriphosphate (dATP, dTTP, dCTP, dGTP je 2,5mM —10mM) (Fa.

Amersham Biosciences)

50 pl PCR-Ansatz

20 pmol Antisense Primer, 20 pmol Sense Primer (2 pl der Ausgangslosung), 50 ng DNA
(1 uly, 0.1 mM Desoxynukleotidtriphosphate (2 pl), 1 U Taq (1 ul), 3.5 mM
Magnesiumchlorid, 15 mM Ammoniumsulfat, 60 mM Tris-HCL, PCR-Wasser ad 50 pl

PCR-Programm

1. Denaturierung von 5 Minuten bei 94°C

2. 40 Zyklen aus Denaturierung von 30 Sekunden bei 94°C, Annealing von 1 Minute bei
51°C, Extension von 1 Minute bei 72°C

3. AbschlieBende Extension von 10 Minuten bei 72°C

Ausgangslésungen fiir den
Restriktionsverdau

PCR-Produkt

Ncol-Restriktionsenzym (10.000 U/ml) (Fa. New England Biolabs)

10 x NEB-Puffer 4 (500 mM Kaliumacetat, 200 mM Tris-Acetat, 100 mM Magnesiumacetat,
10 mM DTT, pH 7.9 bei 25°C ) (Fa. New England Biolabs)

PCR geeignetes Wasser

Verdaubedingungen

Dauer 10 h bei 37°C

Reaktionsansatz fiir Verdau

20 pl PCR-Produkt, 5 U Ncol (0,5 ul), 5 ul 10 x Puffer, PCR-Wasser
ad 50 pl

Bedingungen fiir die

Gelelektrophorese

2,5% Agarosegel (2,5 g auf 100 ml 0,5 x TBE-Puffer)
Laufzeit ca.1,5 h bei 100 mV
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26 bp —

173 bp —
199 bp —

B, 01, 02, 03,04,05,06,07, L,08, 09,10,11,12, 13,14,15,16,17,18

Abb. 16: Auf Agarosegel dargestellter T-889C-Polymorphismus des Interleukin-1A-Gens nach
Ncol-Verdau

Die Abbildung zeigt 18 der fir den IL-1A Ncol-RFLP untersuchten Proben, eine Blindprobe (B) sowie
den Langenstandard (L). Sichtbar ist die Bande des Allels 1 nach Verdau durch das Enzym bei 173
bp, die Bande bei 26 bp ist nicht erkennbar. Die Bande bei 199 bp stellt das Allel 2 dar.

Ncol-Verdau

Ncol schneidet spezifisch an der Schnittstelle der Basenfolge 3’-GGTAC/C-5" und 5’-
C/CATGG-3'. Findet sich an Position —889 ein C, erkennt das Enzym die Schnittstelle
und das DNA-Fragment wird gespalten. Es resultieren zwei Fragmente. Sollte sich
an Position —889 ein T befinden, gibt es keine adaquate Schnittstelle flir Ncol. Das
DNA-Fragment bleibt in seiner gesamten Lange erhalten. Ein Allel, das an Position —
889 als Base Cytosin aufweist, erhalt die Nomenklatur IL-1A Allel 1. Findet sich an
dieser Position Thymin, wird das Allel als IL-1A Allel 2 bezeichnet. Damit ergeben
sich die folgenden mdglichen Genotypen: Homozygotie fur Allel 1 oder Allel 2 oder

Heterozygotie flur Allel 1/Allel 2.
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Die folgende Abbildung zeigt die amplifizierte Zielsequenz des IL-1 alpha-Gens:

2250875 catgccatcacacctagttcatttcctctatttaaaatatacatggcttaaactccaact
2250935 gggaacccaaaacattcatttgctaagagtctggtgttctaccacctgaactaggctgge
2250995 cacaggaattataaaagctgagaaattctttaataatagtaaccaggcaacalc/t]cat
2251013 - gaaggctcatatgtaaaaatcc

Abb. 17: Amplifizierte Zielsequenz des IL-1 alpha-Gens (accession number NT_022135.13)

Die ProduktgrofRe der amplifizierten Zielsequenz des IL-1 alpha-Gens betragt 199 bp. Der untersuchte
Basenaustauschpolymorphismus ist grau unterlegt. Die fett gedruckten, unterstrichenen Sequenzen
veranschaulichen die verwendeten Primer, wobei die Sequenz des Sense Primers die Basenfolge
catgccatcacacctagttca und die des Antisense Primers ggatttttacatatgagcctticca hat. Ein Mismatch
wurde mittels des Antisense Primers 5°gga ttt tta cat atg agc ctt cca’3 (unterstrichenes Nukleotid)
eingefuhrt, um eine allelspezifische Schnittstelle fir das Restriktionsenzym Ncol zu erzeugen (Ploski
et al. 1995).

4.2.11.2 Der Interleukin-1 beta-Polymorphismus

Die Region des Interleukin-1B-Gens, die den C-511T-Polymorphismus (Abb. 18)
enthalt, wurde mittels PCR amplifiziert. Die PCR wurde in einem Endvolumen von 50
Ml durchgefiihrt, es wurden 50 ng genomische DNA, 20 pmol von jedem Primer, 1 U
Tag-Polymerase, 0.1 mM dNTP, 1,5 mM MgCl;, 60 mM Tris-HCI und 15 mM
Ammoniumsulfat bei einem pH von 8,5 verwendet. Auf eine anfangliche zweiminutige
Denaturierungszeit bei 95°C folgten 38 Zyklen mit je 1 min bei 95°C, 1 min bei 55°C
und 1 min bei 74°C. Danach schloss sich eine Extension von 4 min bei 74°C an. Die
erhaltenen PCR-Produkte wurden mit dem Enzym Aval 10 Stunden lang bei 37°C
verdaut. Danach folgte die Analyse durch eine Elektrophorese auf einem 2,0%igen
ethidiumbromidhaltigem Agarosegel (Tab. 11). Unter UV-Licht wurden bei erfolgtem
Aval-Verdau zwei Banden der Lange 190 Basenpaare und 109 Basenpaare sichtbar,
was als Allel 1 (C-Allel) bezeichnet wurde. Das unverdaute PCR-Produkt hatte die
Lange 299 Basenpaare und wurde als Allel 2 (T-Allel) gewertet. Abbildung 18 zeigt

beispielhaft ein so erhaltenes Bild.
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Tab. 11: Darstellung der Genotypisierung des IL-1 beta-Polymorphismus an Stelle —-511

Primersequenzen

Sense Primer  5'tgg cat tga tct ggt tca tc3'

Antisense Primer 5°gaa tct tcc cac tta cag atg gat 3'

Ausgangslésungen fiir die
PCR

DNA-L&sung (50 ng/pl)

PCR geeignetes Wasser (Fa. Sigma)

Taq-DNA-Polymerase (Fa. Fermentas)

5 x PCR-Puffer B (PH 8.5/Magnesiumchlorid 10 mM/Ammoniumsulfat 75 mM/Tris-HCL
300 mM) (Fa. Invitrogen)

Sense Primer-Arbeitslosung (10 pmol) (Fa. Life Technologies)

Antisense Primer-Arbeitsldsung (10 pmol) (Fa. Life Technologies)
Desoxynukleotidtriphosphate (dATP, dTTP, dCTP, dGTP je 2,5 mM —10 mM) (Fa.

Amersham Biosciences)

50 pl PCR-Ansatz

20 pmol Sense Primer, 20 pmol Antisense Primer (2 pl der Ausgangslosung), 50 ng DNA
(1 ), 0.1 mM Desoxynukleotidtriphosphate (2 ul), 1U Tag (1 pl), 1.5 mM
Magnesiumchlorid, 15 mM Ammoniumsulfat, 60 mM Tris-HCL, PCR-Wasser ad 50 pl

PCR-Programm

1. Denaturierung von 2 Minuten bei 95°C

2. 38 Zyklen aus Denaturierung von 1 Minute bei 95°C, Annealing von 1 Minute bei 55°C,
Extension von 1 Minute bei 74°C

3. AbschlieBende Extension von 4 Minuten bei 74°C

Ausgangslésungen fiir den
Restriktionsverdau

PCR-Produkt

Aval-Restriktionsenzym (10.000 U/ml) (Fa. New England Biolabs)

10 x NEB-Puffer 4 (500 mM Kaliumacetat, 200 mM Tris-Acetat, 100 mM Magnesiumacetat,
10 mM DTT, pH 7.9 bei 25°C ) (Fa. New England Biolabs)

PCR geeignetes Wasser

Verdaubedingungen

Dauer 10 h bei 37 °C

50 pl Reaktionsansatz fiir

Verdau

35 ul PCR-Produkt, 5 U Aval (0,5 pl), 5 pl 10 x Puffer, PCR-Wasser
ad 50 pl

Bedingungen fiir die
Gelelektrophorese

2% Agarosegel (2 g auf 100 ml 0,5 x TBE-Puffer)
Laufzeit ca.1 h bei 90 mV
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— 109 bp
— 190 bp
— 299 bp

01,02,03,04,05,06, B,07,08, L,09,10, 11,12,13,14,15,16,17,18

Abb. 18: Auf Agarosegel dargestellter C-511T-Polymorphismus des Interleukin-1 beta-Gens
nach Aval-Verdau

Die Abbildung zeigt 18 der fir den IL-1B Aval-RFLP untersuchten Proben, eine Blindprobe (B) sowie
den Langenstandard (L). Sichtbar sind die Banden des Allels 1 nach Verdau durch das Enzym Aval
bei 190 bp und 109 bp. Die Bande bei 299 bp stellt das Allel 2 dar.

Die folgende Abbildung zeigt die amplifizierte Zielsequenz des IL-1 beta-Gens:

2302801 tggcattgatctggttcatccatgagattggctagggtaacagcacctggtcttgcaggg
2302861 ttgtgtgagcttatctccagggttgccccaactccgtcaggagecctgaaccctgcatacce
2302921 gtatgttctctgccccagccaagaaaggtcaattttctcctcagaggctectgcaattga
2302981 cagagagct[c/t]ccgaggcagagaacagcacccaaggtagagacccacaccctcaata
2303037 cagacagggagggctattggcccttcattgtacccatttateccatectgtaagtgggaaga
2303097 ttc

Abb. 19: Amplifizierte Zielsequenz des IL-1 beta-Gens (accession number NT_022135.13)

Die ProdukigroRe der amplifizierten Zielsequenz betragt 299 bp. Der untersuchte
Basenaustauschpolymorphismus ist grau unterlegt. Die fett gedruckten, unterstrichenen Sequenzen
veranschaulichen die verwendeten Primer, wobei die Sequenz des Sense Primers die Basenfolge
tagcattgatctgattcatc und die des Antisense Primers gaatcttcccacttacagatggat hat.

4.2.11.3 Der Interleukin-1-Rezeptorantagonist-Polymorphismus

Die polymorphe Region des Intron 2 des IL-1RN-Gens, welche eine unterschiedliche
Anzahl an Tandem-Wiederholungen eines 86 Basenpaare langen Motivs beinhaltet,
wurde mit einer PCR-Reaktion amplifiziert. Die Oligonukleotide 5°CTC AGC AAC
ACT CCT AT3 und 5TCC TGG TCT GCA GGT AA3' dienten als Primer. Die PCR
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wurde in einem Endvolumen von 50 pl durchgeflihrt, es wurden 50 ng genomische
DNS, 20 pmol von jedem Primer, 1 U Taqg-Polymerase, 0.1 mM dNTP, 3.5 mM
MgCl,, 60 mM Tris-HCL und 15 mM Ammoniumsulfat bei einem pH von 8,5
verwendet. Auf eine anfangliche einminitige Denaturierungszeit bei 96°C folgten 35
Zyklen mit je 1 min bei 94°C, 1 min bei 58°C und 1 min bei 70°C. Danach schloss
sich eine Extension von 5 min bei 72°C an. Die PCR-Produkte wurden zur Analyse
auf ein 2%iges ethidiumbromidhaltiges Agarosegel aufgetragen und die unter UV-
Licht sichtbaren Banden ausgewertet (Tab. 12). Abbildung 20 zeigt ein Beispiel eines
so erhaltenen Bildes. Allel 1 mit 4 Repeats war 412 Basenpaare lang, Allel 2 mit 2
Repeats 240 Basenpaare, Allel 3 mit 3 Repeats 326 Basenpaare, Allel 4 mit 5
Repeats 498 Basenpaare und Allel 5 mit 6 Repeats 584 Basenpaare.

Tab. 12: Darstellung der Genotypisierung des IL-1-Rezeptorantagonist-Polymorphismus im
Intron 2 des Gens

Primersequenzen Sense Primer  5'ctc agc aac act cct at3'

Antisense Primer 5'tcc tgg tct gca ggt aa3*

Ausgangslésungen fiir die PCR | DNA-Ldsung (50 ng/pl)

PCR geeignetes Wasser (Fa. Sigma)

Tag-DNA-Polymerase (Fa. Fermentas)

5 x PCR-Puffer D (pH 8.5/Magnesiumchlorid 17.5 mM/Ammoniumsulfat 75 mM/Tris-
HCL 300 mM) (Fa. Invitrogen)

Sense Primer-Arbeitsldsung (10 pmol) (Fa. Life Technologies)

Antisense Primer-Arbeitsldsung (10 pmol) (Fa. Life Technologies)
Desoxynukleotidtriphosphate (dATP, dTTP, dCTP, dGTP je 2,5 mM —10 mM) (Fa.

Amersham Biosciences)

50 ul PCR-Ansatz 20 pmol Antisense Primer, 20 pmol Sense Primer (2 pl der Ausgangslosung), 50 ng
DNA (1 pl), 0.1 mM Desoxynukleotidtriphosphate (2 pl), 1 U Taq (1 pl), 3.5 mM
Magnesiumchlorid, Ammoniumsulfat 15 mM, Tris-HCL 60 mM, PCR-Wasser ad 50 pl

PCR-Programm 1. Denaturierung von 1 Minute bei 96°C

2. 35 Zyklen aus Denaturierung von 1 Minute bei 94°C, Annealing von 1 Minute bei
58°C, Extension von 1 Minute bei 70°C

3. Abschliefende Extension von 5 Minuten bei 72°C

Bedingungen fiir die 2% Agarosegel (2 g auf 100ml 0,5 x TBE-Puffer)

Gelelektrophorese Laufzeit ca.1 h bei 90 mV
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01,02,03, L, 04,05,06, 07, 08,09,10,11,12, 13,14,15, 16,17,18,19

Abb. 20: Auf Agarosegel dargestellter Tandem Repeat-Polymorphismus im Intron 2 des
Interleukin-1-Rezeptorantagonist-Gens

Die Abbildung zeigt 19 der fir den IL-1RN-VNTR untersuchten Proben sowie den Langenstandard (L).
Sichtbar sind die Banden des Allels 1 mit 412 bp, des Allels 2 mit 240 bp und des Allels 4 mit 498 bp.

Die folgende Abbildung zeigt die amplifizierte Zielsequenz des IL-1-

Rezeptorantagonist-Gens:

2595815 ctcagcaacactcctattgacctggagcacaggt[atcctggggaaagtgagggaaatat
2595874 gacatcacatggaacaacatccaggagactcaggcctctaggagtaactgggtagtgtgce
2595934 /tcctggggaaagtgagggaaatatggacatcacatggaacaacatccaggagactcagg
2595993 ctctaggagtaactgggtagtgtgc/atcctggggaaagtgagggaaatatggacatcac
2596052 aggaacaacatccaggagactcaggcctctaggagtaactgggtagtgtge/atcctggg
2596111 gaagtgagggaaatatggacatcacatggaacaacatccaggagactcaggcctctagga
2596171 gtaactgggtagtgtgc]ttggtttaatcttctatttacctgecagaccagga

Abb. 21: Amplifizierte Zielsequenz des IL-1-Rezeptorantagonist-Gens (accession number
NT_022135.13)

Die ProduktgroRe der amplifizierten Zielsequenz des IL-1-Rezeptorantagonist-Gens betragt 412 bp fir
Allel 1 (4 Wiederholungen), 240 bp fur Allel 2 (2 Wiederholungen) und 326 bp fur Allel 3 (3
Wiederholungen). Die 86 bp langen Tandemwiederholungen sind grau unterlegt. Die fett gedruckten,
unterstrichenen Sequenzen veranschaulichen die verwendeten Primer, wobei die Sequenz des Sense
Primers die Basenfolge ctcagcaacactcctat und die des Antisense Primers tcctggtctgcaggtaa hat.
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4.3 Statistische Auswertung

Die Statistik wurde mit Hilfe der SPSS 11,0 Software (Statistical Package for Social
Sciences, SPSS Inc, Chicago, 2001) durchgefihrt. Die Verteilung der Genotypen
wurde bezuglich des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts getestet. Unterschiede in den
Haufigkeiten der Allele, Genotypen und Haplotypen bei Patienten und Kontrollen
wurden mittels des zweiseitigen X2—Tests verglichen. Dabei wurde ein
Signifikanzniveau von p < 0.05 festgelegt, wahrend p < 0.1 als Trend gewertet
wurde. Kalkulationen von statistisch zu erwartenden Haplotypfrequenzen und das
Kopplungsungleichgewicht wurden mittels des expectation maximisation (EM) -
Algorithmus unter Verwendung der Arlequin® Software Version 2.000
(http://anthropologie.unige.ch/arlequin) durchgefihrt. Bei der Untersuchung des
Kopplungsungleichgewichts wurde ebenfalls ein Signifikanzniveau von p < 0.05
festgelegt.
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5 Ergebnisse

5.1 Analyse des Polymorphismus des IL-1 alpha-Gens

Der Basenaustauschpolymorphismus von Cytosin nach Thymin an Stelle —889 des
IL-1A-Gens wurde erstmals 1995 von McDowell et al. beschrieben und flhrt zu einer
zusatzlichen Erkennungssequenz fur die Restriktionsendonuklease Ncol (McDowell
et al. 1995).

In der Patienten- und Kontrollgruppe waren die Genotypen des IL-1A-Gens innerhalb
des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts verteilt (Patienten: 3?=1.88, df=2, p=0.392;
Kontrollen: y?=0.218, df=2, p=0.897).

IL-1 und

5.1.1 Analyse der alpha-Allelverteilung zwischen Patienten-

Kontrollgruppe

Bei der Analyse der Daten zum IL-1A-Polymorphismus an Stelle —889 wurde
zunachst die Verteilung der Allele innerhalb der Patienten- und Kontrollgruppe
untersucht. Dabei stellt das C-Allel (Allel 1) die geschnittene Form des IL-1A-Gens
mit den Fragmenten von 173 und 26 bp Lange und das T-Allel (Allel 2) die
ungeschnittene Form des IL-1A-Gens mit einem 199 bp langen Fragment nach Ncol-

Verdau dar. Die Allelverteilung wird in Tabelle 13 veranschaulicht.

Tab. 13: Darstellung der Allelverteilung des IL-1 alpha-Polymorphismus

IL-1 alpha
C-Allel T-Allel
N (%) N (%) Gesamt N
Gruppe Kontrollen | 731 (72.2) | 281 (27.8) | 1012
Patienten | 506 (71.3) | 204 (28.7) | 710
Gesamt 1237 485 1722

Es konnte kein Unterschied in den Haufigkeiten der Allele zwischen Patienten- und
Kontrollgruppe nachgewiesen werden (x*=0.192, OR=0.966 (0.830-1.126), df=1,

p=0.661).
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5.1.2 Analyse der IL-1 alpha-Genotypverteilung zwischen Patienten- und

Kontrollgruppe

Die mdglichen Genotypen flr den in dieser Arbeit untersuchten Polymorphismus an

Stelle —889 des IL-1A-Gens wurden folgendermalen beziffert:

Genotyp 1 = homozygot geschnitten = C/C (Allel 1/Allel 1)

Genotyp 2 = Heterozygotie fur C/T (Allel 1/Allel 2)
Genotyp 3 = homozygot ungeschnitten = T/T (Allel 2/Allel 2)

Tabelle 14 zeigt die Genotypfrequenzen in den beiden Gruppen.

Tab. 14: Darstellung der Genotypverteilung des IL-1 alpha-Polymorphismus

IL-1 alpha
Genotyp C/C | Genotyp C/T | Genotyp T/T
N (%) N (%) N (%) Gesamt N
Gruppe Kontrollen | 267 (52.8) 197 (38.9) 42 (8.3) 506
Patienten | 172 (48.5) 161 (45.4) 22 (6.2) 355
Gesamt 439 358 64 861

Auch hier war kein Unterschied in den Genotypfrequenzen zwischen den beiden

untersuchten Gruppen erkennbar (y?=4.071, df=2, p=0.131).
In der nachsten Tabelle (Tab. 15) wurden die T-Trager (C/T, T/T) in einer Gruppe
zusammengefasst und mit den Homozygoten fur das C-Allel verglichen.

Tab. 15: Darstellung der Haufigkeit der T-Trager (Genotyp 2 und 3) im Vergleich zu den
homozygoten Tragern fiir das C-Allel (Genotyp 1) des IL-1 alpha-Gens

IL-1 alpha
GenotypC/C | Genotypen C/T und T/T
N (%) N (%) Gesamt N
Gruppe Kontrollen | 267 (52.7) | 239 (47.2) 506
Patienten | 172 (48.5) 183 (51.5) 355
Gesamt 439 422 861

Es konnte keine Assoziation mit der Schizophrenie festgestellt werden (x2=1.555,
OR=0.916 (0.799-1.050), df=1, p=0.212).
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Tabelle 16 zeigt nun entsprechend die Analyse der Genotypen, indem die Trager des
C-Allels (C/C, C/T) in einer Gruppe zusammengefasst und somit gegen die

Homozygoten fur das T-Allel verglichen wurden.

Tab. 16: Darstellung der Haufigkeit der C-Trager (Genotyp 1 und 2) gegen die homozygoten
Tréger fiir das T-Allel (Genotyp 3) des IL-1 alpha-Gens

IL-1 alpha
Genotypen C/C und C/T | Genotyp T/T
N (%) N (%) Gesamt N
Gruppe Kontrollen | 464 (91.7) 42 (8.3) 506
Patienten | 333 (93.8) 22 (6.2) 355
Gesamt 797 64 861

Auch hier zeigte sich kein Unterschied (y?=1.341, OR=1.339 (0.814-2.203), df=1,
p=0.247).

5.2 Analyse des Polymorphismus des IL-1 beta-Gens

Der Basenaustauschpolymorphismus von Cytosin nach Thymin an Stelle -511 des
IL-1B-Gens wurde 1992 erstmals von der Arbeitsgruppe um di Giovine beschrieben
und fuhrt zu einer zusatzlichen Erkennungssequenz fur die Restriktionsendonuklease
Aval (di Giovine et al. 1992).

In beiden Gruppen waren die Genotypen dieses Polymorphismus innerhalb des
Hardy-Weinberg-Gleichgewichts verteilt (Patienten: %°=0.0284, df=2, p=0.986;
Kontrollen: y?=0.0624, df=2, p=0.969).

5.21 Analyse der IL-1 beta-Allelverteilung zwischen Patienten- und

Kontrollgruppe

Die folgende Tabelle 17 zeigt die Verteilung der Allele innerhalb der Patienten- und
Kontrollgruppe. Dabei stellt das C-Allel (Allel 1) die geschnittene Form des IL-1B-
Gens mit den Fragmenten von 190 und 109 bp Lange und das T-Allel (Allel 2) die
ungeschnittene Form des IL-1B-Gens mit einem 299 bp langen Fragment nach Aval-

Verdau dar.
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Tab. 17: Darstellung der Allelverteilung des IL-1 beta-Polymorphismus

IL-1 beta
C-Allel T-Allel
N (%) N (%) Gesamt N
Gruppe Kontrollen | 690 (68.2) | 322 (31.8) | 1012
Patienten | 472 (66.5) | 238 (33.5) | 710
Gesamt 1162 560 1722

Es zeigten sich keine Unterschiede der allelischen Verteilung zwischen Kontrollen
und schizophrenen Patienten (x*=0.551, OR=0.949 (0.827-1.089), df=1, p=0.458).
5.2.2 Analyse der IL-1 beta-Genotypverteilung zwischen Patienten- und

Kontrollgruppe

Die mdglichen Genotypen flr den in dieser Arbeit untersuchten Polymorphismus an
Stelle -511 des IL-1B-Gens wurden folgendermalen beziffert:

Genotyp 1 = homozygot geschnitten = C/C (Allel 1/Allel 1)

Genotyp 2 = Heterozygotie fur C/T (Allel 1/Allel 2)

Genotyp 3 = homozygot ungeschnitten = T/T (Allel 2/Allel 2)

Tabelle 18 gibt die Analyse der Verteilung der Genotypen innerhalb der Patienten-

und Kontrollgruppe wieder.

Tab. 18: Darstellung der Genotypverteilung des IL-1 beta-Polymorphismus

IL-1 beta
Genotyp C/C | Genotyp C/T | Genotyp T/T
N (%) N (%) N (%) Gesamt N
Gruppe Kontrollen | 233 (46.0) 224 (44.3) 49 (9.7) 506
Patienten | 156 (43.9) 160 (45.1) 39 (11.0) 355
Gesamt 389 384 88 861

Auch hier konnte keine Assoziation zwischen den jeweiligen Genotypen und

Schizophrenie festgestellt werden (x?=0.581, df=2, p=0.748).
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In Tabelle 19 wurden T-Trager (C/T, T/T) in einer Gruppe zusammengefasst und mit

den Homozygoten fur das C-Allel verglichen.

Tab. 19: Darstellung der Haufigkeit der T-Trager (Genotyp 2 und 3) gegen die homozygoten
Tréger fiir das C-Allel (Genotyp 1) des IL-1 beta-Gens

IL-1 beta
Genotyp C/C | Genotypen C/T und T/T
N (%) N (%) Gesamt N
Gruppe Kontrollen | 233 (46.0) 273 (54.0) 506
Patienten | 156 (44.0) 199 (56.1) 355
Gesamt 389 472 861

Auch hier zeigte sich kein Unterschied (x?=0.373, OR=0.962 (0.852-1.088), df=1,
p=0.541).

In Tabelle 20 wurden dann umgekehrt die Trager des C-Allels (C/C, C/T) in einer

Gruppe zusammengefasst und mit den Homozygoten flr das T-Allel verglichen.

Tab. 20: Darstellung der Haufigkeit der C-Trager (Genotyp 1 und 2) gegen die homozygoten
Trager fur das T-Allel (Genotyp 3) des IL-1 beta-Gens

IL-1 beta
Genotypen C/C und C/T | Genotyp T/T
N (%) N (%) Gesamt N
Gruppe Kontrollen | 457 (90.3) 49 (9.7) 506
Patienten | 316 (89.0) 39 (11.0) 355
Gesamt 773 88 861

Bei dieser Analyse zeigte sich ebenfalls kein Unterschied (x?=0.385, OR=0.881
(0.592-1.313), df=1, p=0.535).

5.3 Analyse des Polymorphismus des IL-1-Rezeptorantagonist-

Gens

Der variable number of tandem repeats-Polymorphismus im Intron 2 des IL-1RN-
Gens wurde erstmals 1993 von der Arbeitsgruppe um Duff beschrieben (Tarlow et al.
1993).

Die Verteilung der Genotypfrequenzen der Patienten- und Kontroligruppe lag
innerhalb des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts (Patienten: ?=0.393, df=2, p=0.822;
Kontrollen: y?=0.134, df=2, p=0.935).
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5.3.1 Analyse der IL-1-Rezeptorantagonist-Allelverteilung zwischen Patienten-

und Kontrollgruppe

Tabelle 21 gibt die Verteilung der Allele innerhalb der Patienten- und Kontrollgruppe
wieder. Die Allele des IL-1RN-VNTR wurden folgendermalen beziffert:

Allel 1 = 4 Repeats (412 bp)

Allel 2 = 2 Repeats (240 bp)

Allel 3 = 3 Repeats (326 bp)

Allel 4 = 5 Repeats (498 bp)

Tab. 21: Darstellung der Allelverteilung des IL-1-Rezeptorantagonist-Polymorphismus

IL-1-Rezeptorantagonist
Allel 1 Allel 2 | Allel 3 | Allel 4
N (%) N (%) N (%) | N (%) | GesamtN
Gruppe Kontrollen | 721 (71.2) | 273 (27) |2 (0.2) | 16 (1.6) | 1012
Patienten | 524 (73.8) | 166 (23.4) | 1 (0.1) | 19 (2.7) | 710
Gesamt 1245 439 3 35 1722

Es zeigte sich kein Unterschied in der allelischen Verteilung zwischen Kontrollen und
schizophrenen Patienten (y?=5.033, df=3, p=0.169).

Zunachst wurden nur die haufiger vorkommenden Allele 1 und 2 in die Berechnung

miteinbezogen, wahrend die Allele 3 und 4 nicht berucksichtigt wurden (Tab. 22).

Tab. 22: Darstellung der Verteilung der Allele 1 und 2 des IL-1-Rezeptorantagonist-
Polymorphismus

IL-1-Rezeptorantagonist

Allel 1 Allel 2
N (%) N (%) Gesamt N
Gruppe Kontrollen | 708 (72.5) | 268 (27.5) | 976
Patienten | 509 (76.0) | 161 (24.0) | 670
Gesamt 1217 429 1646

Es zeigte sich kein Unterschied in den Haufigkeiten der Allele 1 und 2 zwischen
Kontrollpersonen und schizophrenen Patienten (y?=2.424, OR=1.143 (0.965-1.353),

df=1, p=0.119).
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Um alle Allele zu berlcksichtigen, wurde nun die Haufigkeit des Allels 1 im Vergleich
zu den restlichen Allelen 2, 3 und 4 berechnet (Tab. 23).

Tab. 23: Darstellung der Haufigkeit des Allels 1 des IL-1-Rezeptorantagonist-Gens gegen die
Frequenz der restlichen Allele 2, 3 und 4

IL-1-Rezeptorantagonist:
Allele 1,3 und 4| Allel 2
N (%) N (%) Gesamt N
Gruppe Kontrollen | 721 (71.2) 291 (28.8) | 1012
Patienten | 524 (73.8) 186 (26.2) | 710
Gesamt 1245 477 1722

Es zeigten sich keine Unterschiede in den Haufigkeiten des Allels 1 gegen die Allele
2, 3 und 4 zwischen Kontrollpersonen und schizophrenen Patienten (x2=1.363,
OR=1.098 (0.938-1.284), df=1, p=0.243).

Tabelle 24 zeigt entsprechend die Haufigkeit des Allels 2 im Vergleich zu den
restlichen Allelen 1, 3 und 4.

Tab. 24: Darstellung der Haufigkeit des Allels 2 des IL-1-Rezeptorantagonist-Gens gegen die
Frequenz der restlichen Allele 1, 3 und 4

IL-1-Rezeptorantagonist

Allele 1,3 und 4 | Allel 2
N (%) N (%) Gesamt N
Gruppe Kontrollen | 739 (73.0) 273 (27.0) | 1012
Patienten | 544 (76.6) 166 (23.4) | 710
Gesamt 1283 439 1722

Es zeigte sich ein Trend bezuglich eines selteneren Vorkommens des Allels 2 in der
Schizophrenen- im Vergleich zur Kontrollgruppe (3°=2.841, OR=1.154 (0.976-1.364),
df=1, p=0.08).

5.3.2 Analyse der IL-1-Rezeptorantagonist-Genotypverteilung zwischen

Patienten- und Kontrollgruppe

In Tabelle 25 ist die Verteilung der Genotypen innerhalb der Patienten- und
Kontrollgruppe dargestellt. Die mdglichen Genotypen des IL-1RN-VNTR wurden
folgendermalden beziffert:

Genotyp 1 = homozygot fur Allel 1 = 1/1 (412 bp/ 412 bp)
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Genotyp 2 = heterozygot = 1/2 (412 bp/240 bp)

Genotyp 3 = homozygot flr Allel 2 = 2/2 (240 bp/ 240 bp)

Genotyp 4 = heterozygot = 1/3 (412 bp/326 bp)
Genotyp 5 = heterozygot = 1/4 (412 bp/498 bp)
Genotyp 6 = heterozygot = 2/4 (240 bp/498 bp)
Genotyp 7 = heterozygot = 2/3 (240 bp/326 bp)

Tab. 25: Darstellung der Genotypverteilung des IL-1-Rezeptorantagonist-Polymorphismus

IL-1-Rezeptorantagonist

Genotyp | Genotyp | Genotyp | Genotyp | Genotyp | Genotyp | Genotyp
17 1/2 2/2 1/3 1/4 2/4 2/3 Gesamt
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N
Gruppe Kontrollen | 260 188
(51.4) (37.2) 40(7.9) |1(0.2) 12(2.4) |4(0.8) 1(0.2) 506
Patienten | 196 117
(55.2) (33.0) 22 (6.2) | 1(0.3) 14 (3.9) |5(1.4) 0(0.0) 355
Gesamt 456 305 62 2 26 9 1 861

Es konnte keine Assoziation zwischen den jeweiligen Genotypen und Schizophrenie
festgestellt werden (y?=5.694, df=6, p=0.458).

Fur die Untersuchung der Haufigkeitsverteilung wurden zunachst die selteneren
Genotypen 4=1/3, 5=1/4, 6=2/4, 7=2/3 ausgeschlossen (Tab. 26). Die verbleibenden

488 Kontrollen und 335 Patienten wurden miteinander verglichen.

Tab. 26: Darstellung der Verteilung der Genotypen 1 — 3 des IL-1-Rezeptorantagonist-

Polymorphismus

IL-1-Rezeptorantagonist
Genotyp 1/1 | Genotyp 1/2 | Genotyp 2/2
N (%) N (%) N (%) Gesamt N
Gruppe Kontrollen | 260 (53.3) 188 (38.5) 40 (8.2) 488
Patienten | 196 (55.2) 117 (33.0) 22 (6.6) 335
Gesamt 456 305 62 823

Eine Assoziation zwischen den fur Allel 1 homozygoten Individuen gegenuber den

Tragern mindestens eines Allels 2 mit der Diagnose Schizophrenie war nicht
nachweisbar (y?=2.375, df=2, p=0.305).
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Tabelle 27 stellt die Haufigkeiten des Genotyps 1=1/1 im Vergleich zu den

Genotypen 2=1/2; 3=2/2; 4=1/3; 5=1/4 in der Kontroll- und Patientengruppe dar.

Tab. 27: Darstellung der Haufigkeit der Homozygoten fiir Allel 1 (Genotyp 1) gegen die Trager
der Genotypen 2 - 5 des IL-1-Rezeptorantagonist-Gens

IL-1-Rezeptorantagonist
Genotyp 1 | Genotypen 2—- 5
N (%) N (%) Gesamt N
Gruppe Kontrollen | 260 (53.3) | 228 (46.7) 488
Patienten | 196 (58.5) | 139 (41.5) 335
Gesamt 456 367 823

Die Genotypfrequenzen unterschieden sich nicht zwischen Patienten- und

Kontrollgruppe (x2=2.198, OR=1.126 (0.961-1.320), df=1, p=0.138).

In Tabelle 28 wird nun die Analyse der Frequenzen des Genotyps 3=2/2 gegen die

Genotypen 1=1/1; 2=1/2; 4=1/3; 5=1/4 in den beiden untersuchten Gruppen gezeigt.

Tab. 28: Darstellung der Haufigkeit der Homozygoten fiir Allel 2 (Genotyp 3) gegen die Trager
fir die Genotypen 1 — 2 und 4 - 5 des IL-1-Rezeptorantagonist-Gens

IL-1-Rezeptorantagonist
Genotypen 1 -2 und 4 -5 | Genotyp 3
N (%) N (%) Gesamt N
Gruppe Kontrollen | 448 (53.3) 40 (46.7) | 488
Patienten | 313 (58.5) 22(41.5) | 335
Gesamt 761 62 823

Auch hier zeigte sich keine Assoziation zwischen den fur Allel 2 homozygoten
Individuen gegenulber den Tragern der Genotypen 1 - 2 und 4 - 5 und der Diagnose
Schizophrenie (x?=0.757, OR=1.248 (0.756-2.061), df=1, p=0.384).

5.4 Analyse des Kopplungsungleichgewichts zwischen den

untersuchten Polymorphismen des IL-1-Genkomplexes

Zunachst wurde das Kopplungsungleichgewicht flr die mdglichen Paare an
untersuchten Polymorphismen der 3 Genloci des IL-1-Genkomplexes in der
in Tabelle 29 fur die

Kontrollgruppe und in Tabelle 30 fur die Patientengruppe dargestellt.

Patienten- und Kontrollgruppe untersucht. Dies wird
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Tab. 29: Paarweise Untersuchung des Kopplungsungleichgewichts zwischen dem IL-1A (-889)
—Polymorphismus, dem IL-1B (-511) —Polymorphismus und dem VNTR-Polymorphismus des IL-
1RN in der Kontroligruppe.

Polymorphismus IL-1B IL-1RN IL-1A
IL-1B _ v°=58.086; y°=7.454;
p=0.000 p=0.006
IL-1RN v°=58.086; _ v°=9.093;
p=0.000 p=0.028
IL-1A Y°=7.454; %°=9.093; _
p=0.006 p=0.028

Die untersuchten Polymorphismen befinden sich in der Kontrollgruppe alle im
Kopplungsungleichgewicht, wobei die Polymorphismen des IL-1RN- und des IL-1B-

Gens im ausgepragtesten Kopplungsungleichgewicht stehen (p=0.000).

Tab. 30: Paarweise Untersuchung des Kopplungsungleichgewichts zwischen dem IL-1A (-889)
—Polymorphismus, dem IL-1B (-511) —Polymorphismus und dem VNTR-Polymorphismus des IL-
1RN in der Patientengruppe.

Polymorphismus IL-1B IL-1RN IL-1A
IL-1B _ v°=16.925; x°=1.949;
p=0.001 p=0.163
IL-1RN v°=16.925; _ y°=7.416;
p=0.001 p=0.06
IL-1A 1°=1.949; v°=7.416; _
p=0.163 p=0.06

In der Patientengruppe stehen die Polymorphismen des IL-1RN- und des IL-1B-Gens
im  ausgepragtesten  Kopplugsungleichgewicht  (p=0.001), wahrend die
Polymorphismen des IL-1A- und des IL-1B-Gens keine signifikante Kopplung zeigen.

Auch das Paar IL-1A-IL-1RN zeigt nur einen Trend zur Kopplung.

5.5 Analyse der Haplotypen des Interleukin-1-Genkomplexes

Um eine Aussage uUber die Haufigkeit der Kombinationen der Allele des C-889T-
Basenaustauschpolymorphismus des IL-1A-Gens, des C-511T-
Basenaustauschpolymorphismus des IL-1B-Gens und des 86 bp-VNTR-
Polymorphismus des IL-1RN-Gens zu erhalten, erfolgte eine Haplotypenanalyse

dieser Kombinationen.
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Die geschatzten Haplotypen fir die in dieser Arbeit untersuchten Polymorphismen

des Interleukin-1-Genkomplexes wurden folgendermalen beziffert (Tab. 31):

Tab. 31: Bezifferung der geschéatzten Haplotypen des Interleukin-1-Genkomplexes

Haplotyp | Kombination der Allele IL-1B/IL-1RN/IL-1A
1 111 (C/4 Repeats (412 bp)/C)
2 112 (C/4 Repeats (412 bp)/T)
3 121 (C/2 Repeats (240 bp)/C)
4 122 (C/2 Repeats (240 bp)/T)
5 131 (C/3 Repeats (326 bp)/C)
6 141 (C/5 Repeats (498 bp)/C)
7 142 (C/5 Repeats (498 bp)/T)
8 211 (T/4 Repeats (412 bp)/C)
9 212 (T/4 Repeats (412 bp)/T)
10 221 (T/2 Repeats (240 bp)/C)
11 222 (T/2 Repeats (240 bp)/T)
12 241 (T/5 Repeats (498 bp)/C)
(nur bei den Schizophrenen)

In dem untersuchten Kollektiv wurden insgesamt 12 Haplotypen geschatzt, wobei der

Haplotyp 12 lediglich in der Gruppe der schizophrenen Patienten vorkam.

Des weiteren haben wir untersucht, ob Haplotypen des IL-1-Genkomplexes mit
Schizophrenie assoziiert sein konnten. Dazu wurde die Verteilung der Haplotypen

innerhalb der Patienten- und Kontrollgruppe analysiert (Tab.32).
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Tab. 32: Darstellung der Haplotypverteilung der untersuchten Polymorphismen des IL-1-
Genkomplexes

Gruppe
Haplotyp
(Allelkombination IL-1B/IL-1RN/IL-14) | fontrollen Patienten | o mt N (%)
1.(111) N (%) 184 (36.4) 125 (35.2) | 309 (35.9)
2 (112) N (%) 92(18.2) 65(18.3) | 157 (18.2)
3(121) N (%) 44 (87) 34(9.6) |78(9.1)
4(122) N (%) 16(32) 6(17) |22(26)
5 (131) N (%) 102  1(03) |2(02)
6 (141) N (%) 6(1.2) 3(0.8) |9(1.0)
7 (142) N (%) 2(04) 2(0.6) |4(0.5)
8 (211) N (%) 62(12.3) 52 (14.6) | 114 (13.2)
9 (212) N (%) 23(45) 20(56) |43(5.0)
10 (221) N (%) 68 (134) 35(9.9) |103(12.0)
11 (222) N (%) 8(1.6)  8(23) |16(1.9)
12 (241) N (%) 0(0.0) 4(1.1) |4(0.5)
Gesamt N 506 355 861

Es konnte keine Assoziation zwischen den jeweiligen Haplotypen und Schizophrenie
festgestellt werden (X2=12.292, df=11, p=0.342). Allerdings konnte in der Gruppe der
Schizophrenen der Haplotyp 12 (241) nachgewiesen werden, der in dem
Kontrollkollektiv nicht vorkam. Dieser war jedoch so selten (N = 4), dass sich

statistisch kein Unterschied zwischen Patienten- und Kontrollgruppe zeigte.
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6 Diskussion

6.1 Inhaltliche Interpretation der Ergebnisse

Fur die vorangestellte Hypothese dieser Arbeit, dass Polymorphismen und
Haplotypen von Genen des Interleukin-1-Genkomplexes mit Schizophrenie assoziiert
sein konnten, lassen sich aufgrund der Untersuchungsergebnisse folgende
Aussagen treffen:

In der vorliegenden Arbeit konnte keine Assoziation zwischen den untersuchten
Polymorphismen der Gene des Interleukin-1 alpha und -beta mit der Diagnose
Schizophrenie festgestellt werden. Bei dem untersuchten Polymorphismus des IL-
1RN konnte ein Trend zur Schizophrenie gezeigt werden. Des weiteren zeigten sich
keine Unterschiede in den Haufigkeiten von Haplotypen des Interleukin-1-

Genkomplexes zwischen Patienten- und Kontrollgruppe.

6.1.1 Ergebnisse zum Interleukin-1 alpha-Polymorphismus

Zunachst wird auf die funktionelle Relevanz des Interleukin-1 alpha—Polymorphismus

eingegangen.

6.1.1.1  Funktionelle Relevanz des untersuchten Polymorphismus des

Interleukin-1 alpha-Gens

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, liegt der untersuchte Polymorphismus im
Promotorbereich. Daher ist grundsatzlich ein regluativer Einfluss auf die
Proteinexpression denkbar. So konnte bei der Analyse verschiedener Mutationen im
Promotorbereich gezeigt werden, dass sie zu erheblichen Veranderungen bei der
Genproduktsynthese fuhren koénnen (Passarge 1994). Eine in vitro-
Transfektionsstudie von Dominici et al. (2001), in der mittels eines Luciferase-
Reporter-Assays die Aktivitat des Promotors des IL-1A-Gens untersucht wurde,
konnte einen signifikanten (5fachen) Anstieg der transkriptionellen Aktivitat des T/T-
Genotyps an Position —889 im Vergleich zum C/C-Genotyp feststellen. Aul3erdem
wurde ein leichter Anstieg der IL-1a-mRNA und der Proteinspiegel im Plasma

beobachtet. Aufgrund dieser Studie wurden zwei mdgliche Mechanismen postuliert,

92



Diskussion

die zu den unterschiedlichen Aktivitdten der Promotor-Allele fuhren kdnnten:
entweder konnten die unterschiedlichen Allele eine veranderte Affinitat zu trans-
aktiven Faktoren in dieser Promotorregion bewirken oder der Basenaustausch fuhrt
zu einer veranderten Sekundarstruktur der DNA und beeinflusst somit die Bindung
der Transkriptionsfaktoren. Des weiteren gab eine computergestitzte Analyse (Mat-
Inspector-Programm Version 2.2 tber die TRANSFAC-Datenbank) Hinweise darauf,
dass bei Anwesenheit des T-Allels an Position —889 eine potentielle Bindungsstelle
fur den Transkriptionsfaktor Skn-1 erzeugt wird. Es handelt sich hierbei um einen
Transkriptionsfaktor, der die Transkription Uber den Koaktivator des p300/CBP-
responsive element-bindenden (CBP) Proteins aktiviert (Blackwell et al. 1994). Diese
Datenlage deutet darauf hin, dass Trager des IL-1A-T/T-Genotyps mehr IL-1a-mRNA
als Trager des IL-1A-C/C-Genotyps produzieren (Dominici et al. 2002). Ein weiterer
interessanter Befund ist ein verstarkender Effekt auf hohere Plasmaspiegel des IL-
1B-Proteins bei Individuen, die homozygot fur das T-Allel des IL-1A und gleichzeitig
Trager des T-Allels des IL-1B-Gens sind (Hulkkonen et al. 2000). Somit deuten die
bisherigen Befunde insgesamt darauf hin, dass das T-Allel des IL-1A dasjenige mit

der hoheren Produktionsrate ist.

6.1.1.2 Vergleich des Ergebnisses zum IL-1 alpha-Polymorphismus mit

bestehender Literatur und abschlieBende Beurteilung

Es konnte keine Assoziation zwischen dem untersuchten
Basenaustauschpolymorphismus (C-889T) des IL-1A-Gens und Schizophrenie
nachgewiesen werden.

Bisher gibt es nur wenige Studien, die eine Assoziation zwischen Polymorphismen
des IL-1A (-889) —Gens und Schizophrenie untersucht haben. Eine finnische (Katila
et al. 1999) sowie eine chinesische (Chowdari et al. 2001) Studie konnten keine
Assoziation zwischen dem Basenaustauschpolymorphismus des IL-1A-Gens an
Position —889 und Schizophrenie nachweisen und stehen somit im Einklang mit dem
Ergebnis der vorliegenden Arbeit. Insgesamt deutet die fehlende Assoziation des
untersuchten IL-1A (-889)-Polymorphismus darauf hin, dass er keine relevante Rolle
in der Pathogenese der Schizophrenie spielt. Es ware allerdings moglich, dass dieser
Polymorphismus im Kopplungsungleichgewicht mit einem Polymorphismus eines

nahe benachbarten Gens steht, welches einen direkten Effekt auf das
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Entstehungsrisiko der Schizophrenie hat. DarUber kdnnte eine Haplotypenanalyse
des Interleukin-1-Genkomplexes Aufschluss geben. Auf diese wird nach der

Diskussion der Einzelpolymorphismen eingegangen.

6.1.2 Ergebnisse zum Interleukin-1 beta-Polymorphismus

Es konnte auch keine Assoziation zwischen dem untersuchten
Basenaustauschpolymorphismus (C-511T) des IL-1B-Gens und Schizophrenie

nachgewiesen werden.

6.1.2.1 Funktionelle Relevanz des untersuchten Polymorphismus des

Interleukin-1 beta-Gens

Der untersuchte Polymorphismus liegt ebenfalls im Promotorbereich. Daher ist
grundsatzlich eine regluativer Einfluss auf die Proteinexpression denkbar. Es konnte
zwar fur den IL-1B (-511) —Polymorphismus in vitro kein Effekt auf die
Proteinexpression nachgewiesen werden (El Omar et al. 2000), doch steht das T-
Allel dieses Polymorphismus mit dem C-Allel eines weiteren Polymorphismus an
Position —31 dieses Gens im nahezu kompletten Kopplungsungleichgewicht (D’ = ca.
0.98). Fur das C-Allel des Basenaustauschpolymorphismus an Position —31 konnte
ein verstarkender Effekt auf die Transkriptionsrate nachgewiesen werden, so dass es
sehr wahrscheinlich ist, dass der in dieser Arbeit untersuchte Polymorphismus Utber
das Kopplungsungleichgewicht mit dem C-Allel an Position -31 die
Transkriptionsrate beeinflusst und so zu einer erhdhten Expression des IL-1B-
Proteins fuhrt (EI Omar et al. 2000).

Aulerdem konnte eine Studie nachweisen, dass Trager, die homozygot fir das T-
Allel des IL-1A (-889) —Gens und gleichzeitig T-Allel-Trager des IL-1B (-511) -Gens
waren, signifikant hohere Plasmaspiegel an IL-13-Protein hatten. Dementsprechend
gibt es auch Hinweise, dass diese Genotypen haufiger gemeinsam vererbt werden (p
< 0.0001) (Hulkkonen et al. 2000).
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6.1.2.2 Vergleich des Ergebnisses zum IL-1 beta-Polymorphismus mit

bestehender Literatur und abschlieBende Beurteilung

Wegen der beschriebenen immunologischen Veranderungen bei schizophrenen
Patienten und dem moglicherweise bedeutsamen Einfluss des IL-1 beta auf die
Hirnentwicklung, das Immunsystem, den Metabolismus von Neurotransmittern sowie
die Vermittlung von Informationen zwischen Zellen des peripheren Immunsystems
und des zentralen Nervensystems stellt das IL-13-Gen ein interessantes
Kandidatengen fur die Schizophrenie dar. Daher wurden Polymorphismen des
Interleukin-1 beta-Gens auf eventuelle Assoziation mit Schizophrenie untersucht
(Bocchio Chiavetto et al. 2002; Chowdari et al. 2001; Katila et al. 1999; Laurent et al.
1997; Meisenzahl et al. 2001; Papiol et al. 2002; Rosa et al. 2002; Rosa et al. 2003;
Tatsumi et al. 1997; Yang et al. 2003; Zanardini et al. 2003). Diese werden in

folgender Tabelle (Tab. 33) zusammengefasst.

Tab. 33: Assoziationsstudien zum Polymorphismus des IL-1 beta-Gens an Position -511 mit
Schizophrenie

IL-1 beta (-511)-Polymorphismus | Literatur Population

Assoziation mit C-Allel (Zanardini et al. 2003) Italiener
(Papiol et al. 2002) Spanier
(Katila et al. 1999) (Trend) Finnen

Assoziation mit T-Allel (Rosa et al. 2002; Rosa et al. | Spanier
2003)

Keine Assoziation vorliegende Arbeit Deutsche

(Bocchio Chiavetto et al. | ltaliener

2002)

(Meisenzahl et al. 2001) Deutsche
(Chowdari et al. 2001) Chinesen
(Tatsumi et al. 1997) Japaner

Die Mehrzahl der Assoziationsstudien zeigte keinen Zusammenhang des
Polymorphismus an Position =511 des IL-1B-Gens mit Schizophrenie, so dass diese
Befunde das Ergebnis der vorliegenden Arbeit bestatigen (Bocchio Chiavetto et al.
2002; Chowdari et al. 2001; Meisenzahl et al. 2001; Tatsumi et al. 1997). Eine in
einer finnischen Studie von Katila et al. (1999) gefundene trendmallige Assoziation
des C-Allels des Interleukin-1 beta (IL-1B) (-511), die allerdings an einer statistisch

nicht aussagekraftigen Fallzahl durchgefuhrt wurde (n = 50 Schizophrene), konnte in
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einer spanischen Studie von Papiol et al. (2002) sowie einer italienischen Studie von
Zanardini et al. (2003) repliziert werden, die sogar eine signifikante Assoziation
nachwiesen. Aullerdem konnte die spanische Untersuchung von Papiol et al. (2002)
eine Assoziation des Haplotyps IL-1B (-511) C-Allel/IL-1RN Allel 2 bei den
Schizophrenen feststellen, obwohl bei der Untersuchung des Einzelpolymorphismus
des IL-1RN-Gens kein Zusammenhang festzustellen war. Dieser Befund deutet auf
den Einfluss des Zusammenspiels benachbarter Gene auf das Entstehungsrisiko
dieser polygenen Erkrankung hin.

Die einzige Untersuchung, die eine Assoziation des T-Allels, also des high activity-
Allels des IL-1B, beobachten konnte, war eine spanische Studie von Rosa et al.
(2002, 2003). Bei Vergleich der Schizophrenen mit den Kontrollen konnte zunachst
nur ein Trend festgestellt werden. Interessanterweise wurde nach Unterteilung der
Schizophrenen in verschiedene Subtypen eine signifikante Assoziation mit einem
Subtyp flr depressive Symptome nachgewiesen (Rosa et al. 2002; Rosa et al. 2003).
Dieser Befund spiegelt die Heterogenitat der schizophrenen Psychosen wider. Das
Ergebnis ist jedoch mit Vorbehalt zu betrachten, da die Stichproben der Subtypen
zahlenmalRig geringer und so die statistische Aussagekraft vermindert war.

Die Diskrepanz der Ergebnisse der Assoziationsstudien zum IL-1B-Polymorphismus
mit Schizophrenie kdnnte sich wiederum aufgrund der unterschiedlichen ethnischen
Gruppen ergeben. Auch der heterogene Charakter der Schizophrenie konnte fur die
unterschiedlichen Ergebnisse ein Einflussfaktor sein. Daher ware es sinnvoll,
Subtypen der Schizophrenie mit einer statistisch aussagekraftigen Stichprobengrofe
zu bilden und auf Assoziation mit Schizophrenie zu untersuchen. Dies ware
Gegenstand weiterer Forschung. Zusammenfassend deutet die Mehrzahl der
Befunde auf keine Beteiligung des Polymorphismus des IL-1B (-511) -Gens in der
Pathogenese der Schizophrenie hin. Allerdings sollten die Genpolymorphismen des
Interleukin-1-Genkomplexes keinesfalls einzeln bewertet werden, da sie in komplexer
Wechselwirkung untereinander stehen kdnnten. Dies wird im folgenden Kapitel naher

erlautert.

6.1.3 Ergebnisse zum Interleukin-1-Rezeptorantagonist-Polymorphismus

Es wurde also ein trendmallig selteneres Vorkommen des IL-1RN Allel 2 (2

Wiederholungen = 240 bp) im Vergleich zu den restlichen Allelen 1 (4
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Wiederholungen = 412 bp), 3 (3 Wiederholungen = 326 bp) und 4 (5 Wiederholungen
= 498 bp) bei den schizophrenen Patienten im Vergleich zu den Kontrollen
beobachtet. Bei der Untersuchung der Genotypverteilung des IL-1RN zwischen der
Patienten- und Kontrollgruppe war keine Assoziation mit der Diagnose Schizophrenie

nachweisbar.

6.1.3.1 Funktionelle Relevanz des untersuchten Polymorphismus des

Interleukin-1-Rezeptorantagonist-Gens

Der in dieser Arbeit untersuchte Tandem Repeat—Polymorphismus im 2. Intron des
IL-1RN-Gens ist von besonderem Interesse, da der wiederholte Sequenzabschnitt 3
potentielle Bindungsstellen, z.B. fur Transkriptionsfaktoren, enthalt. Die Anzahl der
Wiederholungen konnte somit einen regulativen Einfluss auf die Transkriptionsrate
des Gens und letztlich auf die Produktion des IL-1RA-Proteins haben (Tarlow et al.
1993). Somit ist es durchaus vorstellbar, dass auch das Allel 2 des IL-1RN, welches
in der vorliegenden Arbeit trendmalig seltener bei den Schizophrenen reprasentiert
war, eine unterschiedliche Transkription des IL-1RA-Proteins und anderer Zytokine

zur Folge haben kdénnte.

6.1.3.2 Moglicher Einfluss des Allels 2 des Interleukin-1-
Rezeptorantagonisten auf das Gleichgewicht der pro- und

antiinflammatorischen Zytokine

Verschiedene Studien haben den Einfluss des IL-1RN-Genotyps auf die Produktion
von IL-1RA-Protein untersucht:

Sowohl in vivo- (Barton et al. 2003; Hurme und Santtila 1998; Mandrup-Poulsen et al.
1994; Santtila et al. 1998; Sciacca et al. 1999) als auch in vitro- (Danis et al. 1995;
Wilkinson et al. 1999) Studien haben gezeigt, dass das IL-1RN Allel 2 mit einer
erhohten Produktion von Interleukin-1RA-Protein einhergeht.

Es wird vermutet, dass eine Dysregulation zwischen pro- und antiinflammatorischen
Zytokinen bei der Entstehung der Schizophrenie eine Rolle spielen kdnnte.

In der vorliegenden Arbeit war die Haufigkeit des Allels 2 des IL-1RN-Gens bei den
Schizophrenen geringer im Vergleich zu den Kontrollen. In dieser Untersuchung

wurde also ein Trend in Richtung eines selteneren Vorkommens des IL-1RN Allel 2 in
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der Schizophreniegruppe, welches mit einer erhdhten IL-1RA-Produktion einhergeht,
festgestellt. Es ist daher vorstellbar, dass eine dadurch entstandene Dysregulation
zwischen den pro (IL-1 alpha und -beta) - und antiinflammatorischen (IL-1RA)
Interleukinen zugunsten des IL-1 alpha und -beta die Suszeptibilitat gegenuber
Schizophrenie erhdht und das seltener vorkommende Allel 2 des IL-1RN-Gens bei
den Schizophrenen dabei eine Rolle spielt. Dem Allel 2 des IL-1RN wirde dann eine
protektive Rolle gegenuber der Entstehung der Schizophrenie zukommen. Die
exakten Mechanismen, Uber die der IL-1RA seine Wirkung entfaltet, sind jedoch noch

nicht vollstandig geklart.

Moglicherweise hat jedoch das verschobene Gleichgewicht der Zytokine zugunsten
der proinflammatorischen Interleukine einen pathologischen Einfluss auf die
Hirnentwicklung, auf das Immunsystem, auf den Verlauf infektioser Erkrankungen,
auf den Verlauf von Autoimmunerkrankungen sowie die IL-1-Signaltransduktion auf
molekularer Ebene im Rahmen der Entstehung schizophrener Psychosen. Dies soll

im Folgenden naher erlautert werden.

6.1.3.2.1 Moglicher Einfluss des Allels 2 des Interleukin-1-
Rezeptorantagonisten auf die Hirnentwicklung im Rahmen

schizophrener Psychosen

Der IL-1RA ist als natlrlich vorkommender endogener Antagonist von IL-1 in der
Lage, samtliche Wirkungen von IL-1 zu blockieren.

Als Bestandteil des Interleukin-1-Komplexes ist es durchaus denkbar, dass der IL-
1RA mdglicherweise auch an der Hirnentwicklung beteiligt ist. Allerdings sind
diesbezuglich noch keine genaueren Untersuchungen bekannt. Experimente mit
knockout-Mausen fur das Interleukin-1RN-Gen geben jedoch Hinweise auf eine
essentielle Rolle des Gens in der allgemeinen physiologischen Entwicklung: die
knockout-Mause zeichneten sich im Vergleich zu den Wildtypen durch ein
vermindertes Kdérpergewicht aus (Hirsch et al. 1996; Horai et al. 1998).

AulRerdem konnte beobachtet werden, dass das IL-1RA-Protein bereits im
menschlichen Fruchtwasser in einer hoheren Konzentration als in den anderen
maternalen Korperflissigkeiten vorlag (Romero et al. 1992), wobei die hdchste

Konzentration wahrend des 3. Trimesters der Schwangerschaft gefunden wurde. Es
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wird vermutet, dass der IL-1RA hauptsachlich aus dem Urin des Foétus stammt
(Romero et al. 1994). Dieser Befund weist ebenfalls auf die Rolle des IL-1RA in der
allgemeinen fotalen Entwicklung hin. Des weiteren gibt es Hinweise auf seine
Anwesenheit im Gehirn: IL-1RA-mRNA wurde mittels in situ-Hybridisierung bzw. RT-
PCR im Hypothalamus, Hippocampus und Cerebellum nachgewiesen (Hosoi et al.
2002; Licinio et al. 1991).

Die Rolle des IL-1RA in der pra-, peri- und postnatalen Entwicklung des ZNS scheint
darin zu liegen, IL-1 alpha und -beta an der Uberstimulation ihrer Rezeptoren im
Gehirn zu hindern (Ericsson et al. 1995; Wong und Licinio 1994; Yabuuchi et al.
1994a) und damit eine Uberschieliende proinflammatorische Reaktion zu vermeiden.
Wie bereits in der Einleitung erwahnt, ist IL-1 zwar an der neuronalen Regeneration
und Plastizitat beteiligt (Merrill 1992) und zeigt insofern auch eine neuroprotektive
Rolle in der Hirnentwicklung. Diese ist allerdings nur bis zu einer gewissen
(picomolaren) Konzentration zu beobachten (Strijpos und Rothwell 1995b). In
weitaus hoheren Konzentrationen im nanomolaren Bereich kann IL-1 auch
schadigende Einflusse auf die Entwicklung des ZNS haben (Strijpos und Rothwell
1995a). Dies erfolgt Uber verschiedene Mechanismen wie erhohte zellulare
Calciumkonzentration, Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) (Lee et al. 1993) und
anderen freien Radikalen (Sullivan et al. 1989) sowie Aktivierung des Corticotropin
Releasing Factors (CRF). So konnte im Rattenmodell eine erhdhte Expression der
IL-1B8-mRNA infolge ischamischer Insulte (Buttini et al. 1994; Liu et al. 1993; Minami
et al. 1992; Yabuuchi et al. 1994b), die z.B. durch ein Geburtstrauma oder Schaden
in der frihen Kindheit verursacht wurden, infolge lokaler Hirnverletzung (Woodroofe
et al. 1991) und Infusion von Exzitotoxinen (Minami et al. 1990) nachgewiesen
werden, was den neuronalen Zelltod zur Folge hatte. Unter solchen Bedingungen
wurde auch ein Anstieg der Expression der IL-1a-mRNA beobachtet, allerdings in
geringerem Ausmal. In vielen Studien konnte gezeigt werden, dass die zentrale oder
systemische Gabe von IL-1RA, dem naturlichen Antagonisten des IL-1, das Ausmal}
von ischamischen, exzitotoxischen und traumatischen Hirnverletzungen an der Ratte
um 50 - 70% reduzieren konnte (Loddick und Rothwell 1996; Stroemer und Rothwell
1997). Dies ging mit einer erhéhten Anzahl an Uberlebenden Neuronen und
verbesserter neurologischer Funktion einher (Garcia et al. 1995; Relton et al. 1996).
Eine beeintrachtigte Hirnentwicklung wird auch in der Pathogenese der

Schizophrenie diskutiert. Dabei wird der Verschiebung des Gleichgewichts zwischen
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pro- und antiinflammatorischen Interleukinen eine besondere Bedeutung
beigemessen (Katila et al. 1999).

Dasselbe Allel, das also zu einer erhOhten Expression des IL-1RA fuhrt, lag in den
vorliegenden Ergebnissen seltener bei den Schizophrenen vor. Die daraus
abgeleitete Verschiebung des Gleichgewichts zugunsten der proinflammmatorischen
Interleukine 1 alpha und beta koénnte ebenfalls zu schadigenden Einfliissen auf die
Hirnentwicklung der untersuchten Schizophrenen fuhren, und das Allel 2 des IL-1RN-
Gens Uber diesen Mechanismus eine Rolle spielen.

Diese Vermutung wird durch den Befund unterstitzt, dass sowohl Protein- als auch
MRNA-Konzentrationen von IL-1RA an post mortem-Hirnen Schizophrener im
Bereich des prafrontalen Cortex (PFC) signifikant (40%) vermindert waren, wahrend
die IL-1B-Konzentrationen unverandert blieben (Toyooka et al. 2003). Dabei zeigte
sich keine Korrelation zwischen prafrontalen IL-1RA-Konzentrationen und der
antipsychotischen Medikation. Da eine chronische Behandlung mit Antipsychotika
eher mit einer positiven Regulation der IL-1RA-Produktion einhergeht (Song et al.
2000; Suzuki et al. 1996), ist es unwahrscheinlich, dass die beobachtete IL-1RA-
Reduktion in Zusammenhang mit der Medikation stand. Der PFC ist ein Bereich, der
v.a. mit kognitiven Dysfunktionen der Schizophrenie in Zusammenhang gebracht wird
(Fletcher et al. 1998; Seidman et al. 1994; Stone et al. 1998). In mehreren
bildgebenden und post mortem-Arbeiten konnte gezeigt werden, dass dessen
Volumen bei den Schizophrenen im Vergleich zu Kontrollen verkleinert zu sein
scheint (Andreasen et al. 1986; Schlaepfer et al. 1994; Shelton et al. 1988). Des
weiteren gibt es Hinweise auf abnorme inflammatorische Reaktionen im PFC
schizophrener Patienten, die sich im Vergleich zu Kontrollen in einer verstarkten
Aktivierung von Mikroglia, durch proinflammatorisches IL-1 ausgelost, aul3ern
(Radewicz et al. 2000). Mikroglia spielen eine wichtige Rolle in der neuronalen
Migration sowie der Synapsenbildung und damit in der Hirnentwicklung. Eine durch
zu viel proinflammatorisches IL-1 ausgeldste Uberaktivierung kénnte zu glialen
Veranderungen und folglich zu Hirnentwicklungsstorungen bei Schizophrenen
fUhren. In einer weiteren Studie von Muller et al. (2002) konnte eine starkere
Reduktion von psychotischen Symptomen bei Schizophrenen durch die Gabe des
antiinflammatorisch ~ wirkenden  Arzneistoffes  Celecoxib, eines selektiven
Cyclooxygenase (COX) -2-Hemmers, der in Kombination mit Risperidon verabreicht

wurde, im Vergleich zu einer Monotherapie mit Risperidon beobachtet werden (Miller
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et al. 2002). Der exakte Mechanismus, Uber den Celecoxib die antipsychotische
Wirkung entfaltet, ist allerdings noch nicht eindeutig geklart.

Insgesamt weist der Befund der Downregulation des IL-1RA an den post mortem-
Hirnen Schizophrener auf eine immunologische Pathogenese in den Hirnen dieser
Patienten hin, die zu einer beeintrachtigten Hirnentwicklung fihren kénnte. Der in
dieser Arbeit untersuchte Polymorphismus des IL-1RN, der vermutlich zu einer
Verschiebung des Gleichgewichts in Richtung des proinflammatorischen IL-1 bei den
untersuchten Schizophrenen fuhrt, konnte dabei eine Rolle spielen.

Veranderungen immunologischer Parameter bei Schizophrenen sind nicht nur im
Gehirn, sondern auch in der Peripherie zu finden. Dies wird im nachsten Kapitel

dargestellt.

6.1.3.2.2 Moglicher Einfluss des Allels 2 des Interleukin-1-
Rezeptorantagonisten auf das Immunsystem im Rahmen

schizophrener Psychosen

In verschiedenen Studien wurden wiederholt veranderte immunologische Parameter
wie Zytokinkonzentrationen oder Lymphozytenpopulationen bei schizophrenen
Patienten im Vergleich zu Kontrollen nachgewiesen (Ganguli et al. 1987; Katila et al.
1994; Kirch 1993; Sasaki et al. 1994; Wright und Murray 1993; Yolken und Torrey
1995).

Bezuglich der IL-1RA-Konzentration allerdings scheint der Effekt im Gehirn und in
der Peripherie Schizophrener nicht gleichsinnig zu sein. Wahrend die IL-1RA-
Konzentration im Gehirn Schizophrener erniedrigt ist (Toyooka et al. 2003), weisen
Untersuchungen des Plasma- und Serumspiegels behandelter (Maes et al. 2000)
und unbehandelter (Akiyama 1999; Maes et al. 1996; Maes et al. 1997)
Schizophrener wiederholt auf eine héhere Konzentration des Proteins im Vergleich
zu Kontrollen hin. Dabei zeigte sich in der Studie von Katila et al. (1994) eine
signifikante Korrelation zwischen dem Serumspiegel des IL-1RA und der Auspragung
der Positivsymptomatik. Da jedoch die Serum- und Plasmaspiegel des IL-1 beta bei
Schizophrenen im Vergleich zu Kontrollen auch erhdht zu sein scheinen (Katila et al.
1994, Sirota et al. 1995), ist bei diesen Patienten ebenfalls von einer Aktivierung des
Immunsystems auszugehen, und die Befunde im Gehirn und in der Peripherie stellen

somit nicht unbedingt einen Widerspruch dar. AuRerdem sollten gerade Befunde von
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Serum- und Plasmakonzentrationen der Interleukine mit besonderer Zurtickhaltung
betrachtet werden, da diese besonders anfallig fur Storfaktoren wie Alter, Medikation,
Ernahrung, Infektionen etc. sind (Haack et al. 1999). Auch unterschiedliche
Vorgehensweisen in der Aufbereitung des Blutes (Serum oder Plasma),
unterschiedliche Krankheitsstadien der Patienten (akute, chronische oder
remittierende Phase) sowie die Vielfalt an Immunoassays fir Zytokine kdnnten
mogliche Einflussfaktoren auf die gemessene Zytokinkonzentration sein (Lin et al.
1998; Naudin et al. 1996). So kann beispielsweise eine Koagulation beim Entnehmen
einer Blutprobe zu einer Aktivierung der Monozyten fiuhren, wahrend die
Zytokinspiegel in Plasmaproben, die mit Antikoagulantien versetzt sind, die
tatsachliche Konzentration im Blut genauer widerspiegeln (Riches et al. 1992;
Thavasu et al. 1992). Weitere mdgliche Variablen, die die Zytokinkonzentration
beeinflussen kdnnten, sind die Art der Blutenthahme. So kann beispielsweise ein
Katheter im Vergleich zu einem einfachen Nadelstich eine lokale Entzindung und
damit den Anstieg mancher Zytokine induzieren. Zu weiteren potentiellen Variablen
wird die Anzahl des Auftauens des Blutes, welches zu einem Zytokinanstieg (z.B. bei
IL-6) fuhren kann, sowie das Material der Blutrohrchen gezahlt (De Jongh et al.
1997).

Bemerkenswert ist andererseits der Effekt, den Behandlungen mit Antipsychotika auf
die Produktion des IL-1RA haben. Wenn eine erniedrigte Konzentration des
antiinflammatorischen IL-1RA und damit eine Aktivierung des Immunsystems, wie es
in dieser Arbeit - ausgeldst durch den Polymorphismus und ein daraus resultierendes
erniedrigtes Verhaltnis aus IL-1RA/IL-1 bei den untersuchten schizophrenen
Patienten - postuliert wird, wirde man einen stimulierenden Effekt von Antipsychotika
auf die IL-1RA-Konzentration und letztendlich einen immunsuppressiven Effekt unter
Neuroleptikabehandlung erwarten. Diese Vermutung konnte in verschiedenen
Untersuchungen bestatigt werden: so zeigte eine in vitro-Studie stimulierende Effekte
von Haloperidol und Clozapin auf die IL-1RA-Produktion (Song et al. 2000). Dieser
Befund steht im Einklang mit in vivo-Untersuchungen, die eine gesteigerte Produktion
des IL-1RA im Serum Schizophrener nach mehrwéchiger Behandlung mit
Neuroleptika nachweisen konnten (Akiyama 1999; Maes et al. 1997). Auch im
Tiermodell wurde ein verstarkender Effekt von Haloperidol auf die IL-1RA-mRNA-
Produktion in Schizophrenie-assoziierten Bereichen des Rattenhirns (Hippocampus,

Hypothalamus, frontaler Cortex) beobachtet (Maes et al. 1997).
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Diese Erkenntnisse sprechen offensichtlich fir die Hypothese, dass die IL-1RA-
Produktion bei der Schizophrenie vermindert und eine daraus resultierende
Aktivierung des Immunsystems bei dieser Erkrankung involviert sein konnte. Das hier
prasentierte Ergebnis der verminderten Haufigkeit des Allels 2 (des high activity-
Allels) des IL-1RA-Polymorphismus bei den Schizophrenen koénnte vor diesem
Hintergrund ein Einflussfaktor sein und bestatigt diese Hypothese.

Insgesamt ist jedoch noch nicht geklart, ob die Veranderungen immunologischer
Parameter bei Schizophrenen - fur diese Arbeit konkret das erniedrigte Verhaltnis
aus IL-1RA/IL-1 - lediglich ein Epiphenomen Schizophrenie-assoziierter
Pathomechanismen darstellen oder tatsachlich an der Pathophysiologie der
Krankheit beteiligt sind. So konnte in einem tierexperimentellen Befund beobachtet
werden, dass eine veranderte IL-1RA-Expression im Rattenhirn nur die Folge von
unspezifischem Stress war (Suzuki et al. 1997). Daher ware es vorstellbar, dass die
reduzierte Expression des IL-1RA im menschlichen prafrontalen Cortex nur zu einer
verstarkten Induktion der Glucocorticoid-Produktion geflihrt hat (Berkenbosch et al.
1987; Sapolsky et al. 1987) und somit lediglich die Folge einer erhOhten
Stressvulnerabilitdt war, die regelmafRig mit der Schizophrenie einhergeht. Ob die
verminderte IL-1RA-Konzentration bei den Schizophrenen nun kausal oder nur ein

Begleitphanomen in der Pathogenese der Schizophrenie ist, bleibt noch zu klaren.

Eine weitere Erklarung fur diese Anzeichen eines aktivierten Immunsystems in der
Pathobiologie der Schizophrenie kdnnte in der damit verbundenen Aktivierung des
inflammatorischen Immunsystems liegen. So wird diskutiert, dass der Ausbruch einer
Schizophrenie die Langzeitfolge einer fruher stattgefundenen Infektion (speziell eines
Virus) (DeLisi und Crow 1986) oder eines Autoimmunprozesses (DeLisi et al. 1985;

Kirch 1993) sein kdnnte. Dies wird in den nachsten Kapiteln naher erlautert.

6.1.3.2.3 Moglicher Einfluss des Allels 2 des Interleukin-1-
Rezeptorantagonisten auf den Verlauf infektioser Erkrankungen im

Rahmen schizophrener Psychosen

Typischerweise erhoht sich bei einer Infektion zunachst die Konzentration des IL-1,
um eine Immunabwehr in Gang zu setzen. Die Produktion des IL-1RA setzt im

Verlauf des immunologischen Prozesses etwas spater als die des IL-1 ein (die
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maximale Konzentration wird ca. 2 Stunden nach der des IL-1 erreicht), so dass eine
akute Entzindung beendet werden kann. Damit wird eine UberschielRende
Immunreaktion und eine sich daraus ergebende Beschadigung von gesunden Zellen
verhindert (Arend et al. 1998; Granowitz et al. 1991; Mcintyre et al. 1991).
Dementsprechend konnte in Experimenten mit knockin-Mausen gezeigt werden,
dass das Uberleben der Tiere nach Verabreichung von Endotoxinen direkt
proportional der produzierten IL-1RA-Menge war (Hirsch et al. 1996). Auch die
Mortalitatsrate von Hasen bzw. Mausen, ausgelost durch Injektion von LPS oder
Infektion mit E. coli, konnte durch Verabreichung von IL-1RA reduziert werden
(Alexander et al. 1991; Ohlsson et al. 1990; Wakabayashi et al. 1991).

Hinsichtlich der Interpretation des genetischen Einflusses des IL-1RN-Gens bei
infektiosen Krankheiten im Zusammenhang mit schizophrenen Psychosen muss

zunachst eine pra- von einer postnatalen Infektion unterschieden werden.

Zunachst wird der mogliche Zusammenhang mit einer pranatalen Infektion erlautert.
Eine Hypothese zur Atiologie der Schizophrenie postuliert eine Assoziation zwischen
der Exposition des sich entwickelnden Embryos in utero gegenuber verschiedenen
maternalen Infektionen, welche die Hirnentwicklung beeintrachtigen koénnen, mit
einem erhohten Risiko der Schizophrenieentstehung, v.a. bei genetisch
pradisponierten Individuen (Jones und Cannon 1998; Weinberger 1995; Wright et al.
1993). Neben einer Influenza werden als weitere virale Infektionen der Masern-,
Roteln-, Polio-, Diphterie-, Pneumonie-, Varizella-Zostervirus sowie allgemeine
maternale respiratorische Infekte in Betracht gezogen (Brown et al. 2000; Brown et
al. 2001; Limosin et al. 2003; Mednick et al. 1988; O'Callaghan et al. 1994; Suvisaari
et al. 1999; Torrey et al. 1988; Watson et al. 1984). Dabei wird die Immunreaktion
des Foétus als Ursache fur eine pranatale Gehirnschadigung angesehen, die fir die
Entwicklung einer Schizophrenie pradisponieren soll (Barr et al. 1990; Crow 1994;
lzumoto et al. 1999; Kunugi et al. 1995; Limosin et al. 2003; Stober et al. 1997). Des
weiteren konnte eine pranatale Exposition gegenlber Infektionen mit diversen
Beeintrachtigungen der Hirnentwicklung im spateren Lebenslauf in Zusammenhang
gebracht werden wie mentale Retardation (Rantakallio und von Wendt 1985),
Autismus (Ciaranello und Ciaranello 1995), Lissenzephalie (Dobyns et al. 1992) und
weitere neurologische Storungen (zentrale Lahmung, Epilepsie, ausgepragte Seh-

und Horbehinderungen) (Holst et al. 1989). Dies deutet darauf hin, dass Infektionen
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verschiedene beeintrachtigende Effekte auf die Hirnentwicklung haben kdnnen, die
wahrscheinlich zusatzlich von einer genetischen Vulnerabilitat sowie dem Zeitpunkt
und Auspragungsgrad der Infektion abhangen.

In diesem Zusammenhang stellt sich nun die Frage, welche Rolle Interleukine,
speziell IL-1RA, dabei spielen kdnnten.

Verschiedene Studien konnten veranderte Zytokinspiegel bei Schwangerschaften mit
maternalen Infektionen beobachten. So gingen Schwangerschaften, bei denen eine
Chorioamnionitis oder eine intraamniotische Infektion auftrat, mit einer erhdhten IL-
1a- und IL-1B-Konzentration im Fruchtwasser und fétalen Plasma einher im Vergleich
zu Schwangerschaften ohne Infektionen (Carroll et al. 1995; Gomez et al. 1995;
Mitchell et al. 1993; Romero et al. 1989a; Saji et al. 2000; Shobokshi und Shaarawy
2002). Es konnte nachgewiesen werden, dass IL-1B und andere Zytokine in der
fetalen und neonatalen Zirkulation produziert werden (Miller et al. 1990). Auch fur IL-
1RA konnte eine hdhere Konzentration im menschlichen Fruchtwasser als in den
anderen Korperflissigkeiten nachgewiesen werden (Romero et al. 1992), und seine
Produktion war nach intrauteriner Infektion oder einer intraamniotischen IL-1(3-
Infusion ebenfalls stark erhdht (Romero et al. 1994; Witkin et al. 1994). Dabei schien
IL-1RA fétalen Ursprungs zu sein, da der IL-1RA-Spiegel zuerst im Plasma des Fotus
und danach im Fruchtwasser anstieg (Witkin et al. 1994). Auch die Anwesenheit des
IL-1RA im Urin Neugeborener spricht fur seinen fotalen Ursprung (Bry et al. 1994).
Aulerdem konnte beobachtet werden, dass Zytokine von Mikroglia oder Astrozyten
des fotalen Gehirns Uber eine Stimulation mit maternalen Zytokinen, die in der
Gebarmutter oder der Plazenta wahrend einer Infektion produziert werden, sezerniert
wurden (Dammann und Leviton 1997). Des weiteren sind IL-1a, IL-13 und IL-1RA in
der Lage, die intakte adulte Blut-Hirn-Schranke zu durchdringen (Banks et al. 1991;
Banks et al. 1993; Gutierrez et al. 1994). Da diese beim Fo6tus viel durchlassiger ist
als bei Kindern und Erwachsenen (Adinolfi 1985), kdnnte eine genetisch bedingte
Dysregulation der Zytokine wahrend einer maternalen Infektion zu
Hirnentwicklungsstorungen des Fotus fuhren.

Aus diesen Grunden ist es vorstellbar, dass ein genetisch bedingtes Ungleichgewicht
zwischen IL-1 und IL-1RA, welche vom fétalen Immunsystem als Reaktion auf eine
maternale Infektion produziert werden, zumindest teilweise fur die Interaktion
zwischen einer maternalen Infektion wahrend der Schwangerschaft, veranderter

Hirnentwicklung und Schizophrenie verantwortlich sein kdonnte.
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Man vermutet, dass die Funktion des IL-1RA im Fruchtwasser, ahnlich wie im Serum,
in der Abwehr einer Uberschie3enden Aktivierung des Immunsystems liegt (Fukuda
et al. 2002), welche bei seiner Abwesenheit zu Fruhgeburt oder frihzeitiger Ruptur
der Plazentamembran fuhren konnte (Fukuda et al. 2002; Saji et al. 2000).
Dementsprechend waren Foten mit niedrigen IL-1RA-Spiegeln, bei denen in utero
eine Infektion auftritt, einem héheren Risiko von Plazentarupturen und Frihgeburten
(durch zu viel IL-1) ausgesetzt. So konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass die
Injektion von IL-1RA eine IL-1B-induzierte Frahgeburt verhindern konnte (Romero
und Tartakovsky 1992), wahrend IL-13 dagegen als ein bedeutender Ausldser
infektionsvermittelter Plazentarupturen und Frihgeburten gilt (Gravett et al. 1994;
Shobokshi und Shaarawy 2002; Yoon et al. 1999). Der exakte Mechanismus, uber
den IL-1B diese Komplikationen wahrend der letzten zwei Trimester der
Schwangerschaft auslost, ist noch nicht geklart. Man vermutet, dass eine abnorm
hohe IL-1-Produktion in den Zellen der Gebarmutterschleimhaut, ausgeldst durch
eine UberschielRende Immunreaktion (Romero et al. 1989b), dafir verantwortlich sein
konnte (Saji et al. 2000).

Neben der in der Einleitung erwahnten erblichen Komponente wurde die mogliche
Rolle von Komplikationen wahrend der Schwangerschaft und der Geburt bei
Beeintrachtigungen der Hirnentwicklung als ein bedeutender Vulnerabilitatsfaktor in
der Pathogenese der Schizophrenie diskutiert (Moller und Deister 2000). So konnten
in verschiedenen Studien eine frihzeitige Ruptur der Plazentamembran, Blutungen
und Infektionen wahrend der Schwangerschaft sowie Frihgeburt als Risikofaktoren
fur die spatere Entwicklung einer schizophrenen Psychose identifiziert werden (Buka
et al. 2001; Cannon et al. 2002; Dammann und Leviton 1997; Hultman et al. 1999;
Jones et al. 1998; Kunugi et al. 2003; Suvisaari et al. 1999). Solche Risikofaktoren
wie z.B. fruhzeitige Ruptur der Plazentamembran, Blutungen und niedriges
Geburtsgewicht sind oftmals Indikatoren fiir eine Insuffizienz der Plazenta, welche
das intrauterine Wachstum beeintrachtigen kann (Kramer et al. 1997) und mit einer
Sauerstoffmangelversorgung und sich daraus ergebenden Beeintrachtigung des sich
entwickelnden Gehirns einhergeht. Dies konnte als mogliche Ursache fir die
beobachtete Beeintrachtigung der Hirnentwicklung in der Patientengruppe
angesehen werden. Ein weiterer vorstellbarer Mechanismus, wie eine pranatale
Infektion zu einer beeintrachtigten Hirnentwicklung und damit letztendlich zur

Schizophrenie fuhren kdnnte, wird durch die Untersuchung im Rattenmodell von Cai
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et al. (2000) vorgeschlagen: eine maternale Verabreichung des Endotoxins
Lipopolysaccharid (LPS), welches aus der Zellwand gramnegativer Bakterien stammt
und die Plazenta passieren kann, hatte wahrend einer Schwangerschaft eine erhohte
IL-1B3-Expression im Gehirn des Fotus zur Folge (Cai et al. 2000). Die bereits
erwahnte Fahigkeit des IL-1B, ischamiebedingte exzitotoxische Vorgange zu
verstarken und somit zu vermehrtem neuronalen Zelluntergang zu fihren (Lawrence
et al. 1998; Relton et al. 1996; Relton und Rothwell 1992), kdonnte somit ebenfalls zu
einer veranderten Hirnentwicklung fuhren, die dann far den Ausbruch einer
Schizophrenie in frihen Erwachsenenalter pradisponieren kann.

Dasselbe Allel 2 des IL-1RN-Gens, das also zur vermehrten IL-1RA-Produktion fuhrt,
kommt in den vorliegenden Ergebnissen trendmaRig seltener bei den Schizophrenen
als bei den Kontrollen vor. Demnach ist es vorstellbar, dass die von uns untersuchten
Schizophrenen bereits in utero einen genetisch bedingten Mangel an IL-1RA-Protein
und damit eine Uberschiellende Immunreaktion durch proinflammatorisches IL-1
hatten, was dann zu den verschiedenen Formen von Geburtskomplikationen und
konsekutiver Beeintrachtigung der Hirnentwicklung bei ihnen fuhren und im spateren
Lebensalter zum Ausbruch der Schizophrenie pradisponieren konnte.

Das vorliegende Ergebnis spricht dafur, dass auch der untersuchte Polymorphismus
des Interleukin-1RN-Gens ein Einflussfaktor auf den Verlauf pranataler Infektionen
und eventuell darauffolgender Schwangerschafts- und Geburtskomplikationen bei
Beeintrachtigung der Hirnentwicklung und damit in der Pathogenese der
Schizophrenie sein konnte. Die Befunde aus der Literatur und das vorliegende
Ergebnis sprechen dafir, dass das Allel 2 auch hier einen schitzenden Effekt

gegenuber der Entwicklung einer Schizophrenie haben konnte.

Auch postnatale Infektionen werden in der Atiologie der Schizophrenie diskutiert.
Dabei konzentriert sich der Schwerpunkt der Hypothese auf virale Infektionen, da
Untersuchungen bezuglich des Zusammenhangs zwischen bakteriellen Infektionen
und Schizophrenie nicht bekannt sind. Das Konzept dieser Hypothese ist
insbesondere wegen des neurotropen Effekts einiger Viren sowie des Auftretens von
psychotischen Symptomen bei viralen Enzephalitiden interessant. Weiterhin ist von
Bedeutung, dass sich diese viralen Infektionen des ZNS mit den Symptomen einer
Schizophrenie prasentieren konnen. Diese konnten insbesondere bei Patienten mit

akuten Herpesvirusinfektionen des ZNS beobachtet werden (Howard, 11l 1996; Schlitt
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et al. 1985; Wise et al. 1977). Auch bei Infektionen mit dem human immunodeficiency
virus (HIV) und dem human T cell leukaemia virus wurde Uber initiale ZNS-Stérungen
berichtet, die einer Psychose ahneln (Jones et al. 1987; Perry 1990; Wiley 1994).
Bereits Karl Menninger (1919, 1926) vermutete einen Zusammenhang zwischen
viralen infektiosen Prozessen und Schizophrenie, was durch das Auftreten
schizophrenieahnlicher Psychosen bei den Opfern der Influenza-Pandemien nach
dem ersten Weltkrieg bestatigt wurde (Menninger 1919). So erhielten wahrend einer
Influenza-Pandemie in Boston (Massachusetts) ein Drittel der Erkrankten die
Diagnose Schizophrenie, wobei alle im Alter von 18 bis 30 Jahren waren (Menninger
1926). Nach Abklingen des Fiebers manifestierte sich die Psychose. Des weiteren
gibt es Hinweise auf die DNA von Herpesviren in post mortem-Hirnen Schizophrener
(Kudelova et al. 1988; Moises et al. 1988). Somit konnten Virusinfektionen als direkte
Ausldser einer Schizophrenie eine Rolle spielen.

Eine Variante dieser Hypothese postuliert eine Aktivierung latenter Virusinfektionen
in der ZNS-Pathologie der Schizophrenie im Anschluss an eine akute Infektion
(Waltrip et al. 1990). So sind Herpes- und HIV-Viren in der Lage, im ZNS zu
persistieren und latente Virusinfektionen nach zellularer Replikation und kovalenter
Integration der viralen DNA in das humane Wirtsgenom aufrecht zu erhalten (Atwood
et al. 1993; Daheshia et al. 1998; Drummond et al. 1994). Durch verschiedene
Stimuli kann die integrierte Virus-DNA dann aktiviert werden, was die Produktion von
neuen Viruspartikeln zur Folge hat, die wiederum zusatzliche Zellen infiziert (Quinn et
al. 2000). Durch diesen Prozess kdonnen die Viren lebenslang immer wiederkehrende
Infektionen auslosen (Arbusow et al. 1999; Steiner et al. 1994). Die Aktivierung einer
latenten Infektion mit dem Herpes-Simplex-Virus fuhrt beispielsweise zu einer
Enzephalitis, die sich im Anfangsstadium mit den akuten psychotischen Symptomen
einer Schizophrenie prasentiert (Raskin und Frank 1974).

Von Interesse flr diese Arbeit ist in diesem Zusammenhang der Einfluss des
untersuchten Polymorphismus des IL-1RN-Gens bei Infektionen.

In der Mehrzahl der Studien konnte interessanterweise eine erhdohte Resistenz der
homozygoten Allel 2-Trager gegenlber verschiedenen Infekten gezeigt werden. So
zeigte sich bei Tragern mit Homozygotie fur Allel 2 eine erhdhte Immunitat
gegenuber dem Epstein-Barr- (Hurme und Helminen 1998a) und dem Zytomegalie-
Virus (Hurme und Helminen 1998b). Auch konnte eine verstarkte Immunabwehr

gegenuber der Vermehrung des HIV-Virus bei Frauen, die homozygot flr dieses Allel
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waren, nachgewiesen werden (Witkin et al. 2001): unter infizierten brasilianischen
Frauen mit ahnlichem Krankheitsstatus hatten die homozygoten Tragerinnen fir das
IL-1RN Allel 2 signifikant niedrigere Konzentrationen an human immunodeficiency
virus 1-RNA im Blutkreislauf als Frauen mit anderen Genotypen.

Diese Studien deuten darauf hin, dass das Allel 2 des IL-1RN (das high activity-Allel),
welches mit einer erhohten Produktion des IL-1RA-Proteins einhergeht, einen
erhohten immunologischen Schutz vor viralen Infektionen bietet, die dann Uber die
verschiedenen besprochenen Mechanismen letztendlich zur Schizophrenie fuhren
konnten. Damit wurde sich das Allel 2 wieder als schitzendes Allel gegenlber der
Schizophrenie prasentieren. Dieser Befund steht auch im Einklang mit den
Ergebnissen dieser Arbeit, bei der sich ein Trend in Richtung einer selteneren
Haufigkeit des Allels 2 des IL-1RN bei den Schizophrenen im Vergleich zu den
Kontrollen zeigte. Folglich konnten diese dadurch einer erhdhten Vulnerabilitat
gegenuber postnatalen Infektionen ausgesetzt sein, was dann letztendlich zum
Ausbruch der Schizophrenie gefihrt haben kénnte.

Das Ergebnis dieser Untersuchung spricht insgesamt eher fur eine Uberschiel3ende
Immunreaktion, so dass der Mechanismus des schitzenden Effekts des Allels 2 vor
postnatalen Infektionen und daruber letztendlich vor Schizophrenie noch zu klaren
bleibt.

6.1.3.2.4 Moglicher Einfluss des Allels 2 des Interleukin-1-
Rezeptorantagonisten auf den Verlauf von Autoimmunerkrankungen

im Rahmen schizophrener Psychosen

Auch eine madgliche Rolle von Autoimmunvorgangen wird in der Entstehung der
Schizophrenie diskutiert. Da das Allel 2 (das high activity-Allel) des IL-1RN-Gens in
der vorliegenden Untersuchung trendmaliig seltener bei den Schizophrenen als bei
den Kontrollen vertreten war und somit wahrscheinlich zu einer verminderten IL-1RA-
Produktion und einer daraus resultierenden UberschieRenden Immunreaktion bei
diesen Erkrankten gefuhrt haben koénnte, ware es vorstellbar, dass dieses
Uberschieflende Ausmald der Immunreaktion in autoimmunologischen Vorgangen bei
diesen Schizophrenen resultiert.

Diese Vermutung wird durch eine Hypothese zur Entstehung von Autoimmunitat

unterstitzt, nach der Autoimmunitat dann auftritt, wenn die Fahigkeit, eine normale
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Immunantwort zu beenden, beeintrachtigt ist (Sandborg 2002): dies sei der Fall,
wenn die antiinflammatorischen Zytokine wie IL-1RA nicht vorhanden oder erniedrigt
sind, woraufhin eine inflammatorische Immunantwort unkontrolliert andauert.
Dementsprechend koénnen bei Autoimmunerkrankungen die Mechanismen, die
normalerweise vor einer Infektion schitzen und fur die Eliminierung von fremden
Stoffen und Organismen aus dem Korper sorgen, selbst zur Gewebsschadigung und
zu Krankheiten fuhren. Dabei richtet sich die Reaktion des Immunsystems gegen
korpereigene Strukturen. Dies ist der Fall, wenn der Organismus nicht mehr
zwischen korpereigen (anhand der HLA-Antigene) und kérperfremd (Uber Antikorper
und T-Zell-Rezeptoren) unterscheiden kann.

Um die Integritdt des Organismus zu erhalten, hat das Immunsystem
Schutzmechanismen entwickelt (Ring und Lakkis 1999). So mussen B- und T-Zellen,
die gegen korpereigene Zellen reagieren, ausgeschaltet werden (Autotoleranz). Bei
den T-Zellen, die in der Signalkaskade u. a. von IL-1 stimuliert werden, geschieht das
Uber eine klonale Deletion autoreaktiver Zellen, die bereits wahrend ihrer Reifung im
Thymus stattfindet. Weitere Mechanismen sind das Fehlen entsprechender T-
Helferzellen (funktionelle Deletion) sowie eine Suppression der autoreaktiven
Funktion dieser T-Zellen durch T-Suppressor (CD8") -Lymphozyten (Baenkler 2000).
Als Ausloser von Autoimmunreaktionen wird u.a. eine polyklonale T-Zellaktivierung
mit der moglichen Stimulation autoreaktiver, normalerweise supprimierter
Immunzellen diskutiert (Theofilopoulos 1995). Dementsprechend gilt eine
Vermehrung der T-Lymphozyten als Indikator flr eine UberschielRende
Immunreaktion, die in autoimmunologisches Geschehen minden kann (Baenkler
2000).

Man nimmt an, dass das Ausmal® der Autoreaktivitat wahrend einer normalen
Immunantwort durch die antiinflammatorischen Faktoren wie IL-1RA unter Kontrolle
gehalten wird, wahrend die fremden Antigene von den proinflammatorischen

Zytokinen wie IL-1 eliminiert werden (Abb. 22).
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Abb. 22: Wechselwirkung zwischen einer Antigen-prasentierenden Zelle (M®), T-Zellen, B-
Zellen und Zytokinen wahrend einer normalen Immunantwort (Sandborg 2002).

Das Antigen (AG) wird von M® phagozytiert, prozessiert und auf der Zelloberflache des Antigen-
prasentierenden Molekils MHC 1l eingebaut. Daraufhin wird eine T-Helfer-Zelle (CD4+) mit einem T-
Zellrezeptor, der das Antigen in dem MHC-Molekil erkennt, partiell stimuliert, so dass ein zweites
Signal zwischen M® und der T-Zelle zur Proliferation und Differenzierung der T-Zelle in T-Helfer 1 (TH
1)- und T-Helfer 2 (TH 2)-Zellen und zur Freisetzung von Zytokinen fiihrt. Die proinflammatorischen
Zytokine wie IL-1 stimulieren die Proliferation weiterer T-Helfer-Zellen, zytotoxischer T-Zellen (CD8+)
und B-Zellen, wahrend die antiinflammatorischen Zytokine wie IL-1RA die Immunantwort unter
Kontrolle halten, damit das System wieder in seinen Gleichgewichtszustand mit neu dazugewonnenen
Gedachtniszellen zurtickkehren kann.

Unter den verschiedenen Hypothesen, wie Autoraktivitdt persistiert und zu
Autoimmunkrankheiten fuhren kdnnte, wird als eine bedeutende und fur diese Arbeit
relevante Theorie eine Dysregulation zwischen pro- und antiinflammatorischen
Zytokinen diskutiert, bei der die antiinflammatorischen Zytokine wie IL-1RA erniedrigt
sein sollen (Sandborg 2002).

Daher ware es vorstellbar, dass das durch den in dieser Arbeit untersuchten
Polymorphismus des IL-1RN-Gens verschobene Verhaltnis aus IL-1RA/IL-1
zugunsten des IL-1 zu einer Uberstimulation von T-Lymphozyten fihren kénnte.
Diese konnten sich dann gegen korpereigenes Gewebe gerichtet und zu
autoimmunologischen Reaktionen und Uber diesen Mechanismus zur Schizophrenie
gefuhrt haben.

Die Vermutung, dass autoimmunologische Faktoren, als Folge einer friheren
Virusinfektion, letztlich flr Schizophrenie mitverantwortlich sein kénnten, wird schon
lange diskutiert (Kirch 1993). Sie basiert urspringlich auf Befunden von

Serumbestandteilen Schizophrener mit autoaggressiven Eigenschaften gegen
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Hirngewebe (Henneberg et al. 1993; Kelly et al. 1987; Pandey et al. 1981; Yang et al.
1994). Dabei wurden erhohte Antikorpertiter gegen hippocampale Strukturen
(Ganguli et al. 1987; Ganguli et al. 1993; Yang et al. 1994), die Septumregion (Heath
et al. 1989; Henneberg et al. 1993) sowie den frontalen Cortex gefunden (Henneberg
et al. 1993). In der Studie von Ganguli et al. (1987), die verschiedene Hirnregionen
einschlieBlich  frontaler Cortex, parietaler Cortex, Gyrus cinguli, Gyrus
parahippocampalis und Hippocampus untersuchte, zeigte sich die ausgepragteste
Immunreaktivitat gegen Gewebe des Hippocampus. Da gerade im Hippocampus eine
besonders hohe Dichte an IL-1-Rezeptoren sowie IL-1- und IL-1RA-enthaltenden
Neuronen nachgewiesen wurde (Ban et al. 1991; Ban 1994; Bencsik et al. 1996;
Cunningham, Jr. et al. 1991; Farrar et al. 1987; Takao et al. 1990; Yasuhara et al.
1997), ist es durchaus denkbar, dass die in dieser Arbeit postulierte genetisch
bedingte Veranderung des Gleichgewichts zugunsten von IL-1 bei den
Schizophrenen hippocampale Funktionen direkt beeintrachtigt und so letztendlich
zum Ausbruch der Schizophrenie flihren kénnte. Des weiteren spricht flr eine
Beteiligung von Autoimmunvorgangen in der Pathogenese der Schizophrenie die
Beobachtung, dass Autoimmunerkrankungen selbst zu psychotischen Symptomen
fuhren kdnnen. Damit ist gleichzeitig gezeigt, dass Immunprozesse einen Einfluss auf
Funktionen des ZNS austben koénnen. Dementsprechend traten Dbei
Autoimmunerkrankungen wie Lupus erythematodes (Kruger 1984), Sklerodermie
(Maller et al. 1992), Sjogren-Syndrom (Raps et al. 1986) und
Antiphospholipidsyndrom (Kurtz und Maduller 1994) psychotische Symptome auf.
Bemerkenswert in diesem Zusammenhang ist auch, dass in einigen Studien bei
schizophrenen Patienten eine erhohte Pravalenz fur Autoimmunkrankheiten
gefunden wurde. So konnte unter schizophrenen Patienten bzw. deren Verwandten
ein gehauftes Auftreten von systemischem Lupus erythematodes (Funauchi et al.
2002), Schilddrisenerkrankungen (DeLisi et al. 1991; MacSweeney et al. 1978) und
Diabetes mellitus Typ 1 (Gilvarry et al. 1996) und Typ 2 (Mukherjee et al. 1989)
beobachtet werden.

In diesem Zusammenhang werden nun Befunde diskutiert, die auf die Rolle des IL-
1RA in der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen und damit bei der Entstehung
der Schizophrenie hinweisen konnten. So konnte in Experimenten mit knockout-
Mausen fur das IL-1RN-Gen gezeigt werden, dass diese spontan

Autoimmunprozesse wie Arthritis entwickelten (Horai et al. 2000; Nicklin et al. 2000).
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Auch bei chronisch entzundlichen Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa und
Morbus Crohn konnten in Mucosabiopsien niedrigere Verhaltnisse von IL-1RA/IL-1
im Vergleich zu Kontrollen sowie Patienten mit akuter Colitis gezeigt werden (Andus
et al. 1997; Casini-Raggi et al. 1995). Dementsprechend fuhrte im Tiermodell eine
Verabreichung von Antikdrpern gegen IL-1RA zu langer andauernden intestinalen
Entziindungen sowie einer erhdhten Mortatiltatsrate dieser Tiere (Cominelli et al.
1990; Ferretti et al. 1994). Diese Befunde bestatigen die Hypothese, dass dem IL-
1RA bei der Entstehung von Autoimmunkrankheiten eine spezifische
antagonisierende Rolle gegenuber dem IL-1 zukommt, um das Ausmal} einer
Immunreaktion unter Kontrolle zu halten. Somit ist er flr eine Aufrechterhaltung der
Homodostase des Immunsystems unerlasslich.

Es ware vorstellbar, dass durch den untersuchten VNTR-Polymorphismus des IL-
1RN-Gens, welcher wahrscheinlich zu einer unterschiedlichen Expression seines
Proteins fuhrt, diese sensitive Balance zwischen IL-1RA und seinem Agonisten
zugunsten des IL-1 verschoben wird und Uber daraus resultierende autoimmune
Mechanismen letztendlich Schizophrenie entsteht.

Zusammenfassend befindet sich das in dieser Arbeit gefundene Ergebnis, also das
seltenere Vorkommen des Allels 2 (des high activity-Allels) bei den Schizophrenen,
im Einklang mit der Hypothese der Dysregulation zwischen IL-1 und IL-1RA
zugunsten des IL-1 bei Autoimmunerkrankungen und damit ebenfalls mit der

Autoimmunhypothese der Schizophrenie.

6.1.3.2.5 Moglicher Einfluss des Allels 2 des Interleukin-1-

Rezeptorantagonisten auf die Interleukin-1-Signaltransduktion

Das vorliegende Ergebnis spricht daflir, dass das Allel 2 des IL-1RN eine protektive
Rolle bei der Entstehung der Schizophrenie haben koénnte. Die exakten
Mechanismen, uber die der IL-1RA seine Wirkung entfaltet, sind jedoch noch nicht
vollstandig geklart. Vorstellbar ware ein Einfluss des IL-1RN-Polymorphismus auf
molekularer Ebene in der IL-1-Signaltransduktion. Dieser soll im Folgenden erlautert
werden.

Durch das in dieser Arbeit festgestellte seltenere Vorkommen des IL-1RN-Allel 2 und

der damit vermutlich Kkorrelierenden erniedrigten Produktion des IL-1RA st
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wahrscheinlich von einer Dysregulation zwischen IL-1 und seinem Antagonisten
zugunsten des IL-1 auszugehen.

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, fuhrt die Signaltransduktion des IL-1 nach
Bindung an den Interleukin-1-Rezeptor zunachst zur Aktivierung der Serin-Threonin-
Kinase IRAK. Diese interagiert mit dem Protein TRAF6, dessen Uberexpression dann
wiederum den Transkriptionsfaktor NfkB aktiviert, der daraufhin in den Zellkern
eindringt und an verschiedene Promotoren bindet. Dabei werden Gene aktiviert, die
an der Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie IL-1 und IL-2 beteiligt sind. Uber
diesen Mechanismus kann eine effektive Immunreaktion stattfinden (Janeway et al.
2002). Fur eine effiziente IL-2-Synthese ist daher eine IL-1-Kostimulation notwendig.
Somit stellen sowohl IL-1 als auch IL-2 wichtige SteuergrofRen fur die Immunantwort
dar. Da IL-1 zum einen die Produktion von IL-2 uber die beschriebene
Signaltransduktion stimuliert, und IL-2 zur Auslésung von psychotischen Symptomen
fuhren kann (Denicoff et al. 1987), kdnnte das seltenere Vorkommen des Allels 2 des
untersuchten IL-1RN-Gens, welches wahrscheinlich zu einer Uberschiel3enden
Reaktion durch IL-1 und Uber den beschriebenen Mechanismus dann zu einer
Uberaktivierung von IL-2 fhrt, fir die Entstehung von psychotischen Symptomen bei
den untersuchten Schizophrenen zumindest mitursachlich sein.

Dieser vorgeschlagene molekulare Mechanismus ware anhand des vorliegenden
Ergebnisses somit eine weitere Moglichkeit, wie der untersuchte Polymorphismus

des IL-1RN-Gens zur Entstehung der Schizophrenie beitragen kénnte.
In der folgenden Abbildung 23 werden die vorgestellten mdglichen Mechanismen

zusammengefasst, die durch das seltenere Vorkommen des untersuchten IL-1RN-

Polymorphismus Allel 2 bei der Entstehung der Schizophrenie beteiligt sein konnten.
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IL-1RN (VNTR) Allel 2
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pathologischer Einfluss auf
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Abb. 23: Zusammenfassung von beispielhaften Mechanismen, die bei der Entstehung der
Schizophrenie assoziiert mit einer selteneren Haufigkeit des IL-1RN-Gens Allel 2 beteiligt sein
kénnten.
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6.1.3.2.6 Vergleich des Ergebnisses zum IL-1RN-Polymorphismus mit

bestehender Literatur und abschlieBende Beurteilung

Das in dieser Arbeit festgestellte seltenere Vorkommen des IL-1RN Allel 2 bei
Schizophrenen steht im Einklang mit den Ergebnissen zweier italienischer Studien,
bei denen die Trager des IL-1RN Allel 2 signifikant seltener bei den Schizophrenen
reprasentiert waren (Bocchio Chiavetto et al. 2002; Zanardini et al. 2003). Eine
numerisch erniedrigte Haufigkeit des Allels 2 bei Schizophrenen zeigte sich in einer
finnischen und einer chinesischen Studie (Chowdari et al. 2001; Katila et al. 1999),
jedoch nicht in einer spanischen Bevdlkerungsgruppe (Papiol et al. 2002).

Insgesamt konnte das seltenere Vorkommen des Allels 2 bei den Schizophrenen in
der Mehrzahl der Studien repliziert werden. Diskrepanzen konnten sich einerseits
aufgrund der ethnischen Unterschiede der untersuchten Probandenkollektive
ergeben. Aulerdem wurden in den Studien durchgehend wesentlich kleinere
Probenzahlen (maximal n = 450) als in der vorliegenden Arbeit (n = 861) untersucht,
so dass die statistische Aussagekraft dieser Studien geringer war.

Interessant in diesem Zusammenhang ware der Effekt verschiedener Haplotypen des
Interleukin-1-Genkomplexes auf das Entstehungsrisiko der Schizophrenie,
insbesondere die Wirkung der Kombination des T-Allels des IL-1A- und IL-1B-Gens
(hohe IL-1a- und IL-1B-Produktion) mit dem Allel 1 des IL-1RN-Gens (niedrige IL-
1RN-Produktion), da hier eine besonders starke Verschiebung des Gleichgewichts
zwischen pro- und antiinflammatorischen Interleukinen zugunsten des IL-1 und damit
ein starker erhohtes Schizophrenierisiko zu erwarten ware. Daher haben wir eine
Haplotypenanalyse des Interleukin-1-Genkomplexes durchgefuhrt, deren Ergebnisse

im nachsten Kapitel diskutiert werden.

6.1.4 Ergebnisse zu Haplotypen des Interleukin-1-Genkomplexes

Es konnte keine Assoziation zwischen den in dem untersuchten Kollektiv
vorkommenden Haplotypen aus den Polymorphismen des Interleukin-1-
Genkomplexes mit Schizophrenie nachgewiesen werden. Der Haplotyp mit der
haufigsten Frequenz sowohl in der Patienten- als auch in der Kontrollgruppe war der
Haplotyp 1 (IL-1B C-Allel/IL-1RN Allel 1/IL-1A C-Allel = 111). AuRerdem konnte in der
Gruppe der Schizophrenen der Haplotyp 12 (IL-1B T-Allel/IL-1RN Allel 4/IL-1A C-Allel
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= 241) nachgewiesen werden, der in dem Kontrollkollektiv nicht vorkam. Dieser war
jedoch so selten (n = 4), dass sich statistisch kein Unterschied zwischen Patienten-
und Kontrollgruppe zeigte und die Frequenz des Auftretens bei den Schizophrenen
daher bei weitem nicht ausreichend ist, um signifikante von zufallsbedingten

Variationen eindeutig zu differenzieren.

6.1.4.1 Vergleich der Ergebnisse zu Haplotypen aus den untersuchten
Polymorphismen des Interleukin-1-Genkomplexes mit bestehender

Literatur und abschlieRende Beurteilung

In einer Haplotypenanalyse der finnischen Studie von Katila et al. (1999) konnte eine
signifikante Assoziation eines Haplotyps des IL-1-Genkomplexes (Trager des
Haplotyps 1/1/2 (Tab. 31)) sowie ein verstarkender Effekt bei Homozygotie fur diesen
Haplotyp mit Schizophrenie beobachtet werden (Katila et al. 1999). Allerdings wurde
diese Studie an einer aus statistischer Sicht sehr geringen Fallzahl von nur 50
schizophrenen Patienten durchgefuhrt. Aulerdem konnte dieser Befund von einer
unabhangigen Studie an zwei chinesischen Bevdlkerungsgruppen nicht repliziert
werden (Chowdari et al. 2001). Die chinesische Untersuchung stellt somit eine
Bestatigung des in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnisses durch eine unabhangige
Studie dar.

Weitere Studien an Kaukasiern, die einen 2-Loci-Haplotypen aus Polymorphismen
des IL-1B und IL-1RN bildeten, konnten ein erhdhtes Risiko flr Schizophrenie bei
Tragern des Haplotyps 1/1 (IL-1B/IL-1RN) nachweisen (Zanardini et al. 2003) sowie
zeigen, dass die Trager des Haplotyps 2/2 (IL-1B/IL-1RN) signifikant seltener bei den
Schizophrenen als bei den Kontrollen vertreten waren (Bocchio Chiavetto et al. 2002;
Zanardini et al. 2003). Diese Befunde weisen auf eine zusatzliche Verstarkung des
Schutzeffektes des Allels 2 des IL-1RN bei Individuen hin, die zusatzlich IL-1B-T-
Allel-Trager sind. Allerdings konnten in der vorliegenden Arbeit keine signifikanten 2-
Loci-Haplotypen in der untersuchten Stichprobe nachgewiesen werden.

Das Ergebnis der vorliegenden Arbeit spricht flr einen fehlenden Zusammenhang
zwischen den geschatzten Haplotypen des Interleukin-1-Genkomplexes und
Schizophrenie.

Die Diskrepanz der Ergebnisse der oben genannten Studien zu Haplotypen des IL-1-

Genkomplexes konnte sich aufgrund der unterschiedlichen ethnischen Populationen
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ergeben. Des weiteren spielen wahrscheinlich die unterschiedlichen Fallzahlen der
Probenkollektive, die regionalen Unterschiede, die Heterogenitat der Schizophrenie
sowie eine eventuelle Varianz in der Diagnosestellung der schizophrenen Psychosen

eine Rolle.

6.1.5 AbschlieBende Beurteilung der Ergebnisse aus dem Interleukin-1-

Genkomplex

Die vorliegenden Ergebnisse sprechen also daflir, dass das seltenere Vorkommen
des Allels 2 des IL-1RN bei den Schizophrenen einen Einfluss auf das
Entstehungsrisiko der Schizophrenie haben kdnnte, indem es zu einer Verschiebung
der sensitiven Balance des Interleukin-1-Genkomplexes zwischen pro- und
antiinflammatorischen Interleukinen zugunsten der proinflammatorischen Interleukine
fuhrt. Dieser Befund bekraftigt die Hypothese, dass eine Uberschielende Aktivierung
des Immunsystems in der Pathogenese der Schizophrenie eine Rolle spielen kdnnte.
Aulerdem deutet er darauf hin, dass die Dysregulation der Interleukine bei den
Schizophrenen zumindest teilweise genetisch bedingt sein konnte. Die Ergebnisse
weisen somit auf eine schitzende Rolle des Allels 2 des Interleukin-1-
Rezeptorantgonisten vor der Entstehung der Schizophrenie hin. Fir die untersuchten
Polymorphismen des IL-1 alpha- und -beta-Gens konnte keine Assoziation zur
Schizophrenie gefunden werden. Aus diesem Ergebnis sowie aus der fehlenden
Assoziation von Haplotypen des Interleukin-1-Genkomplexes mit Schizophrenie lasst
sich kein Hinweis auf ein mogliches Zusammenspiel der Polymorphismen des

Interleukin-1-Genkomplexes in der Pathogenese der Schizophrenie ableiten.
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6.2 Allgemeine Betrachtung zu Methodik und Aussagekraft dieser
Studie

Ziel der molekulargenetischen Forschung in der Medizin ist es, die genetischen
Ursachen fur die Pathomechanismen von Krankheiten auf Ebene der DNA-Sequenz
zu identifizieren. Bei den multifaktoriellen Erkrankungen, zu denen auch die
Schizophrenie gehort, wird das Erreichen dieses Ziels dadurch erschwert, dass
sowohl Umwelt- als auch genetische Faktoren an der Krankheit beteiligt sind.
DarUber hinaus ist die Schizophrenie eine polygene Erkrankung, deren genetischer
Beitrag wahrscheinlich durch Varianten in verschiedenen Genen entsteht, wie
beispielsweise Gene, die zwar fir die Krankheitsentstehung nicht unmittelbar
notwendig sind, aber die Suszeptibilitat dafur erhohen. Ein tieferes Verstandnis der
Krankheitsentstehung kann daher erst nach der Identifizierung dieser Gene und der
Kenntnis ihrer Wirkungen und Wechselwirkungen entstehen. Man erhofft sich damit
eine bessere Eingrenzung, welche Vulnerabilitatsgene zur Schizophrenie
pradisponieren.

Eine haufig benutzte Methode zur Identifizierung von Krankheitsgenen in der
Schizophrenie ist die Kopplungsanalyse. Ein Vorteil dieser Methode ist, dass sie
nicht auf pathobiologischen Modellen der Schizophrenie beruht. Vielmehr wird erst
bei Identifizierung eines Gens im gekoppelten Sequenzabschnitt dieses im
Zusammenhang mit der Krankheitsentstehung untersucht. Bezlglich der
Identifizierung von Genen bei komplexen Erkrankungen wie der Schizophrenie mit
kleineren Genbeitragen ist diese Methodik jedoch nicht so geeignet, da die
eingrenzbaren Genregionen noch zu grol3 sind. Aullerdem gibt es bereits viele
Kandidatengenregionen zur Schizophrenie, so dass man mittels der
Kopplungsstudien nicht mehr viel weiter kommt, wenn man kleine Geneffekte
entdecken mochte.

Daher stellen Assoziationsuntersuchungen eine geeignete Methode dar, um kleine
Geneffekte aufdecken zu kdnnen. Da in der Atiopathogenese der Schizophrenie eine
Beteiligung mehrerer Gene mit teilweise kleinen Effekten vermutet wird, haben
Assoziationsuntersuchungen flr diese Untersuchung grofRe Vorteile und sind daher
geeignet fur die Analyse des Interleukin-1-Genkomplexes. Ein Nachteil von
Assoziationsuntersuchungen ist die Gefahr, falsch positive Ergebnisse zu erhalten.

So kann eine positive Assoziation durch eine populationsbedingte genetische
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Differenz zwischen Patienten- und Kontrollkollektiv entstehen
(Populationsstratifikation oder —schichtung), die nicht mit dem Krankheitsbeitrag des
untersuchten Gens zusammenhangt.

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gene liegen innerhalb einer Genregion
auf Chromosom 2p12-922.1, die in einer grol} angelegten Meta-Analyse als einziger
Genabschnitt eine genomweite signifikante Kopplung erreichte (Lewis et al. 2003).
Daher sind die Gene des Interleukin-1-Genkomplexes sehr interessante positionelle
Kandidatengene in der Pathogenese der Schizophrenie. Die Ergebnisse dieser
Untersuchung tragen zur Festigung der Hypothese einer Aktivierung des
Immunsystems in der Pathogenese der Schizophrenie bei.

Das heterogene klinische Bild der Schizophrenie sowie die zahlreichen Befunde von
Risikogenen aus Kopplungs- und Assoziationsstudien lassen eine pathogenetische
Beteiligung von nur einem Gen sehr unwahrscheinlich erscheinen. Insofern sind die
verschiedenen Risikogene zur Schizophrenie nicht als konkurrierende, sondern
vielmehr als komplementare pathophysiologische Modelle anzusehen, die
zusammen mit gewissen Umweltfaktoren an der Atiopathogenese der Schizophrenie

beteiligt sind.

6.3 Ausblick

6.3.1 Zukunftige Untersuchungen

Gene auf Assoziation mit dem Phanotyp Schizophrenie zu untersuchen, ist nur die
erste Stufe bei dem Verstehen, wie Gene psychiatrische Erkrankungen beeinflussen
konnen. Die Produkte dieser Gene, in Verbindung mit Umweltfaktoren, sind fur
individuelle menschliche Kennzeichen verantwortlich. Da die Funktion von
Genprodukten in Gehirnprozessen immer besser verstanden wird, kann begonnen
werden, in die Prozesse einzugreifen, die psychiatrische Erkrankungen verursachen.
Letztlich die Pathophysiologie zu verstehen, die der Schizophrenie zugrunde liegt,
wird zu vollig neuartigen, spezifischen Therapien und schliel3lich zu Pravention
fuhren.

Ist aus Studien ersichtlich, dass eine genetische Variation mit einer bestimmten
Krankheit in Zusammenhang steht, so besteht die Mdglichkeit, im nachsten Schritt zu

untersuchen, ob diese Variation funktionelle Relevanz hat, d.h. ob sie entweder zu
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einem Aminosaureaustausch und damit zu einem veranderten Protein oder zu einer
veranderten Expression des Proteins fuhrt. Dartber hinaus sollte untersucht werden,
ob die jeweiligen Polymorphismen des Interleukin-1 alpha, -beta und -
Rezeptorantgonist-Gens mit einer Genvariation im Kopplungsungleichgewicht

stehen, die funktionell ist.

Interessant ware es aullerdem, Expressionsstudien von Hirnregionen wie
Hippocampus, Striatum und frontaler Cortex an post mortem-Hirnen Schizophrener
im Vergleich zu Kontrollen durchzufihren, um die IL-1- und IL-1RA-mRNA-
Konzentrationen in  schizophrenierelevanten Hirnregionen zu bestimmen.
Diesbezuglich existiert erst eine Untersuchung, die eine Reduktion der IL-1RA-mRNA
im frontalen Cortex nachweisen konnte (Toyooka et al. 2003), was im Einklang mit

der Hypothese dieser Arbeit steht.

Aulierdem stellt die Heterogenitat des klinischen Bildes der Schizophrenie ein grol3es
Hindernis in der Aufklarung atiologischer Faktoren bei den schizophrenen Psychosen
dar. Da eine alleinige klinische Charakterisierung des Phanotyps durch
psychopathologische Merkmale unbefriedigend ist, wirde die Erfassung sogenannter
Endophanotypen zur weiteren Differenzierung einen wesentlichen Fortschritt leisten.
Es ware somit durchaus moglich, dass eine bestimmte Allelkombination nur als
Risikofaktor fur einen Schizophreniesubtyp verantwortlich ist. Daher erscheint es
sinnvoll, in zuklnftigen Studien einen Allel-, Genotyp- und Haplotypfrequenzvergleich
von Schizophrenen und Kontrollen zusatzlich in einer Subgruppenanalyse

durchzufihren.

6.3.2 Therapeutische Konsequenzen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit tragen zur Festigung der Hypothese einer
Aktivierung des Immunsystems in der Pathogenese der Schizophrenie bei, die durch
ein zumindest teilweise genetisch bedingtes verschobenes Gleichgewicht zwischen
pro- und antiinflammatorischen Interleukinen in Richtung des proinflammatorischen
IL-1 verursacht sein konnte. Insofern sollten die therapeutischen Implikationen dieser
Modellvorstelllung auf die Behandlung von Schizophreniepatienten weiter untersucht

werden. Eine mdgliche Strategie kodnnte langfristig in der Verabreichung von
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rekombinantem IL-RA bei denjenigen Patienten liegen, die Trager von Risikoallelen
des Interleukin-1-Genkomplexes sind, welche zu einer UberschielRenden
Immunreaktion fuhren konnten. Dazu sollte zunachst im Tiermodell untersucht
werden, ob die Verabreichung von IL-1RA zu einer Verminderung
schizophrenieahnlicher Symptome fuhrt.

Ein weiterer moglicher therapeutischer Weg, eine eventuell Uberschieliende
proinflammatorische Wirkung des IL-1 bei Schizophrenen zu vermindern, kdnnte in
der Hemmung von dem IL-1 nachgeschalteten Systemen liegen. In einer klinischen
Studie von Miuller et al. (2002) konnte so eine Reduktion von psychotischen
Symptomen bei Schizophrenen durch die Gabe des antiinflammatorisch wirkenden
Arzneistoffes Celecoxib, eines selektiven Cyclooxygenase (COX) -2-Hemmers, der in
Kombination mit Risperidon verabreicht wurde, im Vergleich zu einer Monotherapie
mit Risperidon beobachtet werden. Der exakte Mechanismus, Uber den Celecoxib die

antipsychotische Wirkung entfaltet, ist allerdings noch nicht eindeutig geklart.
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